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Des peptides a activité anti-thrombotique
dans les protéines du lait :
un lien entre thérapeutique et diététique

Il est admis que les protéines du lait
et spécialement les caséines ont un
r6le nutritionnel : c’est la principale
source d’acides aminés pour les jeu-
nes mammiferes pendant la période
de lactation. Mais a c6té de ce role,
elles peuvent étre la source de pepti-
des actifs, potentiellement libérés au
cours de la digestion. De nombreu-
ses activités ont ainsi été reconnues
dans des séquences peptidiques
extraites des protéines du lait : acti-
vités opiacées, anti-hypertensives,
immunomodulatrices [1].

Au cours de la phase primaire de la
coagulation du lait, la caséine k est
scindée spécifiquement par la chymo-
sine par un mécanisme analogue au
clivage du fibrinogéne par la throm-
bine ; il existe des analogies de
séquence entre la chalne y de la
molécule du fibrinogene ct la
caséine k de vache [2].

Deux séquences différentes de la
molécule de fibrinogéne sont impli-
quées dans la liaison au complexe
glycoprotéinique IIb/IIla de la mem-
brane plaquettaire : une séquence
dodécapeptidique (les résidus 400 a
411) de la région carboxy-terminale
de la chaine ¢ qui se fixe au niveau
d’une séquence peptidique bien défi-
nie sur la glycoprotéine IIb de la pla-
quette [3] et une séquence tétrapep-
tidique de type RGD/x* de la chaine
o : il existe une séquence RGDF*
(résidus 95 a 98) et une séquence
RGDS* (résidus 572 a 575) sur la
chaine a mais il semble que ce soit
la séquence RGDF qui soit principa-
lement impliquée [4].

La premiére étape de la coagulation
du lait est la scission de la molécule
de caséine k, qui conduit alors a la
formation du caséino-glycopeptide
(résidus 106 a 169). Précédemment,
nous avons montré qu’a l’extrémité
N-terminale du caséino-glycopeptide
de vache, il existe une séquence

s undécapeptidique (résidus 106 a 116)
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qui présente non seulement une
homologie de séquence avec le dodé-
capeptide de la chaine vy du fibrino-
géne mais surtout une homologie
fonctionnelle : 1’undécapeptide du
caséino-glycopeptide est plus puissam-
ment anti-agrégant sur les plaquettes
humaines que ne ’est le dodécapep-
tide du fibrinogéne lui-méme [5].
L’activité inhibitrice de 1’'undécapep-
tide peut étre maintenue en réduisant
la séquence a celle d’'un pentapeptide,
le KNQDK?*. Dans les premiers tests
pratiqués in vivo chez les petits ron-
geurs (rat et cobaye), dans un modele
de thrombose expérimentale induite
par lésion endothéliale spécifique
grace a un rayon laser pulsé appliqué
sur les artérioles du mésentere, cer-
taines de ces séquences peptidiques,
issues de la caséine k, ont une acti-
vité anti-thrombotique. Les petits
peptides ont cependant, comme il est
prévisible, une courte durée de vie.
Il parait hautement probable que le
site d’action sur la plaquette humaine
des peptides provenant de ’extrémité
N-terminale du caséino-glycopeptide
soit voisin de celul du dodécapeptide
de la partie C-terminale de la chaine
v du fibrinogene.

Un effort important porte depuis plu-
sieurs années sur I’étude de ’activité
anti-thrombotique des séquences
RGD/x du fibrinogéne mais, comme
la séquence RGDS induit le détache-
ment des cellules endothéliales in vitro
[6], une toxicité générale peut étre
redoutée si ces séquences sont injec-
tées in vivo. Une séquence n’ayant pas
les effets déléteres potentiels d’un
RGD/x a été recherchée dans les pro-
téines du lait. L’étude systématique
des homologies de séquence a permis
de découvrir une séquence qui
s’apparente au RGD/x. Il s’agit de la
séquence KRDS présente dans un
tour B de la lactotransferrine humaine
(en position 39-42). Ce peptide a été
synthétisé, ainsi que certains peptides

analogues. Le KRDS est un peptide
anti-thrombotique, mais il ne semble
pas agir par le méme mécanisme que
le RGDS. In wvitro, le KRDS est un
inhibiteur de I’agrégation plaquettaire
dépendante de I’ADP (IC;, 350 uM)
et de la fixation du fibrinogéne aux
plaquettes, mais de fagon moins puis-
sante que le RGDS (IC,, 75 uM).
Le KRDS exerce également une
action inhibitrice sur la fixation d’un
anticorps monoclonal (P2) a activité
anti-glycoprotéine IIb/IIla sur des
mégacaryocytes a un stade tardif de
maturation [7]. En revanche, et con-
trairement au RGDS, il ne s’oppose
pas a la fixation d’un autre anticorps
monoclonal (PAC1) dirigé contre un
épitope de configuration d’activation
du groupe glycoprotéinique de mem-
brane plaquettaire GP IIb/IIla [8].
Contrairement au RGDS, il est inhi-
biteur de la sécrétion induite par la
thrombine du contenu des granules
de stockage des plaquettes humaines
(55 %) pour une concentration de
KRDS de 750 M) et des plaquettes
animales par un mécanisme qui est
indépendant de la phosphorylation
des protéines P20 et P43 [8]. De plus,
cette inhibition de sécrétion (45 %)
s’exerce sur des plaquettes de mala-
des atteints de thrombasthénie de
Glanzmann de type 1 (déficitaires en
GP IIb/IIIa) excluant donc que cet
effet inhibiteur passe par une action
sur ce complexe glycoprotéinique.

In vivo chez ’animal et ex vivo sur des
plaquettes humaines et animales, le
KRDS est inhibiteur de synthése du
thromboxane A2 (Wu et al., soumis
pour publication). Iz vive, le KRDS
est anti-thrombotique dans trois
modeles différents de thrombose
expérimentale chez quatre especes
animales différentes. Nous avons été

*R = argimine ; G = glyane ; D = acide aspar-
tique; S = sénne; F = phénylalamne ; K =
lysine ; N = asparagine; Q = glutamine; V =
valine.
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heureusement surpris de constater
que cette action anti-thrombotique
s’exerce pendant un temps plus long
qu’attendu pour un tétrapeptide
injecté, en tout cas plus long que
celui observé pour le RGDV* dans
un modele simien [9]. Confirmant la
différence de mode d’action entre
KRDS et RGDS, nous avons pu
montrer in vivo que les deux pepti-
des ont une activité anti-
thrombotique synergique dans le
modele de thrombose expérimentale
induite par laser sur les artérioles du
mésentere des petits rongeurs [10].

Actuellement, les travaux se poursui-
vent pour étudier I’effet de ces pep-
tides du lait et d’autres, dans plu-
sieurs fonctions hémostatiques :
cofacteur de I’agrégation plaquettaire
et dans la structuration de la fibrine
si importante dans la thrombogenese
et la thrombolyse. Les quelques simi-
litudes des exons codant pour le fibri-
nogene humain et la caséine k bovine
représentent un abord moléculaire
plein de promesse [11].

Des lors que des peptides, originai-
res des protéines du lait, peuvent
avoir une action préventive dans une
pathologie aussi ubiquitaire que la
thrombose, des perspectives nouvel-
les s’ouvrent dans les domaines de la

nutrition, de la diététique ainsi que
des possibilités de thérapeutiques pré-
ventives de masse [12] W
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UN GRAND PAS EN BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION : SRY EST BIEN LE GENE DU DETERMINISME DU SEXE TDF

Depuis maintenant vingt ans un grand nombre d‘équipes a cherché a isoler le géne clé responsable du déterminisme primaire du sexe,
qui donc va décider si un embryon doit devenir méle. Il y a maintenant plus de quarante ans, Alfred Jost a clairement montré que le
géne du déterminisme du sexe devait étre le géne de la différenciation des gonades en testicules chez le méle ; ce géne clé a été dénommé
TDF pour testis determining factor. C’est ce géne TDF qui vient d’étre isolé et dont la fonction clé dans le choix du sexe vient d’étre
démontrée dans la revue Nature du 9 mai 1991 par le groupe du Dr R. Lovell-Badge. En 1990, et en collaboration avec notre laboratoire,
P. Goodfellow et al. caractérisaient une séquence dénommée SRY et postulaient son réle dans le déterminisme du sexe, car localisé
sur Yp, conservé dans I'évolution et ayant une phase ouverte de lecture codant pour une protéine possédant un motif permettant la
liaison a I'ADN. Le quatriéme argument fut I'étude des femmes XY avec dysgénésie gonadique pure : il existait dans deux cas une muta-
tion de novo dans SRY.

La preuve définitive que SRY est bien TDF vient d’étre apportée grace a une expérience de transgénése dans des souris femelles XX
d’un fragment génomique de 14 kb contenant I'homologue murin de SRY : Sry. Plus de trois cents embryons ont été microinjectés avec
ce petit fragment d’ADN : quatre souris de caryotype XX ont €té obtenues ayant un phénotype male apparent tout a fait normal !
Deux de ces souris ont été étudiées au stade 14 jours de développement embryonnaire et deux autres au stade adulte. Ces souris,
porteurs de la séquence Sry, bien que de caryotype XX, ont des organes génitaux externes et internes males ; leurs gonades sont des
testicules. Ce résultat démontre bien que Sry a jou€ le réle que I'on attend du géne TDF : Induire les gonades embryonnaires en gonades
maéles avec : a) une organogenése normale des cellules de Sertoli qui synthétisent I'hormone anti-Miillerienne, elle-méme responsable
de la régression des canaux de Miiller qui auraient di donner chez ces quatre souris XX un utérus et des trompes ; b) la présence de
cellules de Leydig productrices des hormones androgénes et permettant le développement sans ambiguité des organes génitaux externes
méles chez ces souris au génotype femelle.

Cependant, comme attendu, les deux souris XX adultes sont stériles : en effet, Sry ou maintenant TDF, n’est, en revanche, pas le géne
de la spermatogenése qui, lui, est porté par le grand bras du chromosome Y chez I'homme et qui, pour l'instant, n‘a pas encore €té isolé.
Fait intéressant et plutét surprenant, la transgénése du géne SRY humain chez les souris XX n’a, quant a elle, aucun effet sur le déve-
loppement normal des gonades en ovaires chez ces mémes souris. Ce résultat semble suggérer que le produit de SRY interagit d’une
maniére spécifique d’espéce avec d’autres protéines ou d’autres génes. Ce sont ces autres génes de la cascade et leur fonction qu’il
nous reste a découvrir maintenant.
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