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ABREVIATIONS

EGF: Epidermal Growth Factor (facteur de croissance épidermique)

TGF: Transforming Growth Factor (facteur de croissance transformant)
NGF: Nerve Growth Factor (facteur de croissance nerveux)

FGF: Fibroblast Growth Factor (facteur de croissance fibroblastique)
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor (facteur &2 croissance dérivé des
plaquettes)

IGF: Insulin-Like Growth Factor (facteur de croissance semblable a
1'insuline)

CSF: Colony Stimulating Factor (facteur de croissance stimulant la
formation de colonies)

MDGF: Milk Derived Growth Factor (facteur de croissance dérivé du lait)
CGF: Cyclophilin-Like Growth Factor (facteur de croissance semblable a
la cyclophiline)

NLK: neuroleukine ‘

BCGF: B-Cell Growth Factor (facteur de croissance des cellules B)

BCDF: B-Cell Differentiation Factor (facteur de différenciation des
cellules B)

HBGF: Heparin-Binding Growth Factor (facteur de croissance affine pour
1'héparine)

IgAs: Immunoglobuline de type A secrétoire

CFU-GM: Colony-Forming-Unit-Granulocyte-Macrophage (cellule précurseur
des granulocytes et des macrophages)

HMGF: Human Milk Growth Factor (facteur de croissance du lait de Femme)
cAMP: Adénosine 3',5',monophosphate cyclique

cGMP: Guanosine 3',5',monophosphate cyclique

TRH: Thyroid releasing hormone

Gnrh: Gonadotropin releasing hormone

TSH: Thyroid stimulating hormone

T : thyroxine

T.: triiodothyronine

AﬁNm: Acide ribonucléique messager

ADN: Acide désoxyribonucléique

ADNc: Acide désoxyribonucléique complémentaire

VIP: Vasoactive Intestinal Peptide (peptide intestinal vasoactif)

MEM: Milieu Essentiel Minimum de Eagle

PBS: tampon phosphate 10 mM, NaCl 150 mM, pH
TBS: tampon Tris, HC1l 10 mM, NaCl 150 mM, pH
SDS: Sodium Dodecyl Sulphate

PAGE: Electrophorgse en gel de polyacrylamide
FPLC: Fast protein liquid chromatography

DTT: dithiothréitol

cpm: coups par minute

1,2
7,8




INTRODUCTION

GENERALITES

GENERALITES SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE

I- PROPRIETES GENERALES DES PRINCIPAUX FACTEURS DE CROISSANCE
A- LES FACTEURS DE CROISSANCE EPIDERMIQUES

1- Le facteur de croissance épidermique
2- Le facteur de croissance transformant de type a
B- LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DES PLAQUETTES
C- LE FACTEUR DE CROISSANCE TRA{CFORMANT DE TYPE B
D- LES FACTEURS DE CROISSANCE SEMBLABLES A L'INSULINE
E- LES FACTEURS DE CROISSANCE NERVEUX
1- Le facteur de croissance nerveux
2- La Neuroleukine
F- LES FACTEURS DE CROISSANCE INTERVENANT DANS L'HEMATOPOIESE
G- LES FACTEURS DE CROISSANCE INTERVENANT DANS LA REPONSE
IMMUNITAIRE
H- LES FACTEURS DE CROISSANCE FIBROBLASTIQUES
1-Structure du facteur de croissance fibroblastique
basique
2- Effets biologiques in vitro du FGF basique
3- Agents modulateurs du FGF basique
4

Effets biolegiques in vivo du FGF basique
5- Mécanisme d'action du FGF basique
6- Conclusion
I- LES FACTEURS DE CROISSANCE TRES AFFINES POUR L'HEPARINE
IT- CONCLUSIONS SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE

LES FACTEURS DE CROISSANCE DES ILAITS DE MAMMIFERES

I- LES PROPRIETES MITOGENES DES LAITS DE MAMMIFERES
II- LES FACTEURS DE CROISSANCE DU LAIT DE FEMME

9N o4 oo

8

10
10

15
15

17

17
19




A- LE FACTEUR DE CROISSANCE EPIDERMIQUE

B- LE FACTEUR DE CROISSANCE TRANSFORMANT DE TYPE a

C- LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DES PLAQUETTES

D- LE FACTEUR DE CROISSANCE SEMBLABLE A L'INSULINE DE TYPE I
E- LE FACTEUR DE CROISSANCE NERVEUX

F- LE FACTEUR DE CROISSANCE STIMULANT LA FORMATION DE COLONIES

DE TYPE GRANULOMONOCYTAIRE
G- LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DU LAIT DE TYPE I
H- AUTRES ACTIVITES DE FACTEUR DE CROISSANCE
III- LES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LES LAITS DES AUTRES MAMMIFERES
A- LES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE RUMINANTS

1- Les facteurs de croissance du lait de Chévre
2- Les facteurs de croissance du lait de Vache
B- LES FACTEURS DE CROISSANCE DU LAIT DE TRUIE
C- LES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MURIDES
IV- SIGNIFICATIONS BIOLOGIQUES DE LA PRESENCE DE FACTEUKS DE
CROISSANCE DANS LES LAITS DE MAMMIFERES
A- ORIGINE DES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MAMMIFERES
B- ROLES DES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MAMMIFERES

ROLES DES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LE DEVELOPPEMENT DU TRACTUS
DIGESTIF

I- LE COLOSTRUM ET LE LAIT DANS LE DEVELOPPEMENT DU TRACTUS
DIGESTIF :
II- LES ROLES DU.FACTEUR DE CROISSANCE EPIDERMIQUE ( EGF) DANS LE
DEVELOPPEMENT DU TRACTUS DIGESTIF
A- LOCALISATION DE L'EGF
B- ROLES DE L'EGF SUR LE TRACTUS DIGESTIF DES MURIDES
C- ROLES DE L'EGF SUR LA MATURATION DES MUQUEUSES DIGESTIVES
III- ETUDES IN VITRO DE L'ACTION DE DIFFERENTS MODULATEURS SUR LE
TRACTUS DIGESTIF
A- LES ROLES DES DIFFERENTS ELEMENTS PROTEIQUES DU LAIT
B- ROLES D'ELEMENTS NON-PROTEIQUES DU LAIT
IV- ETUDES DE LA FIXATION DES FACTEURS DE CROISSANCE SUR LES
CELLULES INTESTINALES
V- CONCLUSIONS

19
22
22
22
23

23
23
24
24
24

25
25

27
27
29

30

30

30
30
31
31

32
32
33

33
35




LE SYSTEME CICLOSPORINE A-CYCLOPHILINE

I- LA CICLOSPORINE A
A- STRUCTURE
B- UTILISATIONS CLINIQUES
C- EFFETS CELLULAIRES
D- MECANISME D'ACTION
II- LA CYCLOPHILINE
A- PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
B- STRUCTURE DE LA CYCLOPHILINE
III- L'INTERACTION CYCLOPHILINE-CYCLOSPORINE A
A- SITE DE FIXATION
B- SPECIFICITE DE L'INTERACTION CYCLOPHILINE-CYCLOSPORINE A
CONCLUSIONS

Iv

TRAVAUX PERSONNELS |

ETUDE DES ACTIVITES MITOGENES DU COLOSTRUM ET DU LAIT DE FEMME

I- INTRODUCTION
II- MATERIELS ET METHODES
A- LE LAIT ET LE COLOSTRUM DE FEMME
B- PREPARATION DU LACTOSERUM
C- FRACTIONNEMENT DU COLOSTROSERUM ET DU LACTOSERUM PAR
TAMISAGE MOLECULAIRE
MESURE DE L'ACTIVITE MITOGENE

o
[

1- Cultures cellulaires
2- Mesure de la synthése 4'ADN
ITII- RESULTATS
A- PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DU COLOSTROSERUM PAR TAMISAGE
MOLECULAIRE
B- PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DU LACTOSERUM PAR TAMISAGE
MOLECULAIRE
C- DISCUSSION
IV- CONCLUSION

34

34
34
34
34
35
37
37
37
39
29
39
40

42

42
42
42
43

43

43

44

44

46

46
47




FRACTTONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR

COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE

I- INTRODUCTION

II- MATERIELS ET METHODES

A-
B~

H

LE LAIT ET LE LACTOSERUM
FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE -~ ELUTION PAR UN
GRADIENT CONTINU
FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE - ELUTION PAR UN
GRADIENT DISCONTINU
FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM CONTENANT 0,8 M DE NaCl PAR
CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE D'HEPARINE
IMMOBILISEE
DETERMINATION DES ACTIVITES MITOGENES
METHODES ELECTROPHORETIQUES

1- Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de

SDs
2- Electrotransfert sur feuille de nitrocellulose
(Western-blotting)

METHODES IMMUNOLOGIQUES

1- Préparation d'un immunsérum anti-lactotransferrine

2- Antisérum anti-lysozyme

3- Immunodiffusion simple

4- Immunorévélation aprés é&lectrotransfert

DOSAGE DES PROTEINES

III- RESULTATS

A-

CHROMATOGRAPHIE DU LACTOSERUM SUR COLONNE D'HEPARINE
IMMOBILISEE - ELUTION PAR UN GRADIENT CONTINU
CHROMATOGRAPHIE DU LACTOSERUM SUR COLONNE D'HEPARINE
IMMOBILISEE - ELUTION PAR PALIERS

1- Etude des différentes fractions

2- Détermination des activités mitogénes
CHROMATOGRAPHIE DU LACTOSERUM CONTENANT 0,8 M EN NaCl SUR
COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE

1- Fractionnement

48

48

49
49

43

49

50
50
51

52

53
53

53

55

60




2- Analyse de la fraction éluée a 2,4 M en NaCl par
électrophorase (SDS-PAGE)
3- Activités mitogénes
D~ DISCUSSION
IV- CONCLUSIONS

FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE DE
CATIONS

I- INTRODUCTION
II- MATERIELS ET METHODES
A- FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME

1- Préparation du lait écrémé
2~ Chromatographie d'échange de cations en batch
3- Chromatographie d'échange de cations sur colonne
4~ Tamisage moléculaire de la fraction éluée par de
1'acétate de sodium 0,4 M
5- Chromatographie d4'échange de cations par "F.P.L.C."
B- METHODES ELECTROPHORETIQUES
1- Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de
SDS (SDS-PAGE)
2- Electrotransfert sur feuille de nitrocellulose
(Western blotting)
3- Isoélectrofocalisation analytique
C- IMMUNO~-REVELATION APRES ELECTROTRANSFERT
D- CHROMATOGRAPHIES LIQUIDES A HAUTE PRESSION
1- Chromatographie liguide a haute pression en phase
inverse
2- Chromatographie liquide de tamisage moléculaire a
haute pression
E- DETERMINATION DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE
F- DOSAGE DES PROTEINES
G- DETERMINATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES
1

Mesure de l'activité mitogéne

2- Etude de la stabilité des activités mitogénes

3- Recherche d'une affinité des protéines mitogénes pour
1*'héparine

4- Détermination de l'activité angiogéne

60
64

65

65

65
65

67

68
68

69
69
69




IIT- RESULTATS 71
A- PURIFICATION DES FACTEURS DE CROISSANCE 71
B~ CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES FACTEURS DE CROISSANCE 71
1- Détermination de la masse moléculaire
2- Détermination du point isoélectrique
3- Détermination du caractére hydrophobe
C- IMMUNO-REVETATION APRES ELECTROTRANSFERT 75
D- SEQUENCES PEPTIDIQUES PARTIELLES DES FACTEURS DE CROISSANCE 79
E- DETERMINATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES 82
1- L'activité mitogéne est fonction de la concentration
en protéines
2~ Stabilité des activités mitogénes
3- Recherche d'une affinité pour 1l'héparine
4- Activité angiogéne
IV~ CONCLUSIONS 84
INFLUENCE DE LA CICLOSPORINE A SUR L'ACTIVITE BIOLOGIQUE DE DIVERS
FACTEURS DE CROISSANCE 87
I- INTRODUCTION 87
II- MATERIELS ET METHODES 87
A- MISE EN EVIDENCE D'UNE AFFINITE DES PROTEINES POUR LA
CICLOSPORINE A 87
B- ETUDE IN VITRO DU ROLE DE LA CICLOSPORINE A DANS LA
MODULATION DE L'ACTIVITE MITOGENE 88
1- Détermination des courbes dose-réponse
2- Détermination des courbes dose-réponse en présence de
ciclosporine A
3- Détermination des courbes dose-réponse en présence de
CcGr
ITI- RESULTATS 89
A- MISE EN EVIDENCE D'UNE AFFINITE DES FACTEURS DE CROISSANCE
POUR LA CICLOSPORINE A 89
B~ ETUDE IN VITRQC DU ROLE DE LA CICLOSPORINE A DANS LA
MODULATION DE L'ACTIVITE MITOGENE DES FACTEURS DE
CROISSANCE 91

1- Inhibition de l'activité mitogéne du CGF par la

ciclosporine A




2- Modulation des activités mitogénes de divers facteurs
de croissance par la ciclosporine A et le CGF

IV- CONCLUSIONS

CONCLUSION GENERALE

BIBLIOGRAPHIE

95



INTRODUCTION



Le lait est le seul aliment du nouveau-né et doit donc répondre 2a
1l'ensemble des besoins de celui-ci. Le lait de la mére représente de
loin l'aliment le mieux adapté au dJdéveloppement du nouveau-né. De
nombreuses études ont montré effectivement que les nourrissons alimentés
au lait de Femme présentaient une résistance plus grande aux infections
bactériennes et virales. Cependant, certaines femmes ne peuvent
allaiter. Aussi des aliments de substitution, appelés aliments lactés
diététiques ont &té' élaborés. Ces aliments sont fabriqués a partir du
lait de Vache dont la composition a été modifiée afin de le rendre plus
digeste et plus adapté aux besoins du nourrisson. Les préparations
commercialisées aujourd'hui répondent, pour 1la plupart, aux besoins
caloriques et nutritionnels des nourrissons normaux. Elles se révélent
néanmoins moins adaptées dans le cas de l'alimentation et du traitement
de nourrissons . atteints d'infections bactériennes ou virales
intestinales. Cette déficience s'explique d'une part par l'absence dans
le lait de Vache de facteurs spécifiques et non spécifiques de 1la
défense de la muqueuse intestinale comme les sIgA, la lactotransferrine,
le lysozyme et le gynolactose de Polonovski et Lespagnol et, d'autre
part, par l'absence dans le lait de Vache de facteurs de croissance
capables d'assurer une régénération rapide des cellules intestinales
lésées. Plus d'une dizaine de facteurs de croissance différents ont é&té
mis en évidence dans le lait de Femme, en particulier le facteur de
croissance épidermique (EGF) qui induit la prolifération et 1la

maturation des cellules entérocytaires.

Nos travaux s'inscrivent dans la thématique du Laboratoire du
Professeur G. SPIK concernant 1'étude des composés bioclogiquement actifs
‘du lait de Femme et la maternisation des laits. Il nous a été confié& le
sujet ayant 1l'intitulé suivant:

"Recherche de facteurs de <croissance et de différenciation

cellulaire dans le lait de Femme"

Dans un premier temps, nous avons étudié les activités de facteur
de croissance du colostrum et du lactosérum a partir d'un fractionnement
par chromatographie de tamisage moléculaire. Dans un deuxiéme temps,

nous avons mis au point plusieurs protocoles de purification des




facteurs de croissance du lait de Femme dans le but d'isoler de
nouvelles molécules mitogénes. En particulier, nous avons utilisé le
fractionnement des protéines sur colonne d'héparine immobilisée qui est
aujourd'hui universellement utilisé pour purifier 1les facteurs de
croissance fibroblastiques. Ce fractionnement a conduit & 1la
purification d4' un facteur de croissance possédant une trés forte
affinité pour 1l'héparine. D'autre part, nous avons utilisé Ile
fractionnement par chromatographie d'échange de cations afin de purifier
les facteurs de croissance basiques. Lors de ce fractionnement, dans le
but de préserver les activités mitogénes sensibles a pH acide nous avons
mis au point un protocole ne comportant pas d'étape d'acidification. Ce
protocole nous a permis d'isoler un polypeptide basique, acido-labile,
mitogéne pour les fibroblastes en culture. Une partie de sa séquence
peptidique a été& déterminée. Elle présente de fortes homologies avec la
séquence de la cyclophiline, molécule cytoplasmique capable de fixer la
ciclosporine. Dans la derniére partie de nos travaux nous étudions les
interactions entre la ciclosporine A et le facteur de croiséance

analogue a la cyclophiline que nous avons isolé du lait de Femme.

Ce travail a fait 1l'objet du mémoire suivant :

Olivier Delmas, Pierrette Maes, André Tartar, Jean Montreuil and
Genevieve Spik

A novel growth factor: isolation from human milk, characterization and
comparison with cyclophilin

Soumis a publication & FEBS Letters
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GENERALITES SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE

Les facteurs de croissance sont communément dJdéfinis comme des
polypeptides stimulant la prolifération cellulaire, en particulier in
vitro. Ils différent des polypeptides hormonaux par leur mode de
stockage, de transport {(ils n'appartiennent pas au systeéme endocrine) et
par leur moindre spécificité de tissus cibles. Une meilleure
connaissance de leur mode d'action a conduit JAMES et BRADSHAW (1984) a
leur donner une définition plus précise: "un facteur de croissance est
un polypeptide qui- induit la réponse a l'extérieur de la cellule
exclusivement par la formation d'un complexe avec un récepteur
membranaire spécifique; La réponse cellulaire, spécifique, qui peut-&tre
hypertrophique ou hyperplasique, résulte de la formation du complexe
facteur de croissance-récepteur; le complexe est internalisé par
endocytbse; la production, le transport et 1l'interaction avec des
cellules cibles interviennent dans un processus physiologique".

Par analogie avec les hormones, trois modes possibles de transport
des facteurs de croissance vers la cellules cible ont été proposés :
endocrine, paracrine et autocrine (SPORN et TODARO, 1980).

Ils sont présents dans la plupart des tissus et les cellules en
culture en sécrétent. La plupart, si ce n'est toutes les cellules,
possédent des récepteurs spécifiques d'un ou plusieurs facteurs gde
croissance. Différents facteurs de croissance agissent en synergie sur
une méme cellule (ROZENGURT, 1986).

Ils sont impliqués dans de nombreux mécanismes physiologiques et
pathologiques, en particulier, dans 1l'embryogen&se, lLa croissance, le
développement et la survie cellulaire, L1'hématopoidse, la réparation
tissulaire, la réponse immunitaire, l‘'arthérosclérose, l'angiocgenése et

les processus néoplasiques.




De nombreux oncogénes présentent des points communs avec les
facteurs de croissance ‘ou avec leurs récepteurs. Leur produit est soit
le facteur de croissance lui-méme (c-sis) (WATERFIELD et al., 1983),
soit le récepteur (c-fms) (SHERR et al., 1985), soit une forme tronquée
du récepteur (v-erbB)(DOWNWARD et al., 1984), soit une protéine de
transduction du signal mitogéne (MULCAHY et al.,1985). Inversement, il
a été montré que des facteurs de croissance augmentaient 1la
transcription de certains proto-oncogénes (myc et fos) (KELLY et al.,
1983; GREENBERG et ZIFF, 1984). La dérégulation des mécanismes d'action
des facteurs de croissance provoquée par les oncogenes conduit a des

transformations néoplasiques.

Les facteurs de croissance ont été généralement dénommés soit
sﬁivant le tissu a partir duquel ils ont été isolés pour la premidre
fois, soit suivant le type cellulaire sur lequel leur activité mitogeéne
a été mise en évidence.

Au fur et a mesure que leur structure primaire & été déterminée, on
s'est apergu que différentes appellations désignaient une méme molécule.
Par exemple, le facteur de croissance fibroblastique basique porte 15
noms différents.

Nous décrivons dans les paragraphes suivants la localisation,les
propriétés physico-chimiques et les propriétés Dbiologiques des
principaux facteurs de croissance, en les désignant par le nom le plus

généralement admis.

I - PROPRIETES GENERALES DES PRINCIPAUX FACTEURS DE CROISSANCE

A - LES FACTEURS DE CROISSANCE EPIDERMIQUES

1 - Le facteur de croissance épidermique {EGF)

L'EGF a été mis en évidence pour la premiére fois dans les -glandes
sous maxillaires de souris par COHEN (1962) Il fut caractérisé comme un
peptide qui provogque l'ouverture précoce des paupiéres et la pousse des
dents chez la Souris nouveau-née. L'urogastrone, purifiée a partir des
urines humaines, présente 70% d'homologie de séquence avec 1'EGF de

Souris (GREGORY, 1975).




L'EGF est un peptide monocaténaire de 53 acides aminés (masse
moléculaire 6000) dérivant d'un précurseur de masse moléculaire 128 000
(GRAY et ULLRICH, 1983). '

L'EGF est mitogéne pour les cellules mésenchymateuses et

épithéliales (ROSE et al., 1975).
2 - Le facteur de croissance transformant de type a (TGF-Q)

Le facteur de croissance transformant de type-a (TGFQ), qui
appartient a la famille des facteurs de croissance épidermiques est
caractéristique des cellules tumorales. Il a été mis en évidence pour la
premidre fois dans des milieux de culture de cellules murines
transformées par un virus oncogéne de type sarc (TODARO et al., 1976).

Il est constitué d'une chaine de 50 résidus, présente une homologie
de structure avec 1'EGF, et se fixe sur le méme récepteur (TODARO et
al., 1976).

Le TGF-a stimule non seulement la croissance des cellules, mais
également la formation de colonies de cellules cultivées en milieu

semi-solide (TODARO et al., 1979)

B - LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DES PLAQUETTES (PDGF)

Isolé a partir de plaquettes sanguines (ROSS ET VOGEL, 1978), le
PDGF est le facteur de croissance le plus abondant dans le sang. Le PDGF
est synthétisé par les plaquettes, les monocytes et les macrophages.

Il est constitué de deux chaines glycosylées A et B, de masses
moléculaires 18 000 et 16 000, reliées par un pont disulfure. Certaines
cellules cancéreuses sécrétent une forme homodimére. La protéine p28Sis
de l'oncogéne v-sis est fortement homologue & la chaine B du PDGF (ROSS,
1987).

Le PDGF est chimiotactant pour les cellules fibroblastiques et
pour les cellules du muscle lisse (SEPPA et al., 1982), mitogéne pour la
plupart des cellules du mésenchyme et pour les cellules gliales (ROSS,
1987).




C - LE FACTEUR DE CROISSANCE TRANSFORMANT DE TYPE-B8 (TGF-8)

Isolé a partir de milieux de culture des cellules tumorales, le
TGF-B a d'abord été décrit comme un facteur stimulant la croissance de
cellules en milieu semi-solide (MOSES et al., 1981).

Il a été caractérisé comme un peptide de masse moléculaire 25 000
constitué de 2 chaines reliées par un pont disulfure (DERYNCK et al.,
1985). Le TGF-B est sécrété sous une forme inactive, et est activé in
vitro en milieu acide (LAWRENCE et al., 1984).

Son action peut-&tre soit activatrice soit inhibitrice de 1la
multiplication cellulaire, suivant le type de cellules (TUCKER et al.,
1984).

D - LES FACTEURS DE CROISSANCE SEMBLABLES A L'INSULINE (IGF-I et
IGF-II)

L'IGF I (ou somatomedine C) et 1'IGF II (ou somatomedine A) sont
des facteurs de croissance sécrétés en réponse & l'hormone de croissance
circulante. Ils ont été isolés pour la premidre fois & partir du sérum
humain (RINDERKNECHT et HUMBEL, 1978a). Les IGF circulants sont fixés de
maniére non-covalente sur une protéine porteuse spécifique (FURLANETTO,
1980).

L'IGF-I est un peptide de 70 acides aminés comprenant trois ponts
disulfures intercaténaires (RINDERKNECHT et HUMBEL, 1978b).

Les IGF sont des agents de multiplication et de différenciation des

chondrocytes. (HIRAKI et al., 1986).
E - LES FACTEURS DE CROISSANCE NERVEUX
1 - Le facteur de croissance nerveux (NGF)

Le facteur de croissance nerveux, ou NGF, mis en é&vidence en
premier lieu dans des tumeurs transplantées dans des embryons de poulet
(LEVI-MONTALCINI et HAMBURGER, 1951) a été purifié & partir de venin de
serpent (COHEN, 1960).

Le NGF est un homodimére de masse moléculaire 26 000 (ANGELETTI et
BRADSHOW, 1971).




Le NGF est hypertrophique et hyperplasique pour les neurones. Il
induit 1l'arrét de la division et provoque la différenciation des
cellules de la lignée de phéochromocytome PC 12 (GREENE et TISCHLER,
1976).

2 - La neuroleukine (NLK)

La neuroleukine (NLK) isolée du muscle dénervé et des glandes
salivaires de Rat est neurotrope pour les neurones spinaux et sensoriels
(GURNEY et al., 1986).

La détermination de la séquence de la NLK a montré que cette

molécule est une phosphohexose isomérase (CHAPUT et al., 1988).
F - LES FACTEURS DE CROISSANCE INTERVENANT DANS L'HEMATOPOIESE

L'hématopoiese est sous la dépendance d'une régulation permettant
le maintien d'une production cellulaire stable a 1l'état basal et son
adaptation aux besoins éventuels. Toutes les cellules du sang ont pour
origine une cellule souche dite totipotente de 1la mo&lle. Les
différentes étapes de la différenciation des cellules hématopoigtiques
sont contrdlées par les facteurs de croissance granulocyto-monocytaires
(CSF) (COSMAN, 1988) (Fig.1l):

- 1'Interleukine 3 (ou multi CSF), glycoprotéine de masse
moléculaire 20-26 000, est synthétisée par les lymphocytes T. Elle
stimule la croissance des cellules totipotentes et des éosinophiles.

- Le GM-CSF, glycoprotéine de 127 acides aminés, est synthétisé par
les lymphocytes T, les cellules endothéliales et les fibroblastes. Il
intervient dans la maturation des granulocytes et des macrophages.

- Le G-CSF, protéine de 19 000, synthétisé par les monocytes et les
fibroblastes, agit sur les neutrophiles.

- Le M-CSF (ou CSF 1), glycoprotéine bicaténaire de masse
moléculaire 70 - 90 000, synthétisé par les monocytes, intervient dans
la maturation des monocytes et des macrophages.

- L'érythropoigdtine joue également un rdle tréds important dans
1l'hématopoiése. Synthétisée par le rein, elle est considérée comme &tant

une hormone.
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Figure 1: Schéma de 1'action des facteurs de croissance de 1' hématopoiése.

CSF: colony-stimulating factor; G-CSF: granulocyte-CSF; GM-CSF: granulocyte,

monocyte-CSF; M-CSF: monocyte-CSF; IL-3: Interleukine 3; CFU: colony—formxng-

unit; CFU-GEMM: CFU-granulocyte,erythrocyte,monocyte, megakaryocyte; CFU-GM:

_ CFU-granulocyte—manocyte' CFU-Eo: CFU-eosinophils; CFU-E: CFU-erythrocyte
CFU-MK: CFU-megakaryocyte; BFU-E: burst-forming-unit-erythrocyte; Epa: Erythro-

poiétine. (d'aprés SOLAL-CELIGNY, 1988)
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Figure 2: Induction de la réponse immunitaire. M: macrophage; T-act: lymphocyte
T activé; T-resp: Lymphocyte répondant & 1'IL-2 (T cytotoxique); NK: Natural
killer; LAK: lymphokine activated killer; B-act: lymphocyte B active; IL-1:
Interleukine 13 M-IFN: interféron-I; BCGF: facteur de différenciation des
lymphocytes B; BCDF: facteur de différenciation des lymphocytes B; Ag: antigene
{d'apreés ROBB, 1984)
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G - LES FACTEURS DE CROISSANCE INTERVENANT DANS LA REPONSE IMMUNITAIRE

Le développement de la réponse immunitaire suite & l'introduction
d'un antigéne dans l'organisme met en jeu des facteurs de croissance,
dénommés lymphokines, intervenant sur les cellules immunitaires (Fig.2):

- L'Interleukine 1, protéine de masse moléculaire de 15 - 17 000,
intervient dans 1l'activation des lymphocytes T, et est produite
essentiellement par les macrophages et les monocytes, mais aussi par les
lymphocytes B, les cellules épithéliales et les kératinocytes (MOCHIZUKI
et al., 1987).

- L'Interleukine 2, facteur de croissance des lymphocytes T et B,
est une glycoprotéine de 133 acides aminés {(masse moléculaire : 15 000)
(SMITH, 1984; MINGARI et al., 1984) et agirait de maniére autocrine sur
les lymphocytes T.

- L'Interleukine 4 ou facteur de croissance des lymphocytes B
{BCGF-1) provoque la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et
est mitogéne pour les lymphocytes T (LEE et al. 1986).

- L'Interleukine 5 est mitogéne pour les lymphocytes B et pour les
éosinophilés (KINASHI et al., 1986). »

- L'Interleukine 6, protéine de masse moléculaire apparente 19 - 21
000, induit la croissance des plasmocytes. Elle est é&galement dénommée
Interféron B2 et facteur de différenciation des lymphocytes B (BCDF)
(WONG et CLARK, 1988).

H - LES FACTEURS DE CROISSANCE FIBROBLASTIQUES

La famille des FGFs est subdivisée en deux groupes constitués par
le FGF acide et le FGF basique, polypeptides de masses moléculaires 15
000-19 000. Ces deux formes présentent une homologie de séquence de 55%.
Ils différent par leur pI, de 5,6 pour la forme acide et de 9,6 pour la
forme basique. 1Ils possédent une forte affinité pour 1l'héparine
(SULLIVAN et KLAGSBRUN, 1985) ce qui leur vaut l'appellation de "Heparin
Binding Growth Factors" ou HBGF. Le FGF acide est é&lué sur une colonne
d'héparine immobilisée par une solution renfermant 1,0 M en NaCl, et est
dénommé HBGF I. Le FGF basique est &lué par une solution renfermant 1,6
M en NaCl, et est dénommé HBGF II.

Le FGF acide est localisé dans les tissus nerveux, oculaires,
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osseux, dans les ostéosarcomes (LOBB et al., 1986) et dans le rein

(GAUTSCHI-SOVA et al., 1987).

Le FGFb est présent dans les tissus nerveux, le cartilage, le
placenta, la glande pituitaire, le rein, le corpus luteum, les glandes
adrénaliennes, les cellules du systéme immunitaire, la prostate, les
tissus osseux, les tissus cancéreux et d'une maniére générale dans les..
organes hautement vascularisés (GOSPODAROWICZ et al., 1987). Le FGF
basique est présent dans de nombreuses cellules en culture: macfophages,
cellules endothéliales, cellules stéroidogéniques du cortex adrénalien,
et cellules transformées: rhabdomyosarcomes, neurcblastomes,
hemangioendothélioblastomes (SCHWEIGERER et al., 1987a,b,). Par contre,

le FGF n'a jamais été mis en évidence dans des ligquides biologiques.

De part l'abondance des travaux consacrés au FGF basique, nous
exposons plus en détail la structure, les rdles biologiques et le

mécanisme d'action du FGF basique.

1- Structure du facteur de croissance fibroblastique basique

Le FGFb est un peptide monocaténaire de 131 a 157 acides aminés
possédant une extrémité N-terminale variable suivant son origine
(MOSCATELLI et al., 1988). Toutes les formes ont les mémes activités
biologiques. Le FGFb a une structure qui est trés conservé entre les
différentes espéces animales. L'homologie entre la forme humaine et
bovine est de 98,7% (ABRAHAM et al., 1988).

La molécule ne possede pas de séquence signal, de type hydrophobe,
pour la sécrétion, mais seulement une courte séquence de résidus
d'acides aminés neutres a l'extrémité N - terminale (ABRAHAM et al.,
1986).

Certains oncogénes codent pour des protéines homologues du FGF :
1l'oncogéne int - 2 présent chez l'embryon de souris (DICKSON et PETERS,
1987), 1l'oncogéne hst isolé de tumeurs de 1l'estomac chez 1'homme
(YOSHIDA et al., 1987) et l'oncogéne ks-3 isolé du sarcome de Kaposi
(BOVI et al., 1987). Une homologie structurale existe entre le FGF
basique et l'Interleukine I (THOMAS et GIMENEZ - GALLEGO, 1986).
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Un seul géne code pour le FGF, il est constitué par trois exons et
de deux introns (ABRAHAM et al., 1986 b), et est localisé sur le

chromosome 4.

2- Effets biologiques in vitro du FGF basique

L'activité du FGFb a été d'abord mise en évidence sur les cellules
de la lignée Balb/c3T3. Il agit d'une manidre générale sur les cellules
d'origine mésodermique et neuroectodermique, & des concentrations de 10
a 100 pM. Les temps de doublement des cellules en culture sont diminués,
la phase Gl du cycle cellulaire étant raccourcie (GOSPODARQOWICZ, 1985).
Les cellules Balb/c3T3 acquigrent une morphologie de cellules
transformées, et le cyto-squelette est modifié (GOSPODAROWICZ, 1985).

Des chondrocytes différenciés forment des colonies en Agar mou, en
présence de FGF, sans avoir le phénotype de cellules transformées (KATO
et al., 1987).

Le FGFb est également capable de provoquer la différenciation de
plusieurs types cellulaires en culture comme les cellules granulaires de
l'ovaire (ADASHI et al., 1988). A l'opposé les cellules tumorales de
muscle (lignée BC3H1) se dédifférencient sous l'action du FGFb, ce qui
se traduit par l'arrét de la synthése de l'a-actine, et l'entrée des
cellules en phase Gl (WICE et al., 1987).

L'action du FGFb sur les cellules endothéliales est multiple.
MONTESANO et al. (1986) ont utilisé un modéle de culture de cellules
endothéliales dans une matrice tridimensionnelle de collagéne. Dans ces
conditions, le FGFb provoque la formation de tubules similaires & des
capillaires sanguins. L'organisation des cellules endothéliales en une
telle structure est provoquée par 1l' invasion de la matrice par les
cellules endothéliales (effet de chimiotactisme) (CONNOLLY et al.,
1987), ainsi que par la sécrétion de l'activateur du plasminogéne,
protéase intervenant dans la lyse du collagéne, impliqué in vivo dans le
mécanisme de l'angiogénése (MIRA-Y-LOPEZ et al., 1986).

Le FGFb a également un r8le important dans le systéme nerveux. Il
provoque une différenciation des cellules de 1la 1lignée PC-12

(phéochromocytome) en neurones sympathiques (RYDEL et GREENE, 1987).
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Ainsi, in vitro, le FGFb apparait comme un agent multifonctionnel
provoquant des effets divers et méme opposés suivant le type cellulaire

cible.

3- Agents modulateurs de l'activité du FGF basique

La matrice extra-cellulaire a un rdle trés important dans la
régulation de l'activité du FGFb, oli il serait emprisonné. L'action de
protéases sur la matrice extra-cellulaire libérerait le FGF. BAIRD et
LING (1987) ont montré que la matrice extra-cellulaire produite par des
cellules endothéliales en culture est riche en FGF.

Le facteur de croissance transformant de type B, augmente le
pouvoir mitogéne du FGF sur des ostéoblastes, mais inhibe son activité

sur des cellules endothéliales vasculaires (BAIRD et DURKIN, 1986).

4 Effets Dbiologiques in wvivo du facteur de croissance

fibroblastique basique

le FGFb, présent dans les tissus embryonnaires (RISAU, 1986),
provoque la différenciation de tissus ectodermiques d'embryons de
grenouille en tissus mésodermiques (SLACK et al., 1987).

Le FGFb infervient dans la régénération des membres chez les
amphibiens, probablement en contrdlant la croissance des neurones
(GOSPODAROWICZ et MESCHER, 1981).

Le FGFb est angiogéne in vivo lorsqu'il est appliqué sur la
membrane chorio-allantoidiéne de 1l'oeuf de Poule.

Présent dans les macrophages, il serait 1ibéré au niveau des plaies
et favoriserait la cicatrisation (THOMAS et GIMENEZ-GALLEGO, 1986).

Il intervient dans la réparation des tissus 1ésés, comme la
régénération de 1l'endothelium de la cornée (LANDSHMAN et al., 1987).

Le FGFb est impliqué dans plusieurs cas pathologiques : dans le
développement des tumeurs en favorisant leur vascularisation et en é&tant
mitogéne pour certaines cellules tumorales. Le FGFb serait é&galement

impliqué dans la rétinopathie-diabétique.
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5- Le mécanisme d'action du facteur de croissance fibroblastique

basique

Toutes les cellales qui réagissent sous l'effet du FGFb possédent a
leur surface des récepteurs spécifiques de cette molécule. Jusqu'a
présent une seule classe de récepteurs a é&té mise en é&vidence.les
constantes de dissociation décrites sont de 11 pM (sur des cellules
musculaires) & 270 pM (cellules de la lignée BHK-21l) et le nombre de
récepteurs par cellule est de 2.103 a 105 {NEUFELD et GOSPODAROWICZ,

1985) .

La fixation du ligand sur son récepteur provoque une suite de
réactions encore mal connues. Le signal mitogéne ne serait pas transmis,
contrairement & de nombreux régulateurs, ni par l'hydrolyse des
phospho-inositides, ni par l'activation de 1la protéine kinase C
(MAGNALDO et al., 1986). Cependant, on observe la stimulation d4'une
activité tyrosine kinase, et 1la phosphorylation d'une protéine
cytoplasmique de masse moléculaire de 90 000 (COUGHLIN et al., 1988).

Le FGFb entrerait dans 1le noyau ot il s'accumulerait, et
entrainerait l'augmentation du taux de nucléoline et la transcription
des génes ribosomiaux, dans des cellules passant de la phase GO a la
phase Gl (BOUCHE et al., 1987).

Sur les cellules de la lignée CCL 39, une concentration de 50 ng/ml
de FGFb provoque une = alcalinisation du cytoplasme, augmente la
concentration en Ca++, la phosphorylation de la protéine ribosomiale S6,
et l'expression de l'oncogéne c-myc (MAGNALDO et al., 1986). Sur des
cellules BALB/c3T3 en phase GO, le FGFb, provoque un flux positif vers
la cellule d'ions potassium par 1'intermédiaire du transporteur sensible
a la bumétanide (PANET et al., 1986).

Le FGFb provoque la sécrétion de protéines, comme lavprolactine et
les cathepsines, molécules qui pourraient intervenir dans la stimulation

de la croissance cellulaire (BAIRD et al., 1985).
6- Conclusions
Le FGF basique, de part sa distribution ubiquitaire et de la grande

variété de ses <cellules <cibles, intervient dans des processus

physiologiques et pathologiques treés variés. L'identification récente de
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produits d'oncogénes ayant une homologie de séquence avec le FGFb
permettra de mieux connaitre son rdle dans les processus néoplasiques.
Le mécanisme d'action du FGFb est encore mal é&lucidé, et

différerait des mécanismes d'action des autres facteurs de croissance.
I - LES FACTEURS DE CROISSANCE TRES AFFINES POUR L'HEPARINE

Des peptides ayant des activités mitogénes sont élués, sur colonne
d'héparine immobilisée, par des concentrations en NaCl supérieures a 1,6
M. HAUSCHKA et al. (1986) ont étudié les facteurs de croissance de type
HBGF de la matrice osseuse et décrivent des peptides mitogénes é&lués a
1,9 M, 2,0 Met 2,4 M en NaCl. Ces peptides n'ont pas été caractérisés
et bien qu'affines pour 1l'héparine, on ne peut affirmer qu'ils
appartiennént a la classe des FGFs. HAMERMAN et al. (1987) ont également
mis en évidence dans le liquide synovial humain des peptides mitogénes

élués par des concentration en NaCl supérieures a 2,0 M.

II - CONCLUSIONS SUR LES FACTEURS DE CROISSANCE

Les facteurs de croissance sont des molécules régulatrices de la

croissance et de la différenciation cellulaire, in vitro et in vivo.

Le rdle d'un facteur de croissance peut-8tre d'induire un effet
soit prolifératif,soit anti-prolifératif, soit autre, suivant le type et
1'état de différenciation de la cellule cible. A titre d'exemple, 1'EGF
est mitogéne pour les kératinocytes et les fibroblastes,
anti-prolifératif pour 1les cellules folliculaires des cheveux, et
diminue la sécrétion d'acide gastrique dans l'estomac, indépendamment
d'un effet prolifératif (SPORN et ROBERTS, 1988).

La croissance et la différenciation cellulaire sont contr8lées par
le jeu complexe de plusieurs facteurs de croissance agissant en synergie
ou en antagonie. Citons le cas du TGF-8 qui a un effet prolifératif sur
des fibroblastes, en présence de PDGF, et un effet anti-prolifératif sur
ces méme cellules lorsqu'elles sont cultivées en présence 4'EGF. (SPORN

et ROBERTS, 1988).
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Les multiples combinaisons possibles de facteurs de croissance
agissant sur une méme cellule permettraient de transmettre une grande
variété d'informations aux cellules cibles. Le décriptage du "langage
cellulaire" «conduira & la compréhension de nombreux phénoménes
pathologiques. En effet, le déréglement du fonctionnement des facteurs
de croissance conduit a des processus pathologiques, comme par exemple
le diabete sucré, le psoriasis, les processus néoplasicues et certaines
maladies immunes.

D'ores et déja, des essais cliniques sont en cours en ophtalmologie
et dans le traitement des ulcéres avec 1'EGF, en chirurgie pour
accélérer la cicatrisation avec 1'EGF le FGF et le PDGF, pour la
revascularisation des tissus 1ésés avec le FGF. D'autres applications
cliniques sont envisagées, comme le traitement de la maladie d'Alzheimer

par le NGF.
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LES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MAMMIFERES

I - LES PROPRIETES MITOGENES DES LAITS DE MAMMIFERES

Le sang est un ligquide bioclogique qui renferme 1les facteurs
nécessaires & la nutrition, la croissance et le développement des
cellules de l'organisme. Le sérum est universellement utilisé dans les
milieux de culture cellulaire. Cependant, le sérum se révéle inadapté
pour la culture de certaines celluleé.

Comme le sérum, le lait est un liquide biologique intervenant dans
la nutrition, la croissance et le développement de l'organisme. C'est en
1978 que KLAGSBRUN mit en évidence 1l'activité mitogéne du lait de Femme,
sur des cellules embryonnaires fibroblastiques de souris, lignée
Balb/c3T3. Le lait fut ensuite utilisé dans la culture de cellules
épitheliales, .fibroblastiques, de muscles. lisses, et de chondrocytes
(KLAGSBRUN, 1980; STEIMER et KLAGSBRUN, 1981; STEIMER et al., 1981;
SERENI et BARSEGA, 1981).

SHING et KLAGSBRUN (1984) ont comparé l'activité mitog&ne, sur des
cellules Balb/c3T3, du lait et du sérum 4' une méme Femme, 30 jours
aprés l'accouchement et du lait et du sérum d'une méme Vache au jour du
vélage. Une unité de facteur de croissance, définie comme la
concentration en facteur de croissance gui engendre une synthése d4'ADN
moitié moindre du maximum, a été obtenue & environ 0,5% (vol/vol) de
lait de Femme ou du colostrum de Vache. Par contre, ce méme effet a &té
obtenu avec 3,5% de sérum humain et 6% de sérum de Vache. Il apparait
donc, d'aprgs ces résultats, que le lait a une activité mitogéne
supérieure a celle du sérum. Le lait de Femme renferme en moyenne 10g/1l
de protéines solubles contre 70g/l pour le sérum humain. L'activité
mitogéne en poids de protéines est donc 50 fois plus élevée dans le lait
de Femme gue dans le sérum.

L'activité mitogéne des laits est fonction de 1la période
d'allaitement (SHING et KLAGSBRUN, 1984). Cette activité diminue trés

rapidement chez la Vache,’et est gquasiment nulle trois jours aprés la
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Figure 3 : Activités de facteur de croissance du lait de Femme et

du lait de Vache obtenus a différentes périodes d'allaitement. 0,5%
(vol/vol) de lait sont inolculés sur des cultures de cellules 3T3.
La synthése d'ADN est mesurée. Comparaisons entre 6 Femmes et 4
Vaches. D'apres SHING et KLAGSBRUN, 1984.
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naissance (Fig. 3). Le lait de Femme conserve une forte activité
mitogéne pendant les 15 premiers jours de l'allaitement et celle-ci est

toujours détectable un mois aprés la naissance (Fig. 4).

ITI - LES FACTEURS DE CROISSANCE DU LAIT DE FEMME.

Depuis la mise en évidence d'un facteur de croissance semblable a
1'EGF par KLAGSBRUN en 1978, plus d'une dizaine de facteurs de
croissance différents ont été mis en évidence dans le lait de Femme.
Certains de ces facteurs de croissance ont été isolés. C'est le cas de
1'EGF et du MDGF-I. D'autres ont été mis en évidence soit par des
techniques immunochimiques (IGF-I) ou de radiorécepteur (PDGF), soit par
la mise en évidence de leur activité biologique particuligre (TGF-Q,

NGF) (Tableau 1).

A - LE FACTEUR DE CROISSANCE EPIDERMIQUE

CARPENTER (1980) a mesuré la stimulation de la synthése de 1'ADN
par des cellules incubées en présence de lait de Femme et d'anticorps
anti-EGF. Les anticorps diminuent de 67% l'activité mitogéne du lait.
L'EGF serait donc le facteur de croissance prédominant du lait de Femme.

Sa concentration varie au cours de l'allaitement (TABLEAU II). Des
concentrations de 800 ng/ml ont é&té trouvées dans le précolostrum
recueilli 20 jours avant l'accouchement, soit la concentration la plus
élevée trouvée dans l'organisme humain (MORAN et al., 1983).
Relativement stable avant la naissance, la concentration en EGF chute
entre le deuxiéme et le quatrieme jour aprés l1' accouchement (Fig. 4)
(CORPS et al., 1987; BEARDMORE et al., 1983). La concentration en EGF
dans le colostrum de meéres ayant accouchées prématurément (26 a 30
semaines de gestation) est plus élevée que dans le colostrum de meéres
ayant accouché a terme, soit 480 + 90ng/ml contre 320 + 42ng/ml (READ et
al., 1985).

PETRIDES et al. (1985) ont isolé 1'EGF du lait de Femme par chroma-
tographie liquide haute pression en phase inverse. La composition en

-

acides aminés du peptide isolé est identique a celle de l'urogastrone,




TABLEAU I

PROPRIETES DES DIFFERENTS FACTEURS DE CROISSANCE DU LAIT MATERNEL

Facteur de Pi Masse Inactivation Stabilité Activités biologiques Concentration Références
croissance Holégglaire en ng/ml
(x10 7)
EGF 4,4-4,7 6 trypsine pepsine Multiples colost. 35-340 CARPENTER (1980)
chymotrypsine lait 5-100 PETRIDES et al. (1985)
a-TGF 6 Stimulation de la PETRIDES et al. (1985)
(3 formes) €5 'croissance de cellules ZWIEBEL et al. (1986)
: en agar mou '
MDGF 1 4,8 62 pepsine DTT Stimulation de la BANO et al. (1985)
synthése de collagéne
MDGF 11 4 17 pepsine 30 min & 100°C Btimulation de la ZWIEBEL et al. (1986)
(a-TGF) DTT groissance de cellules
2n agar mou
PDGF colost. 10-20 RAINES (1986)
lait 1
IGF-I 7.8 colost. 17 BAXTER et al. (1984)
40 lait 6-8
150
NGF Provoque la différen- WRIGHT et GAULL (1983)
ciation des cellules PC-12
CSF-1 4,4-4,9 240-250 Protéases urée, Stimule la formation de SINHA et YUNIS (1983)
chlorhydrate de colonies de macrophages
guanidine, DTT et de granulocytes
Sans adialysable actif aprés Stimule la synthése de SUBBIAH et al. (1985)
dénomination extraction a * prostaglandines par des

1'acétone

fibroblastes



TABLEAU II

CONCENTRATIONS EN EGF DANS LE COLOSTRUM ET LE LAIT DE FEMME

en ng/ml
Période d'allaitement Concentration Méthode Références
Colostrum 197 + 56 RIA JASPAR et
Lait stabilisé 107 + 22 FRANCHIMONT(1985)
j. =23 300 RIA CORPS et al.
j. O 360 (1987)
j. +2 180
j. +4 80
j. +4 25~-38 RIA JANSSON et al.
j. +30 5,2-11,5 (1985)
j. =50 300-600 RIA BEARDMORE et al.
j. -20 200-800 (1983)
j. 0 35-440
j. +20 20-110
Lait stabilisé 35-140 RIA MORAN et al.
(1983)
*
Accouchement a terme
J. +1 320 + 42 RRA READ et al.
j. +2 168 + 32 (1985)
lait stabilisé 30 + 2
x*
Accouchement prématuré
j. +1 426 + 90
j. +2 180 + 30
lait stabilisé 54 + 12
Accouchement prématuré
précoce
j. +1 480 + 80
j. +2 210 + 36
lait stabilisé 96 + 36

-

Les jours sont comptés & prtir du jour de 1l'accouchement

RIA: radio-immuno-assay; RRA: radio-receptor-assay

* terme: 38-42 semaines de gestation; prématuré: 31-36 semaines de
gestation; prématuré précoce: 26-30 semaines de gestation



c'est & dire & 1'EGF humain isolé des urines. La microséquence en phase
gazeuse révéle une identité de séquence des 17 premiers acides aminés
N-terminaux. Il s'agit & notre connaissance de la seule étude portant
sur la séquence peptidique d'un facteur de croissance isol2 du lait de
Femme.

Si 1'EGF du lait humain est identique a 1'EGF des urines humaines
(PETRIDES et al., 1985), des molécules de masse moléculaires supérieures
sont immunoréactives vis a vis d'anticorps anti-EGF (PESONEN et al.,
1987) et sont compétitives vis & vis du récepteur a 1'EGF sur des

cellules fibroblastiques lignée 3T3 (CORPS et al., 1987).
B - LE FACTEUR DE CROISSANCE TRANSFORMANT DE TYPE Q

Les facteurs de croissance de type TGF-Q ont la propriété 4'induire
la formation de colonies de cellules normales cultivées en Agar mou. Ils
se fixent sur le m@me récepteur que 1'EGF. ZWIEBEL et al., (1986) ont
identifié, dans le lait de Femme, quatre peptides qui présentent ces
deux propriétés. L'activité transformante a ‘été montrée pour des
cellules de la lignée NRK, cellules de rein de Rat. La fixation sur des
récepteurs a été faite sur des cellules de la lignée A431, carcinome
humain. L'un de ces facteurs, baptisé Milk Derived Growth Factor II'
(MDGF 1I) a été partiellement purifié. Sa masse moléculaire est de 17
000 et son pI de 4,0. Il est inactif aprés digestion par la pepsine, et
aprés exposition au dithiothréitol. Par contre, il conserve son activité

apres ébullition.
C - LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DES PLAQUETTES

RAINES {1986) a estimé par une méthode de dosage
radioréceptologique que la concentration en PDGF dans le colostrum de
Femme est comprise entre 10 et 20ng/ml, et quelle est voisine de 1ng/ml
dans le lait stabilisé.

D - LE FACTEUR DE CROISSANCE SEMBLABLE A L'INSULINE DE TYPE I

BAXTER et al. (1984) ont identifié trois formes de Somatomedine C

{ou Insulin Like Growth Factor I) par un dosage radioimmunologique
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effectué sur des fractions de lait de Femme obtenues par tamisage
moléculaire sur Sephadex G-200, de masse moléculaire 150 000, 40 000 et
7 800. Les deux premi&res formes représentent 80% de 1'immunoréactivité
totale. Si la chromatographie de tamisage moléculaire est effectuée dans
de l'acide acétique 1 M, 1l'immunoréactivité n'est présente gque dans la
fraction de masse moléculaire 7 000-8 000. L'IGF-I serait donc
essentiellement fixé sur une molécule porteuse. La concentration totale

est de 17 ng/ml dans le colostrum et de 6 & 8 ng/ml dans le lait mature.

E - LE FACTEUR DE CROISSANCE NERVEUX

Le facteur de croissance nerveux (NGF) a pour effet, sur les
cellules de la lignée PC~12 de stopper la division cellulaire et de
provoquer leur différenciation en neurcnes sympathiques (voir p.7).
Incubées en présence de lait de Femme, les cellules PC-12 entrent en
phase de différenciation. Par contre, incubées en présence de sérum,
elles ne se différencient pas. Des anticorps anti~NGF inhibent 1le
pouvoir de différenciation du lait de Femme (WRIGHT et GAULL, 1983). Ces
auteurs en concluent que le lait de Femme renferme du NGF, mais n'ont

pas isolé cette molécule.

F - LE FACTEUR DE CROISSANCE STIMULANT LA FORMATION DE COLONIES DE TYPE
GRANULO-MONOCYTAIRE

Les facteurs de croissance de type GM-CSF interviennent dans
1'hématopoieése. Ils sont capables d'induire in vitro la culture de
moelle osseuse, la prolifération et la différenciation des cellules
précurseurs des granulocytes et des macrophages (CFU-GM), qui forment
alors des colonies mixtes de macrophages et de granulocytes (voir p.8).
En utilisant ce test, SINHA et YUNIS (1983) ont mis en évidence une
activité de ce type dans le lait de Femme. La molécule, partiellement
purifiée, a une masse moléculaire de 240-250 000, un pI de 4,4-4,9, est

inactivée par digestion protéasique mais est résistante a l'action de

1'urée, du chlorhydrate de guanidine et du dithiothreitol.
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G - LE FACTEUR DE CROISSANCE DERIVE DU LAIT DE TYPE I

BANO et al. (1985) ont isolé du lait de Femme et de tumeurs
mammaires un facteur de croissance, baptisé MDGF I, qui serait différent
des autres facteurs de croissance connus actuellement. Il interviendrait
dans le développement de la glande mammaire, en provoquant une
biosynthése &levée de collagéne par les cellules de 1'épithélium
mammaire, et agirait comme facteur autocrine. Son action ne se
limiterait pas & la glande mammaire. En effet, il se fixe sur d'autres
types cellulaires (cellules NRK et A431, KD = 2.10_10 M). Sa masse
moléculaire est de 62 000, son pI de 4,8.

H - AUTRES ACTIVITES DE TYPE FACTEUR DE CROISSANCE
SUBBIAH et al. (1985) ont montré que le lait de Femme stimule la

synthése des prostaglandines par des fibroblastes du derme en culture.

Les facteurs impliqués n'ont pas été identifiés.

IIT - LES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LES LAITS DES AUTRES MAMMIFERES.

A - LES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE RUMINANTS

Les colostrums de Chévre, de Vache et de Brebis possédent une forte
activité mitogéne alors que les laits matures ont une activité mitogéne

25 fois inférieure (SHING et KLAGSBRUN, 1984; BROWN et BLAKELEY, 1983).
1 - Les facteurs de croissance du colostrum de Chévre

BROWN et BLAKELEY (1984) ont partiellement purifié un facteur de
croissance de type PDGF du lait de Cheévre, baptisé "Colostric Basic
Growth Factor" (CBGF). Trés basique, thermostable, de masse moléculaire
35 000, il est cependant capable de déplacer, a 37°C, l'leI-EGF fixé
sur des cellules 3T3. A 4°C ce phénoméne n'est pas observé. Ces auteurs
en concluent que 1l'inhibition de la fixation de l'EGF n'est pas due a la
présence d'un facteur de croissance de type EGF, mais a un phénoméne de
transmodulation du récepteur de 1'EGF provoquée par l'action du CBGF sur

les cellules 3T73.




2 - Les facteurs de croissance du colostrum de Vache

HIDEKI et al. (1986) ont estimé par la technique du radiorécepteur
que la concentration en EGF dans le lait de Vache est de 342,2 ng/ml. Ce
type d'expérience ne permet cependant pas d'affirmer que l'inhibition de
la fixation de 1'1251-EGF est due a de 1l'EGF, pour les raisons que nous
avons exposées précédemment.

Le tamisage moléculaire du colostrum de Vache montre que l'activité
mitogéne est concentrée dans les fractions de masses moléculaires
apparentes 30-35 000 et que les fractions de masses identiques a 1'EGF
ne sont pas actives (SHING et KLAGSBRUN, 1984). SHING et KLAGSBRUN
(1987) ont isolé du lait de Vache un facteur de croissance de type PDGF

constitué de deux sous unités identiques de masse moléculaire 20 000.

FRANCIS et al. (1986) ont identifié 1'IGF-I dans le colostrum de
Vache, ainsi que plusieurs formes 4'IGF-II (FRANCIS et al., 1988).

I1 semblerait donc que le facteur de croissance prédominant des

colostrums de ruminants soit une forme de PDGF (Tableau III).
B - LES FACTEURS DE CROISSANCE DU .LAIT DE TRUIE

Le dosage de 1'EGF par une méthode radioréceptologique sur des
cellules fibroblastiques a permis a JAEGER et al. (1987) d' estimer a.
520 ng/ml la concentration en EGF dans le colostrum de Truie. CERA et
al. (1987) ont montré que ni des IgG anti-PDGF ni des IgG anti-EGF ne
sont capables d'inhiber l'activité mitogéne du lait de Truie et que
d'autre part le colostrum de Truie ne permet pas d'inhiber la fixation
de 125]Z—EG]5‘ sur des cellules A431. Le facteur prédominant du lait de

Truie serait donc distinct du PDGF et de 1'EGF.
C - LES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MURIDES

L'EGF serait le facteur de croissance prédominant des 1laits de
Ratte et de Souris (Tableau III). La concentration en EGF est maximale
au huitigdme jour de 1l'allaitement chez la Souris (GRUETERS et al.,
1985a). Le lait de Souris renferme é&galement du NGF (GRUETERS et al.,
1985b).




TABLEAU IIT

LES FACTEURS DE CROISSANCE DES COLOSTRUMS DE MAMMIFERES

Origine Concentration Références
en ng/ml
COLOSTRUM DE VACHE
EGF Moins de 0,2 SHING et
KLAGSBRUN (1984)
EGF 150 a 320* HIDEKY et al. (1986)
PDGF 20 SHING et
KLAGSBRUN (1987)
IGF I FRANCIS et al.(1986)
IGF II 10 FRANCIS et al.(1988)
COLOSTRUM DE CHEVRE
PDGF BROWN et BLAKELEY
S (1984)
COLOSTRUM DE TRUIE
EGF * JAEGER et al. (1987)
, CERA et al. (1987)
LAIT DE RATTE
EGF 40 THORNBURG et al.
(1984)
LAIT DE SOURIS
EGF 427 (8 3) GRUETERS et al. (1985a)
130 (22 j)
NGF 32-36 GRUETERS et al. (1985b)

* Les concentrations élevées en EGF, déterminées par dosage en radio-
recepteurs, sont dues a un déplacement de 1'EGF par une forme de PDGF

texte)
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IV - SIGNIFICATIONS BIOLOGIQUES DE LA PRESENCE DE FACTEURS DE CROISSANCE
DANS LES LAITS DE MAMMIFERES.

Les laits de mammifeéres sont richksas en facteurs de croissance
(Tableaux I et III). La concentration de ces facteurs est plus é&levée
dans le lait ou le colostrum que dans le sérum (KOLDOVSKY et al.,1986)
(Tableau IV). Cette observation soul&ve le probléme de l'origine des

facteurs de croissance des laits.

A - ORIGINE DES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MAMMIFERES

L'injection dans l'artére mammaire de Chévre d'leI—EGF provogque

l'apparition d‘lZSI-EGF dans le lait 2h aprés le début de l'injection,
sous forme libre (BROWN et al., 1986). Ceci suggére que le sang serait
une source de facteur de croissance pour la glande mammaire. Chez la
Souris la glande sous maxillaire secr2te abondamment le NGF et 1'EGF.
L'ablation de cette glande ne modifie cependant pas la teneur en NGF et
en EGF dans le lait (GRUETERS et al., 1985a et 1985b). GRESIK et al.
(1984) publient un résultat différent: la diminution de la concentration
en EGF observée par ces auteurs dans le lait aprés sialoadenectomie
serait en fait due & un faible développement de la glande mammaire et
non a une diminution de la teneur en EGF circulant.

La forte diminution au début de la lactation des concentrations en
facteurs de croissance suggére un mécanisme d'accumulation au cours du
développement de la glande mammaire. Chez la Femme, bien que la
concentration en EGF diminue dans le lait au cours de la lactation, son
taux reste constant dans les urines (GREGORY et al., 1979). La chute du
taux 4'EGF au cours des premiers Jjours de l'allaitement est accompagnée
d'une augmentation de la concentration en lactose. Le lactose induiréit
une augmentation de la pression osmotique qui provoquerait un effet de
dilution de 1'EGF (BEARDMORE et al., 1983). Il y a également corrélation
entre les variations de la concentration en EGF et de la concentration
totale en protéines (CORPS et al., 1987) (Fig. 4, p 18).

MORAN et al. (1983) ont montré chez la Femme que la concentration
en EGF dans le lait est constante au cours de la journée, alors que le
volume de lait sécrété varie, suggérant soit une synthése A'EGF corrélée

avec la sécrétion de lait, soit un transport passif a travers les

cellules sécrétrices.



TABLEAU IV

RAPPORT DES CONCENTRATICNS EN HORMONES OU EN FACTEURS DE
CROISSANCE ENTRE LE LAIT ET LE SERUM

Hormone ou Facteur Espéce Concentration dans le lait/
de croissance Concentration dans le sérum
Prolactine Vache 5—10*
GnrH Femme 5-6
Calcitonine Femme 20-90
cAMP, cGMP Femme, Rat 8-20
Prostaglandines Femme 100**
Vache 0,5-10
' Relaxine Femme 8 et plus
Neurotensine Femme . 5-10
Somatosatine Femme 5
Brebis 3
Insuline Femme 100*
EGF Ferme 100-5 000
Souris 50-200
PDGF Femme l*

* colostrum/serum

** absent dans les laits maternisés

D'aprés KOLDOVSKY et al. (1986)
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La glande mammaire synthétise de 1'EGF, car elle renferme des taux
importants 4'ARN messager codant pour le préproEGF (RALL et al., 1985).
Les facteurs de croissance interviendraient dans le développement de la
glande mammaire comme facteur autocrine et seraient liés & des tumeurs
du sein (BANO et al., 1985). JASPAR et FRANCHIMONT (1985) ont relevé des
concentrations 4'EGF dans le liquide de kystes mammaires supérieures a
celles trouvées dans le colostrum. La synthése de facteurs de croissance
au cours du développement de la glande mammaire contribuerait a la forte
teneur en facteurs de croissance du colostrum.

Bien que l'origine des facteurs de croissance du lait ne soit pas
clairement établie, il semblerait que leur passage du sang vers le lait,
leur accumulation dans la glande mammaire avant la période d'allaitement
et la synthése par la glande mammaire concourent ensemble a provoquer

des concentrations supérieures dans le lait que dans le sang.
B - ROLES DES FACTEURS DE CROISSANCE DES LAITS DE MAMMIFERES

De nombreux travaux portent sur 1l'étude des rSles des facteurs de
croissance sur le développement et la maturation du tractus digestif de
l'animal allaité. Le chapitre suivant résume quelques unes des é&tudes

qui ont été réalisées a ce sujet.
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ROLES DES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LE DEVELOPPEMENT DU TRACTUS
DIGESTIF

I - LE COLOSTRUM ET LE LAIT DANS LE DEVELOPPEMENT DU TRACTUS DIGESTIF

Les laits des diverses espeéces animales, dont l'Homme, renferment
des facteurs de croissance. Ceci a amené de anbreuses études sur les
effets de l'allaitement sur la croissance du tractﬁs digestif.

I1 a été montré que 24 h aprés la naissance, l'intestin gréle d'animaux
allaités est significativement plus lourd par rapport a des animaux
nourris avec des laits synthétiques. Ces travaux ont été effectués chez
le Lapin (HALL et WIDDOWSON, 1979), le Chien (HEIRD et al. 1984) et le
Porc (WIDDOWSON et al. 1976). Chez le Rat, BERSETH et al. (1983) ont
comparé l'effet du colostrum et du lait mature sur le développement du
tractus digestif. Alors que dans les deux cas aucune différence dans le
poids des organes n'est observée, la quantité 4'ADN et 1'incorporation
de thymidine tritiée est supérieure chez 1les Rats alimentés au
colostrum, au niveau de l'intestin et du pancréas, par rapport aux Rats
alimentés au lait stabilisé. Ces effets pourraient &tre dus aux facteurs

~

de croissance et en particulier a l'EGF.

IT - LES ROLES DU FACTEUR DE CROISSANCE EPIDERMIQUE (EGF) DANS LE
DEVELOPPEMENT DU TRACTUS DIGESTIF

A - LOCALISATION DE L'EGF

L'EGF est présent dans les glandes sous-maxilaires et les glandes
duodénales chez 1'Homme (HEITZ et al., 1978). Il est naturellement
ingéré car présent dans la salive et le lait. THORNBURG et al. (1984)
ont montré que 1'EGF, injecté en intra-gastrique était partiellement

dégradé au niveau de 1l'intestin: 50% de 1'EGF est dégradé dans
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l'intestin de Rat allaité&, 30 min apres l'injection. Cette dégradation

est supérieure chez des Rats sevrés.
B - ROLES DE L'EGF SUR LE TRACTUS DIGESTIF DES MURIDES

L'EGF administré par injection agit sur la maturation du tractus
digestif chez le foetus (CALVERT et al., 1982). Chez l'animal allaité
1'EGF agit a des doseé faibles sur la maturation du tractus digestif
(FELDMAN et al., 1978 ; OKA et al., 1983 ; GREENE et al., 1987). A des
doses plus importantes, administrées pendant un temps plus long, 1'EGF
agit sur le développement du tractus digestif (augmentation de
1'activité mitotique de 1'épithélium, augmentation du poids des organes)
(MALO et MENARD, 1982 ; MAJUMDAR, 1984).

Afin de déterminer si 1'EGF ingéré par le lait chez les animaux
allaités provoque des effets analogues, plusieurs auteurs ont développé
pour des Rats des aliments synthétiques pourvus ou dépourvus 4'EGF.
L'EGF aurait un effet sur 1le développement du tractus digestif
(FALCONER, 1987 ; BERSETH, 1987 ; PUCCIO et LEHY, 1988) et sur 1la
maturation (GREENE et al., 1987).

Chez 1l'animal adulte, 1l'effet de 1'EGF serait principalement
trophique. Présent dans la salive, il aurait un rdle de maintenance du
tractus digestif (AL-NAFUSSI et WRIGHT, 1982 ; DEMBINSKY et al., 1982).

L'EGF agit a tous les niveaux du tractus digestif, & 1l'exception de
1l'ocesophage, et son action trophique est plus marquée au niveau du colon

et du rectum (SCHEVING et al., 1979 ; SCHEVING et al., 1980).
C - ROLES DE L'EGF SUR LA PROTECTION DES MUQUEUSES DIGESTIVES

L'injection 4'EGF permet de diminuer de fagon trés significative la
surface des ulcéres (KONTUREK et al., 1981). Le HMGF III, facteur de
croissance isolé du lait et homologue de 1'EGF (SHING et KLAGSBRUN,
1984) a un effet semblable (DAI et al., 1985).



IIT - ETUDES IN VITRO DE L'ACTION DE DIFFERENTS MODULATEURS SUR LE
TRACTUS DIGESTIF

A - LES ROLES DES DIFFEPENTS ELEMENTS PROTEIQUES DU LAIT

A notre connaissance, seul 1'EGF a fait l'objet d4'études in vivo.
Plusieurs équipes ont développé des méthodes in vitro sur des cellules
intestinales. Ainsi NICHOLS et al. (1987) ont montré que 1la
lactotransferrine provogquait, aprés une a quatre heures d'incubation,
une augmentation de 1'incorporation de thymidine tritiée dans des
cellules de cryptes intestinales. Aprés des temps aussi brefs, 1'EGF n'a
par contre pas d'effet trophique décelable. CHOPRA et al., (1987), ont
utilisé des cellules de colons de foetus humains pour étudier l'action
de 1l'insuline et de 1'EGF. Alofs que 1l'insuline provoque une
multiplication cellulaire, 1'EGF permet le maintien de la
différenciation celiulaire au cours de la culture. L'action mitogéne de
1'EGF sur les cellules IEC-6 (lignée établie de cellules de la muqueuse
intestinale de Rat) est inhibée par la somatostatine, hormone présente
dans le lait (CONTEAS et MAJUMDAR, 1987). L'insuline, 1'IGF et le PDGF
ont é&galement un effet mitogéne. Par contre le TGF-8 a une action
inhibitrice mais provogque l'apparition d'activité sucrase et serait donc
un agent de différenciation (KUROKAWA et al., 1987).Un effet
chimiotactant de 1'EGF a é&té mis en évidence sur les cellules RIE-1
{cellules de la muqueuse intestinale de Rat) (CORPS et BROWN, 1987 ;
BLAY et BROWN, 1985).

B - ROLES D'ELEMENTS NON-PROTEIQUES DU LAIT

Les prostaglandines ont un effet similaire a 1'EGF dans le
traitement des ulcgéres (KONTUREK et al., 1981), ont un effet trophique
{JOHANSSON et al., 1983) et inhibent la sécrétion gastrique (BEFRITS et
JOHANSSON, 1985).
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IV - ETUDE DE LA FIXATION DES FACTEURS DE CROISSANCE SUR LES CELLULES
INTESTINALES

Chez l'Homme, les entérocytes présentent des récepteurs a 1'EGF dés
la 122me semaine de gestation (POTHIER et MENARD, 1988). Chez le Rat
adulte, 1'EGF se fixe spécifiquement sur les cellules épithéliales des
villosités, des cryptes et sur les cellules & mucus (CHABOT et al.,
1987).

L'insuline se fixe spécifiquement sur les entérocytes des
villosités, particuliérement au niveau de la membrane basolatérale
(GALLO-PAYET et HUGON, 1984).

La lactotransferrine, molécule découverte pour la premiére f£fois
dans le lait de Femme (MONTREUIL et al., 1960) n'est que partiellement
dégradée au cours de la digestion: SPIK et al. (1982) ont montré que les
selles des nourrissons alimentés au lait de Femme renferment de la
lactotransferrine non-hydrolysée. De ce fait, elle pourrait se fixer sur
son récepteur spécifique qui a été mis en évidence sur la bordure en

brosse d'entérocytes (MAZURIER et al., 1985; HU et al., 1988).
V - CONCLUSIONS

L'EGF est un stimulateur de la croissance pour de nombreux tissus
et types cellulaires. Présent dans le lait et apporté a différents
niveaux le long du tractus digestif, il agirait différentiellement sur
le développement et la maturation du tractus digestif.

L'étude de l'action des autres facteurs de croissance du lait n'a
été qu'abordée. Pourtant il a été montré que 1'EGF n'est pas le seul
facteur de croissance du lait ayant une action’ sur le développement et

la maturation de la mugqueuse intestinale.
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LE SYSTEME CYCLOPHILINE - CICLOSPORINE A

La mise en évidence, au cours de nos travaux, d'un facteur de

-

croissance analogue a la cyclophiline qui, & notre connaissance, n'a
jamais été décrit par ailleurs, nous ameéne a faire le point sur les
connaissances actuelles concernant le systéme - cyclophiline -

cyclosoprine A.

I - LA CICLOSPORINE A

A - STRUCTURE

La. ciclosporine A est un polypeptide cyclique neutre et hydrophobe
de 11 acides aminés {dont un nouvel acide aminé a 9 atomes de carbone :
le N-méthyl-(4R)-4-((E)-2-butenyl)-4-méthyl-L-thréonine (MeBmt) (Fig.
5), produit par Trichoderma polysporum (BOREL, 1976).

B - UTILISATIONS CLINIQUES

La ciclosporine A est immunosuppresseur, antiparasitaire,
antifongique et anti-inflammatoire (BOREL et ’3;;, 1976) .Elle est
utilisée lors des greffes d'organes pour éviter le rejet, ainsi que dans
le traitement des maladies autoimmunes (les rhumatismes, le diabéte
sucré). Cependant, les effets secondaires {néphrotoxicité,
hépatotoxicité, troubles du systéme nerveux central) en limitent son

utilisation.
C - EFFETS CELLULAIRES

Le pouvoir immunosuppresseur de la ciclosporine A s'exercerait par
1'inhibition de l'activation des lymphocytes T. Ainsi, la ciclosporine A
inhibe la production d'Interleukine 2 par les lymphocytes T au niveau de

la transcription de 1'ARNm (ELLIOT et al., 1984), inhibe la production




LonEe

ou la sécrétion de 1'Interféron-I', de 1'Interleukine 3 et de
1l'Interleukine 4 (KALMAN et KLIMPEL, 1983 ; REEM et al., 1983 ;
MURAGUSHI et al., 1983 ; ABBUD-FILHO et al., 1984). La sensibilité des
lymphocytes T "helper-inducer" a 1'Interleukine 1 diminue (BUNJES et
al., 1981; ANDRUS et LAFFERTY, 1982). La ciclosporine A empéche
l'expression des récepteurs de l'Interleukine 2 par les lymphocytes T
cytosoliques précurseurs (PALACIOS et MOLLER, 1981). La ciclosporine A
empéche plus généralement la différenciation et la prolifération des
lymphocytes B et T effecteurs (PALACIOS, 1982; BUNJES et al., 1981; HESS
et al., 1980; MINGARI et al., 1984) et des macrophages (THOMSON et al.,
1983), par altération de l'action des lymphokines (Fig.6).

La ciclosporine A a peu d'effet sur l'activation et 1la
prolifération des lymphocytes T suppresseurs (HESS et al., 1981) ainsi
que sur la sensibilité des lymphocytes T primitifs a l'Interleukine 2
(HESS et al., 1982).

Par contre, la ciclosporine A stimule la sécrétion de rénine
(BAXTER et al., 1984) et de prolactine (CARDON et al., 1984) mais inhibe
1'induction de l'ornithine décarboxylase par la prolactine (RUSSELL et
al., 1984).

La ciclosporine A agit donc a la fois sur la production, la
sécrétion et sur l'expression des récepteurs des facteurs de croissance
intervenant dans la réponse immunitaire, mais de maniéres diverses

suivant le type cellulaire et le degré de différenciation.
D - MECANISME D'ACTION

Certains auteurs ont émis 1'hypothése suivant laquelle 1la
ciclosporine A se fixerait sur des récepteurs membranaires spécifiques
(RYFFEL et al., 1982). Selon d'autres auteurs (LEGRUE et al., 1983) la
ciclosporine A diffuserait passivement & travers la membrane et se
fixerait sur des protéines cytosoliques. En utilisant un dérivé
photoactivable de la ciclosporine, ZIEGLER et al. (1986) ont montré que
la ciclosporine se fixerait sur un ensemble de protéines dont les masses
moléculaires seraient comprises entre 20 000 et 200 000. COLOMBANI et
al.(1985) ont montré que la calmoduline fixe la ciclosporine A avec une
constante de dissociation de 10_6 a 10-7 M. Cependant, la fixation de la
ciclosporine sur la calmoduline n'inhibe pas la fonction de transport du

calcium.
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MERKER et al.,(1983) puis HANDSCHUMACHER et al.,(1984) ont mis en
évidence puis purifié une protéine cytosolique dénommée cyclophiline
fixant la ciclosporine avec une constante de dissociation de 0,05 - 2

10 ¥, qui semblerait &tre le récepteur spécifique de la ciclosporine

A.

IT - LA CYCLOPHILINE

La cyclophiline a été isolée en premier lieu & partir de thymocytes
bovins (HANDSCHUMACHER et al., 1984), puis de rate humaine (HARDING et
al., 1986). Des é&tudes immunochimiques ont montré que la cyclophiline
est ubiquitaire (KOLETSKY et al., 1986). La cyclophiline représente de
0,1 & 0,4% des protéines cytosoliques (HARDING et al.,1986).

A - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

La masse moléculaire apparente en gel de polyacrylamide est de
15.000, et le point isoélectrique de 6,8 et 8,6 (il existe deﬁx
variants).

La capacité de fixation de 1la ciclosporine disparait aprés
incubation pendant 10 min & 56°C, ou & pH 4 a 25°C, ou a pH 9,5. Par
contre, l'activité est conservée aprés incubation en présence de

dithiothréitol (HANDSCHUMACHER et al., 1984).
B - STRUCTURE DE LA CYCLOPHILINE

HARDING et al., (1986) ont déterminé la séquence compléte de la
" cyclophiline isolée de thymus bovin. La cyclophiline bovine est un
polypeptide de 163 acides aminés, monocaténaire, de masse moléculaire 17

737. La séquence des 72 acides aminés NH.- terminaux de la cyclophiline

humaine est identique a celle de la cycl;;hiline bovine.

La séquence nucléotidique de 1'ADNc dérivé de 1'ARNm codant pour la
cyclophiline a été déterminée chez 1'Homme (HAELDLER et al., 1987) (Fig.
7) et chez le Rat (DANIELSON et al., 1988). Les séquences peptidiques
déduites montrent que les séquences des cyclophilines humaine, bovine et
de Rat sont quasiment identiques. Ces séquences ne présentent ni de

séquence signal, ni de terminaison hydrophobe.




1 15 30
GTGTACTATT AGCC AT c
G GTT AAC CCC ACC GTG TTC TTC GAC ATT GCC GIC GAC GGC
MET Val Asn Pro Thr Val Phe Phe Asp Ile Ala Val Asp Gly

45 60 75 90
GAG CCC TTG GGC CGC GTC TCC TTT GAG CTG TTT GCA GAC AAG GTC CCA AAG ACA
Glu Pro Leu Gly Arg Val Ser Phe Glu Leu Phe Ala Asp Lys Val Pro Lys Thr

105 120 135 150
GCA GAA AAT TTT CGT GCT CTG AGC ACT GGA GAG AAA GGA TTT GGT TAT AAG GGT
Ala Glu Asn Phe Arg Ala Leu Ser Thr Gly Glu Lys Gly Phe Gly Tyr Lys Gly

165 180 195
TCC TGC TTT CAC AGA ATT ATT CCA GGG TTT ATG TGT JAG GGT GGT GAC TTC ACA
Ser Cys Phe His Arg Ile Ile Pro Gly Phe MET Cys Gln Gly Gly Asp Phe Thr

210 225 240 255
CGC CAT AAT GGC ACT GGT GGC AAG TCC ATC TAT GGG GAG AAA TTT GAA GAT GAG
Arg His Asn Gly Thr Gly Gly Lys Ser Ile Tyr Gly Glu Lys Phe Glu Asp Glu

270 285 300
AAC TTC ATC CTA AAG CAT ACG GGT CCT GGC ATC TTG TCC ATG GCA AAT GCT GGA
Asn Phe Ile Leu Lys His Thr Gly Pro Gly Ile Leu Ser MET Ala Asn Ala Gly

315 330 345 360
CCC AAC ACA AAT GGT TCC CAG TTT TTC ATC TGC ACT GCC AAG ACT GAG TGG TTG
Pro Asn Thr Asn Gly Ser Gln Phe Phe Ile Cys Thr Ala Lys Thr Glu Trp Leu

375 390 405 420
GAT GGC AAG CAT GTG GTG TTT GGC AAA GTG AAA GAA GGC ATG AAT ATT GTG GAG
Asp Gly Lys His Val val Phe Gly Lys Val Lys Glu Gly MET Asn Ile Val Glu

435 450 465
GCC ATG GAG CGC TIT GGG TCC AGG AAT GGC AAG ACC AGC AAG AAG ATC ACC ATT
Ala MET Glu Arg Phe Gly Ser Arg Asn Gly Lys Thr Ser Lys Lys Ile Thr Ile

480 495 508 518 528
GCT GAC TGT GGA CAA CTC GAA TAA GTTTGACTTG TGTTTTATCT TAACCACCAG
Ala Asp Cys Gly Gln Leu Glu

538 548 558 568 578 588
ATCATTCCTT CTGTAGCTCA GGAGAGCACC CCTCCACCCC ATTTGCTCGC AGTATCCTAG

598 608 - 618 628 638 648
AATCTTTGTG CTCTCGCTGC AGTTCCCTTT GGGTTCCATG TTTTCCTTGT TCCCTCCCAT

658 668 678 688 698 708
GCCTAGCTGG ATTGCAGAGT TAAGTTTATG ATTATGAAAT AAARAACTAAA TAA CAA TTGT C

Figure 7 : Séquence nucléotidique et séquence peptidique
déduite d'un cDNA codant pour la cyclophiline humaine. (d'aprés
HAENDLER et al.,1987)
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Des analyses en "Northern blot" ont montré, chez le Rat la présence
d'ARNm codant pour la cyclophiline dans le cerveau, le foie, le poumon,
la rate, le thymus, la glande pituitaire antérieure, 1les glandes
adrénaliennes, les ovaires et les testicules (DANIELSON et al., 1988).

L'ARNm de la cyclophiline a également été mis en évidence dans le
cerveau et le foie de Souris (FORSS-PETTER et al., 1986) et dans des
lignées cellulaires (STAEHELI et al., 1986 ; MCKINNON et al., 1987). Par
contre Escherichia coli en serait dépourvu.

Des analyses en "Southern blot" de 1'ADN de Rat (DANIELSON et al.,
1988), et de 1'ADN humain (HAENDLER et al., 1987) ont montré que le
génome contient environ 20 copies du géne ou de pseudo-génes de la

cyclophiline.

IITI - L'INTERACTION CYCLOPHILINE - CICLOSPCRINE A

A - SITES DE FIXATION

Les études en Résonance Magnétique Nucléaire du proton a 490 MHz de
la cyclophiline bovine ont montré une région hydrophobe constituée de 11
acides aminés aromatiques sur les 22 que compte la molécule: le résidu
de tryptophane en position 120, 2 résidus d'histidine, un résidu de
tyrosine, et 7 résidus de phénylalanine (DALGARNO et al., 1986). Cette
région constituerait le site de fixation de la ciclosporine A.

La fixation de la ciclosporine A sur la cyclophiline augmente la
fluorescence intrinséque du tryptophane, indiquant qu'il se trouve dans
un environnement plus hydrophobe. Ce test de fluorescence a permis
d'estimer a 2.10-7 la constante de dissociation du complexe
ciclosporine A - cyclophiline (HANDSCHUMACHER et al., 1984). Chaque
molécule de cyclophiline est capable de fixer une seule molécule de
ciclosporine A (HARDING et al., 1986).

La cyclophiline interagit préférentiellement avec les résidus 1, 2,

10 et 11 de la ciclosporine A (Fig. 5) (QUESNIAUX et al., 1987).

B - SPECIFICITE DE L'INTERACTION CYCLOPHILINE - CICLOSPORINE A

La quantité de ciclosporine A accumulée dans les lymphocytes de

patients, traités & raison de 0,05-0,2 lUg/ml de plasma, est en accord
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avec la quantité de cyclophiline cytoplasmique et la constante de
dissociation cyclosporine-cyclophiline. La cyclophiline constituerait
donc, dans la cellule, le principal accepteur de la ciclosporine A
(HARDING et al., 1986).

HANDSCHUMACHER et al., (1984) ont testé l'affinité de 10 dérivés de
la ciclosporine A pour la cyclophiline ainsi que leur activité
immunosuppressive sur des lymphocytes, et ont montré qu'il y a une
relation directe entre l'affinité et l'activité immunosuppressive.

Alors qu'il a été suggéré que la calmoduline pourrait &tre le
récepteur de la ciclosporine A (COLOMBANI et al., 1985), il n'y a pas de
relation entre l'affinité de différents dérivés de la ciclosporine pour
la calmoduline et leur activité immunosuppressive (QUESNIAUX et al.,

1988).

IV - CONCLUSIONS

La cyclophiline serait le récepteur spécifique cytosolique de 1la
ciclosporine. La caractérisation de 1l'activité de la cyclophiline
permettra de mieux connaitre le mécanisme d'action des facteurs de
croissance intervenant tant au niveau de l'activation des lymphocytes T
qu'au niveau de l'ensemble des cellules de l'organisme.

De plus, l'effet différentiel de 1la  ciclosporine A entre 1la
production d'Interleukine 2, 1'expression des récepteurs de
1'Interleukine 2 sur les lymphocytes T d'une part, et son incapacité de
bloquer la différenciation des lymphocytes T activés d'autre part,
implique que soit la cyclophiline soit les facteurs de croissance ont
des rfles différents suivant le type ou 1l'état de différenciation
de la cellule cible.

La fixation de la ciclosporine sur la cyclophiline permettrait ou
empécherait la fixation de 1la cyclophiline sur un ligand non encore
déterminé.

Le fait que certains auteurs aient mis en évidence une fixation
spécifique de la ciclosporine sur 1la membrane cellulaire pourrait
s'expliquer par la présence d'une forme circulante homologue de 1la
cyclophiline et affine pour 1la ciclosporine. I1 est tout a fait

plausible que de telles formes existent puisqu'il a été montré que le
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génome humain renferme une vingtaine de copies du géne ou de pseudogénes
codant pour la cyclophiline ou une protéine homologue.

HARDING et al. (1986) ont émis l'hypothése que le rdle fonctionnel
de la cyclophiline mettrait en jeu un signal de transduction, débouchant
sur l'induction coordonnée de génes spécifiques, essentiel pour
l'activation et la prolifération des lymphocytes T.

La distribution ubiquitaire de la cyclophiline dans les différents
tissus et sa trés grande distribution philogénique sugggrent qu'elle

-

joue un rdle essentiel dans la réponse cellulaire a différents stimuli

induisant la différenciation ou la prolifération cellulaire.
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ETUDE DES ACTIVITES MITOGENES DU COLOSTRUM ET DU LAIT DE FEMME

I - INTRODUCTION

Le tamisage moléculaire du lactosérum sur colonne de Sephadex G-100
a permis a SHING et KLAGSBRUN (1984) de mettre en évidence trois
fractions mitogénes de masses moléculaires 100-120 000, 30-35 000,et 5 6
000, dénommées respectivement HMGF I, HMGF II et HMGF III. Cette
derniére fraction représente 75% de l'activité mitogéne totale, et
renfermerait essentiellement de 1'EGF.

A notre connaissance, aucune étude portant sur la répartition des
activités mitogénes du colostrum par tamisage moléculaire n'a été
décrite. Or le colostrum a une activité mitogéne spécifique supérieure a
celle du lait stabilisé, en partie due a la concentration plus élevée en
EGF dans le colostrum (SHING et KLAGSBRUN, 1984; CORPS et al., 1987).

Afin de déterminer si la différence entre les activités mitogénes
du colostrum et du lait stabilisé est uniquement quantitative, ou
également qualitative, nous avons établi d'une manid&re comparative les
profils chromatographiques du lactosérum et du colostrosérum obtenus

aprés tamisage moléculaire sur une colonne de Sephadex G-75.

IT - MATERIELS ET METHODES

A - LE LAIT ET LE COLOSTRUM DE FEMME

Le lait de Femme provient du lactarium régional, Institut Pasteur,
Lille. Il est conservé a -20°C avant emploi.
Le colostrum de Femme est recueilli entre le premier et 1le

troisigme jour apras l'accouchement
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Chacun des lots fractionné est constitué par le mélange des

colostrums et des laits de dix méres au moins.
B - PREPARATION DU LACTOSERUM

Le lait est décongelé a 4°C, délipidé par centrifugation a 30 000 x
g a 4°C pendant 30 minutes dans une centrifugeuse J2-21 (Beckman). Les
lipides et les débris cellulaires sont éliminés. Le lait délipidé est
amené a pH 4,6 par ajout de HCl concentré, puis dialysé contre de 1l'eau.
Les protéines précipitées (caséine) sont éliminées apres centrifugation

a 30 000 x g.

C - TFRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM ET DU COLOSTROSERUM PAR TAMISAGE
MOLECULAIRE

500 ml de lactosérum ou 300 ml de colostrosérum sont lyophilisés,
puis resuspendus dans 50 ml de NH4HCO3 et déposés sur une colonne de
tamisage moléculaire de Sephadex G-75 Superfine (Pharmacia) (3,5 x 100
cm) équilibrée dans du NH4HCO3 0,1 M. La chromatographie est effectuée a
un débit de 10 ml/h avec le tampon d'équilibrage comme é&luent. La
densité optique est déterminée en continu a 280 nm. Des fractions de 8
ml sont recueillies. '

Chaque fraction est dialysée séparément contre de l'eau et
lyophilisée.

La colonne de tamisage moléculaire est étalonnée par la
chromatographie de lactotransferrine, d'albumine sérique bovine et 4'

a-lactalbumine.
D - MESURE DE L'ACTIVITE MITOGENE
1- Cultures cellulaires

Les cellules de la lignée CCL 39 (fibroblastes de poumon de Hamster
chinois) sont repiquées au 1/10éme deux fois par semaine dans du milieu
MEM (sels de Earle) (Gibco) contenant 10% de sérum de Veau foetal
(Gibco), 0,4% de pénicilline, 0,4% de streptomycine et 0,5% de

fungizone. Les cultures sont incubées a 37°C dans une atmosphére a 5% de
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COZ' Tous les deux mois, des cellules sont décongelées et mises en

culture.
2- Mesure de la synthése 4'ADN

L'incorporation de méthyl-thymidine tritiée est quantifiée selon la
méthode décrite par PLOUET et al., (1984) avec quelques modifications.
Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 24 puits (Limbro, Flow
laboratories) a raison de 40 000 cellules dans 0,5 ml de milieu de
culture par puits. Apré&s 72 heures d'incubation les cellules sont lavées
avec le milieu de culture dépourvu de sérum de Veau, puis incubées dans

-

ce milieu pendant 20 heures. Les cellules sont alors a confluence dans
une phase d'arré&t de croissance. Les fractions a tester sont inoculées a
raison de 20 Hg/ml de milieu de culture. Chaque fraction est testée en
triple. Les plaques sont incubées pendant 24 heures. 1uCi de
méthyl-thymidine tritiée (Amersham) dans 10 1l de PBS est ajoutée. Apreés
4 heures d'incubation, 1l'incorporation de thymidine est stoppée par
lavage des cellules par du PBS. Les cellules sont fixées par 0,5 ml
d'acide trichloroacétique & 5% pendant 30 minutes, lavées a l'eau
courante puis lysées par 0,5 ml de soude 0,1 M pendant 2 heures & 37°C.
0,45 ml du lysat est placée dans une fiole a scintillation, 3 ml de
liquide scintillant (Aqualite, Baker) sont rajoutées. La radioactivité

est mesurde avec un compteur de radiocactivité B (Beckman).

ITI - RESULTATS

A - PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DU COLOSTROSERUM PAR TAMISAGE MOLECULAIRE

Le fractionnement par tamisage moléculaire sur colonne de Sephadex
G-75 du colostrum permet d'obtenir trois pics majeurs ayant une activité
de facteur de croissance: dans les fractions contenant des protéines de
masses moléculaires comprises entre 60 000 et 75 000, entre 9 000 et 14
000 et entre 4 000 et 6 000, ainsi qu'un pic mineur contenant des
protéines de masses moléculaires comprises entre 30 000 et 40 000 (Fig.

8A).
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B - PROFIL CHROMATOGRAPHIQUE DU LACTOSERUM PAR TAMISAGE MOLECULAIRE

Le fractionnement par tamisage moléculaire sur colonne de Sephadex
G-75 du lactosérum permet d'obtenir deux fractions majeures ayant une
activité de facteur de croissance, l'une contenant des protéines de
masses moléculaires comprises ehtre 30 000 et 50 000, l'autre contenant
des protéines de masses moléculaires comprises entre 4 000 et 6 000. Une
fraction, contenant des protéines de masses moléculaires comprises entre

9 000 et 14 000 posséde une faible activité mitogéne (Fig. 8B).
C - DISCUSSION

Le tamisage moléculaire du lactosérum et du colostrosérum sur
colonne de Sephadex G-75 permet de mettre en évidence quatre fractions
mitogénes:

- Une fraction contenant des protéines de masses moléculaires
comprises entre 60 000 et 75 000, présente uniquement dans le
colostrosérum. Cette fraction pourrait renfermer le MDGF I, facteur de
croissance isolé du lait de Femme par BANO et al. (1985), de masse
moléculaire 62 000.

~ Une fraction contenant dJdes protéines de masses moléculaires
comprises entre 30 000 et 40 000, partiellement résoclue en deux pics.
Faiblement représentée dans le colostrosérum, elle est trés abondante
dans le lactosérum. Son activité est partiellement résistante a
1'ébullition pendant 15 minutes, et pourrait contenir du PDGF. Cette
fraction correspond au MDGF II décrit par SHING et KLAGSBRUN (1984) dans
le lait de Femme.

- Une fraction contenant des protéines de masses moléculaires
comprises entre 9 000 et 14 000, trés abondante dans le colostrosérum,
faiblement représentée dans le lactosérum.

- Une fraction contenant des protéines de masses moléculaires
comprises entre 4 000 et 6 000, trés abondante dans le colostrosérum et
dans le lactosérum. Cette fraction correspond au HMGF III décrit par

SHING et KLAGSBRUN (1984) et contiendrait essentiellement de 1'EGF.

Le profil chromatographique obtenu avec le lactosérum est similaire
a celui décrit par SHING et KLAGSBRUN (1984), avec quelques différences:

absence de HMGF 1, facteur de croissance de masse moléculaire comprise
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entre 100.000 et 120.000, et abondance de HMGF II. Ces différences
pourraient s'expliquer par la méthode utilisée pour déterminer les
activités mitogénes: nous avons déterminé 1l'activité mitogéne a
concentration en protéines constante, alors que ces auteurs l'ont
déterminée a volume constant. Il en résulte par notre méthode une
diminution de la réponse mitogéne pour les fractions fortement
concentrées en protéines (cas du HMGF I) et une augmentation pour les
fractions faiblement concentrées en protéines (cas du HMGF II).

A 1l'exception de la fraction contenant des protéines de masses
moléculaires cémprises entre 60 000 et 75 000, toutes les fractions
mitogénes du colostrosérum sont présentes dans le lactosérum, mais en
proportions différentes.

Les activités mitogénes entre le colostrum et le lait stabilisé
présentent donc des différences non seulement quantitatives, mais

également qualitatives.

IV - CONCLUSION

Si la chromatographie de tamisage moléculaire permet d'obtenir
plusieurs fractions mitogénes, cette technique est inadaptée comme
technique préparative de fractionnement du lactosérum total. Nous nous
sommes donc orienté vers des techniques semi-préparatives fondées sur
1'affinité ou sur l'échange d'ions.

D'autre part, la faible quantité de colostrum disponible ne nous a
pas permis d'entreprendre, malgré son grand intérét, la purification des

facteurs de croissance & partir de cette source.
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FRACTTONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
SUR COLONNE D'HEPARINE TMMOBILISEE

I - INTRODUCTION

La chromatographie du lactosérum sur colonne d'héparine immobilisée
permet de purifier la lactotransferrine (BLACKBERG et HERNELL, 198Q0), de
fractionner le lactosérum en sIgA, 1lysozyme et lactotransferrine
{BOESMAN-FINKELSTEIN et FINKELSTEIN, 1982; WANG et KLOER, 1984). Les
sIgh ne sont pas retenues sur la colonne, le lysozyme est élué & une

concentration de 0,3 M en NaCl et la lactotransferrine de 0,7 M en NaCl.

La chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine immobilisée a
été utilisée pour isoler les facteurs de croissance fibroblastiques
(FGF) qui possédent une forte affinité pour l'héparine et qui sont
dénommés également "heparin-binding growth factors" (voir p. 10).

A notre connaissance, aucune étude portant sur les facteurs de
croissance du lait affines pour l'héparine n'a été décrite.

Nous avons entrepris, dans un premier temps, l'étude des facteurs
de croissance ayant une affinité faible pour 1'héparine (molarité
d'élution inférieure a3 1 M en NaCl) par chromatographie du lactosérum
sur colonne d'héparine immobilisée.

Dans un second temps, nous avons étudié les facteurs de croissance
ayant une forte affinité pour 1l'héparine (molarité d'élution supérieure
a 1 M). Afin d'éviter une saturation de la colonne par les protéines
ayant une affinité faible, en particulier par la lactotransferrine, nous

avons chromatographié du lactosérum contenant 0,8 M de NaCl.
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II - MATERIELS ET METHODES

A - LE LAIT ET LE LACTOSERUX

Le lait et le lactosérum ont &été obtenus comme décrit p. 42.

B - FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR
COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE - ELUTION PAR UN GRADIENT CONTINU

200 ml de lactosérum sont déposés sur une colonne d'héparine
immobilisée sur Sepharose CL-6B (Pharmacia) (2 x 20 cm) équilibrée dans
un tampon Tris 10 mM, HCl, pH 7. Aprés l'injection, la colonne est
rincée par 500 ml du méme tampon et &luée par un gradient linéaire de 0
3 3 M en NaCl sur un volume total de 400 ml, & un débit de 30 ml/h. Des
fractions de 15 ml sont recueillies. La densité optique est lue en
continu a 280 nm.

Les fractions correspondant aux différents pics sont rassemblées,

dialysées contre de l'eau pendant 48 h a 4°C et lyophilisées.

C - FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR
COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE - ELUTION PAR UN GRADIENT DISCONTINU

1 1 de lactosérum sont déposés sur une colonne d'héparine
immobilisée comme décrit au paragraphe précédent. Les protéines sont
éluées par passages successifs de solutions renfermant, dans le tampon
Tris 10 mM, HCl, pH 7, des concentrations croissantes en NaCl de 0,25 M,
0,35 M, 0,6 M et 1 M. Chaque fraction obtenue est diluée au 1/4 par de
l'eau désionisée et injectée sur 1la méme colonne, précédemment
équilibrée dans le tampon Tris 10 mM ,HCl, pH 7 contenant 0,15 M de
NaCl. Les protéines sont éluées de la méme manigdre que lors de la
premigre chromatographie. Les fractions obtenues sont dialysées contre

de 1l'eau pendant 48 h & 4°C puis lyophilisées.
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D - FRACTIONNEMENT DU LACTOSERUM CONTENANT 0,8 M DE NaCl PAR
CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE

10 1 de lactosérum auxquels on a ajouté .du NaCl pour obtenir une
concentration de 0,8 M, et aprés ajustement & pH 7, sont déposés sur une
colonne d'héparine immobilisée (2 x 20 cm) précédemment équilibrée dans
un tampon Tris 10 mM, HCl, pH 7 contenant (.8 M en NaCl. La colonne est
ensuite lavée par 500 ml de ce méme tampon, puis éluée par des solutions
en NaCl a2 1 M et 3M dans le tampon Tris.

La fraction &luée par la solution de NaCl 3 M est diluée au 1/4 par
de l'eau désionisée et déposée sur une colonne d'héparine immobilisée
(0,8 x 1,5 cm) et éluée par passages successifs de solutions (dans'le
tampon Tris) en NaCl & 1,2 M, 1,5 M, 1,8 M, 2,1 M, 2,4 M, 2,7 M, et 3 M,
a un débit de 0,5 ml/min.

Chaque fraction obtenue (2 ml) subit une série de concentrations -a
l'aide d'un microconcentrateur de type Centricon (Amicon) (seuil de
coupure: molécules de masse moléculaire d'environ 10 000)- et de
dilutions par de l'eau désionisée. A chaque étape de concentration le
microconcentrateur est centrifugé a 5 000 x g {centrifugeuse J2-21,
rotor JA-20, Beckman) pendant une heure a 4°C. Chaque fraction est ainsi
concentrée 10 fois et diluée 9 fois. Les fractions concentrées sont

stockées a 4°C.

E - DETERMINATION DES ACTIVITES MITOGENES

Les activités mitogeénes sont déterminées par mesure de
1'incorporation de méthyl-fhymidine tritiée, comme décrit p. 44. Chaque
fraction est analysée en triple et a différentes concentrations en
protéines, afin d'obtenir une courbe dose-réponse.

Une unité d'activité mitogéne est définie comme la quantité de
protéines requise pour provoquer une incorporation de méthyl-thymidine
tritiée égale a la moitié de 1l'incorporation maximum par les cellules
cibles.

Chaque série de déterminations des activités mitogénes comporte
d'une part au moins trois témoins négatifs constitués par la mesure de
1'incorporation de méthyl-thymidine tritiée par des <cellules sur

lesquelles sont inoculés 10 W]l de PBS, et d'autre part la détermination
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de la courbe dose-réponse d'une gamme de concentration en EGF, de 0,2 a

20 ng/ml.
F - METHODES ELECTROPHORETIQUES
1- Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

Les électrophorgdses sont réalisées dans un appareil vertical en
plaques (1,5x140x180 mm) (BioRad) dans le systéme tampon préconisé par
LAEMMLI (1970).

Le gel de séparation est constitué par de l'acrylamide & 15%
polymérisé, dans un tampon Tris-glycocolle, HCl, pH 8,9. Le gel de
concentration est a 4% en acrylamide dans un tampon Tris-glycocolle,
HCl, pH ©,8. Le tampon d'électrophorgése et les gels d'acrylamide
contiennent 0,1% de SDS.

Les é&chantillons (0,5 a3 5 Ug de protéines par aépdt) sont
solubilisés dans 20 Wl de tampon Tris-HCl, 10 mM, pH 8,9 contenant 1% de
SDS et 10% de glycérol et placés au bain marie a. 100°C pendéht 3 min.
10Ul de la solution échantillon sont déposées sur le gel d'acrylamide.

La détermination des masses moléculaires apparentes des protéines
est effectuée par comparaison avec la migration de protéines étalons.

L'électrophorése est réalisée a 100 V pendant la nuit, sous
réfrigération d'eau froide. Aprés la migration, les protéines sont

révélées soit au bleu de Coomassie, soit au nitrate d'argent.

2= Electrotransfert sur feuille de nitrocellulose (Western

blotting)

Les protéines, séparées par électrophorese en gel de
polyacrylamide, sont ensuite transférées par électrophorése (cellule de
transfert BioRad) sur feuille de nitrocellulose (Schleicher et Schiill)
dans le tampon Tris 25 mM, glycocolle 182 mM, pH 8,4, contenant 20%
(v/v) de méthanol selon la méthode décrite par TOWBIN et al. (1979) et
BURNETTE (1981). L'électrophorese est réalisée a 200 mA, a 4°C pendant 3
h.

Apreés le transfert, les protéines fixées sur la nitrocellulose sont

révélées par immuno-révélation.
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G - METHODES IMMUNOLOGIQUES

1 - Préparation d'un immunsérum anti-lactotransferrine

L'immunsérum est obtenu par immunisation d'un Lapin par injection
d'une solution de lactotransferrine a 1 p. 1 000 dans du PBS additionnée
d'adjuvant de Freund dans la proportion 1/1 (v/v).

La solution antigénique est injectée par piqglire intramusculaire
dans les pattes arrieres d'un Lapin. Un cycle d'injections consiste en
une injection par semaine pendant 1 mois. Le Lapin est saigné, une
semaine aprés la derniére injection, par incision de la veine marginale

de l'oreille.

2 - Antisérum anti-lysozyme

L'antisérum anti-lysozyme est fournis par Boehringer (Marburg, RFA)

et a été préparé chez le Lapin.

3 - Immunodiffusion simple

Cette méthode fut développée par OUCHTERLONY (1949) et ELEK (1948).

Sur une plaque de verre, une solution d'Agarose a 37°C a 1% est
coulée de maniére a former un gel de 3 mm d'épaisseur. Apres
solidification des puits sont creusés en cercle, avec un puits au centre
du cercle. Le puits central regoit 10 Ul d'antisérum. Les puits formant
le cercle regoivent les antigénes & analyser.

La plaque est ensuite incubée dans un humidificateur & température
ambiante pendant 48 h. Lorsque les arcs de précipitation sont formés, la
plague est lavée dans du sérum physiologique, séchée sous papier

Whatman, puis colorée & 1'Amidoschwartz.

4- Immunorévélation apreés électrotransfert

. BAprés l'électrotransfert, les protéines fixées sur la
nitrocellulose sont incubées 1 min dans un tampon TBS, pH 7,8 contenant
2% de Tween 20 (Merck), puis lavées dans ce méme tampon contenant 0,5%

de Tween 20. Suivent 4 h d'incubation dans une solution au 1/1 000
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d'anticorps anti-facteur de croissance fibroblastique basique (R&D
systems, Minneapolis USA). '

La nitrocellulose est ensuite lavée par du TBS contenant 0,5% de
Tween 20, puis incubée 2h & 20°C avec des IgG anti-IgG de Lapin,
préparées chez la Chévre (Pasteur Productions) sur lesquels est couplée
la peroxydase du radis noir, diludes au 1/2000 dans le TBS contenant
0,5% de Tween 20. Aprés une série de lavages dans du TBS l'activité
peroxydasique est révélée par un réactif a la DAB (3,3'-diaminobenzidine
tétrahydrochloride) (Fluka) : 40 mg de DAB pour 100 ml de TBS et
addition d'l ml d'eau oxygénée a 30% (p/p) (& préparer extemporanément).
La nitrocellulose est immergée dans le réactif a la DAB Jjusqu'a

apparition de bandes de couleur marron puis lavée abondamment a l'eau et

conservée a l'abri de la lumiére.
H - DOSAGE DES PROTEINES

Les concentrations en protéines sont déterminées par la méthode de
BRADFORD (1976). 0,8 ml de la solution a doser est placé dans un tube,
puis 0,2 ml de colorant concentré (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad, RFA)
sont rajoutées. Le tube est agité et aprés 5 min la densité optique est
lue a 595 nm.

La concentration en protéines est déterminée par comparaison de la
densité optique a une gamme étalon d'albumine bovine sérique allant de 1

a 25 ug/ml.

IITI - RESULTATS

A - CHROMATOGRAPHIE DU LACTOSERUM SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE -
ELUTION PAR UN GRADIENT CONTINU EN NaCl

Le profil chromatographique obtenu lors du fractionnement des
protéines du lactosérum sur colonne d'héparine immobilisée eest donné
dans la figure 9. Deux pics d'activités mitogénes sont mis en évidence,
l'un élué entre 0,2 et 0,6 M en NaCl, l'autre & une concentration en

NaCl supérieure a 1 M en NaCl.
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Cependant, afin de mieux localiser les activités mitogénes et leur
molarité d'élution, nous avons procédé, dans une deuxiéme expérience, a

1'élution par paliers des protéines retenues lors de la chromatographie.

B - CHROMATOGRAPHIE DU LACTOSERUM SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE -
ELUTION PAR PALIERS

Ce type d'élution nous a permis d'cbtenir une fraction non-retenue

et 4 fractions éluées a 0,25 M, 0,35 M, 0,6 M et 1 M en NaCl (Fig.10).
1 - Analyse protéique des fractions

L'analyse en immuno-diffusion simple des fractions précédentes
indique la présence de lysozyme dans la fraction éluée & 0,25 M en NaCl
et de lactotransferrine dans les fractions éluées a3 0,35 M, 0,6 M et 1 M
en NaCl (Fig.1ll).

L'électrophorése en gel de polyacrylamide (SDS~PAGE) montre que la
fraction éluée & 0,6 M en NaCl est constituée de lactotransferrine

pratiquement pure (Fig.12).

2 - Détermination des activités mitogénes

Les fractions éluées a 0,25 M, 0,35 M et 1 M en NaCl se sont
révélées mitogénes sur les cellules CCL-39 alors que la fraction éluée a
0,6 M en NaCl ne posséde pas d'activité mitogene significative.

i‘incorporation de méthyl-thymidine tritiée est fonction de 1la
concentration en protéines (Fig.13). La moitié de 1'incorporation

-

maximale est obtenue & des concentrations en protéines de 0,7 Wg/ml pour
la fraction éluée a 0,25 M en NaCl, de 1 Wg/ml pour la fraction éluéde a
0,35 M en NaCl et de 3 ug/ml pour la fraction éluée & 1 M en NaCl. 12,2%
des protéines et 18,4% des activités mitogednes du lactosérum sont
retenues sur la colonne.

La fraction éluée a 0,25 M en NaCl renferme 87% de l'activité
mitogéne retenue sur la colonne (16,1% de l'activité totale du
lactosérum). La fraction éluée & 0,35 M en NaCl renferme 1,5 % de
l'activité mitogéne totale du lactosérum. La fraction &éluée a 1 M en
NaCl ne renferme que 0,8% de 1l'activité mitogdne &u lactosérum (Tableau
V).
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Tableau V

Les activités de facteur de croissance des fractions obtenues par
chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine immcobilisée

de 1 1 de lactosérum

Protéines Activité Activité % d'activité

Etape totales spécifique, totale récupérée
(mg) (Unités/mg) (Unités)

Lactosérum 10 000 13 130 000 100
Fraction éluée
a3 0,25 M NaCl 15 1 400 21 000 16,1
Fraction éluée
a 0,35 M NaCl 2 1 000 2 000 1,5
Fraction éluée
a4 0,6 M NaCl 1 200 < 10 - -
Fraction éluée
a 1M NaCl 3 330 1 000 0,8

* Une unité est définie comme la concentration (en mg/ml) en protéines
qui provoque une incorporation de méthyl-thymidine tritiée égale a la
moitié de 1l'incorporation maximum par les cellules cibles.
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Figure 13: Courbes dose vréponse obtenues par mesure de l'incorporation
de méthyl-thymidine tritiée sur les cellules CCL 39 stimulées par: de

thymidine tritiée (cpm)
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1'EGF (M), du lactosérum ([J), les fractions éluées a 0,25 M en NaCl (¢),

0,35 M en NaCl () et 1 M en NaCl (A).




2 2
;i : - (B0
/ 3 @LL! 4
_ () e 4
i 4 4
At

Figure 11 : Immur.odiffusion radiale contre un immunsérum
anti-lysozyme (A) et anti-lactotransferrine (B) des fractions
obtenues par chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine
immobilisée de lactosérum. 1 a 4 : fractions éluées respectivement
a 0,25 M, 0,35 M, 0,6 Met 1 M en NaCl.
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Figure 12 : Electrophorése en gel a 15 % de polyacrylamide.
Coloration au bleu de Coomassie. Bande 1 : témoins de masse
moléculaire; bandes 2 a 5 : fractions de lactosérum éluées
respectivement a 0,25 M, 0,35 M, 0,6 M et 1 M en NaCl sur colonne
d'héparine immobilisée.



- 60 -

C - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE D'HEPARINE IMMOBILISEE DU ' LACTOSERUM
CONTENANT 0,8 M DE NaCl

Le fractionnement du lactosérum enrichi a 0,8 M en NaCl sur colonne
d'héparine immobilisée nous a permis d'obtenir une fraction mitogéne
éluée par une solution de NaCl 3 M. Cette fraction, aprés dilution au
1/4 par de l'eau désionisée, a été chromatographiée sur colonne
d'héparine immobilisée, et é&luée par des concentrations croissantes en

NaCl (Fig.14).

1- Analyse de la fraction éluée a 2,4 M en NaCl par électrophorése

(SDS-PAGE)

L'analyse en SDS-PAGE révéle la présence d'un peptide de masse
moléculaire apparente de 17 000 (Fig.15). Apres électrotransfert sur
feuille de  nitrocellulose, - ce peptide n'est pas coloré par
immuno-révélation avec un anticorps polyclonal anti-FGF basigue.

N

2- Activités mitogénes

La fraction éluée a 2,4 M en NaCl posséde une activité mitogéne
(Fig.16). La moitié de 1l'incorporation maximale est obtenue a une
concentration de 4 ng/ml. L'incorporation maximale est double par
rapport au contrdle.

A une concentration élevée (4 ng/ml), on observe un effet toxique

(incorporation de méthyl-thymidine tritiée inférieure au contrfle).

A partir de 10 1 de lactosérum, nous avons purifié 5 Wg de facteur
pur. La concentration dans le lait stabilisé serait de l'ordre de 0,5
ng/ml, ce qui correspond & 0,125 Unités/ml, soit 0,1% de l'activité

mitogéne totale du lactosérum.
D - DISCUSSION
Le lait de Femme renfermerait quatre polypeptides mitogeénes affines

pour l'héparine, élués a des concentrations en NaCl de 0,25 M, 0,35 M, 1

Met 2,4 M,
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Figure 14: Chromatograéhie d'affinité sur colonne d'héparine immobilisée (1,5
x 0,8 cm) de la fraction éluée & 3 M en NaCl. La densité optique est lue a
280 nm (ligne continue). La colonne est éluée par un gradient discontinu en
NaCl de 1,2 & 3 M (ligne poinitillée). Les fractions sont dessalées et
concentrées, puis leur activité mitogéne est déterminée.
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Figure 15 : Electrophorése en gel & 15 % de polyacrylamide de la
fraction éluée a 2,4 M en NaCl de la colonne d'héparine
immobilisée. Coloration au nitrate d'argent. Bande de gauche
témoins de masse moléculaire.
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Figure 16: Courbe dose réponse cobtenue par mesure de l'incorporation de
méthyl-thymidine tritiée sur les cellules CCL 39 stimulées par la fraction
€luée & 2,4 M en NaCl sur la colonne d'héparine immobilisée.
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18,4% de l'activité mitogéne totale du lactosérum est retenue sur
héparine. Comparé a d'autres tissus (cerveau, matrice osseuse) ce taux
est faible. Ceci est probablement du au fait que 1'EGF, qui constitue
environ 70% de l'activité mitogeéne totale du lait de Femme, n'est pas

retenu sur héparine.

La fraction éluée a 0,25 M en NaCl renferme la majeure pertie de
1l'activité mitogéne retenue sur la colonne. La nature du ou des peptides

responsables de cette activité n'a pas été déterminée.

La fraction éluée a 0,35 M en NaCl pourrait renfermer des facteurs
de croissance basiques. En effet, 1l'héparine se comporte comme un
échangeur de cations du fait de la présence de groupements sulfate.
Parmi les facteurs de croissance basiques, citons le PDGF, qui a éteé
identifié dans le lait de Femme par un dosage radioréceptologique

(RAINES, 1986) ou le TGF-8.

La fraction éluée a3 1 M en NaCl pourrait contenir du FGF acide,
bien que la présence de FGF acide dans le lait de Femme n'a Jjamais été
signalée. La concentration de ce facteur est trés faible, de l'ordre de
0,1 unité mitogéne par ml de lactosérum. Cette concentration est

inférieure a une dose physiologique.

Le lait de Femme renferme un facteur de croissance affine pour
1l'héparine dont la molarité d'élution est particuligdrement é&levée
(fraction éluée & 2,4 M en NaCl). Ce facteur de croissance ne serait pas
reconnu par un anticorps polyclonal anti-FGF basique.

A notre connaissance, deux é&tudes £font état de facteurs de
croissance ayant un comportement similaire, mis en évidence dans 1la
matrice osseuse (HAUSCHKA et al., 1986) et dans le 1liquide synovial
(HAMERMAN et al., 1987). Ces peptides n'ayant pas été caractérisés, il
n'est pas possible de dire si ils appartiennent ou non & la famille des
facteurs de croissance fibroblastiques.

La concentration totale en facteur de croissance de ce type est
trés faible dans le lait de Femme, inférieure a une dose physiologique.
Seul il n'aurait pas d'effet. Néanmoins, il pourrait agir en synergie

avec d'autres facteurs de croissance.




Le PFGF basique serait absent du lait de Femme. En effet, les
fractions éluées entre 1 M et 1,8 M en NaCl n'ont pas d'activité
mitogéne. Ceci est en accord avec les travaux réalisés par Klagsbrun sur
la recherche des facteurs de croissance fibroblastiques dans le lait de

Femme (communication personnelle).

IV - CONCLUSION

Le fractionnement par chromatographie d'affinité sur colonne
d'héparine immobilisée est une méthode de choix pour purifier les
facteurs de croissance possédant une trés forte affinité pour
1'héparine.

Dlors que les facteurs de croissance fibroblastiques sont treés
étudiés, a notre connaissance aucune recherche n'a été engagée pour .
caractériser les facteurs de croissance trés affines pour 1l'héparine
(molarité d'élution supérieure a 2 M en NaCl). Bien que ces facteurs
soient trés peu abondants, ils pourraient jouer un rSle biologique
important, par exemple en agissant en synergie avec d'autres facteurs de -

croissance.

A l'inverse, les facteurs de croissance ayant une activité faible
pour Ll'héparine pourraient &tre isolés par d'autres méthodes
chromatographiques, en particulier par des chromatographie d'échange de

cations qui permettent de fractionner les protéines basiques.

Nous présentons dans le chapitre suivant la purification d'un

facteur de croissance basique par chromatographie 4'échange de cations.
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FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME PAR CHROMATOGRAPHTE
D'ECHANGE DE CATIONS

I - INTRODUCTION

A notre connaissance, tous 1les protocoles de purification de
facteurs de croissance a partir du lait de Femme décrits dans la litté-
rature comportent au moins une étape d'acidification, réalisée sur le
lait écrémé afin de précipiter les caséines et d'obtenir le lactosérum
(PETRIDES et al., 1985; ZWIEBEL et al., 1986; BAXTER et al., 1984; SINHA
et YUNIS, 1983; SHING et KLAGSBRUN, 1984).

Afin de rechercher des pepfides ayant des activités de facteurs de
croissance qui seraient acido-sensibles, nous avons mis au point un
protocole de fractionnement au cours duquel le pH est maintenu
strictement au dessus de 6. En particulier, l'étape de décaséination a

été supprimée.

II - MATERIELS ET METHODES

A - FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME

1- Préparation du lait écrémé

-,

60 1 de lait de Femme sont décongelés & 4°C et délipidés par

centrifugation a 30 000 x g & 4°C pendant 30 min. Les lipides et les

débris cellulaires sont retirés.

2- Chromatographie d'échange de cations en batch

Le lait écrémé et non décaséiné est chromatographié en batch sur un

échangeur de cations: 100 g de SP-Sephadex C-50 (Pharmacia) sont




- 66 -

mélangés au lait et agités pendant une nuit & 4°C & l'aide d'une hélice
de type marine. L'échangeur de cations est recueilli dans un filet de
nylon posé dans un blichner et lavé abondamment par 20 1 d‘'une solution
d'acétate de sodium 0,22 M, pH 7.

Les protéines sont éluées par des passages successifs de 2 1 de

solutions a3 0,6 M et 1,5 M en acétate de sodium.
3- Chromatographie d'échange de cations sur colonne

La fraction éluée par la solution 0,6 M en acétate de sodium est
diluée par de l1l'eau désionisée Jjusqu'a 6 1, puis injectée sur une
colonne d'échange de cations de type S-Sepharose (Pharmacia) (5 x 10 cm)
préalablement équilibrée dans une solution d'acétate de sodium 0,22 M.

Aprés 1'injection, la colonne est abondamment rincée par 5 1 de la
solution d“équilibrage, puis les protéines sont éluées par des passages
successifs de 0,3 1 de solutions de 0,4 M, 0,5 M, et 1,5 M en acétate de
sodium.

La fraction éluée par la solution d'acétate 0,4 M est concentrée

- -

jusqu'a 50 ml & l'aide d'un concentrateur & cartouche de fibres creuses:

(seuil de coupure: molécules de masse moléculaire d'environ 10 000)

{Amicon).

4- Tamisage moléculaire de la fraction éluée par de l'acétate de

sodium 0,4 M

La totalité de la fraction est déposée sur une colonne de tamisage
moléculaire de Sephadex G-75 Superfine (Pharmacia) (3,5 x 100 cm)

équilibrée dans du NH4HC0 0,1 M. La chromatographie est effectuée a un

débit de 30 ml/h avec le3tampon d'équilibrage comme é&luent. La densité
optigque est lue en continu a 280 nm. Des fractions de 20 ml sont
recueillies. Les fractions correspondant au pic élué au volume d'élution
de 620 ml sont rassemblées (volume total des fractions: 60 ml),

dialysées contre de l'eau et lyophilisées.
5- Chromatographie d'échange de cations par "F.P.L.C."

La fraction mitogéne précédemment obtenue par tamisage moléculaire

est suspendue dans un tampon phosphate 20 mM, pH 6,6, & 10 mg de
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protéines par ml. 200 Wl sont injectés sur une colonne d'échange de
cations Mono S HR 5/5 (Pharmacia) précédemment équilibrée dans le tampon
de l'échantillon.

Les protéines sont éluées avec le méme tampon par un gradient
discontinu en NaCl de 0 3 1 M, 3 un débit de 1 ml/min, & 1l'aide d'un
appareil chromatographique "Fast Protein Liquid Chromatography"
(Pharmacia). La densité optique est lue en continu a 280 nm. Chaque pic
obtenu est recueilli séparément, concentré dans une centrifugeuse sous

vide (SpeedVac, Savant Instruments), et congelé.

B - METHODES ELECTROPHORETIQUES
1- Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

L'électrophorése est réalisée dans un gel & 15% de polyacrylamide
comme décrit p. 51.
. Les échantillons sont suspendus dans le tampon échantillon avec ou
sans agent réducteur (50 mM dithiothréitol, Sigma).
Aprés la migration les protéines sont transférées sur feuille de

nitrocellulose. :

2- Electrotransfert sur feuille de nitrocellulose (Western

‘blotting)

Les protéines, séparées par électrophorése en gel de
polyacrylamide, sont ensuite transférées par électrophorése comme décrit
p. 51.

Aprés le transfert, les protéines fixées sur la nitrocellulose sont

révélées soit par le bleu de Coomassie, soit par immuno-révélation.
3~ Isoélectrofocalisation analytique

Les protéines sont séparées en fonction de leur point isoélectrique
sur gel de polyacrylamide contenant des ampholytes. Les é&chantillons
sont déposés en solution aqueuse ou saline sur un gel PhastGel IEF 3-9

(Pharmacia) a raison de 0,5 WUg de protéines par dépdt de 1 W1l.



- 68 -

-

1.'isoélectrofocalisation est effectuée 3 2 000 V maximum et & 2,5 -
mA pendant 75 Vh a l'aide d'un appareil d'électrophorése PhastSystem
{Pharmacia).

Aprés la focalisation les protéines sont-.- colorées au bleu de

Coomassie.

C - IMMUNO-REVELATION APRES ELECTROTRANSFERT

Bprés l'électrotransfert, les protéines fixées sur la nitro-
cellulose sont révélées par un anticorps polyclonal anti-FGF-basique

comme décrit p. 52.

D - CHROMATOGRAPHIES LIQUIDES A HAUTE PRESSION

1- Chromatographie liquide a haute pression en phase inverse

La chromatographie est réalisée sur une colonne en phase inverse
M~Bondapack (3,2 x 300 mm) (Waters), & un d4débit de 1 ml/min a
température ambiante. La densité optique est lue en continu a 214 nm.
Les échantillons sont suspendus dans de l'eau contenant 0,1% d'acide
trifluorcacétique (v/v) (Sclvant A), et injectés. La colonne est &luée
par un gradient linéaire segmenté de solvant A et de solvant B (solvant
B: acétonitrile contenant 0,08% d'acide trifluorocacétique ) de 1la
maniere suivante: au temps 0, 90% de solvant A et 10% de solvant B, au
temps 10 min, 75% de solvant A et 25% de solvant B, au temps 40 min, 50%
de solvant A et 50% de solvant B, au temps 45 min, 40% de solvant A et
60% de solvant B. Les fractions obtenues sont évaporées a l'aide d'une

centrifugeuse sous vide (SpeedVac, Savants Instruments).

2- Chromatographie liquide de tamisage moléculaire & haute pression

La chromatographie est réalisée sur une <colonne de tamisage
moléculaire GF-250 (Dupont) (4 x 250 mm). La densité optique est lue en
continu a 214 nm. Les échantillons sont suspendus dans un tampon
phosphate de sodium 200 mM, pH 7, et injectés. La colonne est éluée par
ce méme tampon, & un débit de 1 ml/min & température ambiante.

L'étalonnage de la colonne est réalisé par la chromatographie d'albumine
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sérique bovine, d‘'ovalbumine, de chymotrypsinogéne A et de ribonucléase
A.

E - DETERMINATION DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE

Les séquences peptidiques ont été déterminées au Laboratoire de
Chimie des Biomolécules (Prof. A. Tartar, Institut Pasteur, Lille) par
Mlle P. Maes & l'aide d'un microséquenceur en phase gazeuse (Applied
Biosystems 470 A et Applied Biosystems 120). Les dégradations au bromure

de cyanogéne ont été effectuées sur pastille en phase vapeur.
F - DOSAGE DES PROTEINES

Les concentrations en protéines sont déterminées par la méthode de
BRADFORD (1976) comme dJécrit p. 53. L'albumine sérique. bovine  est

utilisée comme témoin.
G - DETERMINATION DES ACTIVITES BIQLOGIQUES
1- Mesure de l'activité mitogéne

L'activité mitogéne des fractions est déterminée par la mesure de
1'incorporation de méthyl-thymidine tritiée par des cellules de 1la

lignée CCL 39, comme décrit p. 44.
2- Etude de la stabilité des activités mitogénes

Les fractions ayant des activités mitogénes sont mises en solution
dans :

-Urée 6 M (Merck)

~-Chlorhydrate de guanidine 4 M (Merck)

-HC1 1 M (pH 1)

-Dithiothréitol 0,65 mM (Sigma)

-PBS
Aprés une période d'incubation de 2h & température ambiante, 0,5 ml de
chaque solution est é&quilibré dans du PBS par tamisage moléculaire sur

une colonne de Sephadex G-25 de type PD-10 (Pharmacia).
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Au volume d'élution de 3 ml, 0,5 ml de la solution est collecté.
Une fraction aliquote est prélevée, et son activité mitogéne est mesurée

a différentes dilutions comme décrit p. 44.

Afin de déterminer 1la résistance des activités mitogénes a
1'ébullition, une fraction aliquote est placée dans un bain marie 3
100°C pendant 15 minutes, puis son activité mitogeéne déterminée comme

décrit précédemment.

3- Recherche d'une affinité spécifique des protéines mitogé&nes pour

1'héparine

Les protéines sont solubilisées dans un tampon phosphate 20 mM
contenant. 0,65 M de WNaCl et déposées sur une colonne d'héparine
immobilisée sur du Sepharose 6B (Pharmacia) équilibrée dans le méme
tampon. La fraction non retenue est recyclée trois fois sur la colonne,
puis recueillie. La fraction retenue est éluée avec un tampon phosphate
20 mM pH 7 contenant 2,5 M en NaCl. La fraction non retenue et la
fraction retenue sont dessalées par gel filtration et leur activité

mitogéne déterminée comme décrit p. 44.
4- Détermination de l'activité angiocgéne

Les activités angiogenes ont été déterminées sur la membrane
chorio-allantoidienne de l'oeuf de Poule par la méthode de KNIGHTON et
al., (1977) avec quelques modifications. Les oeufs de Poule £fécondés
proviennent de 1l'élevage de Bersée (Nord, France). Aprés 24 heures a
température ambiante en position horizontale ils sont placés en couveuse
a 38°C. 2 ml d'albumine sont aspirés aprés 3 jours 4'incubation. Au 4@“*
jour des fenétres de 1 x 1 cm sont percées et refermées par du ruban
adhésif. L'échantillon & analyser est suspendu dans une solution & 1% de
méthylcellulose (Prolabo) dans de l'eau désionisée. v10 Hl de cette
solution est séchée sous courant d'air stérile. Les pastilles ainsi
obtenues sont déposées au 9éme jour d'incubation sur la membrane
chorio-allantoidienne de l'oeuf, & travers la fenétre. Au liéme jour la
membrane est observée & la loupe binoculaire. lLa réponse est positive
lorsque l'on observe un réseau de capillaires sanguins autour de 1la

pastille en conformation de rayons de roue de bicyclette.
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L'échantillon est testé sur 10 oeufs simultanément. Des pastilles
de méthylcellulose sans échantillon sont appliquées sur un groupe de 10

ceufs témoins.

IITI - RESULTATS

A - PURIFICATION DES FACTEURS DE CROISSANCE

Les étapes de la purification des facteurs de croissance sont

suivies par la mesure des activités mitogénes.

Environ 1% de l'activité mitogéne totale du lait écrémé est &luée a

0,4 M en acétate de sodium de la colonne de S-Sepharose Fast-Flow.

Cette fraction est chromatographiée par tamisage moléculaire sur
colonne de Sephadex G-75 (Fig.17). La majorité de l'activité mitog2ne
est localisée dans les fractions correspondant aux protéines de masses
moléculaires comprises entre 15 000 et 40 000 (pic A). ,

Ces fractions sont rassemblées et refractionnées par
chromatographie d'échange de cations sur colonne de Mono S. Huit pics
sont obtenus. L'activité mitoggne est localisée dans le pic 4 et le pic
5 (Fig.18).

Ces deux fractions représentent 0,4% de l'activité mitogéne de
départ et 0,0002% des protéines totales du lait écrémé (Tableau VI).

Leur concentration est estimée & 25 ng/ml de lait stabilisé.
B -~ CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES FACTEURS DE CROISSANCE

1- Détermination de la masse moléculaire

Les polypeptides du pic 4 migrent en une bande majeure de masse
moléculaire apparente de 19 000 et en une bande mineure de masse

moléculaire apparente de 37 000 lors de l'électrophorgse en gel de

polyacrylamide, en conditions réductrices ou non-réductrices (Fig. 19).
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Figure 17: Chromatographie de tamisage moléculaire de la fraction éluée & 0,4 M en acétate de
sodium sur colonne de S-Fast-Flow. La fraction, concentrée & 30 ml est déposée sur une colonne
de Sephadex G-75 (3,5 x 100 cm) équilibrée dans du NH HCO_ O0,! M. La colonne est éluée dans ce
méme tampon & un deébit de 30 ml/h. Des fractions de 88 mlasont recueillies.
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Tableau VI

Purification de facteurs de croissance basiques
a partir de 60 1 de lait de Femme

Protéines Activiteé Activité % d'activité

Etape totales spécifique, totale récupérée
(mg) (Unités/mg) (Unités)

Lait écrémé 732 000 10.7 7 800 000 100
SP-Sephadex
0,6M CH3COONa 11 000 ND ND ND
S-Sephadex-
Fast-Flow .
0,4M CH3COONa 1 150 56 65 000 0.83
Tamisage
moléculaire G-75 18 2 500 45 000 0.58

Echange de cations

Mono S:
-pic 4 0.64
20 000 - 32 000 0.4
-pic 5 0.94

* Une unité d'activité est définie comme la concentration en mg/ml en
protéines qui provoque une incorporation de méthyl-thymidine tritiée
égale & la moitié de 1l'incorporation maximum par les cellules cibles.
N.D. : non déterminé
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Les polypeptides du pic 5 migrent en une bande majeure de masse
moléculaire apparente de 19 600 et en une bande mineure de masse
moléculaire apparente de 38 700, en conditions réductrices ou non
réductrices (Fig. 19).

Dans les deux cas les composants de masse moléculaire é&levée

seraient des diméres des composants de masse moléculaire faible.

Les polypeptides des pics 4 et 5 sont &lués a des temps de
rétention de 9,8 min lors de la chromatographie de tamisage moléculaire
a haute pression. Par comparaison avec les temps de rétention des
protéines étalons, on estime que leur masse moléculaire est comprise

entre 16 000 et 20 000 (Fig. 20).
2- Détermination du point isoélectrique

L'isoélectrofocalisation analytique montre que ces polypeptides
sont trés basiques. Ils migrent au front lors de la focalisation,

indiquant que leur point isoélectrique est supérieur 3 9.
3- Détermination du caractére hydrophohe

La chromatographie liquide & haute pression en phase inverse sur
C18 du pic 4 ou du pic 5 donne un seul pic élué a 45% en acétonitrile
(Fig. 21 A et B).

C -~ IMMUNOREVELATION APRES ELECTROTRANSFERT

Les bandes obtenues en gel de polyacrylamide sont révélées, aprés
électrotransfert, sur feuille de nitrocellulose, par un anticorps
anti-FGF basique (Fig. 19).

Si la révélation est effectuée en omettant soit 1l'anticorps
anti-FGF basique, soit 1l'anticorps anti-IgG de Lapin, aucune bande n'est
révélée.

La coloration par la diaminobenzidine n'est donc pas due soit & une
activité peroxydasique, soit & une reconnaissance par l'anticorps
anti-IgG de Lapin des polypeptides, mais bien par une reconnaissance par

l'anticorps anti-FGF basique.
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Figure 19: Electrophorése en gel & 15% de polyacrylamide. Apreés
la migration, les protéines sont transférées sur feuille de
nitrocellulose. Bandes 1 a 3: coloration au bleu de Coomassie.
Bandes 4 et 5: révélation a la diaminobenzidine aprés
incubation avec des anticorps anti-FGF basique et anticorps
anti IgG de Lapin couplés a la peroxydase. Bande 1l: témoins de

masse moléculaire. Bandes 2 et 4: pic 4, Bandes 3 et 5: pic 5.
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Figure 20: Chromatographie liquide & haute pression de
tamisage moléculaire du pic 4. 50 ul sont injectés sur

une colonne GF-250 (4 x 250 mm) équilibrée dans un tampon
phosphate 200 mM, pH 7. 15 densité opticue est lue 3 280 rm,
sensibilité de 0,08; atténuation de 32.
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Figure 21: Chromatographie liquide 3 haute pression en phase inverse du pic 4

4 (A) et du pic 5 (B). 100ul sont injectés sur une colonne u-Bondapack <

(399 x 300 mm). Le profil d'élution est obtenu par un gradient linfaire seqmenté
de 10% & 60% d'acétonitrile contenant 0,08% d'acide trifluorcacétique (solvant B)

dans l'eau (v/v) contenant 0,1% d'acide trifluorcacéticque (ligne pointillée).
La densité optique est lue 3 214 nm (ligne continue), sensibilité de 0,08;

atténuation de 32.
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D - SEQUENCES PEPTIDIQUES PARTIELLES DES FACTEURS DE CROISSANCE

L'analyse par microséquengage du polypeptide du pic 4 n'a permis
d'obtenir aucune séquence, soit que la quantité d'échantillon etait
insuffisante, soit gque son extrémité N-terminale est blogquée. 52 cycles
de dégradation du polypeptide du pic 5 ont permis de dJdéterminer sa
séquence N-terminale (Fig. 22). L'interrogation des banques de données
NBRF et GENPRO a permis de mettre en évidence une homologie de séquence
avec la cyclophiline. La cyclophiline est une molécule cytoplasmique
capable de fixer la ciclosporine A et impliquée dans le mécanisme de la
division et de la différenciation cellulaire (voir chapitre "Le systame

ciclosporine A-cyclophiline" p. 34).

Le clivage sur pastille au bromure de cyanogéne du polypeptide du
pic 4 a permis d'obtenir a chague cycle de dégradation deux ou trois
résidus. Le clivage au bromure de cyanogéne du polypeptide du pic 5
donne des résultats voisins. Apparaissent en plus les résidus de
l'extrémité N-~terminale (Tableau VII).

Ceci permet de conclure que l'extrémité N-terminale du polypeptide
du pic 4 est bloquée.

Les polypeptides du pic 4 et du pic 5 seraient donc trés fortement
homologues. Il s'agit probablement de deux formes de la méme molécule,

l'une ayant son extrémité N-terminale tronquée et bloquée.

Le clivage au bromure de cyanogéne coupe les <chaines
polypeptidiques aprés un ©résidu de méthionine. Les séquences
hypothétiques des peptides ont é&té établies par comparaison avec la
séquénce de la cyclophiline: un résidu est positionné sur la chaine
polypeptidique de la cyclophiline s'il se trouve & la méme position
apres l'un des résidus de méthionine. '

Deux séquences sont ainsi proposées, & partir de la méthionine 60

et de la méthionine 99 (Fig. 22).

Certains résidus obtenus aprés clivage au bromure de cyanogéne
n'ont pu étre positionnés. Ceci suggére que l'extrémité C-terminale des
facteurs de croissance est peu ou pas homologue & celle de 1la

cyclophiline.



Tableau VII

Acides aminés identifiés par microséquengage des fragments peptidiques
obtenus par coupure au BrCN des polypeptides du pic 4 et du pic 5

Cycle n° pic 4 pic 5
1 Ala, Glu, Ile X, Ala, Ile, Asp
2 Asn, Gln, Val Asn, Gln, Val, Glu
3 Gly, Ala Gly, Ala, Val, Lys
4 Gly, Arg, Gly, Arg, Lys
5 Trp, Asp Asp, Ly=
6 Asp, Phe, Val Asp, Phe, Gly
7 Thr, Glu Thr, Glu, Pro
8 Asn, Ser, Arg Asn, Ser, Arg, Lys
9 Gly Gly, His, Val
10 Asp Asp, Ser, Thr
11 Gln, Val
12 ' Phe, Lys
13 Ser, Phe, Gly, Val
14 Gly, Tyr
15 Phe
16 Ser, Asp
17 Leu
18 Leu, Tyr
19 Ser, Gly, Ile
2 Asp, Gly
21 Asp
22 Glu
23 Pro
24 val
25 Gly
26 Asn

Les acides aminés en caractére gras sont retrouvés dans la séquence
N-terminale



-8

1 5

cYc ValtAsn-Pro-Thr4Vall|-PhetPhe-
5 Asp-Glu-Lys-Lys-Lys-Gly-Pro-Lys-Valt+Thr-vVal-Lys4Val| Tyr+Phe-
10 15 20
cYC Asp-Ile-Ala—Val—Asp—Gly-Glu-Pro-Lequly—Arg—Val-Ser~Phe"Glu—
5 AsptLeu-Arg-Ile~-Gly-AspiGlufAsp-ValtGly-Arg-ValyIle4PhetGly-
25 30 35
CYC |Leu-PhefAla-AsptLys-Val-Pro-Lys4Thr-Ala-GlutAsn-Phe}ArgiAlat
5. Leu~PherGly- ? {Lys-Val-Pro-Lys4{ ? -Asp-LystAsn-Phef ? +4Alat
40 45 50
CYC Leu-Ser-Thr{Gly-Glu-Lys-Gly{Phe-Gly-Tyr-Lys-Gly-Ser-Cys-Phe-
5 Lys-Thr- ? 1Gly-Glu-Lys-Gly
55 60 65
CYC His-Arg-Ile-Ile-Pro-Gly-Phe-MET-Cys{Gln-Gly-Gly-Asp-Phe-Thr-
5 - ? 4Gln-Gly-Gly-Asp~Phe-Thr-
4 4Gln-Gly-Gly-Asp-Phe-Thr-
70 75 _ 80
CYC Arg-His|Asn-Gly-Thr{Gly-GlytLys{SertIle4Tyr-Gly}Glu-Lys-Phe-
5 Arg-Hisp ? - ? - ? {Gly-Glyt ? 1Sert ? {Tyr-Glyr
4 Arg }
85 90 95
CYC Glu-Asp-Glu-Asn-Phe-Ile-Leu-Lys-His-Thr-Gly-Pro-Gly-Ile-Leu-
100 105 110
CYC Ser-MET{Ala-Asn-Ala-GlyrPro-Asn{Thr-Asn-Gly-Ser-Gln-~Phe-Phe}
5 tAla-Asn-Ala-Glyt ? - ? 1Thr-Asn-Gly-Ser-Gln-Phe-Phe
4 tAla-Asn-Ala-Glyt ? - 2 -Thr-Asn-Gly1
115 120 125
CYC TIle-Cys-Thr-Ala-Lys-Thr-Glu-Trp-Leu-Asp-Gly-Lys-His-Val-Val-
130 135 140
CYC Phe-Gly-Lys-Val-Lys-Glu-Gly-MET-Asn-Ile-Val-Glu-Ala-MET-Glu~
145 150 155
CYC Arg-Phe-Gly-Ser-Arg-Asn-Gly-Lys-Thr-Ser-Lys-Lys-Ile-Thr-Ile-
160
CYC Ala~Asp-Cys-Gly-Gln-Leu-Glu
Figure 22: Séquence peptidique de la cyclophiline humaine (CYC).

~

Séquence N-terminale du polypeptide du pic 5 (5),(résidus -8 a +44).
Séquence, reconstituée en fonction de la séquence de la cyclophiline, &
partir des résidus obtenus aux différents cycles de microséquence des
polypeptides du pic 4 (4) et du pic 5 (5) dégradés au BrCN. La
numérotation est celle de la cyclophiline.
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E - DETERMINATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

1- L'activité mitogéne est fonction de la concentration en

protéines

Les polypeptides de chacun des pics ont des activités mitogénes
identiques. La stimulation de la synthése 4'ADN est dose dépendante: la
moitié de 1'incorporation maximale de méthyl-thymidine tritiéde est
obtenue a une concentration de 50 ng/ml (Fig. 23). L'incorporation
maximale est 4 fois plus élevée que celle obtenue pour le contrdle. A
une concentration de 2 ng/ml, les polypeptides sont encore actifs, avec

-

une incorporation de 30% supérieure a celle du contrdle.

2- Stabilité des activités mitogénes

Les essais de stabilité des activités mitogénes ont été réalisés
avec le pic 5.

L'urée 6 M réduit 1l'activité mitogéne spécifique de 84%, le
chlorhydrate de guanidine de 75% et l'acide chlorhydrique 1 M (pH = 1)
de 99%. Apres ébullition pendant 15 min, l'activité mitogéne est
complétement dJdétruite. A 1l'inverse le dithiothréitol n'affecte pas

l'activité mitogéne.

3- Recherche d'une affinité pour l'héparine

Lorsque le pic 4 ou le pic 5 sont déposés sur une colonne
d'héparine immobilisée, 1l'activité mitog&ne est présente exclusivement
dans la fraction non-retenue. Les peptides n'ont donc pas d‘affinité

spécifique pour l'héparine.

4- Activité angiogéne

Nous avons testé Ll'activité angiogdne, sur la membrane chorio-
allantoidienne de l'oeuf de poule, de la fraction obtenue aprég&s tamisage
moléculaire sur Sephadex G-75 (voir tableau VI), & raison de 1 Mg de

protéine par oeuf.



Incorporation

de thymidine
tritiée _,
(cpm x 10 7)
120
415
110
i
{s
1 10 102 103 10* ng/m

Figure 23: Courbes dose-réponse obtenues par la mesure de l'incorporation de -
méthyl-thymidine tritiée sur les cellules CCL 39 stimulées par les protéines
du pic 4 (@) et de la fraction mitoggne obtenue par tamisage moléculaire

sur Sephadex G-75 ().
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Sur les 10 oeufs ayant regu 1l'échantillon, 7 ont présenté une
réaction positive, alors que les 10 oeufs témoins n'ont présenté aucune

réaction positive.

IV - CONCLUSTONS

-

Les polypeptides a activité de facteur de croissance sont purs
aprés la chromatographie d'échange de cations sur Mono S, d'aprés
1'électrophorese en gel de polyacrylamide (une bande majeur et une forme
dimérique) et la chromatographie en phase inverse (un pic représentant

95% de la densité optique totale intégrée).

Les deux polypeptides sont trés basiques (point isoélectrique
supérieur a 9). A notre connaissance, les facteurs de croissance ayant
un point isoélectrique supérieur a 9 sont le PDGF, le TGF-B et le FGF
basique. Les polypeptides que nous avons isolés diffarent du PDGF par
leur sensibilité & la chaleur, du PDGF et du TGF-B par leur résistance
aux agents réducteurs, par leur masse moléculaire inférieure (19 000 au
lieu de 35 000 et 25 000 respectivement) et par leur structure
monocaténaire. De masse moléculaire voisine du FGF basique, 1ils en

différent par leur manque d'affinité pour 1l'héparine.

Leur activité mitogéne est caractéristique d'un facteur de
croissance: elle dépend de la concentration en protéines, et la moitié
de l'incorporation maximale de méthyl-thymidine tritiée par les cellules

-

de la lignée CCL 39 est obtenue & une concentration de 50 ng/ml. Cette

concentration est de 1 & 100 fois plus élevée & celles rencontrées

habituellement pour les facteurs de croissance.

Il s'agit, & notre connaissance, de la premiére caractérisation de
facteurs de croissance de ce type, qui ne peuvent-é&tre rattachés 2a

aucune famille de facteur de croissance.

On ne peut que suspecter un rapport entre ces facteurs de

croissance et le FGF basique. La révélation par des anticorps préparés
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par injection de FGF basique a un Lapin est inexpliquée. Elle pourrait
8tre due soit a des épitopes communs entre le FGF basique et les
polypeptides que nous avons isolés, soit & la présence d'anticorps
dirigés contre eux, présents en mélange dans lav préparation. Ces
anticorps auraient été fabriqués par le Lapin par injection de ces
polypeptides ou de polypeptides voisins en méme temps que le FGF
basique, bien que le fabriquant notifie que les anticorps ont é&té
préparés par injection de FGF basique pur. Si tel est le cas, ces
polypeptides seraient associés au FGF et ne serait pas détectés

lorsqu'il sont en mélange avec du FGF.

La concentration de ces deux facteurs de croissance est
relativement importante, de l'ordre de 25 ng/ml de lait stabilisé, soit
plus que le PDGF et que 1'IGF-I, mais moins que 1'EGF.

Leur rSle biologique est inconnu. Comme 1'EGF, ils pourraient &tre
impliqués dans le développement de 1la glande mammaire et dans le

développement du tractus digestif.

La détermination des séquences peptidiques des polypeptides du pic
4 et du pic 5 a confirmé que ces deux molécules sont trés proches. Ils
pourrait s'agir de deux variantes d'uné méme molécule ayant subi des
modifications post-transcripticnelles, ou une dégradation partielle au

cours de la lactation ocu de la purification.

Seules de trés courtes séquences communes avec le FGF ont été mises
en évidence. La présence de ces séquences ne permet pas d'exclure que le
FGF partage un épitope avec les peptides des pics 4 et 5. Cependant ils

n'appartiennent pas & la famille du FGF.

L'interrogation des banques de données NBRF et GENPRO a permis de
mettre en évidence une importante homologie de séquence avec la
cyclophiline. L'homologie est faible du c&té N-terminal, serait trés
élevée a partir du résidu de glycine de la cyclophiline n° 17. D'aprés
les résidus obtenus aprés clivage au bromure de cyanogéne, 1l'extrémité
C-terminale serait différente de celle de la cyclophiline. On note une
extension N-terminale comportant une ségquence particuliére

"Lys-Lys-Lys".
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Outre l'homologie de séquence, on remarque que la cyclophiline et
les facteurs qui 1lui sont homologues ont des caractéristiques
physico-chimiques semblables: leur point isoélectrique est supérieur 2a
9, ils sont de masse moléculaire voisine, leur activité est résistante

-

aux agents réducteurs et sensible & pH acide.

La cyclophiline est une molécule cytoplasmique capable de fixer la
ciclosporine A. A notre connaissance, il n'a jamais été montré que la

cyclophiline posséde une activité mitogeéne.

Ceci souléve plusieurs questions:

-Les facteurs de croissance que nous avons caractérisé sont-ils
capables de fixer la ciclosporine A?

-Si oui, la ciclosporine inhibe-t-elle l'activité mitogéne?

-la cyclophiline a-t-elle une activité mitogéne?

-Quels relations physiologiques existe-t-il entre la cyclophiline
et les facteurs de croissance qui lui sont homologues? et entre ces

derniers et le FGF?

Nous présentons dans le chapitre suivant nos travaux personnels

réalisés pour tenter de répondre aux questions posées ci-dessus.
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INFLUENCE DE LA CICLOSPORTNE SUR L'ACTIVITE BIOLOGIQUE DE DIVERS
FACTEURS DE CROISSANCE

I - INTRODUCTION

En premier lieu, nous montrerons que les facteurs de croissance
précédemment isolés fixent la ciclosporine A. En mesurant les activités
mitogénes de ces facteurs de croissance en absence et en présence de
ciclosporine A, nous verrons que la ciclosporine A inhibe leur activité
mitogéne. Nous vérifierons que cette inhibition n'est pas due & un eifet
cytotoxique de la ciclosporine A. En particulier nous verrons que la
ciclosporine A n'inhibe pas l'activité mitogéne d4'autres facteurs ‘de
croissance. Enfin, nous é&tudierons une éventuelle synergie d'action
entre les facteurs de croissance homologues a la cyclophiline et 1'EGF,

le FGF acide et le FGF basique.

II - MATERIELS ET METHODES

A - MISE EN EVIDENCE D'UNE AFFINITE DES PROTEINES POUR LA CICLOSPORINE A

La mise en évidence d'une affinité des protéines pour la
ciclosporine A a été réalisée par la méthode décrite par HANDSCHUMACHER
et al. (1984). Cette méthode utilise le caractére hydrophobe de 1la
ciclosporine A: sur une colonne hydrophobe de Sephadex LH-20
{Pharmacia), 1'élution en phase aqueuse de la ciclosporine A est
retardée. Si 1la ciclosporine A est fixée sur une protéine moins
hydrophobe, elle est éluée au volume mort de la colonne.

L'échantillon a analyser est suspendu dans 90 Wl d'un tampon Tris

20 mM, HC1l, pH 7,2 contenant 5 mM de 2-mercapto-éthanocl, 0,02% d'azide
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de sodium et 7,5% de sérum de Veau nouveau né, dans un tube en verre.
Aprés l'addition de 10 Wl de ciclosporine A tritiée (51 ug/ml, 450
HCi/ml) (Sandoz), le tube est agité. 20 Wl de l'échantillon sont placés
dans une fiole a scintillation contenant 3 ml de liquide scintillant
(Aqualyte, Baker), et la radioactivité est mesurée par un compteur B
(Beckman). 50 Wl sont déposés sur une colonne de 1,8 ml de LH-20.
Celle-ci est éluée par un tampon Tris et la radiocactivité des fractions

est mesurée.

B - ETUDE IN VITRO DU ROLE DE LA CICLOSPORINE A DANS LA MODULATION DE
L'ACTIVITE MITOGENE

1- Détemiﬁation des courbes dose-réponse

Le FGF acide, préparé a partir de cerveau de Boeuf, nous a é&té
fourni par le Laboratoire de Biologie des Facteurs de Croissance,
Université des Sciences et Techniques de Lille (Prof. B. BOILLY). ‘

Le FGF basique, préparé a partir de cerveau de Boeuf, nous a été
fourni par le Laboratoire du Prof. FRUCHART, Institut Pasteur, Lille.

L'EGF, préparé a partir de glandes sous-maxillaires de Souris nous
a été fourni par la société Boehringer, Grenoble, France.

Le FGF acide est testé & des concentrations de 800 ng/ml, 80 ng/ml,
8 ng/ml et 0,8 ng/ml.

Le FGF basique est testé a des concentrations de 160 ng/ml, 16
ng/ml, 1,6 ng/ml et 0,16 ng/ml.

L'EGF est testé & des concentrations de 200 ng/ml, 20 ng/ml, 2
ng/ml et 0,2 ng/ml.

Le facteur de croissance homologue a la cyclophiline de masse
moléculaire 19 600 est testé & des concentrations de 10 000 ng/ml, 1 000
ng/ml, 100 ng/ml et 10 ng/ml.

Chaque détermination est effectuée en triple.

2- Détermination des <courbes dose-réponse en présence de

ciclosporine A.

La ciclosporine A nous a été fourni par le Dr VERNILLET, Sandoz,
France. 2 Ul d'une solution de ciclosporine A dans 1l'éthanol a 40%

(vol/vol) sont inoculés dans chaque puits (concentration finale en
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ciclosporine A: 0,5 Ug/ml). Simultanément, les facteurs de croissance
sont inoculés comme décrit plus haut.
La ciclosporine A seule est inoculée dans trois puits témoins. 2 Ml

d'un mélange d‘'éthanol & 40% dans l'eau (vol/vol) sont inoculés dans

trois autres puits.

3- Détermination des courbes dose-réponse en présence du facteur de

croissance homologue a la cyclophiline.

Les courbes dose-réponse du FGF acide et du FGF basique sont
déterminées comme décrit précédemment, en présence de 20 ng/ml de

facteur de croissance homologue a la cyclophiline.

ITI - RESULTATS

A - MISE EN EVIDENCE D'UNE AFFINITE DES FACTEURS DE CROISSANCE POUR LA
CICLOSPORINE A

La mise en évidence d'une fixation de la ciclosporine A sur les
facteurs de croissance a été réalisée par chromatographie sur colonne de
LH-20.

Lorsque la cyclophiline est déposée seule ou en présence de 60 Ug
d'albumine sérique bovine, moins de 1,5% de la ciclosporine est éluée au

volume mort (Fig.24 A).

Dans un premier temps, nous avons testé la fraction mitogéne
obtenue aprés chromatographie de tamisage moléculaire sur Sephadex G-75.

La proportion de ciclosporine éluée au volume mort de la colonne
est de 75% lorsque 70 Ug de protéines sont mélangés a 10 Wl de
ciclosporine, de 51% avec 7 Ug et de 1,6% avec 0,14 Ug (Fig.24 A).
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Figure 24 : Profils d'élution de la cyclosporine A sur colonne de LH-20.

10 pl de cyclosporine (51 ug/ml, 450 uCi/ml) sont déposés seule ou en
présence de 60 pg d'albumine sérique bovine (Figure A, ligne 1), ou en
présence de 0,14 pug (Fig. A, ligne 2), de 7 ug (Fig. A, ligne 3), de 70 ug
(Fig. A, ligne 4) de la fraction mitogéne éluée sur Sephadex G-75, ou en
présence de 0,5 ug des polypeptides du pic 4 (Fig. B, ligne 1) ou de

1,9 pg des polypeptides du pic S (Fig. B, ligne 2).
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La proportion de ciclosporine éluée au volume mort est de 5,8% avec
0,5 Mg du polypeptide du pic 4, soit 0,89 mole de ciclosporine A fixée
par mole de polypeptide, et de 16% avec 1,9 Wg du polypeptide du pic 5,
soit 0,75 mole de ciclosporine A fixée par mole de polypeptide (Fig.24
B).

Bien que la séquence peptidique des facteurs de croissance soit
légerement différente de celle de la cyclophiline, ils ont la méme

capacité de fixer la ciclosporine.

Nous proposons de dénommer ces facteurs "facteurs de croissance
semblables a la cyclophiline", ou "cyclophilin-like growth factors" et

d'utiliser l'abréviation CGF.

B - ETUDE IN VITRO DU ROLE DE LA CICLOSPORINE A DANS LA MODULATION DE
L'ACTIVITE MITOGENE DES FACTEURS DE CROISSANCE

1- Inhibition de l'activité mitogene du CGF par la ciclosporine A

Nous avons en premier lieu montré que la ciclosporine A n'est pas
cytotoxique: 1lorsque sont inoculés sur les cellules soit de 1la
ciclosporine A, soit le solvant de la ciclosporine A (10 Wl 4'éthanol a
40% vol/vol) soit 10 Wl de PBS, l'incorporation de méthyl-thymidine

tritiée est inchangée.

En absence de ciclosporine A, l'incorporation de méthyl-thymidine
augmente lorsque la concentration en CGF augmente, avec un plateau entré
100 et 10 000 ng/ml (Fig. 25).

En présence de 0,5 Ug/ml de ciclosporine A, l'activité mitogéne du
CGF est inhibée lorsque la concentration molaire en facteur de
croissance est inférieure a la concentration molaire en ciclosporine A:

- A une concentration en CGF de 10 lMg/ml, le CGF, en excés (1,4
mole de CGF/mole de ciclosporine A), conserve son activité mitogéne.

- A une concentration de 1 Wg/ml, la ciclosporine A est en excés (7
mole de ciclosporine A/ mole de CGF). On observe cependant une activité
mitogéne résiduelle. L'incorporation de méthyl-thymidine tritiée,
diminuée de 90% par rapport a ia valeur obtenue & la méme concentration

en CGF et en absence de ciclosporine A, correspond a celle qui serait
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Figure 25: courbes dose-réponse du CGF (variant de masse
moléculaire 19,600) en absence (A) ou en présence (A) de
0,5 pg/ml de cyclosporine A.
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obtenue & 15 ng/ml de CGF. Ceci est probablement 44 & ce que la fixation
de la ciclosporine A sur le CGF obéit a une loi d4'équilibre.
- A une concentration de 100 ng/ml, la ciclosporine est 70 fois en

exces. L'activité mitogéne est totalement inhibée (Fig. 25).

Des résultats identiques sont obtenus lorsque le CGF et 1la

ciclosporine A sont mélangés avant d'étre inoculés sur les cellules.

Enfin, nous avons incubé les cellules avec du milieu de culture
contenant de la ciclosporine A pendant une heure a 37°C. Les cellules
ont ensuite été rincées par du milieu ne contenant pas de ciclosporine
A, puis le CGF est inoculé comme précédemment. Dans ce cas, nous

n'observons pas d'inhibition de l'activité mitogéne.

Il semble donc gue 1'inhibition de l'activité mitogéne du CGF soit

due & la fixation de la ciclosporine A sur la molécule de CGF.

2- Etude de la modulation de l'activité de divers facteﬁrs de

croissance par le CGF et par la ciclosporine A

La figure 26 montre les courbes dose-réponse du FGF basique, du FGF
acide et de l'EGF soit seuls, soit en présence de CGF, soit en présence

de ciclosporine A.

La ciclosporine A n'a pas d'effet inhibiteur ni sur le FGF basique,
ni sur le FGF acide. L'incorporation de méthyl-thymidine tritiée
provoquée par la stimulation des cellules par de 1l'EGF serait léggrement

atténuée en présence de ciclosporine A.

En présence ou en absence d'une dose faiblement mitogéne de CGF
(20 ng/ml), le FGF basique et le FGF acide ont la méme activité
mitogéne. Le CGF n'agirait donc pas en synergie avec les facteurs de

croissance fibroblastiques.
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IV - CONCLUSIONS

Nous avons montré d'aprés le test sur colonne de LH-20 que le CGF
et la cyclophiline fixent la ciclosporine A de la méme maniédre. Il
conviendrait de mesurer la constante de dissociation entre le CGF et 1la
ciclosporine A et de comparer cette wvaleur & la constante de
dissociation entre le cyclophiline et la ciclosporine A.

Des études en Résonance Magnétique du Proton & 480 MHz ont montré
que le site de fixation de la ciclosporine A sur la cyclophiline serait
constitué par un groupe de résidus aromatiques comprenant 7 résidus de
phénylalanine, le résidu de <tryptophane, un résidu de tyrosine et 2
résidus d'histidine (DALGARKNO et al., 1986).

La séquence partielle du CGF montre que les résidus de
phénylalanine de la cyclophiline 7, 21, 24, 35, 67, 111, 112 sont
conservés dans la molécule de CGF. Le résidu de phénylalanine 6 est
remplacé par une tyrosine. La détermination de a séquence peptidique
totale des deux variantes moléculaires du CGF permettra, par comparaison
avec la séquence de la cyclophiline, de préciser le site de fixation de

la ciclosporine A sur les molécules de la famille de la cyclophiline.

La structure de la molécule de cyclophiline est tré&s conservée au
cours de l'évolution des espéces (HARDING et al., 1986; HAENDLER et al.,
1987; DANTELSON et al., 1988). Ceci laisse supposer que la totalité de
la molécule est nécessaire & son activité biologique. La caractérisation
d'une molécule qui est homologue & la cyclophiline, mais différente,
suggére qu'elle a un rdle biologique différent. Premidrement, le CGF
pourrait posséder une séquence peptidique signal pour la sécrétion, qui
est absente dans la cyclophiline (DANIELSON et al., 1988). Deuxiémement,
le CGF a une activité de facteur de croissance. A notre connaissance,
l'activité mitogéne de la cyclophiline n'a Jjamais été démontrée.
Cependant,l'abondance de la cyclophiline dans la cellule (0,1 a 0,4% des
protéines cytosoliques, HARDING et al., 1986) laisse-t-a penser que la
cyclophiline n'a pas d'activité de facteur de croissance.

Plusieurs hypothéses ont é&té avancées quant au rdle de la
cyclophiline. HARDING et al. (1986) proposent que la cyclophiline est

impliquée dans la transduction du signal mitogéne des facteurs de
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croissance intervenant dans la réponse immunitaire, en provoquant
1l'expression de génes spécifiques. La cyclophiline pourrait fixer un
ligand naturel (HANDSCHUMACHER et al., 1984). La ciclosporine A serait
un compétiteur du ligand naturel de la cyclophiline. Ce ligand ne serait
ni 1'EGF, ni les FGFs acide et basique puisque la ciclosporine n'inhibe
pas leur activité mitogéne.

Quels sont les relations biologiques entre 1le CGF et 1la
cyclophiline?

Nous suggérons que le CGF aurait un mécanisme d'action similaire a
celui de la cyclophiline dans la transduction du signal mitogéne:

- Le CGF agirait, comme tous les facteurs de croissance, aprés
s'8tre fixé sur un récepteur membranaire spécifique.

- I1 serait alors internalisé, et jouerait dans la cellule le méme
rO0le que la cyclophiline, par exemple en se fixant sur un récepteur de
la membrane nucléaire.

- La ciclosporine A inhiberait la fixation Jdu CGF et/ou de 1la
cyclophiline sur ce récepteur |

.~ La cyclophiline serait emprisonnée dans le cytoplasme et ne
pourrait se fixer sur son récepteur nucléaire qu'aprés avoir été libérée
de son compartiment cytoplasmique.

- La cyclophiline serait libérée au cours de la transduction d'un
signal mitogéne particuiier.

- La.fixation de la cyclophiline et/ou du CGF sur le récepteur de
la membrane nucléaire provoquerait la duplication de 1'ADN et la

division de la cellule.

La ciclosporine A pourrait également emp&cher la fixation du CGF
sur son récepteur membranaire. La cyclophiline, de part sa structure
voisine du CGF, pourrait se fixer sur le récepteur membranaire du CGF,
mais avec une constante de dissociaticn plus élevée. La cyclophiline
aurait alors une activité de type facteur de croissance, mais seulement
a une concentration élevée. In vivo, un tel scénarioc est envisageable
lors de la mort et de la lyse des cellules. La cyclophiline, libérée,

agirait dans la réparation des tissus lésés.

Afin de confirmer ou d'infirmer cette hypothése, il conviendrait de
rechercher une activité de type facteur de <croissance de la

cyclophiline, d'entreprendre 1'étude du récepteur membranaire du CGF,
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d'étudier la fixation de la cyclophiline et du CGF, libres ou fixés a la
ciclosporine A, sur le récepteur membranaire et de rechercher un

récepteur nucléaire de la cyclophiline et du CGF.

La ciclosporine A, en tant qu'inhibiteur de l'activité mitogéne du
CGF, constitue un outil unique pour 1l'étude des activités biologiques et

du mécanisme d'action du CGF.

A l'inverse, l'étude des activités biologiques du CGF permettra de
mieux connaitre les effets de la ciclosporine A. En particulier, les
effets secondaires de 1la ciclosporine A lors d'un traitement

immunosuppresseur pourraient &tre mieux contrdlés.
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CONCLUSION GENERALE

Nos travaux s'inscrivent dans la thématique du Laboratoire du
Professeur G. SPIK concernant l'étude des composés biologiquement actifs
du lait de Femme. Les travaux réalisés antérieurement concernent, d'une.
part, le rdle du lait maternel dans la protection du tractus digestif
contre les infections et, d'autre part, le rdle immunostimulant de
composés protéiques du lait.

Bu sein de cette thématique, nous étions chargé 4'introduire, au
Laboratoire, l'étude des facteurs de croissance qui poss&dent, entre
autres, la propriété d'accélérer la maturation du tractus digestif.

En effet, dés 1980, CARPENTER avait montré que le facteur de
croissance épidermique (EGF) était le facteur le plus abondant dans le
lait de Femme (il représente plus des 2/3 de l'activité mitogéne
totale). Paralliélement, plusieurs travaux ont montré que 1'EGF joue un
role important dans la maturation de 1'épithélium du tube digestif.Par
la suite, entre 1983 et 1985, prés d'une dizaine de facteurs de
croissance différents ont &té mis en évidence dans le lait de Femme.

Compte tenu de ces données qui font état de l'existence d'une
grande variété des molécules mitogénes dans le lait de Femme,nous avons
axé nos travaux sur l1l'isolement et la caractérisation de facteurs de
croissance nouveaux.

Dans ce but, nous avons mis en oeuvre trois procédés différents de
fractionnement du lait:

- La chromatographie de tamisage moléculaire, qui permet de
fractionner les facteurs de croissance en fonction de leur masse
moléculaire. Nous l'avons appliquée au colostrum et au lait stabilisé.

- La chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine immobilisée.
Cette méthode, & notre connaissance, n'avait jamais été appliquée pour
la purification des facteurs de croissance du lait de Femme. Elle permet
de mettre en évidence les molécules basiques et d'isoler les facteurs de
croissance affines pour 1l'héparine, en particulier les facteurs de
croissance fibroblastiques.

- La chromatographie d'échange de cations, afin d'isoler les

facteurs de croissance basiques.
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La purification des facteurs de croissance a été contr8lée par la
mesure de l'incorporation de méthyl-thymidine tritiée par les cellules
fibroblastiques de la lignée CCL 39.

Les résultats obtenus nous ont permis de vérifier la diversité des
facteurs de croissance du lait de Femme. Ils peuvent se résumer de la

maniére suivante:

1-La chromatographie de tamisage moléculaire montre que le
colostrum renferme trois grandes catégories de facteurs de croissance,
de masses moléculaires comprises entre 60.000-75.000, 9.000-14.000 et
4.000-6.000, alors que le lait stabilisé n'en renferme que deux. Les
facteurs de croissance de masse moléculaire faible: 4.000 a 6.000,

semblent identiques a ceux présents dans le colostrum, alors que ceux

présents dans la deuxieme catégorie semblent différents. Elle est /7 _ 3

constituée par des composés protéiques dont la masse moléculaire est
comprise entre 30.000 et 40.000. Les facteurs de croissance de masses
moléculaires élevées (60.000 a 75.000), présents dans le colostrum, sont
absents dans le lait stabilisé.

Ces résultats montrent donc que la composition et la nature des
facteurs de croissance subissent des modifications au cours de la

lactation.

2-La chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine immobilisée
a permis de montrer gque 18,4% de 1l'activité mitogéne totale du
lactosérum est retenue sur héparine. Quatre catégories de facteurs de
croissance ont été &luées par des concentrations en NaCl de 0,25 M, 0,35
M, 1 Met 2,4 M.

La fraction éluée a 0,25 M en NaCl représente 87% de l'activité
mitogéne totale retenue sur la colonne.

Les autres fractions renferment des molécules mitogénes présentes a
l'état de traces dans le lait.

Ainsi, nous avons mis en évidence un polypeptide de masse
moléculaire apparente de 17.000, &lué a 2,4 M en NaCl, mitogéne pour les
fibroblastes & une concentration inférieure & 4 ng/ml. Sa concentration
dans le lait est de l'ordre de 0,5 ng/ml, soit 0,1% de l'activité

mitogéne totale.
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A notre connaissance, aucune étude n'a été consacrée aux facteurs
de croissance élués a une concentration en NaCl supérieure & 2 M sur
colonne d'héparine immobilisée.

Le lait de Femme serait dépourvu du facteur de croissance
fibroblastique basidue {aucune activité mitogéne n'est &luée entre 1,2

et 2,0 M en NaCl).

3-Afin de rechercher des peptides mitogénes qui seraient

acido-sensibles, nous avons développé un protocole de fractionnement au
cours duquel le pH est maintenu strictement au dessus de 6.
Ce protocole est constitué d'une chromatographie d'échange de cations en
batch du lait écrémé et non-décaséiné, d'une chromatographie d'échange
de cations sur colonne, d'un tamisage moléculaire et Qd‘'une
chromatographie 4'échange de caticns a haute résolution.

A 1'issue de cette dernidre étape, nous avons obtenu huit
fractions. Deux &'entre elles possédaient une activité mitogéne. Chacune
de ces deux fractions renferme un peptide basique, monocaténaire,
sensible & pH acide, résistant aux agents réducteurs. Ces deux fractions
diffeérent par la masse moléculaire des polypeptides quelles contiennent
: l'un a une masse moléculaire de 19.000, l'autre de 19.600. Leur
activité mitogéne spécifique est de l'ordre de 20.000 unités par mg de
protéine.

Ces deux facteurs de croissance qui présentent des propriétés
physico-chimiques particuligéres ont é&té caractérisés pour la premiére
fois.

L'analyse au microséquenceur a permis de déterminer la séquence des
52 résidus d'acides aminés N-terminaux de la forme de masse moléculaire
19.600, de montrer que la forme de masse moléculaire 19.000 a son
extrémité N-terminale bloquée et que le clivage au bromure de cyancgéne
des deux formes moléculaires donne des fragments peptidiques identiques.
Nous en concluons que ces deux polypeptides sont deux formes de la méme
molécule.

L'interrogation des banques de données a permis de mettre en
évidence une homologie de séquence importante avec la cyclophiline.

La cyclophiline est une molécule cytoplasmique intervenant dans le

mécanisme de la division et de la différenciation cellulaire. Elle
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posséde la propriété de fixer wun agent immunosuppresseur: la
ciclosporine A.

Nous avons montré que, de méme, le facteur de croissance isolé du
lait fixe la ciclosporine A. De plus, la ciclosporine A inhibe son
activité mitogéne.

De part ses homologies de séquence avec la cyclophiline, de ses
propriétés physico-chimiques analogues et de sa capacité de fixer 1la
ciclosporine A, nous proposons de le dénommer "facteur de croissance
semblable & la cyclophiline" ou "cyclophilin-like growth factor" et

d'utiliser 1l'abréviation CGF.

4-Les premiers essais concernant 1'étude des propriérés biologiques
du CGF ont montré qu'il n'agit pas en synergie avec les facteurs de
croissance fibroblastiques acide et basique. Il serait angiogéne in

vivo, sur la membranne chorio-allantoidienne de 1'oceuf de Poule.

5-Dans 1l'état actuel de nos connaissances, nous proposons un
mécanisme d'action hypothétique de la cyclophiline et du facteur de
croissance semblable a la cyclophiline: le CGF posséderait un récepteur
membranaire spécifique; internalisé, il jouerait dans la cellule un rdle
identique a celui de la cyclophiline; il agirait en se fixant sur un
ligand qui pourrait é&tre un récepteur de la membrane nucléaire; la
fixation de la cyclophiline et/ou du CGF sur ce récepteur de la membrane
nucléaire provoquerait la duplication de 1'ADN et la division de 1la
cellule.

Un travail considérable devra &tre entrepris pour comprendre et

connaitre toutes les implications biochimiques et physiologiques du CGF.

Le CGF devrait susciter un attrait aussi important que d4'autres
facteurs de croissance tels que 1'EGF ou le FGF et on peut entrevoir deés
aujourd'hui des applications thérapeutiques, en particulier lors de

traitements faisant appel & la ciclosporine A.
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On sait aujourd'hui que le facteur de croissance épidermique
intervient dans le développement du tractus digestif. La
lactotransferrine interviendrait, outre comme transporteur du fer, comme
facteur de croissance au niveau deé 2ellules des cryptes intestinales.
Le CGF pourrait é&galement Jjouer un rd8le physiologique au niveau du
tractus digestif. Pour cela, plusieurs conditions doivent-&tre réunies:

- ne pas 8tre dégradé au cours de la digestion

- 8tre présent a une concentration suffisante

- posséder un récepteur sur les cellules cibles du tractus digestif

et/ou traverser la barridre intestinale sans &tre dégradé.

L'étude du rSle du CGF sur le développement du tractus digestif du
nourrisson constitue le prolongement de notre travail, dans le cadre de

la thématique du Laboratoire.
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RESUME

La mise en évidence en 1978 que l'activité mitogéne du lait de
Femme pour les fibroblastes était supérieure a celle du sérum a ouvert
la voie & un trés grand nombre de recherches sur l'identification des

facteurs de croissance présents dans le lait et le colostrum de Femme.

Les travaux que nous avons réalisés ont consisté a fractionner les

v

protéines du lactosérum par chromatographie de tamisage moléculaire,

d'affinité sur héparine immobilisée et d'échange d'ions et a repérer les
fractions mitogénes en mesurant 1'incorporation de thymidine tritiée
dans des fibroblastes de poumon de Hamster chinois (lignée CCL 39). Les

résultats obtenus peuvent se résumer ainsi :

1- La chromatographie de tamisage moléculaire met en é&vidence une
modification du taux et de la nature des facteurs de croissance au cours

de la lactatio‘n .

2- La chromatographie d'affinité sur héparine permet d'isoler cing
fractions mitogénes. La fraction éluée & 2,4 M en NaCl est un
polypeptide pur de 17 kDa qui présente une affinité pour 1'héparine

supérieure a celle du FGF.

3- La chromatographie sur échangeur d'ions a conduit a la mise en
évidence de deux polypeptides mitogénes de 19 et 19,6 kDa présentant
tous les deux une homologie de ségquence avec la cyclophiline et
fixant comme cette derniére une molécule de ciclosporine A. La fixation
de la ciclosporine A entraine une inhibition de leur activité mitogéne.
Ces facteurs de croissance isolés pour la premiére fois, du lait de
Femme, dénommés cyclophilin-like growth factor ou CGF, constituent une

nouvelle famille de facteurs de croissance.
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