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Résumé - Le lactosérum est capable de remplacer le sérum de veau fœtal (SVF) dans des cul-
tures d'hybridomes à court terme (48 hl. La B-Iactoglobulinevariant A ou AiB a la même activité mi-
togénique que le lactosérum. L'activité du variant B est significativement plus faible. Le maximum
d'activité est obtenu pour des concentrations de 3 g/I variant A et AiB et de 0,75 g/I variant B. Pour
la croissance cellulaire à plus long terme, 1% de SVF doit être ajouté au lactosérum. La
B-Iactoglobuline variant AiB (2,7 g/I) supplémenté par 1% de SVF a le même effet mitogénique que
le lactosérum.

lactosérum 1 B-Iactoglobuline 1 variant B-Iactoglobuline 1 activité mitogénique 1 culture cellu-
laire

Summary - B-Iactoglobulin part in mitogenic activity of bovine whey. Bovine whey is able to
replace fetal calf serum (FCS) in short-term hybridoma culture (48 hl. B-Iactoglobulin (major protein
of bovine whey) with a level of z 3 g/I variant A or AlB has the same effect as that of whey on DNA
synthesis. The activity of variant B is significantly lower. The optimal mitogenic activity of variant A,
AlB and B is obtained at concentrations of 3g/I, 3 g/I and 0.75 g/I respectively. For monitoring cellu-
lar proliferation in long-term culture, the whey must be supplemented with 1% FCS. B-Iactoglobulin
variant AlB at 2.7 g/I (with 1% FCS) also promotes long-term proliferation and can replace whey. B-
lactoglobulin or FCS (1%) used independently does not ensure cell survival.

whey / fJ-lactogfobulin / fl-/actog/obulin variant / mitogen effect / cell culture



544

gras (Polet-Spieker et Polet, 1981) et réti-
nol (Rask et al, 1979; Fugate et Song,
1980; Godovac-Zimmermann et al, 1985).
D'ailleurs, la B-Lg présente des homolo-
gies de structure avec la Retinol binding
protein; le résidu Trp 19 serait le site
de fixation (Papiz et al, 1986; Godovac-
Zimmermann et Braunitzer, 1987;
Godovac-Zimmermann, 1988). Tout ré-
cemment, Said et al (1989) ont montré
chez le rat que le rétinol pouvait être ab-

. sorbé à travers l'intestin en se liant à la B-
Lg bovine.

Dans le présent travail, nous avons étu-
dié l'action mitogénique de différents va-
riants de la B-Lg sur des cultures d'hybri-
domes. Parallèlement à la prolifération des
cellules, nous avons testé la sécrétion des
anticorps monoclonaux.

F Moulti-Mati et al

INTRODUCTION

Le lait humain ou bovin a été quelquefois
utilisé en remplacement de sérums d'ani-
maux pour supplémenter les milieux de
culture (Klagsbrung, 1978; Sereni et Ba-
serga, 1981). Dans des travaux précé-
dents, nous avons montré que du lactosé-
rum bovin pouvait remplacer le sérum de
veau fœtal (SVF) dans la culture d'hybri-
domes à court terme (48h). Pour des cul-
tures à plus long terme, il faut ajouter au
lactosérum 1% de SVF (Nabet et al, 1985;
Linden et al, 1988; Damerdji et al, 1988;
Derouiche et al, 1990). Cependant, le lac-
tosérum, comme le SVF, est un milieu
complexe; afin d'obtenir un milieu de cul-
ture de composition mieux définie, nous
avons tenté de remplacer le lactosérum
par une protéine purifiée du lait. Nous
avons choisi la B-Iactoglobuline (B-Lg) qui
est la protéine la plus abondante du lacto-
sérum (environ 3 g/I). Elle représente envi-
ron 50% des protéines totales du lactosé-
rum. Par ailleurs, ses caractéristiques
physico-chimiques font d'elle un bon trans-
porteur de substances hydrophobes, pro-
priété intéressante en culture cellulaire.

La B-Lg est une chaîne polypeptidique
de 162 acides aminés. On connaît 7 va-
riants génétiques (A, B, C, D, E, F et G);
seuls les variants A et B sont fréquem-
ment rencontrés (Eigel et al, 1984). Ce po-
lymorphisme a sans doute une significa-
tion biologique, par exemple, l'action
inhibitrice sur la B-Lg de la phosphatase
de la rate est fonction du variant; ainsi le
pourcentage d'inhibition est de 40% pour
le variant A, 22% pour le variant B et 12%
pour le variant C (Farrell et Thomson, cités
par Alais, 1984).

ln vivo, son rôle biologique demeure in-
connu; des travaux in vitro montrent que la
B-Lg est capable de se lier à des sub-
stances hydrophobes : lipides (Brown,
1984; Diaz de Villegas et al, 1987), acides

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Préparation des protéines du lait
(Société ASMAR, Corcieux, France)

Le lactosérum obtenu industriellement est
concentré (6% en protéines), écrémé et filtré,
puis il est porté quelques secondes à 84 oC et
ultrafiltré à 50 oC avec une membrane à seuil de
coupure 10 000 Da (10,5% en protéines). La so-
lution de protéines est pasteurisée, concentrée
par évoporation sous vide (55% en protéines),
puis séchée en tour par la chaleur. Ces pro-
téines sont appelées protéines du lait ou lacto-
sérum lorsqu'elles sont remises en solution.
Nous les utilisons généralement à la concentra-
tion de 20 g/1.

Purification de la 8-lactoglobuline

La méthode utilisée est celle décrite par Lung et
al (1987). Dans ce protocole, la B-Lg est isolée
à partir du lactosérum par chromatographie
d'échange d'ions sur DEAE Sephacel (Pharma-
cia, Suède). Le lactosérum est dialysé contre un
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tampon Tris-HCI 0,1 moVI, pH 7,5, 0,02 molli
NaCI; le même tampon est utilisé pour équilibrer
le DEAE SephaceI. Le mélange est filtré sous
vide. Des tampons, de force ionique plus éle-
vée, sont ensuite ajoutés successivement (0,04
molli et 0,25 molli en NaCI). La B-Lg est récupé-
rée dans le dernier filtrat. Celte fraction est en-
suite purifiée par chromatographie de filtration
sur gel de Sephadex Ç]100 (colonne 5 x 100
cm); un tampon phosphate de sodium 0,02 moll
l, pH 6,7, NaCI 0,1 molli est utilisé pour l'élution.

La pureté de la B-Lg est vérifiée par électro-
phorèse PAGE en milieu non dissociant, en utili-
sant la méthode d'Hillier (1976) modifiée : élec-
trophorèse verticale avec un gel (T : 9%, C :
2,7%) de 1,5 mm d'épaisseur, tampon de migra-
tion Tris 0,05 molli, glycine 0,07 molli, pH 8,3.
La pureté est également vérifiée par chromato-
graphie FPLC sur une colonne échangeuse
d'anions (Mono Q).

Les variants A et B de la B-Lg ont été isolés
à partir de lait de vaches homozygotes alors
que le variant AlB provient d'un mélange de
laits.

Culture de cellules

Deux souches d'hybridomes ont été utilisées :
hybridome Mark 3, sécrétant un anticorps mono-
clonal IgG1 anti-chaine K des immunoglobulines
de rat (don du Professeur Bazin, laboratoire
d'immunologie expérimentale, faculté de méde-
cine, Bruxelles), hybridome anti-HPL sécrétant
une IgG1 anti-hormone lactogène placentaire
humaine préparé dans notre laboratoire; ces cel-
lules sont entretenues en routine dans du RPMI
1640 (Seromed) supplémenté avec 10% de
sérum de veau fœtal (Flow Laboratoires, lot
9042362 - Puteaux, France) chauffé à 56 oC
pendant 30 min et 4 mmolll de glutamine.

Test de croissance à court terme
(mesure de la synthèse d'ADN)

Ce test est utilisé pour sélectionner les produits
stimulant la croissance cellulaire. Les produits
trouvés actifs sont ensuite testés en culture à
plus long terme. Les suspensions cellulaires

(4 x 105 cellules/ml) sont déposées dans des mi-
croplaques de 96 puits (Falcon, Becton, Dickin-
son, Grenoble, France) à raison de 100 1.11par
puits; 100 JlI de produits à tester, dilués dans du
RPMI sont ajoutés (6 déterminations sont faites
pour chaque produit). Les plaques sont incu-
bées 48 h à 37 "C dans un incubateur à 5% de
CO2 (Jouan EG 110 IR, France); 50 JlI de 3H
thymidine à 1 JlCi/ml (activité spécifique 4,5 Cil
mmol, Amersham, les Ulis, France) sont ajoutés
pendant les dernières 24 h d'incubation. Les cel-
lules sont collectées (Harvester Titertek Skar-
ton) lavées, la radioactivité est comptée.

Test de prolifération cellulaire

Les cultures sont réalisées sans adaptation pré-
alable des cellules aux milieux à tester; elles
sont maintenues jusqu'à stabilisation ou chute
de la prolifération cellulaire. Les cellules sont ré-
parties dans des flacons statiques de 25 cm2 à
raison de 15 x 104 celiuleslmI. Lorsque les cel-
lules sont à confluence (environ tous les 2 ou 3
jours), un comptage des cellules vivantes et
mortes est effectué après coloration avec une
solution de bleu trypan à 0,5%; puis les cellules
sont réensemencées dans du milieu neuf, à la
densité cellulaire de départ, c'est-à-dire 15 x
104 celiuleslmI.

Mesure de la sécrétion
des immunoglobulines

Elle se fait par test ELISA (Douillard et Hoffman,
1983), en utilisant comme premier anticorps un
sérum de chèvre anti-lgG de souris et un
deuxième anticorps conjugué à la peroxydase
(Tago, Burlingame, Etats-Unis).

Tests statistiques

L'analyse statistique des données est traitée par
le logiciel ANOVA, donnant les moyennes (rn),
les écart types (ET), le coefficient de variation
(CV) et le test t de Student, pour la signification
des résultats.
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Test de croissance à court terme

F Moulti-Mati et al

RÉSULTATS

Purification de la [3-lactoglobuline

La figure 1 donne le chromatogramme ob-
tenu après filtration sur gel. La zone ha-
churée représente le pic de lactoglobuline
qui est recueilli. La chromatographie FPLC
permet de calculer un degré de pureté qui
est d'environ 98% pour les variants AlB et
B. L'électrophorèse confirme que dans les
fractions purifiées, seules apparaissent les
bandes correspondant à la p-Lg.

B
ba c

Différents variants de la p-Lg sont testés à
différentes concentrations en présence ou
non de sérum de veau fœtal à la concen-
tration de 1%. Avec chaque série d'expé-
riences, on fait un témoin positif (cellules
cultivées en présence de 10% de SVF
dans les mêmes conditions que les es-
sais).

Les résultats sont consignés dans les fi-
gures 2A et 2B. La courbe dose-réponse
est une courbe en cloche; de fortes
concentrations en p-Lg sont inhibitrices.

Fig 1. Purification de la B-Iactoglobuline. A. Fil-
tration sur gel (Sephadex G100) des protéines
issues de la chromatographie sur DEAE Sepha-
cel, colonne 5 x 100 cm, tampon d'élution phos-
phate de sodium 0,02 mol/l, pH 6,7, NaCI 0,1
mol/l, débit 60 ml/h, dépôt 1,5 g de protéines. B.
Chromatographie FPLC; colonne échangeuse
d'ions Mono a. Tampon d'élution : Tris-HCI 20
mmol/I, pH 7, gradient de NaCI 0-0,35 molli, (a)
variant AlB, (b) variant B, (c) variant A. Débit
d'élution 1 ml/min. C. Electrophorèse verticale
sur PAGE, milieu non dissociant, tampon de
gel: Tris-HCI 0,38 rnol/l, pH 8,9; tampon d'élec-
trode : Tris 0,05 mol/l, glycine 0,07 mol/l, pH 8,3;
courant continu 60 mA, 500 V, 30 W. Piste 1 :
lactosérum contenant le variant AlB de la B-
lactoglobuline; piste 2 : lactosérum contenant le
variant B de la ~-Iactoglobuline; pistes 3 et 4 : B-
lactoglobuline variant B purifié.
8-lactoglobulin purification. A. Gel filtration (Se-
phadex G100) of 1.5 g proteins trom DEAE Se-
phacel batch chromatography, on a 5 x 100 cm
column, with sodium phosphate elution buffer
(0.02 molli pH 6.7, NaGI 0.1 mol/I), f10wrate 60
ml/h. B. FPLG chromatography; ion exchange
mono-Q column; elution buffer: Tris-HGI 20
mmol/I, pH 7, NaGI gradient 0-0.35 mol/l, (a) 8-
lactoglobulin variant AlB, (b) 8-lactoglobulin va-
riant B, (c) 8-lactoglobulin variant A. Flow rate 1
ml/min. G. PAGE vertical electrophoresis in non
dissociated medium; gel buffer: Tris-HGI 0.38
mol/l, pH 8.9; electrode buffer: Tris 0.05 mol/l,
glycine 0.07 mol/l, pH 8.3; constant current :
60 mA, 500 V, 30 W. Lane 1 : whey containing
8-lactoglobulin AlB; lane 2 : whey containing
8-lactoglobulin B; lanes 3 and 4 : purified
8-lactoglobulin B.
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Fig 2. Test de croissance à court terme: mesure de l'incorporation de 3H thymidine dans l'ADN. Les
variants de la 13-lactoglobuline(Q variant A, • variant B, • variant NB) sont testés en absence de
sérum de veau fœtal (A) ou en présence de 1% de sérum de veau fœtal (SVF) (B). Chaque résultat
est la moyenne de 6 déterminations.
Short-term growth test: 3H thymidine incorporation into DNA. 8-lactoglobulin variants (0, variant A; _,
variant B;., variant AlB) were tested in the absence of fetal calf serum (FCS) (A) or in the presence
of 1% FCS (B). Each result represents the average of 6 replicates.

L'optimum d'activité est obtenu pour une
concentration de 3 g/I pour les variants A
et AlB, et pour une concentration de 0,75
g/I pour le variant B. L'activité maximale
reste toujours inférieure à celle obtenue en
présence de 10% de SVF pour les variants
A, AlB, B. Le variant A est significative-
ment plus actif que le variant B (P < 0,05,
test ANOVA). En présence de 1% de SVF,
l'activité mitogénique maximale augmente,
elle atteint 71, 70, et 58% de celle du
sérum de veau à 10% respectivement pour
les variants A, AlB, B.

L'activité du lactosérum (20 g/I de pro-
téines) est égale à 72% de celle du SVF,
équivalente à celle des variants A et À/B.

Test de prolifération cellulaire

Ces expériences ont été réalisées sur 2
souches d'hybridomes (Mark 3 et anti-
HPL). Le milieu de culture de base (RPMI
1640) a été supplémenté soit avec 1O~/ode

SVF (témoin positif), soit avec 9% de lacto-
sérum et 1% de SVF, soit 2,7 g/I de B-Lg
variant AlB et 1% de SVF; cette concentra-
tion de B-Lg correspond aux taux physiolo-
giques de la B-Lg dans le lait bovin et à
l'optimum d'activité déterminés préalable-
ment. A chaque passage est mesuré le
nombre de cellules vivantes, de cellules
mortes (figs 3 et 4). Dans le milieu de cul-
ture est dosé le taux d'immunoglobulines
sécrétées (tableau 1). Il n'y a pas de diffé-
rence significative (test ANOV A) entre la
prolifération cellulaire dans les milieux sup-
plémentés en lactosérum et en B-Lg. Dans
les 2 cas, la prolifération cellulaire repré-
sente environ 75% de celle obtenue dans
le milieu supplémenté avec 10% de SVF. Il
est à noter que le nombre des cellules
mortes est plus faible dans les milieux sup-
plémentés en lactosérum et I3-Lg que dans
celui supplémenté en SVF. Il n'y a pas de
différence significative, dans la sécrétion
des immunoglobulines, quel que soit le mi-
lieu utilisé.
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Fig 3. Prolifération de l'hybridome Mark 3 dans
différents milieux de culture .• : milieu supplé-
menté avec 10% de SVF; • : avec 2,7 gll va-
riant AlB de la B-Iactoglobuline + 1% de SVF;
• : avec 9% de lactosérum (20 gll de protéines)
+ 1% de SVF; X: avec 1% de SVF. A. Nombre
total des cellules; B. Pourcentage des cellules
vivantes. Les cellules sont ré-ensemencées
tous les 2 ou 3 jours à la concentration de dé-
part, c'est-à-dire 15 x 104 cellules vivanteslml.
Les résultats sont la moyenne de 3 flacons de
25 cm2 et de 3 comptages par flacon.
Mark 3 hybridoma proliferation in different cul-
ture media. ""': medium supplemented with 10%
FCS; • : supplemented with 2.7 gll of B-
lactoglobulin AlB + 1% FCS; e: supplemented
with 9% whey + 1% FCS; X: supplemented with
1% FCS. A. Percentage of living cel/s. 8. Num-
ber of dead cel/s. The cel/s were seeded again
each for 2 or 3 days at the same initial concen-
tration (15 x 1()4 living cel/slml). The results
were the average of 3 x 25 cm2 flasks and 3
counts per flask.

Rôles respectifs du sérum de veau
et de la !3-lactoglobuline

Les expériences précédentes de proliféra-
tion cellulaire ont été menées en mainte-

1_-

Temps ijours)

Fig 4. Prolifération de l'hybridome anti-HPL
dans différents milieux de culture. • : milieu
supplémenté avec 10% de SVF;. : avec 2,7 gI1
variants AlB de la B-Iactoglobuline + 1% SVF;
• : avec 9% de lactosérum (protéines 20 g/l) +
1% SVF; X : avec 1% de SVF. A. Nombre de
cellules vivantes; B. Pourcentage des cellules vi-
vantes. Les cellules sont ré-ensemencées tous
les 2 ou 3 jours à la concentration de départ,
c'est-à-dire 15 x 104 cellules vivantes/ml. Les ré-
sultats sont la moyenne de 3 flacons de 25 cm2

et de 3 comptages par flacon.
Anti-HPL hybridoma proliferation in different cul-
ture media. ""': medium supplemented with 10%
FCS; .: supplemented with 2.7 gl/ of p-
lactoglobulin A!B + 1% FCS; e: supplemented
with 9% whey + 1% FCS; X : supplemented with
1% FCS. A. Total number of cel/s. B. Percen-
tage of living cel/s. The cel/s were seeded each
for 2 or 3 days at the same initial concentration
(15 x 1()4 living cel/slml). The results were the
average of 3 x 25 cm2 flasks and 3 counts per
flask.

nant 1% de SVF dans le milieu supplé-
menté avec la B-Lg. Il nous a paru intéres-
sant de déterminer les rôles respectifs de
la 13-Lget du SVF dans la prolifération cel-
lulaire. Pour cela, deux séries d'expé-
riences ont été réalisées.
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Tableau 1. Sécrétion d'anticorps monoclonaux en fonction du milieu de culture (mg/I). 1) RPMI 1640
supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal; Il) lactosérum 9% (20 g/I de protéines de lait) + 1%
de SVF; III) B-Iactoglobuline variant NB (2,7 gll) + 1% de SVF. Les résultats sont la moyenne obte-
nue sur les surnageants de 3 boîtes de 25 cm2 testés chacun 3 fois. L'écart type est faible, toujours
inférieur à ± 0,01 mg/!.
Monoclonal antibody secretion according to culture medium composition (mg/I). 1) RPMI1640 supple-
mented with 10% fetal calf serum (FCS). 1/) Whey 9% (20 g/I milk proteins) + 1% FCS. 11/) Variant AlB
of fJ-lactoglobulin (2.7 g/I) + 1% FCS. Results are the mean from supernatant of 3 culture boxes (25
cmè), each tested 3 times. The standard deviation is always less than ± 0.01 mgl/.

Temps de culture Hybridome Mark 3 Hybridome anti-HPLC
(j) Milieux Milieux

1/ 11/ 1/ 11/

3 15,1 15 15 10,5 11,1 10,9
5 13 19,1 16
6 11,5 10,8 10,2
7 16,2 10,7 15,5
9 17,3 19,7 17,1 10,5 9,7 11,8

11 15,1 15,1 15.1
12 11,9 10,3 10
15 13,1 15,1 15,1

Dans la première, on abaisse progressi-
vement la concentration de SVF dans le
milieu de culture de 10 à 1%. Les cultures
sont maintenues 9-12 j, sauf pour la
concentration de 1% de SVF où les cel-
lules meurent au bout de 2-3 j. La figure 5
donne le nombre de cellules vivantes,
comptées au 3e j de culture, en fonction de
la concentration en SVF. La prolifération
cellulaire diminue progressivement, paral-
lèlement à l'appauvrissement du milieu en
SVF. Elle représente environ 63 et 38% de
celle obtenue avec 10% de SVF, pour une
concentration en SVF de 3 et 2% respecti-
vement; une concentration à 1% de SVF
ne peut assurer seule la croissance cellu-
laire à long terme.

Dans la seconde série d'expériences,
2,7 g/I de j3-Lg variant NB sont maintenus
dans le milieu de culture et la concentra-
tion de SVF est diminuée de 1 à 0%. On

,
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Fig 5. Prolifération de l'hybridome Mark 3 en
fonction de la concentration en SVF dans le mi-
lieu de culture. Les cellules sont comptées au
39 j de culture. Les résultats sont la moyenne
des densités cellulaires de 3 flacons de 25 cm2

et de 3 comptages par flacon.
Mark 3 hybridoma proliferation according to
FCS concentration in the culture medium. The
cells were counted on the third day of culture.
The results were the average cell densifies of 3
x 25 cm2 and 3 counts per f1ask.
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constate (fig 6) que la I3-Lg seule est insuf-
fisante pour permettre la prolifération à
long terme. L'abaissement de la concen-
tration en SVF entraîne une diminution
significative de la croissance celiulaire
(P < 0,05, test ANOVA) et de la sécrétion
des immunoglobulines (tableau Il).

DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons vérifié si la B-
Lg pouvait être utilisée comme agent mito-
gène dans les milieux de culture, en rem-
placement du lactosérum qui reste un mi-
lieu complexe. Cette protéine n'a pas été
utilisée à notre connaissance pour la sup-
plémentation des milieux de culture.

Des tests de croissance à court terme
(synthèse d'ADN) révèlent des différences
dans l'activité mitogénique des variants A
et B, qui peuvent s'expliquer au moins en
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Fig 6. Prolifération de l'hybridome Mark 3 dans
des milieux de culture supplémentés avec
2,7 g/I de B-Iactoglobuline variant AJB et des
concentrations décroissantes de SVF. * :1%;
0: 0,75%; À: 0,5%;.: 0,25%;.: 0%. Les ré-
sultats sont la moyenne des densités cellulaires
de 3 flacons de 25 cm2 et de 3 comptages par
flacon.
Mark 3 hybridoma proliferation in culture me-
dium supplemented with 2.7 gll of 8-
lactoglobulin AlB and increasing FCS concen-
trations. *: 1%; 0: 0.75%; .Â: 0.5%;.: 0.25%;
.: 0%. The results were the average cell densi-
ties of 3 x 25 crn2 flask with 3 counts per flask.

partie par des propriétés physico-
chimiques différentes:

- la solubilité: le variant A est plus soluble
(3 g/I) que le variant B (0,6 g/I) (Alais,
1984);

- modification de la conformation en fonc-
tion du pH du milieu : au-dessus de pH 6,8
(les milieux de culture sont tamponnés à
pH 7,2), la molécule subit une transition
particulière (Pessen et al, 1985), qui en-
traîne le démasquage d'un groupement
carboxylique et la réactivité du groupement
SH 121 (Georges et al, 1962; Timasheff et
al, 1966; Mc Kenzie et Sawyer, 1967;
Tandford, 1968 et 1970; McKenzie, 1971);

16

Tableau Il. Sécrétion d'anticorps monoclonaux
(hybridome Mark 3; mg/I) en fonction de la
concentration en sérum de veau fœtal. Tous les
milieux contiennent de la p-Iactoglobuline va-
riant AiB 2,7 gll supplémentée avec 1% SVF
(A), 0,75% SVF (B), 0,5% SVF (C), 0,25% SVF
(0), 0% SVF (E). Les résultats sont la moyenne
obtenue sur les surnageants de 3 boîtes de 25
cm2 testés chacun 3 fois. L'écart type de ces
mesures est faible, toujours inférieur à ± 0,01
mg/1.
Monoclonal antibody secretion (mgl/) according
to FCS concentration in culture medium. Ali the
media contain 2.7 gll of p-Iactoglobulin variant
AlB supplemented with 1% FCS (A), 0.75%
FCS (B), 0.5% FCS (C), 0.25% FCS (0), 0%
FCS (E). Results are the means obtained from
supernatant of 3 culture boxes (25 crn2), each
tested 3 times. The standard deviation is always
less than ± 0.01 mgl/.

Temps
de culture

(j)

Milieux

A B C D E

3 15,4 7,4 15,5 7,4 2,4
6 15,3 15,3 10,4 2,5 0,25
9 15,8 7,2 0,7

12 15,8 7,2 0,7
15 11,4 7
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ceci impliquerait un effet de charge plus
important sur le variant A, en raison d'un
résidu aspartyl en position 64, alors que le
variant B a un résidu glycyl à cette position
(Eigel et al, 1984);

- l'hydrophobicité : le variant A est un peu
plus hydrophobe que le variant B (Cheftel
et al, 1985); cependant, l'exposition à la
surface de la molécule du variant A du ré-
sidu aspartyl 64 (Monaco et al, 1987) pour-
rait réduire la fixation de composés sur les
zones hydrophobes (Ile 56, Leu 57 et 58,
Trp 61, Ile 147, Leu 149 et Phe 151).

Lorsqu'on étudie la prolifération cellu-
laire, on constate que les milieux supplé-
mentés avec 2,7 g/I de B-Lg variant AlB et
1% de SVF sont aussi efficaces que les
milieux supplémentés avec 9% de lactosé-
rum. Donc, l'activité mitogénique du lacto-
sérum semble être liée, au moins pour la
plus grande partie, à la présence de la 13-
Lg. La 13-Lg, outre son rôle de nutriment,
est un transporteur de substances hydro-
phobes et de métaux (Baumy et Brulé,
1988), ce qui peut expliquer son effet mito-
gène. Par ailleurs, il y a moins de cellules
mortes dans les cultures supplémentées
avec les produits provenant du lait qu'avec
du SVF. La 13-Lgaurait un effet protecteur,
effet déjà rapporté par Polet et Pol et-
Spieker (1976) qui l'utilisent associée à la
concanavaline A, dans des cultures de
lymphocytes à court terme, et que nous
avions également mis en évidence en étu-
diant la congélation des cellules dans du
lactosérum (Derouiche et al, 1989).

Par contre, nous constatons que ni la B-
Lg seule (2,7 g/I), ni le SVF seul à 1% ne
sont capables d'assurer la prolifération cel-
lulaire à long terme, alors qu'ajoutés en-
semble, ils agissent en synergie pour as-
surer une croissance cellulaire qui est
d'environ 75% de celle obtenue avec 10%
de SVF. La concentration de 1% de SVF
semble être la concentration minimale re-
quise pour assurer en synergie avec la B-

Lg une prolifération cellulaire et une sécré-
tion correcte d'anticorps.

La technique utilisée pour la préparation
de la B-Lg est simple, peu coûteuse, elle
donne un rendement et un degré de pureté
corrects, ce qui fait qu'elle est facilement
utilisable pour la préparation de milieux de
culture à grande échelle.
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