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The binding constants of the orl-foetoprotein of the rat embryo serum for oestrone and oestradiol-17b have 
similar values, i.e. 1 X lOa MT’ in average at 25”. There is probably one binding site per mole of binding protein. 
The high Cal-foetoprotein concentration in the rat embryo serum at 17-19 days of pregnancy explains the ex- 
ceptionally high levels of fixation of the phenolsteroids by this serum. 

1. Introduction 

NOW avons montre que les embryons de rats et 

les rats nouveau-n& contiennent une (ou des) pro- 
t&ne(s) serique(s) ayant une tres grande affinite 
pour l’oestrone et pour I’oestradiol-170 et ne liant 
pas la testosterone [ 1,2] . Cette affinite pour les 
oestrogenes diminue avec Page de l’animal pour dis- 
para?tre au-dell du 258me jour. Apres fractionne- 
ment, nous avons localise I’activite de liaison au 
niveau de l’or -foetoprotCine [3] , identification qui 
vient d’&tre recemment contirmee par une methode 
immunologique [4]. 

Nous nous proposons ici de mesurer comparative- 

ment les constantes d’association et la concentration 
des sites caractCrisant la fxation de l’oestrone et 
celle de l’oestradiol-170 avec la (ou les) prot&ne(s) 
de liaison du serum d’embryon de rat. 

2. Matkiel et mdthodes 

Les rattes Charles Rivers, souche C.D., a 17, 19 et 
20 jours de gestation sont saignees par ponction car- 
diaque apres anesthesie a l’ether. Les embryons sont 
preleves et la& dans le serum physiologique, leur 
sang est aspire avec une pipette Pasteur apres deca- 
pitation et ponction cardiaque. Le serum est recupere 
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apres retractation et centrifugation; les “pools” des 
serums correspondant a 20-2.5 embryons de chaque 
age, sont conserves a -20”. Pour comparaison, des 

serums sont Bgalement obtenus a partir de jeunes 
rattes agees de 5 jours. 

2.1. St&o-2es 

Oestrone 6-73H C.E.A. 27,s Ci/mM; 
oestradiol-17/3-6-73H C.E.A. 44 Ci/mM; 
oestradiol-17/3-6-73H New England Nuclear 55 Ci/mM 
oestrone pure cristallisee Roussel-Uclaf; 
oestradiol-170 pur cristallise Roussel- Uclaf, 
La purete des steroides est vt%it%e par chromato- 

graphie en couche mince sur gel de silice dans plusieurs 
systemes de solvants [5] . 

2.2. Dosage 
Des protkrres seriques par la methode de Lowry 

bl. 

2.3. Mesure de la liaison des steioides par le s&urn 
Nous appliquons la technique de Pearlman et 

Crepy [7] basee sur le principe de la dialyse a l’equi- 
libre et utilisant le Sephadex G-25 en une serie de 
tubes separes. Cette methode permet de determiner 
le pourcentage de sterofdes lies aux proteines driques 
darts le volume de la solution tampon exteme au 
Sephadex (Sb) connaissant le coefficient de partage 
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Fig. 1. Liaison entre l’oestrone et le serum d’embryon de rat age de 19 jours. 9 mg protdine sdriques/ml. Dilution au l/1008. Re- 

presentation selon H.E. Rosenthal. Courbe 1: Points experimentaux; Courbe 2: liaison i l’albumine; Courbe 3: corrigee d’apres 

Rosenthal et correspondant i I’orr-foetoproteine; Courbe en pointille: existence possible dune deuxieme proteine de liaison 

(cf. texte). Kr = 1.35 X 10’ M-‘; n,M, 2.35 X 10-‘/l dans le volume externe. 

du steroi’de libre (Su) entre le volume externe et le 
volume interne. 

Dans notre cas, nous maintenons la quantite de 
proteines constante (en general 0,2 ml de serum dilue 
au l/ 1006 par tube), et nous faisons varier la quantite 
de steroi’des, ce qui nous permet d’etudier la variation 
du rapport: steroide liC/stCroide libre (Sb/Su) en 
fonction des quantites de steroi’des ajoutees. 

Dans chaque experience, l’intervalle des concen- 
trations de steroi’de libre et lie (Sb t Su), retrouvees 
dans le volume externe, se situe entre 0,004 M/l lo-* 
et 50 M/l 10-a. Pour les concentrations les plus 
faibles, nous utilisons uniquement les solutions de 
steroi’des radioactifs (entre 0,025 et 0,5 ng par tube) 
et pour les concentrations les plus Clevees, nous ajou- 
tons a une quantite fixe de steroi’de tritie (05 ng) 
des quantites croissantes de steroi’de non radioactif 
(entre 05 et 500 ng). 
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Les mesures sont effectuees I 25” dans un tampon 
phosphate 0,15 M, pH 7,4. 
2.4. Les paramktres de liaison 

Les parametres de liaison sont calcules: pour chaque 
dosage, a l’aide de trois methodes graphiques: 

a) La methode de Scatchard, modifiee par Rosenthal, 
bake sur la representation de Sb/Su en fonction de 
Sb [8]. 
b) La methode de Baulieu et Raynaud, ou l’on Ctudie 
le log. Sb en fonction du log. Su [9]. 
c) La methode de Baulieu et Raynaud, oh l’on Btudie 
le log . du pourcentage de Su et respectivement le 
log . du pourcentage de Sb en fonction du log . (Sb t 
Su) [lo]. 

A titre d’exemple, nous presentons deux courbes 
de l’une des experiences effectuees avec l’oestrone 
sur un pool de serums d’embryons de 19 jours 
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Tableau 1 
Constantes d’association (Kt) et produits du nombre de sites de liaison par le nombre de moles d’or-foetoproteine (nrMt) rap- 

port& au gramme de proteines seriques. 

N” Lot Serums Oestradiol-17p Oestrone 

a)1 

a)2 

b)s 

b)4 

b)s 

Embryons 
17 jours 

Embryons 
19 jours 

Embryons 
20 jours 

Embryons 
20 jours 

Ratte 5 j. 

Kr lo8 M-’ nrMr 10w6/g K, 10’ M-’ nrMt 10m6/g 

0.55 
?r f 

0.05 2.55 f 0.01 { 
1.4 0.3 1.75 * 0.25 
0.6 f 0.05 2.0 f 0.05 

0.53 f 0.07 2.6 i 0.3 1.2 f 0.1 1.8 k 0.2 

1.83 f 0.01 0.65 f 0.03 

0.75 f 0.05 1.6 f 0.02 

1.75 f 0.05 0.20 f 0.02 

a) Oestradiol-17p ou oestrone NEN Scintillateur Intertechnique 
b) Oestradiol-17p CEA Scintillateur Nuclear Chicago 

Les chiffres representent la moyenne des resultats calcules dans chaque experience par les trois pro&d& cites dans le texte. 

&Y/Y 

/ 

,/’ 

Fig. 2. Mdme experience que celle de la fig. 1. Representation 
selon E. Baulieu et Raynaud.Courbe 1: points experimentaux; 
Courbe I: log (Kr nrMr + K2 n2M2); Courbe 11: 
log (Kr nrMr/2 + Ka n2M2); Courbe III: bissectrice; 
Courbe IV: log Ka n2M2. log l/K1 = 2.96; Kt = 1.1 X lOa M-’ 

nrMt = 2.47 X 10e8/1 dans le volume externe. 

(fig. 1 et 2). L’ensemble des rksultats obtenus avec 

l’oestradiol-170 et l’oestrone sur les diffkrents s&urns 

est present6 dans le tableau 1. 

3. Rdsultats et discussion 

Les constantes d’association, pour les deux 
steroi’des phenoliques sont de l’ordre de 1 X lOa M-r . 
Les leg&es differences con&&es peuvent dependre de 
certaines variations des conditions experimentales 
(cf. tableau l), des limites de precision des m&odes 
ainsi que de variations entre les serums utilises. Notons 
que dans plusieurs experiences, les points experimen- 
taux correspondant aux concentrations tres basses 
de steroi’de (inferieures a 0,5 ng par tube) suggerent la 
presence dune prottine dont l’affmite pour les oestro- 
genes serait encore plus Blevee mais dont la concen- 
tration serait tres faible. Ces points n’apparaissent 
nettement que dans les representations de Scatchard, 
les graphiques logarithmiques de Baulieu et Raynaud 
atttkutnt les &arts qui se p&tent a une telle inter- 
pretation. La liaison a I’albumine est dans tous les 
cas tres faible, surtout pour l’oestradiol-170. 

Le produit nr Ml (nr Btant le nombre des sites par 
mole de proteine liante et Mr le nombre de mole de 
cette proteine) rapport6 au gramme de proteines 
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seriques totales est de I’ordre de 2 X 10e6 (1.7 + 0,9). 
Dans un seul cas, nous trouvons une valeur plus faible 
(0.65 X 10m6, avec l’oestradiol-17P et un pool de 
serums d’embryons de 20 jours). Le poids moleculaire 
de l’or-foetoproteine Ctant de 64.800 [l l] et sa 
proportion dans les proteines seriques totales, d’en- 
viron 17% a 19 jours [I 2],on peut calculer le nombre 
moyen de sites par mole de proteine liante, soit 

0,9 + 0,l. Tout Porte done a croire qu’il existe un 
seul site par mole, comme c’est le cas par exemple 
pour la transcortine humaine et celle de rat. Les con- 
stantes d’association sont Cgalement du meme ordre 
de grandeur [ 131. C’est la concentration tres Bevee 
de 1’ (Y 1 -foetoprotCine qui explique la fixation ex- 
ceptionnellement importante des oestrogenes par 
le serum de l’embryon de rat. 

Pour le serum de la ratte de 5 jours, il n’y a pas 
de variation significative de la constante d’association 
mais le produit n, Mr est nettement moins &levee, 
ce qui correspond bien a la diminution de la syn- 
these de l’cur-foetoproteine aprbs la naissance. 

En conclusion, les donnees que nous presentons 
ici indiquent que l’oestrone et l’oestradiol-l7P ont 
une constante d’association ClevCe pour l’cr, -foeto- 
proteine; il n’existe qu’un site de liaison par mole de 
proteine; la concentration de la proteine liante, rap- 
portee au gramme de proteines de serum embryon- 
naire, est exceptionnellement Clevee. 

Ces resultats posent le probleme de la signification 
physiologique de la liaison or -foetoprotCine-oestro- 
genes sur le plan de la regulation hormonale darts 
l’organisme foetal ou de sa protection vis-a-vis des 
oestrogenes d’origine placentaire. 
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