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Milk peptides with physiological activities. 1. Growth factors in milk and whey.

peptide / physiologiesl

INTRODUCTION

Je voudrais remercier les organisateurs
de cette réunion et le Professeur G Lin-
den de me permettre de présenter nos
travaux communs sur les facteurs de
croissance du lait. Le Professeur Linden
n'est plus a présenter dans cette assem-
blée : il y est chez lui. Vous n'avez pas
I'habitude de me voir et je présenterai
brievement le laboratoire que je dirige : il
s'agit d'un laboratoire hospitalo-
universitaire et la partie hospitaliere n'est
pas moins importante que la partie univer-
sitaire car elle nous offre une trés large
gamme de moyens analytiques pour
doser et caractériser nos produits (milieux
de culture, fractions de purification, etc).
D'un point de vue universitaire, étant par-

« Correspondence et tirés a part

aetivity / growth factor / laetoserum

tis de "hormone de croissance, nous en
sommes venus tout naturellement aux
peptides a activités facteurs de crois-
sance (dont les IGF-I et IGF-11) et, en par-
ticulier, a certains de faible poids molécu-
laire, qui agissent en synergie avec
d'autres facteurs de croissance et que
nous avons mis en évidence de fagon ori-
ginale dans le sang.

Afin de suivre des étapes de purifica-
tion, nous avons été amenés a mettre sur
pied tout un secteur de culture de cellules
d'eucaryotes supérieurs avec toutes les
techniques que nous exposerons dans un
instant.

Collaborant, depuis de nombreuses an-
nées avec I'équipe du Professeur Linden,
il était normal que nous nous intéressions
aux facteurs de croissance du lait, appor-
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tant, dans cette entreprise commune, une
vision plus physiologique des choses.

NOTION DE FACTEURS DE CROIS-
SANCE. FACTEURS DE CROISSANCE
ET LAIT. ACTIVITES BIOLOGIQUES

Qu'est-ce qu'un facteur de croissance? La
réponse n'est pas évidente pour 3 raisons
principales:

- de nombreux facteurs sont impliqués
dans la  croissance cellulaire, par
exemple: hormones thyroidiennes, trans-

ferrine, oligoéléments, etc, qui ne sont pas
classés parmi les facteurs de croissance,

- l'augmentation quotidienne du nombre
de facteurs de croissance connus fournit
une vision de plus en plus compliquée et
variée,

- le phénoméne méme de croissance cel-
lulaire n'est pas univoque. La biomasse
peut augmenter, soit par augmentation de
taille des cellules (et certains facteurs
agissent pour favoriser ce phénoméne),
soit par division cellulaire (et d'autres fac-
teurs déclenchent cette division).

On peut cependant proposer une défini-
tion : on classe dans le groupe des fac-
teurs de croissance, des composés de na-
ture peptidique, de poids moléculaire situé
entre 3 000 et 20 000 (pour les plus hauts
PM, il s'agit de polymeéres), se fixant sur
des récepteurs spécifiques des mem-
branes plasmiques cellulaires, puis inter-
nalisés, et qui induisent ou initient la crois-
sance cellulaire, en agissant par contiguité
de facon paracrine ou autocrine (fig 1). La
liaison au récepteur déclenche une cas-
cade de réactions intracellulaires qui trans-
mettent le message jusqu'au noyau par
l'une des 3 voies suivantes:

- activation directe ou indirecte des ca-
naux ionigues,

- activation de la tyrosine kinase du récep-
teur,

- activation de G protéines et des phos-
pholipases C et A, (fig 2).

Le tableau 1résume les principaux fac-
teurs de croissance connus actuellement
dans le sang ou les liquides biologiques et
chaque jour apporte son lot de nouveaux
facteurs. Pour ce qui concerne le lait,
nombre de ces facteurs s'y retrouvent
(Read, 1989), comme entre autres les IGF
(Juskevich et Guyer, 1990), le PDGF et le
FGF ou la bombésine. |l est probable que
leur présence joue un rdle important chez
le nouveau-né, soit comme facteurs de
croissance de l'organisme entier, soit plus
probablement dans la différenciation de la
muqueuse du tractus digestif. Ces facteurs
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Fig 1. Modes de transmission du message chi-
mique.
The chemical message: modes of transmission.
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sont, en général, a forte concentration
dans le colostrum et leur taux diminue trés
vite au cours des premieres h ou des pre-
miersj de lactation.

Les techniques de cultures de cellules
eucaryotes permettent de mesurer les acti-
vités biologiques de ces facteurs et on uti-
lise 3 types de tests:
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- des tests & court terme qui, générale-
ment, consistent & mesurer l'incorporation
d'un précurseur marqué dans des macro-
molécules (3H thymidine dans I'ADN, 3H
amino-acides dans les protéines, 39S0I-
dans les glycoaminoglycannes, etc),

- des tests a moyen terme consistant a
suivre la prolifération cellulaire (comptage

Ex:EGF
2+ FGF (hst)
CElZJr 11 :
. 1 .
1 i) " Ac. achtd.
* llpocornne" ~ I
P.C. ATP

~ Prot. kinases (
cytosollgues

~AMPc
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Fig 2. Principaux mécanismes d'action des facteurs de croissance.

Growth factors: main mechanisms of action.
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Tableau 1 Principaux facteurs de croissance contenus dans divers tissus ou liquides biologiques.

Main growth factors found in various tissues and biological

Facteur de croissance
Bombésine et peptides
apparentés

Bone derived GF

Colony stimulating factor

Endothelial GF

Epidermal GF

Erythropoiétine
Fibroblast derived GF
Fibroblast GF
Insuline

Insuline-like GF 1
IGF I/Som C

IGF II/IMSA

Les interleukines
1->6

Nerve GF
Nerve NGF

PDGF

Transforming GF
a, ~ety (TGF)

Tumor necrosing F
TNF, @&, ~

Thrombine

GB :globules blancs; GR: globules

Sources

Plusieurs tissus

os, cartilage

Lymphocytes, GB,
urines

Hypothalamus

Glandes sous maxill
urines

Rein, plasma
Fibroblastes transform

Hypophyse bovine,
cerveau

Pancréas
Foie, sang

Foie, sang

GB, macrophages
cell épithéliales

Glande sous mauxill

Plaquettes sanguines

Plusieurs tissus

Plusieurs tissus

Foie, plasma

rouges; GB: white corpuscles; GR: red corpuscles.

tlukis.

Tissus cibles

Masse moléc kOa

Tous les tissus 1-3
Chondrocytes 6-8
Granulocytes,

macrophages 40-70
Cell endothéliales 17-25
Cell épidermales

fibroblastes 6
Précurseurs GR 27-62
Fibroblastes 31
Cell

mésodermiques 16
Toutes cellules 6
Toutes cellules adultes 7,5

Toutes cellules du foetus 7,5

GB, lymphocytes
BetT

Neurones, cell
gliales

13

Fibroblastes, cell muscle 30

Fibroblastes, cell

épithéliales

Angiogenése

Fibroblastes

5-6

15

30
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cellulaire) pendant 4-12 j. Il est fréquent
d'observer que les cellules poussent bien
au début et ensuite elles périclitent,
comme si elles épuisaient un facteur en ré-
serve dans les cellules elles-mémes,

- des tests a long terme, plusieurs se-
maines a plusieurs mois, en réacteur, per-
mettant de mesurer les métabolismes et
les productions des cellules cultivées.

Les 3 types de techniques devront étre
utilisés pour définir I'activité d'un composé
donné. De méme qu'il est nécessaire d'uti-
liser plusieurs souches cellulaires : pour
notre part, nous travaillons habituellement
sur des fibroblastes (soit lignées conti-
nues, soit cellules de premiéres implanta-
tions comme des fibroblastes de peau hu-
maine ou des fibroblastes d'embryon de
poulet), des hybridomes ou des myélomes,
des cellules épithéliales (figs 3-7).

Ces tests in vitro peuvent étre complé-
tés, le cas échéant, par des tests in vivo
concernant l'activation de la cicatrisation

Fig 3. Fibroblastes de poumons.
Lung fibroblasts.
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chez l'animal (ou chez I'hnomme, mais de
facon plus rare et plus délicate compte
tenu des contraintes Iégales).

PRESENTATION DE NOS RESULTATS
SUR LE LACTOSERUM

Des 1978, Klagsburn, travaillant sur le lait
humain, avait montré que des fractions de
ce lait pouvaient activer la biosynthése de
I'ADN dans des cellules en culture. Nous
avions repris ces travaux en les confir-
mant, tant sur le lait (bovin) entier frais,
que sur le lait thermisé.

Le probléme que nous avons alors posé
était de savoir si le lactosérum, en prove-
nance de lindustrie fromagére, contenait
aussi les facteurs suffisants pour permettre
la croissance cellulaire a court, moyen et
long terme (Damerd;i et al, 1988).

La figure 8 montre un des essais réali-
sés a partir de lactosérums, provenant de
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Fig 4. Fibroblastes de peau.
Skin fibroblasts.

'industrie laitiére, doux ou acide, ultrafiltrés
ou non, thermisés ou non (il s'agit la d'un
test a court terme). Il apparait nettement
que 2 fractions sont aussi actives que le
sérum de veau fecetal : elles ont, pour ca-
ractéristiques, d'étre débarrassées par ul-
trafiltration des molécules de poids molé-
culaire inférieur & 10 000 et d'étre
thermisées plusieurs fois au cours de la
préparation. Comme si, au cours de ces
manipulations, d'une part on éliminait des
composeés inhibiteurs présents dans le lac-
tosérum et qu'on activait par la thermisa-
tion d'autres composés.

A ce niveau, il faut préciser que notre
expérience prouve que si un produit est
peu actif dans un test a court terme, il ne
se révéle jamais actif & moyen et long
terme. Par contre, tout produit actif a court

terme n'est pas obligatoirement actif a
moyen et long terme.

La figure 9 montre, en effet, que ces
fractions de lactosérum permettent la
croissance d'hybridomes pendant quel-
ques jours, mais si I'on veut cultiver a long
terme, il faut obligatoirement additionner
ces fractions d'au moins 0,5% de sérum de
veau foetal (SVF) et de fagon optimale de
1% de SVF. Bien entendu, nous avons vé-
rifié que 1% de SVF & lui seul ne pouvait
pas soutenir la croissance cellulaire & long
terme. Le lactosérum contient bien des
composés qui stimulent la croissance cel-
lulaire, mais nécessite encore un ou plu-
sieurs composés apportés en faible quanti-
té par le SVF pour étre actif a long terme.

La sécrétion dimmunoglobulines, par
ces hybridomes, est absolument la méme
en SVF et en lactosérum.

Tous les lactosérums liquides ou en
poudre du commerce, que nous avons tes-
tés, sont actifs. Cependant, les plus actifs
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Fig 5. CHO en boite.
CHO cells in flaskes.

restent les lactosérums doux qui n'ont pas
fait Il'objet de manipulations ultérieures
comme, par exemple, des ultrafiltrations
multiples ou une opération de séchage. La
thermisation augmente I'activitt mitogéni-
que du lactosérum, de méme que ['‘élimina-
tion de petites molécules (dont le lactose
probablement).

Afin de mieux cerner les principes ac-

tifs, nous avons effectué un certain
nombre de dosages outre les dosages
radio-immunologiques des facteurs de

croissance connus (Derouiche et al, 1990).
Le tableau Il résume les résultats des ana-
lyses effectuées:

- on retrouve des lipides solubles en quan-
titts non négligeables dont des acides
gras insaturés, du cholestérol, des triglycé-
rides,

- on y retrouve des hormones
I'ACTH, la progestérone,

comme
l'insuline, etc,

- notre attention a été attirée par la haute
teneur en AMP cyclique du lactosérum.

Cet AMPc provient manifestement de l'ac-
tion des micro-organismes, puisqu'il  ne
préexiste pas dans le lait correspondant; il
est probablement lié a une protéine puis-
gu'il n'est pas éliminé par les ultrafiltrations

et il est trés spécifiguement consommé par
les cellules en culture comme le montre la
figure 10. Ceci laisse penser qu'il se trouve
dans le lactosérum sous forme immédiate-

ment assimilable par la cellule, car on sait
gue I'AM Pc moléculaire seul ne passe pas
la membrane cellulaire.

Un milieu de culture doit permettre, non
seulement la prolifération cellulaire, mais
également la conservation des cellules au
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Tableau Il. Composition biochimique de deux fractions de lactosérum testées en culture cellulaire.
Biochemical composition of 2 whey fractions assayed in cell culture.

LBS37 LBS65
pH 7,21 7,04
Protéines totales (g/l) 11 42
Glucose (mg/l) 50 90
Galactose (mg/l) 5,14 4,63
Lactose (g/l) 16 120
Acides gras totaux (mg/l) 615 658
Triglycérides  (mg/l) 1410 1740
Cholestérol  (mg/l) 60 190
Calcium  (mg/1) 207 800
Phosphore  (mg/l) 71 205
Fer (mg/l) 1,58 0,49
Sodium (meg/l) 9 19
Potassium (meg/l) >10 >10
Chlorures  (meg/I) 11 9
ACTH (pg/ml) 68
Progestérone  (pg/l) 53 100
AMP¢  (nmol/l) 592 325
ACE (ng/ml)
ACTH (pg/ml) <6 68
exFP (ng/ml) <0,5 <0,5
AMP¢  (nmol/l) 100 325
P2 MG (mgi1)
DHT (ng/100 ml) 5 4
Cortisol (ng/ml)
Gastrine  (pg/ml) 15 33
Histamine (nmol/l) ND 26
Insuline  (mul/l) 4 4
LH (ng/ml) ND 0,55
TSH (ng/ml) ND
17 OH.P (ng/100 ml) 13 16
Pep C (nmol/l) < 100 < 100
Progestérone  (pg/ml) 56 100
Prolactine  (ng/ml) ND 6
STH (ng/ml)
Testo (ng/100 ml)
SM-C (urnol/l) 3
Se2- (mgl/l)
Zn2+ (mg/l) 0,3 0,5
cuZ+ (mgll)
Mg2+ (mg/l) 96 82
- :non détachable; ND :non déterminé; -: not detectable; ND: not determined
froid. Généralement, on conserve ces cel- par contre, presque tous les laboratoires
lules a -180 "C en azote liquide et en mi- sont équipés dun congélateur  mécanique
lieu riche en SVF (20-30%). L'équipement a -80 0oC. Nous avons donc voulu vérifier

nécessaire est trés particulier et onéreux, comment se comportaient les cellules a



Tableau Il. suite

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ala
Ac amino-butyrique
Arg

Asn + Asp
Citrulline

Cys

Glu + Gin

Gly

His
Hydroxyproline

lle

Leu

Lys

Met

Om

Phe

Pro

Ser

Taurine

Thr

Try

Trp

Val

myristique
palmitique
palmitoléique
stéarique
oléique
linoléique
linolénique
palmitique
palmitoléique
phytanique
stéarique
oléique
linoléique
eicosatriénoique
arachidonique

- :Non détectable;

cette température
soit du SVF a 40%, soit du lactosérum a
les 2 milieux conte-
naient 10% de DMSO et 50% de milieu de

40%

base RPMI).

(bien entendu,

Les peptides a activités

mg/!

34
39
16
84
39
113
16

22

ND : Non déterminé;

et en milieu contenant,

physiologiques. 1. Facteurs
SVF LB S37
% mg/! %
8,6 14
25 20 32
12 19
28 10,9 17
35 8,5 14
12 2,2 3,5
28,9 124 45,4
5,8 6 12,2
13,4 44 16,1
38,8 85 31,1
5,5 14 51
7,6
938 27
73 21
21 21
86 49
81 ND
9
662 450
693 124
10 10
133 ND
110 4
246 5
215 5
33 12
216 14
121 12
226 25
168 ND
165 ND
118 ND
59 14
266 ND
-1 not detectable; NO: not determ/ned
Le tableau
a différents

ans,

les 2 cas.

de croissance

mg/!

25

32
1,2

263

LBSss

509

116

%
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Ill donne la viabilité cellulaire

temps de conservation

dans

La figure 11 montre bien que, apres 2

les cellules conservées en lactosérum
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Fig 6. CHU sur microporteurs.
CHO cells on microcarrier.

redémarrent leur prolifération lorsqu'on les
cultive, tant dans un milieu contenant du
lactosérum que dans un milieu contenant
du SVF, et gu'elles sécrétent, de fagon
équivalente, des immunoglobulines (De-
rouiche et al, 1989). Quant aux cellules

Tableau Ill. Viabilit¢ d'hybridomes
lieu a base de SVF (A) ou de lactosérum (B).

conservés pendant un temps variable,

P Nabet etai

conservées en SVF, elles ne redémarrent
pas. Ceci est confirmé par la microscopie
électronique (fig 12) puisque, en milieu
SVF, les cellules sont détériorées, alors
gu'en milieu lactosérum, elles restent in-
tactes.

a- 80 "C, soit dans un mi-

Cell viability of frozen cells at - 80 oCin whey or in FCS as a function of time.

Milieu de congélation 10%DMSO
40% SVF
Durée de congélation 50% RPMI
2 mois 75%
6 mois 61%
1an 18%
2 ans 19%

10%DMSO
milieu 40% LB S65 milieu
A 50% RPMI B

90%
83%
76%
78%
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Fig 7. Cellules épithéliales de glandes mammaires bovines.

Epithelial cells trom bovine mammary glands.

CONCLUSIONS

Le lactosérum contient des facteurs per-
mettant la prolifération des cellules euca-
ryotes d'animaux supérieurs a long terme
et aussi des facteurs de préservation et de
stabilisation des cellules lors de leur con-
servation. Nous avons ainsi mis au point
un milieu de culture pour lequel un brevet
a été obtenu et qui est actuellement com-
mercialisé.

En outre, dans le domaine de la cryo-
conservation, nous avons montré que les
fractions sélectionnées de lactosérum per-
mettent de se passer de lutilisation de

l'azote liquide et conservent les hybri-
domes a -80 oC pendant au moins une
durée de 2 ans.

En résumé, la substitution de tout ou
partie du SVF présente des avantages,
aussi bien d'ordre économique que d'ordre
pratique.
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Fig 8. Mesure de lactivit¢ a court terme de différentes fractions de lactosérum. La synthése d'ADN
est mesurée par incorporation de 3H thymidine. M: milieu seul; FCS: sérum de veau foetal 5%, 10%,
20% VIV; Fq: lactosérum doux (coagulation par enzyme); F,: lactosérum doux ultrafiltré (seuil de cou-
pure 10 000) & 15-20 "C et concentré 6 fois; F3: lactosérum doux ultrafiltré, lavé, concentré 12 fois;
F,: lactosérum acide (HCI, pH 4.6, 34°C); Fg lactosérum acide ultrafiltré, concentré 6 fois; Fe: lacto-
sérum acide ultrafiltré, lavé 2 fois, concentré 12 fois; Lait écrémé chauffé 15 & 20 s a 67 "C, les pro-
téines sont précipitées par enzyme. F;: lactosérum; Fa: lactosérum ultrafiltré a 15-20 "C, concentré 6
fois; Fg: lactosérum ultrafiltré & 50 oC et concentré 6 fois; F1Q:lactosérum ultrafiltré 50 oC, lavé 2 fois,
concentré 12 fois; Fyy: lactosérum chauffé 60 min, 65 oC, UF 50 oC, concentré 6 fois; Fi2: lactosérum
chauffé 60 min, 65 "C. UF 50 oC, lavage 2 fois, concentré 12 fois.

Measurement at short-term of mitogenic activity of various whey fractions. DNA synthesis was mea-
sured by 3H thymidine incorporation. M: medium RPMI 1640 Boehringer. FCS: 5%, 10%,20% VIV:
Fl: sweet whey; F,: ultrafiltered sweet whey (10 000 d) at 15-20 oC, concentrated 6 times. Fg3: ultra fil-
tered sweet whey (10 000 d), washed twice and concentrated 12times. F4 acidic whey (HCI, pH 4.6,
34 0C), FI: acidic whey treated as F,; Fq: acidic whey treated as Fgz; F,: skim milk was heated at 67
oC for 15-20 s betore enzymatic coagulation; Fa: F; treated as F,; Fg: F; ultrafiltered at 50 oC,
concentrated 6 times; Fjo: Fq washed twice and concentrated 12 times; Fil: F; heated 60 min at
65 "C, ultrafiitered at 50 "C and concentrated 6 times; Fq»: FIl washed twice before concentration.

~ 10 Fig 9. Comparaison de l'activitt mitogénique de
~ fractions de lactosérum additionnées ou non de

Y 8 SVF et du SVF. -O- SVF 10%; —O- lactosé-
9 g rum S65 9% + SVEe1%; - __ lactosérum S37
i 9% + SVF 1%; — T SVF 1%; lactosé-
A rum S65 10%; - .- lactosérum S37 10%.
In Comparison between mitogenic activity of whey
52 fractions with or without SVF and that of SVF.
Qi -O- SVF 10%; -O- whey S65 9% + SVF
v 0 1%; - whey S37 9% + SVF 1%; -~

3 6 9 12 SVF 1%: - __ whey S65 10%; - .- whey

TEMPS 1 jours) S3710%.
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Fig 10. A: Consommation spécifigue de I'AM Pc
contenu dans des fractions de lactosérum.
lactosérum 865, .A.-.A. lactosérum 837 et dans
du 8VF ; B: Controle montrant la stabilité
a 37 oC de I'AMPc. €--€-- milieu de culture
cosfenagt 9% de lactosérum 865 + 1% 8VF,
= T milieu conditionné prélevé au 4€ jour
de culture, --Q-O milieu conditionné prélevé
au 4¢ jour de culture chauffé a 56 "C pendant 30
min.

A: Specifie consumption of cAMP contained in
whey fraction; €--€ whey S65, ,A-,A whey

S37, SVF; B: Contrais indicating CcAMP
stability at 37 "C; €--€-- culture m_v_eg_l_u*

containing whey S65 9% + SVF 1%;
conditioned medium at d4 of culture, --0---0
conditioned medium at d4 of culture and heated
at 56 oC for 30 min.
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Fig 11. Exemple de reprise de la prolifération
cellulaire (A) et de la sécrétion dimmunoglobu-

lines (B) d'hybridomes conservées 2 ans a
-80 oC. -_ cellules conservées en lactosé-
rum et cultivées en 8VF, -O-O cellules con-
servées et cultivées en lactosérum, e cel-

lules conservées et cultivées dans 8VF.

Cell proliferation (A) and Ig secretion (B) of tro-
zen cells at - 80 "C; --. cells frozen with
whey and cultured with SVF; -O-O cells fro-
zen and cultured with whey, —€--€ cells tro-
zen and cultured in SVF.

Fig 12. Microscopie électronique des cellules conservées 2 ans a-80 "C en lactosérum ou en 8VF.
Electron microscopie view of frozen cells at - 80 oCin whey A or in FCS B.
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