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Depuis la démonstration de l'activité expérimentale anti-lymphome 

de la Lasparaginase de très nombreux travaux se sont attachés à l'étude des 

propriétés de cette enzyme parallèlement à son utilisation dans le traitement 

des leucémies aiguEs humaines. 

Ces dernières années, les travaux expérimentaux ont mis essentiel- 

lement l'accent sur les propriétés imm~modépressives de l'asparaginase, proprié- 

tés qui semblent s'étendre à la fois aux réactions imunitaires humorales et 

cellulaires. Cet aspect très original de l'activité de l'asparaginase s ' oppose 
cependant aux constatations faites antérieurement par d'autres auteurs qui démon- 

traient l'activité immunogène de cette protéine. 

De l'analyse des données de la littérature, trois données ressor- 

tent nettement 

- l'activité immunosuppressive de la Irasparaginase semble démon- 
tr6e mais sa déinonstration est plus ou moins évidente selon les protocoles expé- 

rimentaux, les techniques utilisées et les critères choisis 

- le pouvoir immunogène de l'asparaginase a été constaté à plusieurs 

reprises mais les conditions quantitatives et qualitatives de son apparition, de 

sa mise en évidence et de ses conséquences apparaissent encore très imprécises 

- surtout la confrontation entre ces deux aspects contradictoires 
n'a pas fait l'objet d'études approfondies et n'a reçu aucune explication. 



C'est l'objectif à long terme que nous nous sommes fixés. Dans 

ce travail, nous l'avons abordé dans un premier temps par l'étude du pouvoir im- 

munogène de la L-asparaginase. 

Dans le premier chapitre, nous rapporterons une technique de mesure 

de l'asparaginasémie que nous avons mise au point afin de suivre le devenir de 

llasparaginase chez les animaux d'expérience. 

Dans le deuxième chapitre, nous exposerons l'ensemble de nos résul- 

tats expérimentaux. Nous détaillerons d'abord la mise au point des techniqiies 

que nous avons adaptées à la recherche des anticorps anti-asparaginase. Nous 

donnerons les résultats des expériences préliminaires qui nous ont guidé dans 

le choix de l'établissement définitif des protocoles d'immunisation et des para- 

mètres étudiés. 

Nous verrons alors les données que ces expériences permettent de 

dégager en ce qui concerne les conditions quantitatives de l'immunisation, la 

spécificité des anticorps ainsi obtenus et les corrélations avec la mesure ciné- 

tique de 1' asparaginasémie . 
Nous verrons enfin comment ces résultats expérimentaux nous ont 

permis d'envisager leur application à l'étude de l'immunisation chez l'homme 

et d'aborder surtout l'étude expérimentale des corrélations avec l'activité 

immunosuppressive. 



I N T R O D U C T I O N  
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Découverte de l'intérêt de l'asparaginase : mise en évidence de l'effet anti- 

lymphome de l'asparaginase chez l'animal. 

La découverte de l'effet anti-lymphome de l'asparaginase chez l'a- 

niml remonte à 1953 ; déjà 5 cette date, KIDD (95 , 96 ) remarque que la crois- 
sance de certaines 1eucérnZes murj nes transplantées est inbi bée par injection 

intrapéritm&e de sérum de cobaye. Les travaux de mOOME (z8 > 30 ) établissent 

que le facteur actif du sérum de cobaye est l'asparaginase. Dans ~ u i  premier 

temps, il montre que les propriétés chimiques du facteur qui inhibe les leucé- 

mies ne diffèrent pas de celles de la L-asparaginase de cobaye et qu'au cours 

du fractionnement, l'activité inhibitrice est toujours associée à celle de l'en- 

zyme. Dans m. second temps, il montre que la leucémie 6 C 3 H E D utilisée pour 

l'étude expsrimentale exige de la Irasparagine pour se développer d'une façon 

optimale en culture, et que les cellules cultivées continuent à conserver en 

présence de Lasparagine leur sensibilité au s é m  de cobaye ; d7ai;tre part, 

que les souches de 6 C 3 H E D qui sont devenues non exigeantes en asparagine 

à la suite de cultures in vitro dans un milieu dépourvu d'asparagine, ne sont 

plus inhibées in vivo par le sérum de cobaye. Enfin, que les souches de 6 C 

3 H E D qui ont été rendues résistantes au sérum de cobaye par injections in 

vivo de doses très faibles ne sont plus exigeantes en asparagine si on les cul- 

tivent immédiatement in vitro. 

Par la suite, d'autres études or?t confirmé que le facteur inhi'oi- 

teur des 1eu.cémies murines conte~u dans le sérum de cobaye était l'asparaginase. 

En effet, les s é m s  d'animaux prochement apparentés au cobaye possèdent à la 

fois de l'asparaginase et une ectivlté anti-leucémique (80, 134) ; par contre, 

aucun sérum dépourvu d7aspclraginase n'a d'effet sur les leucémies ( 73, 80, 95, 1 3 4 ) .  



Ehfin, MASHBURN (113) confirme les travaux précéd.ents en montrant que la crois- 

sance de la leucémie 6 C 3 H E D de la souris est inhibée par de la L 

asparaginase extraite dtEscherichia coli. 

1 - PROPRDCTES PHYSICOCHIMIQUES DES ASPARAGINASES 
A) Définition 

La L-asparaginase ou L-asparagine amidohydrolase 3. 5. 1. 1. de 

la nomenclature internationale, est l'enzyme qui transforme la L-asparagine 

en acide L-aspartique, selon la réaction suivante : 

CONH2 asparaginase 

I 4 - COH 
P + 2H20 

CI 

B) Répartitions des_asparaginases 

1) Chez les espèces vivantes ........................ 

Les asparaginases sont des enzymes largement répandues dans la na- 

ture (185) ; on les rencontre dans les trois règnes. 

D'après ZITTi.8 (AB7) et VARNER ( j71), l'asparaginase a été mise en 

évidence dans le règne végétal, en particulier chez les champignc8ns des genres 

Penicillium et Aspergillus, chez les levures des genres Torula et Saccharomyces, 

et égalenent chez les véggtaux supérieurs en particulier dans les radicelles 

d'orge. Plus récemment de l'asparaginase a été mise en évidence chez les lé@- 

mineuses (102). Chez les bactckies, 1' asparaginase se rencontre dans de nombreu- 



ses familles, genres et espèces, en particulier chez Escherichia coli (21,153, 

155, 181 ), Aerobacter aerogenes (179), Erwinja carotovora (125, 178), Erwinia 

aroideae 0 4 2  ) ,  Brucella abortus ( 1 ) ,  lrratia marcescens (22, 23, 94, 156), 

différentes espèces de Pseudomonas ( ) et de Salmonella (67, 89 ) ,cna?rer,contre -- 
aussi chez Bacillus coamlans et Bacillus stearothermophilus (186), Mycobacteriu 

phleï, M. avium, M. snegmatis (82f 98, 136 ) et diverses souches de M. tuberculo- 

sis ( 88, 150). - 
De plus, ét&t donné le nombre de micro-organismes, et plus spécia- 

lement de bactéries susceptibles d'utiliser l'asparagine, il est proba.ble que 

de nombreuses autres espèces microbiennes sont cap~~bles de synthétiser cette 

enzyme. 

En ce qui concerne les animaux, 1' activité asparaginasique paraît 

également fréquente, puisqu'on en a mis en évidence chez les poissons, les 

oiseaux ( 4 6 ,  131 ) et chez les mammifères (35). 

2) Dans 1' organisme animal 
--mu------------------ 

A 1' intérieur de 1 ' organisme animal, 1 ' asparagimse semble très 

inégalement répartie ; dans les tissus, on en trouve surtout dzns le foie, le 

cerveau, et à un moindre degré dans le rein, la rate et les testicules (15 ). 

L'activité d'asparaginase sérique est très variable selon les es- 

pèces, mais elle est généralement faible ou nulle, sau.f pour le cobaye (46 ) 

et quelques autres rongeurs apparentés ( 133. 

Il faut noter que toutes les asparaginases n'ont pas un effet actif 

sur les tumeurs expérimentales : c'est le cas par exemple de l'asparaginase de 



Bacillus coamlans (113) et de la levure Saccharomyces cerevisiae ( 31). 

C) Chimie des asparaginases 

Nous avons vu précédemment que l'activité anti-lymphome de l'aspa- 

ginase avait été mise en évidence dans le sérum de cobaye. Ce sont YELLIN et 

WRISTON (185), qui les premiers en 1966, ont obte~us une préparation purifiée 

d'asparaginase extraite de sérum de cobaye ; cette préparation leur a permis 

d'en étudier les propriétés physicochimiques. L'asparaginase dlEscherichia 

coli fut obtenue purifiée en 1968 par FJHF,LAN et WRISTON (181) et la m&me année 

par ROEERTS et coll. (153). Par la suite devmt l'intérêt que prenait l'utili- 

sation de l'asparaginase chez l'homme et compte tenu des quantités importantes 

d' enzyme nécessaire pour les essais cliniques, de nombreuses industries phar- 

maceutiques ont développé des procédés de purification simplifi-és à partir de 

cultures en masse dlEscherichia coli ( 4 ,  76 ). Des asparaginases d'autres ori- 

gines ont aussi été purifiées et leurs propriétés physicochimiques étudiées 

(101,125,156,159,178 ) ; les propriétés physicochimiques principales d'un certain 

nombre d'asparaginase parmi les mteux étudiées sont rassemblées dans le tableau 1 

En ce qui concerne le nombre de sous unités, les auteurs ont pensé 

au début que la molécule était constituée de 6 sous unités (18') ; il est main- 

tenant bien établi que la molécule est formée de 4 sous unités de poids molé- 

culaire 30 à 35 000 chacune (58,85. 1. Récemment, GLOSSMAN et coll. ( 63) ont dé- 

crit l'existence d'un pont disulfure Intramoléculaire. 



Tableau 1 : Propriétés physicochimiques de différentes asparaginases selon WRISTON J. C . (1 8 4 ) .  

1 
Propriétés 

Poids 
moléculaire 

Point 
isoélectrique 

l 

pH optimum 

Hydrolyse de 
la glutanine 

Activité 
antitumorale 

a : ultracentrifugation analytique 

b : gel filtration 

S é m  de 
cobaye f 8 6 )  

c : gradient de sucrose 

138 000; 
133 O00 

3,6à4,5 

7,5&8,5 

O 

+ 

139 000; 
106 O00 

4,85à1,97 

8 

4 % 

+ 

130 OOoa 

5,5 . 

1 % 

+ 

127 000; 
120 O00 

Bayer A : 5 
Bayer B : 4,8 

7,2 

3-4 % 

+ 

150 OOoC 

I 

128 O00 
14 500 

i 

85 000' 

! 
171 000~ 

8,5à9,5 

O 

5,1à5,85 

5 9'9 

4 % 

5,18 

7,5à8,7 

O 

8,9 

15 % 

- + 

i 
l 

+ - 



D) Mise en évidence de deux activités différentes dans l'asparapj-nase 

dlEscherichia coli 

CAMPBELL et coll. (38 ) ont montré qu'il existait 2 sortes d1aspaYa- 

ginases différentes, qu'ils ont appelées E C-l et E C-2 dans la souche dtEsche- 

richia coli B ; ces deux asparaginases peuvent etre séparées par chromato&~aphie 

sur D E A E cellulose. Seule l'asparaginase E C-2, relativement stable à la 

chaleur, a un effet antilymphome. L'asparaginase E C-1 a une activité qui dimi- 

nue beaucoup en dessous de pH 8.4, alors que l'asparaginase E C-2 a une acti- 

vité s'exerçant dans une gamme de pH plus étendue avec un maximum à pH 8. Seule 

cette dernière a été purifiée et étudiée en détail. 

Chez la souche dlEscherichia coli K 12, on trouve aussi deux aspara- 

ginases qui ont été dénommées par SCHWARTZ et coll. (165) asparaginases 1 et 2. 

L'asparaginase 2 qui possède un effet antilymphome présente une affinj-té beau- 

coup plus grande pour l'asparagine que l'asparaginase 1 ; ceci est également 

vrai pour l'asparaginase E C-2, ce qui permet de penser que l'asparaginase 2 

dtEscherichia coli K 12 correspond à l'asparaginase EC -2 dlEscherichia coli B. 

Enfin, ARENS et coll. ( 4 ) ont mis en évidence eux aussi d e u  aspara- 

ginases chez les sou-ches ATCC 9677 et 1 1  303 dtEscherichia coli. Toutes les 

deux présentent une activité spécifique identique, le mdme pH d'activité avec 

un maximum à 7.2, la même composition apparente en acides aminés, le mdme poids 

moléculaire et les memes 14 acides aminés N terminaux. Toutefois, ces deux as- 

paraginases possèdent une demi-vie et une mobilité électrophorétique différen- 

tes ; les auteurs concluent que les deux préparations enzymatiques contiennent 

des isoenzymes a.yant des points isoélectriques différents, bien qu'une activi- 



té enzymatique identique ; l'asparaginase B renfermant proportionnellement plils 

d'isoenzymes acides que l'asparagimse A. 

Bien que mn= S t~b '%-  la structure des asparagjnases soit encore 

imparfaitement connue, il est vraisemblable que les autres asparaginases d1Escht 

richia coli sont construites sur le même modèle que celles jusqu'à présent étud: 

E) Préparations pharmaceutiques de l'asparaginase dlEscherichia coli 

La connaissance de la pharmacologie de l'asparaginase présente m 

intérgt important car la thérapeutique par les enzymes est un nouveau moyen 

de la médecine moderne. 

1) Définition de l'unité enzymatique ....................... 

L'unité eneymatique (UE) est la quantité d'enzyme qui, dans les 

conditions du dosage, libère, à partir de la Lasparagine, en une minute, une 

micro mole d'ammoniaque à 3 7 O C .  

2) Fureté des préparations ------------------- 

Les différentes préparations d'asparaginase possèdent toutes une 

faible activité g1utaminasique et D-asparaginasique intimement liées à l'acti- 

vité L-asparaginasique ; de plus, l'asparaginase actuellement utilisée en thé- 

rapeutique étant extraite dlEscherichia coli, elle renfermerait aussi en quan- 

tité variable des endotoxines bactériennes. 

Nous verrons que les différentes impuretés peuvent jouer un r61e 

important dans l'explication du mode d'action et de la toxicité de l'enzyme. 



3) Stabilité à la conservation 

Il semble que la stabilité de l'asparaginase à la conservation 

soit très variable selon son origine ; ainsi BROWN et coll. ( 35) constatent 

une perte de la moitié de l'activité enzymatique d'asparaginases extraites du 

foie de différents mammifères, après 4 jours à + 4OC, alors que HO et coll. ( 7 7 )  

disent que l'asparaginase dtEscherichia coli est stable dans du plasma à + 4OC 

pendant 10 jours et à - 100C pendant plus de quatre mois. Les congélations et 
décongélations successives n'ayant pas d'effet sur l'activité de l'enzyme. 

4) Voies d'injections ----------- 

L'asparaginase est généralement injectée par voie intra-veineuse, 

soit directement ou au moyen d'une perfusion à des doses qui varient beaucoup 

chez l'homme suivant les auteurs et qui sont comprises entre 1C et 5000 U E / ~ ~ .  

La voie intrapéritonéale qui a été utilisée pax KIDD pour la mise 

en évidence de l'effet antilymphome de 1' asparaginase est parfois utilisée chez 

L'aiiimal. Des travaux récents de CHANG ( 4 4  ) mettent en évidence une augmenta- 

tion accrue de l'asparaginase après injectj.cn intrapéritonéale de microcapsules 

semi-perméables. 

Il semble que la voie intramusculaire qui est peu utilisée soit 

très immunogène ; en effet, KHAN et HILL ( 9 1  ) sur une série de 13 malades ont 

mis en évidence des anticorps précipitants chez le seul mlade ayant été traité 

par cette voie. De plus, PUTTER ( 1 4 J  fait remarquer que l'injection intra- 

m'dsculaire se traduit pour des doses identiques par un niveau faible d'aspara- 

ginase circulante comparativement aux deux voies précédentes. 



La. voie intrathécale peut etre employée (174) lors de localisations 

méningées de leucémies aiguës, mais les avantages que pourrait presenter cette 

voie d'introduction sont discutables, car d'une part l'asparaginase repasse 

très rapidement dans la circulation générale (163) ; d'autre part il semble, 

comme nous l'avons déjà dit précédemment, que l'asparaginase injectée par voie 

intraveineuse bien que ne passant pas ou très peu dans le liquide cépkialo- 

rachidien (LCR) ( 77) entraîne dans le LCR une chute du taux d'asparagine qb i  

est en équilibre avec celui du sérum. 

II - PROPRIETES PHfLRMACOLOGIQUES ET UTILISATION CKFZ L'HOMME 

Après la découverte de l'effet antilymphome chez la souris de l'as- 

paraginase de cobaye puis dt@cherichia coli, des études expérimentales ont été 

entreprises par de nombreux auteurs pour tester l'effet de l'asparaginase sur 

différents types de twneurs de la souris (24125j289113s'i72 ) ,  du rat ( 879 95 ), du 

chien, du chat et meme de la vache ( 70,133,135 ) ce qui a permis de mettre en évi- 

dence que les néoplasmes animaux les plus sensibles étaient d'origine lymphoïde 

ou hématopoïétique. 

Les premières utilisations de la L-asparaginase chez l'homme date de 

1965 et sont dues à DE BARROST et coll. (51 ) et à DOLOWY et coL1. (54) qui 

dans une leucémie aiguë lymphoblastique (ML) chez un enfant, après injection 

d'asparaginase, ont observé une diminution du nombre des cellules leucémiques 

dans le sang circulant. 

Les premières rémissions de LAL chez l'homme par traitement avec 

la Irasparaginase sont rapportées en 1967 par HILL et OETTGEN p59126 ). 



Un certain optimisme d'ailleurs compréhensible a succédé à ces 

premiers succès ; l'asparaginase qui mettait à profit la première différence 

métabolique connue entre les cellules tumorz,les et les cellules norinales a été 

utilisée dans de nombreuses maladies relevant d'un processus mlin. 

Les travaux rapportant les résultats des essais thérapeutiques ef- 

fectués chez l'homme sont innombrables ; nous ne les citerons évidemment pas 

tous, mais nous allons surtout à partir des articles les plus récents dégager 

un certain nombre d'idées générales, concernani; le cadre de son utilisation cllez 

1 ' home. 

Il est admis actuellement par tous les au.teurs que, quelquasoient 

les doses injectées, la fréquence des injections, la durée du traitement, le 

traitement associé éventuellement, l'asparaginase n'a pas ou très peu d'effets 

dans le traitement des tumeurs solides (86,114,173 ) ; il est admis aussi que si 

des résultats pcsitifs sont parfois obtenus dans le traitement des lymphosarcomes 

et des leucémies aiguës myéloblastiques, 11intér8t thérapeutique de l'asparagi- 

nase se limite essentiellement aujourd'hui aux LAL (10,16,64,114,176). 

Les modalités du traitement dans les leucémies aiguës varient sen- 

siblement suivant les auteurs car l'antigénicité et le pouvoir immunosuppresseur 

de l'asparaginase posent un certain nombre de problkmes qui ont constitué le 

point de départ de notre travail ; quoiqu'il en soit,nous pouvons dire que les 

doses généralement utilisées varient entre 200 et 1000 u/kg/ j en injection int-ra- 

veineuse et que la durée du traitement, elle aussi variable en fonction des ré- 

sultats obtenus, se situe aux environs de quinze jours. 



L' asparaginase est parfois utilisée par voie intrathécale (174) 

lors de localisations méningées de leucémies aiguës. 

L'asparaginase seule est capable d'induire des rémissions complè- 

tes mais les cliniciens l'utilisent souvent pour renforcer son efficacité en 

association avec la vincristine, la rubidomycine, la prednisone par exemple. 

Compte tenu des différentes modalités de son utilisation, il est 

très difficile d'évaluer pour l'instant le pourcentage de rémissions induites 

par la seule asparaginase. Il est cependant indiscutable que des rémissions ont 

pu etre obtenues dans des cas qui s'avéraient résistants aux autres thérapeuti- 

ques. 

Certes l'asparaginase n'a pas tenue les promesseu que son mode 

d'action original laissait supposer, mais son utilisation surtout dans le ca- 

dre des LAL est positif et elle constitue une thérapeutique supplémentaire qui 

présente un certain nombre d'avantages parmi lesquels nous pouvons citer : 

- son action relativement rapide sur la prolifération des cellu.les 
leucémiques 

- son action modérée sur l'hématopoiese normale, certains auteurs 
constatant même une auguentatior! des cellules hématopoyétiques noruiles (170) 

- son efficacité sur certaines leucémies aiguës résistantes à 

d'autres thérapeutiques. 



A) Propriété eiizymatique et activité a.nti-tiunorale 

1 ) Métabolisme d-e l'asparagine 
-----------------------. 

a) Répartition de l'asparagine dans l'organisme .............................................. 
LONG (105), MEISTER (117) et MASDASIIEV (109) ont étudié la teneur en 

asparagine des tissus et organes essentiellement chez l'animal. 

Les résultats obtenus, variables selon les auteurs, montrent que 

certains organes paraissent nettement plus riches que d'autres en asparagilie : 

ce sont le rein, le foie, la rate, le cerveau, organes qui sont également les 

plus riches en asparaginase. 

B'après TOIGR (175), le sang et le lait paraissent rela.tivement PEU 

enmr du LCR serait riches et leur teneur serait de l'ordre de 10 mg/l. La t, 

égale, ou légèrement supérieure à la teneur sanguine. 

ANDREWS et coll. ( 2 ) ont constaté qu' il semblait y avoir une 

corrélation entre la teneur endocellulaire en asparagine, et la sensibilité 

des cellules à la L-asparaginase ; en particulier, les cellules 6 C 3 H E D 

très sensibles, contiennent 21 mg/l d'asparagine, ce qui paraît gtre une tex,e3w 

très élevée, alors que les cellules P 815, insensibles à l'asparaginase, n'en 

contiennent que 1,2 ng/l. 

On ne connait que tres incomplètement les besoins en asparagine 

des tissus et cellules normales ou tumorales. 

b) Cycle métabolique de 1' asparagine ................................. 
Nous ne considérerons que le problème du métabolisme de l'aspara- 

gine dans le monde anj.mal ; 1' essentiel de celui-ci est résumé sur la figure 1 . 
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Il existe deux types possibles d'utilisation de l'asparagine : 

- l'utilisation directe en tant que telle dans les synthèses pro- 
téiques 

- les utilisations indirectes, pouvant emprunter plusieurs voies, 
mais dont la plus importante semble Btre celle de l'acide aspartique, puisqu'elle 

peut conduire soit au cycle citrique et au cycle de l'usée, soit à la synthèse 

des.noyaux purique et pyrjmidique, étapes essentielles dans la synthèse des aci- 

des nucléiques. 

c) Preuves de l'existence de plusieurs voies métaboliques ............................................ e . . . . . . . . .  

- L'intégration directe de l'asparagine dans les molécu.les protéi- 
ques, a été mise en évidence par divers auteurs, en particulier par HOROWITZ 

et coll. ( 8 4 ) ,  et démontrée expérimentalement per EROOME et SCHWARTZ ( 3 2 s  '@) 

KIDD et SOBIN (97 ) ,  en utilisant de l'aspzragine marquée ; indirectement, 

MASHBURN et GORDON (110,111 ) ont apporté une preuve supplémentaire en montrent 

que le traitement par l'asparaginase diminueit l'incorporation d'asparagine mr- 

quée dans les protéines de la tumeur P 1798 chez la souris. 

- En ce qui concerne les utilisations indirectes de l'asparagine, 
notons que l'acide aspartique qui peut résulter de l'action de l'asparaginase 

sur l'asparagine, peut dtre utilisé dans la synthèse des noyaux purique et 

pyrimidique. La confirmation du r81e de l'acide aspzrtique dans la synthèse des 

noyaux purique et pyrimidique a été apportée par MEISTER (117) après utilisation 

d ' aspartate marquée. La synthèse du noyau purique pourrait également s ' effectuer 



directement à partir de l'asparagine, mais la voie empruntant l'acide asparti- 

que semble 8tre la voie la plus importante. 

En résumé, il semble que les deux voies d'utilisation les plus 

importantes de l'asparagine soient : d'abord les synthèses protéiques, puis celle 

pouvant intéresser le métabolisme des acides nucléiques par l'intermédiaire de 

la synthèse des noyaux purique et pyrimidique. 

d) Propriétés générales des systèmes enzymatiques pouvant synthéti- ............................................................... 
ser 1' asparagine ................ 

Il existe plusieurs systèmes possibles pour la sjrnthhse de l'aspa- 

ragine : 

- transformation directe de la cyanoulanine en asparagine (11'9. 

Ce système n'a été signalé que chez les végétaux. 

- synthèse d'asparagine par transamination à partir de l'acide ci- 

cetosuccinamique et d'un acide a-aminé (118) pour donner de ].'asparagine et un 

acide a-cetonique. Ce système mis en évidence dans le foie de rat a une impor- 

tance secondaire 

- l'asparagine synthétase est certainement le système le plus im- 
portant, aussi bien pour la synthèse de l'asparagine en général que pour le m<- 

tabolisme des cellules tumorales en part.iculier ( 5,3691049138,1 4 2 f 1 4 9 ) .  

Ce système existe sous deux variantes principales : 

++ . acide aspartique + glutamine + ATP en présence de fQ ---3 asparagine t 

acide glutamique + AMF' + PP 
tt . acide aspartique + ammoniaque + ATP en présence de Mg ---3 asparagine + 



La synthèse d'asparagine utilise avec l'acide aspartique soit 1.a glutamine, soit 

l'ammoniaque, comme donneur de g~oupemcnts amidés, la glutamine étant cependant 

généralepLent plus efficace que l'ammoniaque. Ces réactions nécessitent un apport 

d'énergie généralement fourniepar 1'ATP ; elles demandent la présence d'ions 

tt métalliques, le plus efficace étant l'ion Mg . Les systèmes asparagine sy-rlthé- 
tase peuvent Btre soumis à un certain nombre de factecrs et de mécanismes de 

régulation que nous allons résumer : 

- Facteurs de régulation 

Ce sont essentiellement les éléments qui interviennent dans la 

réaction. 

Pour que la synthèse soit effectuée, il faut qu'il existe un cer- 

tain rapport entre les quantités disponibles d'acide aspartique, de glutamine 

4 - t  
ou d'ammoniaque, d'ions Mg et dtATP ; ces différents facteurs pouvant jouer 

le r81e de facteurs limitants. 

- Mécanismes de régulation - - - - - - - - - - - - -  

On peut distinguer divers systèmes d'inhibition et de répression. 

Les contr8les par inhibition et répression ont été bien étudiés 

chez certains systèmes asparagine synthétase, en particulier par BUKCHALL et 

coll. (36 ), chez Streptococcus bovis, et par RAVEL et coll. ( 1 4 9 ) ,  chez -- Lactoba- 

cillus arabinosus ; dans ce dernier système, en dellord de l'inhibition simple 

provoquée par le produit de la réaction, c'est-&-dire l'asparagine, il y a ré- 

pression de la spthèse de l'enzyme, par la adme asparagine ; il se peut qu'il 

en soit de même dans les cellules tumorales. 



D'après PRAGm et BACHYNSKY ( 1 4 2 ) ,  tout au moins pour les cellules 

de lymphome de la souris, l'asparagine synthétase ne semble pas une enzyme in- 

ductible, puisqu'un apport exogène d'acide aspartique et d'ammoniaque n'a pas 

d'influence sur la synthèse de l'enzyme par ces cellul-es, mais EXGLE et coll. 

( 57 ) pensent qul elle peut 1' &tre. 

Si un certain nombre de propriétés des systèmes asparagine synthé- 

tase sont peu différentes (sources d' énergie, pH d'activité. . . ) , il semble 
par contre que leurs mécanismes de contr8le et de régulation soient plus spéci- 

fiques : ainsi, le système asparagine synthétase de Lactobacillus arabinosus 

est répressible par l'asparagine, alors qus le système correspond2nt de Strep 

tococcus bovis ne l'est pas. 

Le rôle et l'importance exacte de ces mécanismes de régulation dans 

les cellules tamorales humaines ne pourront gtre évaluées que lorsqu'on aura 

déterminé les teneurs cellulaires en métabolites intervenant dans la réaction 

et lorsqu'on aura isolé les systèmes asparagine synthéCase. 

2) Mode d'action de l'asparaginase sur différents types de cel1ul.e~ animale -------------------------------------------.----------------------- 

Quand une quantité suffisante d'asparaginase est introduite dans 

la circulation, le taux d'asparaginase circulante, s'abaisse pour atteindre un 

taux qui ne permet plus d'assurer les besoins nutritifs normaux des cellules 

en asparagine ; pour ce métabolite, les cellules se trouvent donc en état de 

carence. 

Ce qui est essentiel, ce sont les réactions des différents types 

de cellules devant cette situation de privation en asparagine extracellulaire. 



LABOLTREUR (99 ) di.stingue quatre types de cellules : 

1 - Cellules normales (cn) 
2 - Cellules tuaorales sensibles à l'asparaginase (CS) 

3 - Cellules tumorales provenant de tumeurs initialement sensibles 
à 1 ' asparagi-nase , mais rendues résis tantes par aàapt'on ( Cs-r) (Culture sur ui 

milieu très pauvre eri aspa,ragine par exemple) 

4 - Cellules spontanément résistantes à 1' asparaginase (Cr) . 
Les réactions cellulaires, dans la synthise de 1' asparaglne, dé- 

terminées par l'introduction d'asparaginase dans la circulation des différents 

types de cellules, ont été particulièrenent étudiées par HOROWITZ et coll. ( 8 4 )  

et par PRAGER et BACHYNSKY ( 1 4 2 ) .  Ces résultats montrent que des différences im- 

portantes, mais également des analogies, existent dans la réponse des différents 

types de cellules h l'action de l'asparaginase, ils mettent en 6vjdence : 

- que d'une façon générale, l'activation des asparagines synthé- 
tases i~ntracellulai res pc.raî t @ tre la réaction constante des tell-ules à une ca- 

rence en a~paragine extracellulaire 

- que l'augmentation ou l'apparitior~ dans certajns cas de l'acii- 
vité asparagine synthétase est faible et fugace pour les Cs, et que d'une façon 

plus générale, il semble exister une corrélation entre les taux initiaux, et 

les taux finaux en asparagine synthétase sous l'action de l'asparaginase 

- que l'augmentation de l'activité asparagine synthétase dans les 
Cn est moyenne, plus ].ente à se développer que daris les Cs, mais que cette ac- 

tivité y est beaucoup plus durable 



- que I' augmentation de 1 ' activité asparagine-synthétase dans les 
Cr est importante, se développe progressivement et de façon durable 

- que l'activité asparagine-synthétase ne peut et~e augmentée in- 
définiment, pui.sgue, après avoir atteint un maximum en 24 heures, un apport sup-: 

plémentaire d'asparaginase ne permet pas d'atteindre un niveau plus élevé d'ac- 

tivité asparagine-synthétase 

- que les cellules Cs-r ont un comportement analogue à celui des 

Cr 

- qu'il existe une corrélation entre la sensibilité des cell.ules 

tumorales au traitement par l'asparaginase, et leur capacité d'activation de 

leur système asparagine-synthétase. 

L'étude du système asparagine-synthétase permet donc d'expliquer 

d'une façon satisfaisante le mode d'action de l'asparaa-nase, mals il est pro- 

bable que d'autres facburs puissent également intervenir. 

RYNI et SORNSON (158) ont montré récemment que lladministra.tion d'as- 

peraginase chez la souris faisait chii.ter le taux de la glycine et ils pensent 

que la perte de la glycine cellulaire pourrait &tre plus importante que la psr- 

te d'asparagine, à cause de l'importance de la glycine dans la synthèse des pll- 

rines. 

Un autre facteur possible est la vitesse de disparition d.e l'enzyne 

de la circulation ; BROOPE ( 3 1  ) fut le premier & mettre en évidence l'impor- 

tance de la durée de demi-vie comme facteur ayant une importance antitumorale. 

Par exemple, l'asparaginase du sérum de cobaye a une demi-vie de 1 1  à 19 heures, 

tandis que l'asparaginase de levure qui n'a pas d'effet antilymphome est presque 



complètement éliminée en 30 min. ; ceci ne peut évidemment pas tout expliquer ; 

de plus les raisons qui font que la clearance est plus ou poins rapide ne sont 

pas connues. PASI-IBURN et LANDIN (112) pensent que la durée de demi-vie serait 

fonction du point isoélectriqae, mais des arguments existent aussi qui permettent 

de penser qu'elle est peut etre fonticn de la valeur de leur Km (33, 42 ). 

Divers travaux de biologie moléculaire ont été effectués pour es- 

sayer d'expliquer le mécanisme d'action de l'asparaginase et la régulation de 

1' asparagine au niveau cellulaire. Le problème n' étant pas résol-u, nous n' envi- 

sagerons pas ce sujet. 

B) Doses lé-Lhales et 6urée de vie de l'asparaginase 

1) Doses léthales ------------- 

LOFlk3 et TETTENV0R.N (106) ont effectué une étude expérimentale sur 

cinq animaux. Pour la souris et le rat, la dose léthale 50 ( D L ~ O )  , qui corres- 

pond à la dose à partir de laquelle la moitié des anin~tux meurent, n'a pas pin 

Btre déterminée ; les animaux survivants ?i des doses de 200 000 m/kg et des 

doses plus élevées n'ayant pu Btre injectées à cause de la limite de solubili- 

sation de l'asparaginase. La DL50 du chat et du chien se situe 2ux environs de 

50 000 UE/kg. Le lapin est une exception : certains aniraan rlieurent pour des 

doses de 500 ou de 1 000 U E / ~ ~ ,  alors que d'autres survivent, sans que l'on 

puisse 1' expliquer, à des doses de 10 000 UE/kg. L'home supporte assez bien 

les doses de 5 000 UE/~~. Ces doses qui ont été employées dans le traitenerit 

des tumeurs solides sont parfois préconisées en injections espacées pour éviter 

l'immunisation. 



2) Devenir de 1' asparaginase in vivo 

Cette notion qui va rendre comte de la vitesse de disparition de 

l'enzyme du sang circulant est très importante, car elle conditionne les moda- 

lités du traitement. 

Les différentes techniques u-tilisées pour mesuFer l'activité aspa- 

raginasique correspondent soit comme la technique de COONEY et coll. (50) à 

me'mesure de l'acide aspartique libérée après action de l'asparaginase sur 

l'asparagine, soit comme les réactionsde NESSLER, de RUSSEL et de SCHFiARTZ 

( 147, 157 ) à une mesure de la quantité d'ammoniaque libérée. 

a) Durée de demi-vie chez l'animal ............................... 
Lee résultats obtenus par PUTTER et SCKCIIARTZ (147,163 ) chez l'ani- 

mal sont rassemblés dans le tableau 11 ci-dessous. 

TABLEAU II : Comparaison des durées de - 
* NF : non fait demi-vie de l'asparaginase mesurées par PUtter et 

Schwartz chez différents animaux. 

Asp. : Pierck, Syuibb 

Dose : 200 GU 

l A s p . ; k F z .  1 p ~ ~ i ~ l  1 4 h  
Dose 500 U E / ~ ~  

- 

, h 7 0 1  4 h  1 



Bien que SCHWARTZ ne précise pas: l'origine exacte de 1' aupa,raginase 

utilisée et les doses injectées, il apparsft nettement quelques soient les dis- 

cordances entre les auteurs que la durée de demi-vie de l'asparaginase varie 

suivant les animaux auxquels ons'adresse. Il semble mdme que la clearance est 

d'autant plus rapide que l'animal est petit ; ainsi BAYER constate mernc? que chez 

deux races de chiens de tailles différentes, la durée de demi-vie est supsrieure 

chez le plus gros. 

Seuls les résultats obte~us chez la souris ne semblent pas corres- 

pondre à cette hypothèse. 

b) Durée de demi-vie chez l'home ..*........................... 
Les résultats obtenus chez l'homme sont rassemblés dans le tableau 

III ci-dessous. 

1 ' asparaginase 

Auteurs 

Origine de 

Tabl~au III 

HliSKELL 

Technique de 

Comparaison des durées de demi-vie de l'asparaginase chez l'home 

selon différents auteurs. 

Escherichia co1.i 

-. 

Cooney 

OHNUMA 

Russel 

- 
PUTTER SCHWARTZ 

Nessler Schwartz 



Les résultats sont difficilement comparables, les auteurs mesurant 

l'activité par des techniques différentes ; de plus, les mesures sont eff'ec- 

tuées après injection de doses variables d'asparaginase ne provenant pas tou- 

jours de 1.a même industrie pharmaceutique . Notons toutefois que PUTTER cons- 
tate une durée de demi-vie double avec l'asparaginase X par rapport à l'aspara- 

ginase A ; or l'asparaginase X est de l'asparaginase A partiellement dészminée. 

Ceci est la preuve que des variations minimes au niveau d'une faible partie de 

la molécule entraine des variations très importantes de la demi-vie. Cette im- 

portance de l'origine et de la maison qui prépare l'asparaginase est confirmée 

par les travaux de SCHWARTZ qui a étudié quatre asparaginases d'kherichia 

coli d' origine différente. - 

c) Durée de vie ............ 
L'asparaginase persiste selon HASKELL (?Zbis),dans le sérum des ma- 

lades, après une seule injection de l 500 UE/kg d'asparaginase MERCK à im taux 

de 0,01 ~E/ml ou plus pendant 17 à 21 jours ; la L-asparagine plasmatique étmt 

déprimée voire nulle pendant trois semaines chez trois des 4 nalades étudiés. 

Ces résultats cof'ncident avec ceux de OHNUMA (132) qui trouve qu'aprèr 

une injection d'asparaginase MERCK de 1 000 @kg et de 5 000 m/kg des traces 

d'enzyme sont mesurables respectivement jusqu'au Iy0 et 220 jours ; le niveau 

d'asparagine étant pour l'un et l'autre cas déprimé jusqu'aux 210 et 29O jours. 

Par contre, SCHWARTZ bien qu'utilisant une technique sensible ca- 

pable de mettre en évidence 0 ,O3 ~~/rnl d'activité asparaginasique signale que 



suivant les doses et les origines de l'enzyme aucune activité n'est décelable 

après 2 à 10 jours. 

Après une seule injection d'asparaginase, l'asparagine sérique est 

déprimée pendant plusieurs semaines ce qui pose le problème de la fréquence des 

injections. 

d) Accumulation dans le plasma ........................... 
Si les injections sont répétées journellement, on observe selon 

les auteurs (77,163,132 ) une accumillation plasmatique de l'enzyme ; la durée de 

demi-vie ne changeant pas. SCHWARTZ (163) précise que l'accumulation a lieu jus- 

qu'au 7 O  jour, mais qu'il apparait ensujte un plateau. Enfin PUTT327 ( 1 4 7 )  cons- 

tate une accumulation avec l'asparaginase X, mais pas avec l'asparaginase k de 

chez BAYEX. 

e) Passage de l'asparaginase du sang dans la lymphe ................................................ 
Le passage de l'asparaginase du sa.ng dans l!a lymphe a été étudié 

par HALL (68 ) chez le mouton : après injection de 12 000 UE par voie intraveirieus! 

il met en évidence des traces d'asparaginase 70 min. plus tard au niveau de la 

lymphe ; le taux maximum étant atteint après 2 à 3 heures et correspondant à 

environ 10 % de la teneur sanguine initiale. 



f) Elimination . . . . . . . . . . . 
Le mécanisme de l'élimination n'est pas encore connu. L'asparagina- 

se est éliminée sous forme dégradée, car on ne retrouve pratiquement aucune ac- 

tivité enzymatique dans les urines (77,163 ). 

En conclusion : 

- la durée de vie chez un mdme animal varie avec l'origine de l'as- 

paraginase, le mode de préparation de l'enzyme et la dose injectée 

- l'asparaginase déprime l'asparagine circulante ; elle s'accumule 
dans le plasma si des injections journalières sont effectuées 

- on retrouve une partie de l'asparaginase dlEscherichia coli dans 

la lymphe après injection intraveineuse mais pas dans les urines. 

C) htig6~j cité de l'asparaginase 

L'antigénicité a été mi se en évidence chez l'animal ( 106,154,160)171) 

Ncus allons étudier lesconséquences qu'entraîne cette imuisation 

sur l'efficacité du traitement, ainsi que les essais qui ont é t é  effectués pour 

essayer d'éviter ou de prévoir l'apparition des anticorps qui peuvent entrafner 

des chocs anaphylactiq~es très graves chez l'home. 

1 ) Conséquences de l'immunisation sur l'eff? cacité du traitement ............................................................. 

L'apparition d'anticorps anti-asparaginase aussi bien chez l'homme 

(53, 141 ) que chez l'animal (147,171 ) entraîne une diminution de l'efficacité de 



l'enzyme. Cette diminution d'efficacité a été mise en évidence par SRIWIISHMA 

chez la souris ; en effet, la durée de survie de souris leucémiques (L 5178 Y) 

ayant reçu plusieurs traitements préalables d'asparaginasc est moins augmentke 

que celle des souris dont c'est le premier traitement. 

La recherche parallèle d'anticorps et de l'activité enzymatiqile 

sérique après l'injection d'asparaginase (53, 141 ) a permis de mettre en évidence 

une chute totale d'activité, suivie par l'apparition d'anticorps spécifiqu-es 

déçelables parréaction d'hémagglutination passive. Il est probable que les an- 

ticorps forment un complexe avec l'antigène, ce qui se traduit par une élimina- 

tion accrue de l'enzyme. 

In vitro, l'inactivation d'un immun sérum par l'asparaginase ne 

dépasse jamais 50 % même dans les proportions optimales, ce qui prouverait que 

les anticorps ne se fixent pas sur le site enzymatique, mais qu'il en liaite 

l'accès ( 91, Iit1). En effet, après ulha centrifugation, toute l'activité est 

retrouvée dans 1 e précipi té (1 41 ) . 

2) Prévention de l'immunisation .......................... 

D'iule part, KHAN et HILL (92 ) constakrrtchez le lapin, que l'immuni- 

sation survient après des injections journalières inférieures ou égales à 200 

UE/kg, mais pas pour des injections de 500 et 1 GO0 UE/kg. Ces résultats sereient 

en faveur de l'effet immunosuppresseur de l'asparaginase. 

D'autre part, l'emploi simultané d'immunosuppresseur comme l'acti- 

nomycine C ( 2 0 )  et la cyclophosphamide ( 17) empSche selon BIE'RSINB et SRIKRISNNA 



la formation d'anticorps chez la souris. PRATT et coll. (146) pensat que les in- 

jections journalières favorisent l'immunisation et préconise&ittraitenieni par 

des injections plus importantes, espacées, mais PUTTER (l 47)  recommande vive- 

ment le contraire. 

3) Dépistage de l'immunisation ----------------------- 

L'intradermoréaction ne permet pas de dépister spécifiquement 

l'immunisation (16, 141 ). PETERSON et coll. (I4l) ont montré qu'il existait une 

corrélation exacte entre l'apparition des chocs anaphylactiques et la mise en 

évidence d'anticorps par hémaggl~tina~tion passive. L'hémagglutination passive 

précède d'un jour le choc ; ce test aurait d'autant p1u.s de valeur qu'il serait 

accompagné d'une chute de l'asparaginasémie. Nais DUNbTICLIIi'F et coll. (56 ) 

pensent que la chute de l'asparaginasémie ne permet pas de prévoir un choc. 

Chez les malades immunisés contre l'asparaginase dl&ch.erich 

coli, BEARD et coll. (12 ) ont poursuivi le traitement avec de l'asparaginase - 
dlErwinia carotovora sans inconvénient. Il y aurait lieu de suivre toutefois 

dans ce cas la durée de vie de cette asparaginase, car FETERSON et coll. (?41) 

font remarquer que si 1' on ne met pas en évidence en imioprécipi tation de com- 

munautés antigéniqties entre les deux asparaginases, on obtierlt une réaction 

faiblement positive en hdmagglu.timtion passive. 

Le problème de la prévention et du dépistage des anticorps anti- 

asparaginase n'est pas encore résolu ; de nombreuses contradictions existent 

encore entre les auteurs. 



D) Effet immu.nosuppresseur de l'asparaginase 

1 ) Définition --------- 

Les immunosuppresseurs sont définis par leilr propriété de suppri- 

mer ou de déprimer certaines réponses immunitaires. Il existe actuellemeni; de 

très nombreuses c6%égories de produits, d'origines très diverses, d'efficacité 

et de toxicité très variées. Les principales catégories utilisées en clinique 

actiellement sont les antimétaboliques, les corticoldes, les alkylants et les 

sérums antilymphocytes (11 ). 

2) Immunosuppression in vitro par la Lasparaginase ........................................... 

Le tissu lymphoïde de la souris et du rat ( 8 4  ) et probablement de 

l'homme est déficient en asparagine synthétase et il fallait s'attendre à une 

activité imm~mosuppressive de l'asparaginase compte tenu aussi de l'effet de 

l'asparaginase sur les tumeurs lympholdes. 

En 1958, SCHlZEK remarque déjà que le sérum de cobaye tue les cel- 

lules lympholdes humaines, spécialement celles des malades atteint de leuc6mie 

lymphoïde chronique (l 62). En 1 967, il confirme ses expériences avec de 1' aspa- 

raginase dtEscherichia coli (161). 

En 1969, ASTALDI et coll. constatent que la transformation blastique 

à la phytohémagglutini ne (T'HA) des lymphocytes humains normaux du sang circulant 

sont inhibés de 88 à 96 $ in vitro par addition de 5  ml diasparagir?ase ( 9 ), 

D'autres auteurs (37,122,130 ) rapportent des inhibitions complètes avec des doses 



de 1  ml ; la mesure de l'incorporation de thymidine 3 ~ ,  d'uridine 'H et de 

leucine ''12 montre que l'irhibition de la transformation est associée à une 

inhibition des synthèses d'ADN, d'ARN et de protéines. La Lasparaginase inhi- 

be aussi la transformation blastique induite par d'autres agents (I3O). 

Les lymphocytes du sang de malades ou de sujets normaux ayant re- 

çu de la L-asparaginase répondent mal à la Pm (821082130 ). 

La nature de cette inhibition a beaucoup été étudiée. Elle n'est 

pas associée a mie cytotoxicité de l'asparaginase sur les cellules lymphofdes, 

car il n'y a pas diminution des cellules viables après coloration au bleu- 

t rypan . Après élimjnation de l'enzyme par lavage de la culture pendant 96 

heures, il y a à nouveau transformation blastique au contact de l'agent induc& 

teur (130). 

L'inhibition est probablement due à une carence en acide aminé. 

En effet, dans la plupart des cas il y a reversion de l'inhibition de la blas- 

togénèse par addition d ' asparagine (130) , pour d ' autres auteurs par addition de 

glutamine ou d'asparagine et mBme par l'acide aspartique (119). Les différences 

observées peuvent s'expliquer car les expériences sont effectuées avec des en- 

zymes de sources, d'activité spécifique différentes et contenant des quantités 

d'activité glutaminasique variables. 

La Lasparaginase est un inhibiteur important de la transformation 

blastique in vitro. Cet effet non cytotoxique est reversible. L'effet inhibi- 

teur est probablement le résultat d'une déplétion en L-asparagine du milieu de 

culture et peutgtre annulé par addition soit d'asparagine, soit de précurseur 

de l'asparagine. 



Ces résultats amènent à penser que l'asparaginase doit &tre immcno- 

suppressive in vivo. 

3) Effet de l'asparaginase sur 1' immunité humorale 

En 1969, I'IITLLER BERAT démontre l'effet immunosuppresseur de l'aspa- 

raginase in vivo (122). Dans cette étude et dans d'autres qui ont suivies la 

réponse immunitaire de la souris à des globu.les rouges de mouton a été le S ~ S -  

tème le plus étudié. 

L'immunisation est appréciée par titrage des anticorps sériques 

ou par la technique des plages de lyse. Les auteurs constatent une diminution 

de 99 $ par rapport aux témoins des plages de lyse le 4 O  jour et un titre hémg- 

glutinani diminué de 50 à 75 $ le 60 jour de 1' imm.nisation ( 14,43,143,104). 

La suppression de la réponse chez la souris aux globules rouges 

de mouton par la L-asparaginaze dépend de la dose et d-u schéma d'administration. 

L'injection d'une dose unique forte (1 000 à 8 000  souris) aux jours -1, O 

et tl est très immunosuppressive ( 14,122,164 ) mis mdme une injection de IO U/ 

souris a un effet significatif ( 43).  Les doses faibles de 1' ordre de 10 à 250 

 souris sont très imunosuppressives si les injections sont journalières et 

commencées le jour m8me de l'injection de l'antigène ( 43s122,164 ) ; l'effet 

imniunosuppresseur est encore meilleur si les injections journalières débutent 

3 à 5 jours avant l'injection de l'antigène et si elles sont poursuivies jus- 

qu'au jour du prélèvement de sérum. 

L' inimunosuppression in vivo se~ble spécifique. L' enzyme inactivée 

par la chaleur n' est plus inmunosuppress ive (43 ) , ce qui élimine l'l~ypo thèse 

d'une compétition antigèniqu-e ou l'installation dtune paralysie immunitaire due 

à l'introduction d'une grande quantlté de protéines étrangères. 



L1ef.fet immunosuppresseur de l'asparaginase est annulé in vivo 

par l'injection journalière d'asparagine ( 43). L'immunosuppression n'est pas 

due à une contamination par la L-glutaminase ( 14). L' eff et principal du traite- 

ment par l'enzyme sur la réponse immunitaire in vivo semble etre l'installation 

d'un retard de la synthèse des anticorps sériques. Après un certain temps com- 

pris entre 10 et 20 jours, le taux d'anticorps sériques revient à la normale. 

La carence en asparagine pourrait induire l'activation du système asparagine- 

synthétase des tissus lympholdes de la souris. En effet, l'imml~nosuppression 

n'est pas plus importante chez les animaux traités par l'asparaginase des jours 

-3 à +5 que chez ceux traités des jours -3 à +12 si la mesure des anticorps est 

effectuée le 12O jour ; ce qui signjfie que la possibilité de formation des anti- 

corps est retrouvée malgré wi traitement continu. 

Les effets de la L-asparaginase sur le système immvnologique du 

lapinmrl été étudih par ASTALBI et coll. ( 7 ). L' examen du tissu lymphoïde après 

-j jours à 2 semaines de traitement avec des doses de 200 m/kg montre une déplé- 

tion des follicules lympholdes périphériques et une lymphocytopénie. Le nombre 

des lymphocytes et des plasmocytes des centres germinatifs est augmenté ; ce qui 

laisse à penser que chez le lapin la L-asparaginase a surtout un effet sur l'im- 

munité cellulaire plut8t que sur l'imm~mité humorale. Mais pour I W  et HILL 

( 9 2 )  des injections de 500 u/kg/j pendant 21 jours suppriment la formation des 

anticorps contre l'albumine bovine chez le lapin. 

L'effet immunosuppresseur de l'asparaginase chez l'home a été 

étudié par OHNO et HER,ÇH (129). Chez les malades traités par des injections 

2 journalières de 12 000 à 400 000 ~ / m  pendant 3 à 38 jours, la répo~se 



immunjtaire primaire à des antigènes protéiques est déprimée ou abolie. Les 

auteurs n'observent aucun effet sur l'hypersensibilité retardée établie, sur 

le taux des immunoglobulines circulantes et sur le titre des isoanticorps natu- 

rels. 

L'effet immunosuppresseur in vivo sur l'jmmunité humorale est cer- 

tainement due à une dépletion de l'asparagine ( 1 4 9 .  

4) Effet de 1' asparaginase sur 1' immunité cellulaire .............................................. 

L' effet de 1 'asparaginase sur 1' irnmuni té cellulaire a aussi été 

étudiée. 

HOBICK rapporte en 1969, que la maladie du rejet du. greffon con- 

tre l'hôte est annulée par l'asparaginase (78 ). KHAE montre que l'encéphalo- 

myélite allergique expérimentale est également supprimée chez le rat (93  ). 

L'augmentation de la siirvie de greffes a été rapportée par de non- 

breux auteurs ( 18959,180 ).  

La L-asparaginase peut prolonger la vie de greffons de peau allo- 

géniques et xénogéniques chez la souris (123). La survie des greffes de peau 

chez la souris après traitement par l'asparaginase est supérieure à ce que 

l'on obtient avec l'azathiopine ( 2 6  ) ; elle est associée à une lympk~opéni e .  

Chez le lapin des injections journalières de 200 u/kg/j a~groeni-ent 

168) également la survie de greffes de peau de 9,5 à 17 jours en moyenne ( ; 

cette même suppression est accompagnée d'une perte de poids importante de 



1' ordre de 32 % par rapport aux témoins. 

En ce qui concerne les greffes d'organes, RAPAPORT et coll. ( 1 4 8 )  

ont obtenu une prolongation de la survie d'un greffon rénal homologue chez 

le chien après injection d'asparaginase seule à cles doses de 150 à 200 u/kg/j 

pendant 9 à 21 jours. Les auteurs observent une réduction de l'infiltration 

cellulaire du greffon chez les animaux traités. 

l 3 V I N  et MERRIL (103 ) effectuent des transplantations rénales chez 

des rats recevant des injections de 1000 mg/ke/j pendant 7, 14 et 21 jours. 

Les auteurs obtiennent une prolongation de la survie du greffon chez les rats 

recevant 7 injections, puis un rejet ; par contre, la moitié ou plus des ani- 

maux traités pendant 14 ou 21 jours n'effectuent pas de rejet dans les 100 

jours qui suivent. Ces observations ajoutées au fait que l'asparaginase est 

imrnunosuppïessive chez 1' homme ( 129 ont amenés certains auteurs 2 penser à 

l'utilisation de l'asparaginase chez l'homme dans le cadre du traitement immu- 

nosuppresseur associ é à la transplantation d' organes ( 74,103 ) . 
Le mécanisme par lequel l'enzyme supprime l'immunité cellulaire n'a 

pas été très étudié et il n'y a aucune raison pour affirmer qu'il 

est le m&me que pour 1' immunité humorale. 

BRAIJBILLA (26 ) et FREIDMAN (60 ) pensent qu'un niécanisme cytotoxique 

peut'être avancé, car l'inhibition ne reverse pas après injection d'asparagine 

et l'on observe une diminution du poids de la rate qui pourrait être due à 

l'effet des endotoxines bactériennes. 



Qu'une immunité humorale et cellulaire puisse s'établir contre 

l'asparaginase qui est elle même un immunosuppr-esseur, est d'un grand. intérêt 

fondamental. Actuellement, aucune étude n'a suivi 1' évolution de la cinétique 

de 1' immunisation comparativement au niveau de 1' activité sérique de 1' enzyme. 

Il eet possible que l'enzyme devienne immuxogène alors que le niveau nécessaire 

à l'effet imrnu_nosuppresseur n'est plus atteint. 

CONC LUSIOB 

Difficultés rencont~~ées au cours du traitement par l'asparaginase. 

1 ) Troubl-es métaboliques .................... 

L'utilisation de l'asparaginase entraîne l'apparition d'un certai-n 

nombre de troubles métaboliques qui ont été signalés par de nombreux axteuï-s 

( 40,127,160,188 ). On observe assez souvent dès le début du traitement l'appa- 

rition de nausées, de vomissements et par la suite dons 50 % des cas une perte 

de poids d'environ 5 $. Parmi les troubles les plus importants et les plus 

constants, on note des troubles de la coagulation et des trov.bles hépatiques. 

a) Troubles de la coagulation .......................... 
La diminution du fibrinogène, de même que celle du plasminogène 

et des facteurs du complexe prothrombinique, a été signalée par de nombreux 

auteurs, tels que ~ ~ L L  et coll. ( 7 2 ) ,  GRALNICI< et HENRY (G6  ) ei ZUBROD (188). 

L'abaissement du fibrinogène, qui a été la première momalie signa- 

lée est constante de même que celle du plasminogène, alors que la, diminution 



du taux des facteurs du complexe prothrombinique est inconstante. 

De plus, récemment différents auteurs ont signalé un abaissement 

important et constant de 1' anti thrombine II1 ( 48j1t9,52 ). 

Si tous les auteurs admettent que l'asparaginase provoque des 

troubles de la coagulation, les mécanismes qu'ils invoquent pour expliquer ceux 

ci diffèrent. En particulier, pour le fibrinogène certai-ns auteurs mettent en 

évidence dans le s é m  des malades traités, des produits de dégradation du fi- 

brinogène, ce qui les amène à dire que l'hypofibrinogénémie est d ~ e  à un s ? ~ -  

drome de riéfibrination ou à une fibrinolyse, alors que d'autres ( 7 6 )  ne cons- 

tatent pas la présence de ces produits de dégradation. 

Il est possible que l'existence de produits de dégradation du fi- 

brinogène mis en évidence dans certains cas soit due à l'action directe d'endo- 

toxines bactériennes qui doivent exister dans les préparatj ons d'asparaginase 

utilisées ( 72). 

Les essais de marquage, qui ont été jusqu' à présent effectués, ne 

permettent pas de résoudre le problème, BETTIGNOLE et coll. ( 19) après injec- 

131 tion de fibrinogène autologve marqué à 1 ne cocstatent pas de diminution 

de la durée de vie de celui-ci, ce qui semble irdiquer que l'hypofibrinogénémie 

serait la conséquence d'une diminution de la synthèse. BRODSKY et coll. (27 ) 

constatent une dimjnution de la durée de vie du fibrinogène par injection 

de selénométhionine marquée chez des malades en cours de traitement, mais pas 

chez les malades qui ont reçu l'injection avant le début du traitement. 



L'hypofibrinogénémie est donc due, soit à une diminution de la spi- 

thése du fibrinogène, soit à la synthèse de molécules anormales à durée de vie 

plus brève, soit aux deux hypothèses réunies. 

Le retentissement clinique des anomalies de la coagulation est 

modéré, des syndromes hémorragiques et thrombotiques sont parfois observés (65  ) 

mais la mise en évidence de la diminution constente de l'antithrombine III né- 

rite de retenir l'attention si l'on veut éviter des accidents bhrombotiques. 

b) Troubles hépatiques 
S . . . . . . .  e . . . . . . . . . .  

L'altération des fonctions hépatiques pendant le traitement par 

l'asparaginase se manifeste par une augmentation du taux de la bilirubine, des 

transaminases et des phosphatases alcalines sériques ainsi que par une dimi- 

nution du taux du cholestérol et de l'albumine sérique. Cette toxicité 2iép;iti- 

qce réversible à l'arrêt du traite~ent s'avère plus fréquente encore lorsque 

l'asparaginase est associée à d'autres drogues hépatotoxiques corne la dauno- 

rubicine et le methotrexate. 

PRATT et coll. (145) ont effectué une étude histologique du foie de 

31 patients, qui avaient été traités par l'asparaginase : chez 27 d'entre eux, 

ils ont mis en évidence une stéatose hépatique d'un degré variable jusqu' à 261 

jours après l'arrêt du traitement. Cette atteinte hépatique est sans doute res- 

ponsable pour une part de l'amaigrissement important constaté chez certains 

malades et de 1 ' hyperlipidérni e sérique fréquente ( I O 0 ) .  



c) Autres troubles . . . . . . . . . . . . . . . 
Certains auteurs ( 132,182,183 ) constatent une atteinte pancréatique 

avec amylasémie modifiée et hyperglycémie consécutive à une diminution du 

taux de l'insuline ; quelques cas de pancréatite aigug ont été rapportés (169). 

On peut voir appsraftre aussi une augmentation de l'urée sanguine. L'augmenta- 

tion de l'ammoniémie est constante et pourrait expliquer la somnolence, ].es hal- 

lucinations et les légères modifications fréquentes de l'électroencéphalogram- 

me ?*1) .  Il est probable que la plupart de ces anomalies soient le résultat 

d'une dépression de la synthèse protéique, mais comme le f~nt remarquer 

@ISKELL et coll. ( 71), il est possible aussi que certaines d'entre elles qui 

ne sont pas rapportées par tous les auteurs soient le résultat d'une contamina- 

tion des préparations par ladutaminase ou par des endotoxines bactériennes. 

2) Inconvénients immunologiques ........................... 

L'asparaginase utjlisée actuellement chez l'home est extraite d'Xs- .- 

cherichia C O ~  ; cette enzyme protéique de poids moléculaire &levé possède tou- 

tes les propriétés d'un antigène. Effectivement HILL et coll. ( 75) notaient 

déjà l'apparition d'un urticaire, de démangeaisons et la sensation d'une stric- 

tion laryngée au cours de la première rémission d'une leucémie ai@E par l'as- 

paraginase obtenue chez l'homme. 



Depuis, de nombreux auteurs (16939t41,72t I l 5  ) ont constaté 1' appa- 

rition de phénomènes anaphylactiques au cours du traitement par cette enzyme. 

Il y a lieu de distinguer deux symptomatologies différentes : 

d'une part, des réactions d'apparition rapide qui peuvent même survenir dès 

la première injection et qui se manifestent par une intolérance digestive avec 

anorexie, vomissement, voire diarrhée dans les heures qui suivent la perfusion ; 

d'autre part des symptbmes qui pe~vent apparaître au bout de plusieurs jours 

de traitement ou lors de la reprise d'une cure et qui se manifestent par l'ap- 

parition en cours de perfusion d'un état de choc avec frisscns, sueurs, hypo- 

tension importante voire collapsus. Les phénomènes d'apparition rapide sont 

vraisemblablement dus à la présence d'endotoxines bactériennes alors qus les 

réactions plus tardives correspondent à l'apparition d'une immmisation. 
(125) 

OETTGEN et SCHULTEN furent les premiers à mettTe en évidence la 

présence d'anticorps précipitants et d'anticorps pouvant fixer le complément 

dans le sérum des malades ayant présentés des réactions allergiques. IiEIS et 

(151) 
coll. peu de temps après apportèrent la preuve que les anticorps précipitants 

responsables des chocs immunologiques étaient dirigés contre la L-asparaginase 

et non contre des impuretés de la préparation. Les anticorps anti-asparaginase 

en plus des chocs anaphylactiques qu'ils peuvent provoquer neutralisent partiel- 

lement ou totalement (141, 171 ) 1' enzyme in vivo et in vitro donc d-iminuent soa 

efficacité. 



T R A V A U X  P E R S O N K E L S  
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C H A P I T R E  1 
-*-:-a-:-:-:-:-:-:-*- 

Vise au point d'une technique automatique de dosage de l a  

Lasparaginase Far t i t r a g e  de l ' i o n  ammonium sur  autoa.na1yseu.r. 



I N T R O D U C T I O N  

La Lasparaginase catalyse la désamidation de la L-asparagine en 

acide Laspartique avec libération d'ion ammonium. 

Deux types de méthodes de dosage de l'enzyme sont pcssibles : 

- soit le dosage de l'acide baspartique libéré dans le milieu ; 
ce dosage peut se faire par des réactions colorirnétriques courantes (@), mais 

la technique suppose dans un premier temps une séparation sélective et totale 

de cet acide aminé. Cette technique est valable d'un point de vue quantitatif, 

mais elle est longue et nous n'avons pas pu envisager son application compte 

tenu du nombre important d'échantillons que nous avons à étudier 

- soit le dosage de l'ion amnoniwn libéré lors de la réa,ction 
enzymatique ; ce dosage peut Btre réalisé par de très nombreuses tec'nniqdes. 

Parmi celles-ci, nous pouvons distinguer des méthodes électrochimiques : con- 

ductimétrie ( 69 ), ionornétrie ( 120 ) ,  coulométrie ( 3, 45 ) ou potentiométrie 

& courant nul : pH stat (184bis)et des réactions colorimétriques qui sont plus 

spécifiques et plus sensibles. Parmi ces dernières, la plus employée reste la 

réaction de Nessler ( l z 4 )  qui utilise un iodure double de mercure et de potassi~1m. 

Cette techniq~e ne nous a pas donné entière satisfaction, essentiellement pour 

son manque de reproductibilité. 

Nous avons alors essayé la méthode au phénol-hypcchlorite décri-te 

initialement par EBTIIELOT ( 13 ; l'emploi de nitroprussiate de sodium en tant 



que stabilisateur de la réaction s'est avéré nécessaire pour l'obtention de 

résultats reproductibles (107). 

Nous avons pc alors adapter la méthode de dosage sur auto- 

analyseur (83 ). 

Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique 

semi-autom,tique : la réaction enzymatique étant effectuée manuellement et le 

dosage de l'ion ammonium réalisé à l'autoanalyseur. Les résultats obtenus nous 

ayant donné satisfaction, nous avons dans un second temps automatisé compl&te- 

ment l'ensemble des réactions. 



1 - MRI"I'RIEL ET ITE'I'IIODES 
A) Principe de la réaction 

Le réactif au phénol-hypochlorite de sodium donne, en présence 

d'ion ammonium, une coloration résultant de la formation d'un complexe indo- 

phénolique qui, jaune en milieu faiblement alcalin, passe au bleu intense dans 

des conditions de pH supérieur à 10. 

m1+ 
4 

+ oc1- 

ammonium hypochlorite 

phénol 

chloramine 

M(=-\r= N-CI 'e 
quinone-chloramine 

indophénol-forme associée 

B) R8le EJu nitroprussiate de sodium 

Le r81e du nitroprussiate de sodium en tant que catalyseur de 

la réaction de BERTHELOT, qui a été proposé par LUBOCHINSKY et ZALTA ( I o 5 ) ,  n'a 

pas encore été éclairci. Cependant, les différentes formes que ce composé peut 

prendre et qui ont été signalées par PEXEZ(~~~) permettent de formuler une hypo- 

thèse sur le fonctionnement catalytique du nitroprussiate de sodium exlcore appe- 

lé pentacyanonitrosylof errate disodique (a). Le complexe (a) est capable d-e fi- 

xer transitoirement l'ammoniaque pour donner le pentacyanominoferrate trisodi- 

que (b) avant d'dtre dégradé par les oxydants (hypochlorite de scdium Cas notre 



cas) pour libérer la monochloramine et devenir le pentacyanoaquoferrate disodi- 

que (c) 

PESEZ signale la possibilité du passage direct de l'état (a) à 

l'état (c) par simple irradiation de la solution aqueuse de ~itroprussiate de 

sodium. Or nous avons constaté que le réactif se conserve ml, mBme en flacon 

coloré. Cette dégradation du réactif pourrait correspo~dre à la transformation 

directe du produit de départ en pentacyanoaquoferrate disodiqce par simple 

vieillissement. Les différentes possibilités peuvent se résumer dans le schém 

suivant : 

Na2 (Fe ( CN) ?NO) irradiation ou .-, Na2 (Fe( CN) H O) 
vieillissement 5 2 



C )  Réactj fs 

Tous les réactifs et solutions tamponnées sont préper4s h partir 

d' eau distillée. 

- Tmpon véronal pI1 8 

Les tampons phosphate et tris maléate ont été essayés mis ils 

donnent des réactions parasites contrairement au tanipon véronal. 

. Véronal sodé (diétyhlonylurée sodée) 1 ,O7 s 

. Acide chlorydrique fumant 0,13 ni 

. Eau distillée q.s.p. ZOO0 m 

- Solutiori de phénate de sodium 
. Phénol pur cristal-lisé 40 O 

. Soud-e caustique en pastilles 40 g 

. Eau distillée q,s.p. 500 m: 

- Solu-tion de nitroprussiate de sodiim 
. Nitroprussiate de sodium R.F. 0,162g 

. Acide acétique pur cristallisable O,? m3 

Eau distillée q.s.p. 1000 ml 

Conserver en flacon coloré au maximum une semine. 

- Solution d'hypochlorite de sodium 
, Hypoclilorite de sodiurr, pur en solution, titrant 

1 O0 chloromé trique français 1 O0 E 

. Eau distillée q.s.p. 1GOQ E 



- Solubion étalon d'ion ammonium 
La technique semi-autonatique a été mise au point avec difîérentt 

solutions d'ion ammonim. Les concentrations de nos solutions sont exprimées en 

milliéquivalent (meq) de l'ion considéré par litre. Rappelons qu'une solution 

+ à 1 meq dlNH par litre correspond à une solutioil renfermant 18 mg de l'ion 
4 

ammonium : 

. Solution à 7 m e q   litre 
4 

Sulfate d'ammonium pur et sec pour analyses 0,202 

* Tampon véronal q.s.p. 1000 E 

. Solutions filles 
Elles sonl; prépcrées par dilutions successtves de la solu- 

tion mère par le tampon x~éronal. Elles renferment respectivement : 1.5, 1 ,  0.75, 

4- 
0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 meq ion ~ ~ ~ 1 1 .  

D) Schémas de montage 

1 ) Technique seui-automatique ------ --Fm-- 

a) Schém de montage ........... e...... 
Le schéma de montage est classique (fig.2 ) : échantillons et 

réactifs sont prélevés par une pompe proportionnante et segmentés par des bulles 

d'air préalablement débarassées de toute trace d'ammoniaque par passage dans wî 

piège à acide sulfurique. Le dialyseur sépare l'ammoniaque des matériaux gémts 

que peut contenir le mélange réactionnel (son rBle est surtout important pour les 





mesures effectuées sur des sérums). Le dyalisat et les différents réactifs sont 

homogénéisés par plusieurs bobines de mélange deux & deux. Le développement de 

la coloration est accéléré par passage dans un bain-marie h 4.00C. Les mesures 

optiques sont effectuées par un colorimètre à flux continu et les résul-Lats sont 

transcrits en permanence sur un enregistreur graphique. 

Nous utilisons des kubes en chlo~we de pclyvinyl dont les 

di-ètres sont choisis en fonctTon des proportions requises entre les réactif's 

pour assurer le meilleur développement de la coloration. J;e diamètre intérieur 

en pouce des tubes de pompe est indiqué sur la figure 2. 

Diamètre intérieur Débit en 
en pouce cd/min 

Alimentation de la cuve O. 081 2.50 

Echantillon 

Air 

Tampon de dialyse 

Nitroprussiate de sodium 

Phénate de sodium 

Hypochlorite de so6ium 

Repompage 

5 )  Réaction eczymatique manuelle ................*. e....e..... 

Le s é m  ou les différents volumes de la solution mère 

dlaspa.raginase sont dilués en tampon véronal ; de l'asparagine est ajcutée en 

excès et l'ensemble est placé au bain-marie à 970C. La réaction est arT$tée 



après 10 min. par addition d'acide trichloracétique. 

- Gamme étalon : 
. 1,7 ml de tampon véronal 
. 0,2 ml d'une solution d'asparagine 0,04 M 
. 10, 8, 6, 4, 2 pl d'une solution d'asparagiriase à 50 UE/ml 

. 10 min. au bain-marie à 37OC 

. 2 gouttes d'acide trichloracétique à 20% 

- Gamme de mesure : 
. 1,7 ml de tampon véronal 
. 0,2 ml d'une solution d'asparagine à 0,04 M 

. 40 pl de sérum 

. 10 min. au bain-marie à 37OC 

. 2 gouttes d'acide trichloracétique à 20% 

2) Technique automatiaue 
---."--____I 

a) Schéma de montage ................. 
L'échantillon d'abord dilué reçoit ensuite une solution d'aspara- 

gine 0,04 M. Les réactifs sont comme précédemnt rnélangés deux à deux et bullés 

La réaction enzymatique de l'asparaginase sur l'asparagine slefÎec-Lue pendant 

10 à 12 min. dans m e  bobine de délai placée dans un bain-marie réglé à 37OC 

(fig. 3 ). Le reste du montage est ensuite jdentique à celui de la teclnique 

semi-automatique. 



d 
'a, 

O rn 



Diamètre intérieur Dé it en 
en pouce '1 cm /min. 

Echantillon 0,Of 5 O.1G 

Tampon de dilution O. O81 2.50 

Air O. 065 1.60 

Asparagine 0.030 0.32 

Il n'est pas nécessaire ici d1arr&ter la réaction enzymatique pa: 

l'acide trichloracétique car tom les échantillons sont traités penda-& un temp: 

identique dans les memes conditions. 

b) Gamme étalon ............ 
Solutions contenant : 5, 10, 15, 25, 40, 50, 75 pl d'asparagi~~se 

& 400  ml ml dilués dans 2 ml de tampon véronal. 
Ces solutions contiemient respectivement : 1 , 2, 3, 5, 8, 4 0, 4 5 

c) Sérums à gtudier ................ 
Les sérums humains et de lapins sont décantés après coa,gulation 

et mis en réserve au congélateur à - 8G°C. 



A) Technique semi-automatique 

1 ) Résultats acquis sur une game étalon de sulfate d'ammoniulr, en tampon ----------- .................... 
véronal 

Quelque soit la technique semi-automatique ou automatique, nous passons 

avant chaque série de mesures, me gamme étalon fraichement préparée. La rdféres 

à une gamme étalon pour chaque série permet d'éviter les causes d'erreur pouvan? 

provenir du réglage de 1' appareil et surtout de la qualité des réactifs, 

La figure4correspond au passage d'une gamme étalon réaliséemec des so- 

lutions d'ion ammonium comprises entre 0,I et I , 5  meq/l et a, un test de repro- 

ductibilité réalisé par passage de chaque échantillon trois fois. 

Nous voyons que notre montage permet d'effectuer des mesures repro6ucti- 

bles pour les solutions contenant entre 0,2 et : ,5 meq/l. Les écar-bs observés 

entre les différentes mesures sont de l'ordre de 1 % de transrniusion. Ces 

écarts sont dus en grande partie à l'inertie de lta,ppareil enregistreils et 

équivalent suivant l'importance des pics .h une erreur absolue comprise entre 

0,01 et 0,l meq/l, soit environ 5 % d'erreur relative. 

2) Résultats obtenus après &action enzymatique manuelle 
---___^----------P---------- 

a) Gamme étalon dlasparaginase ....................*.....*. 
La figure 5 correspond au passage d'une gamnie étalon prépaxée coni 

me nous l'avons W. précédemment et qui est constituée en fait de solutions tam- 

ponnées contenant entre 0 ,O5 et 2,5 UE/ml. 





Fiq. 5 : Béthode semi-automatique : 

gamme étalon réalisée à partir de 

différentes dilutions d'asparagi- 

nase (concentrations exprimées en 

m/mi). 



Pour obtenir une meilleure dissociatior, des pics nous avons pss- 

sé un tmpon véronal entre chaque échantillon. 

Le premier pic très petit est un témoin asparapi3e réalisé exac- 

tenient dans les memes conditions que chacun des échantillons risis ne contenant pas 

d'asparaginase. La hauteur de ce pic correspondrait à une teneur de 0,003 UE/inl 

d'asparaginase ; il est vraisemblablement d6 à une autohjrdrolyse de l'asparagine 

Si nous reportons les valeurs des transmissions de chaque échan- 

tillon sur du papier semi-logarithmique, nous voyons qu'jl existe une relation 

linéaire avec la densité optique (fig. 6 ). La coloration mesurée après réaction 

est donc bien proportionnelle à la quantité d'asparaginase. 

b) S é m s  humains .............. 
Nous avons voulu voir ensuite si les séxms ne provoquaient pas 

d'interférences sur la réaction. Pour cela, nous avons passé plusieurs sérums 

prélevés & différents temps après injection d' asparaginase ( 4  000 UE/kg pal. voie 

intraveineuse) chez un malade atteint d'iule leucémie aigu8 lpphoblastique 

(fige 7 1. 
Le premier pic correspond à un prélèveamt témoin prélevé chez 

le meme malade avant toute injection d'enzyme. 

Nous constatons d'une part que le s é m  n'interfère pas sur la 

réaction et que d'autre part, l'activité asparaginasique du sérum avant injec- 

tion est très faible et du nieme ordre de grandeur que le témoin asparagine de 

la figureS. 



Fifi 6 : Technique semi-automtiqi;e : mise en évidence de la  r e l a t i o n  l i n é a i r e  - 
ent re  dens i té  o p t i q ~ e  e t  corsent ra t ion  en asparaginase dans l a  zofie 

étudiée ( c f .  Fig. 5 ) .  



Fig. 7 : Technique semi-automatique : variations en fonction du 

temps, du taux d'asparaginase cii7culant chez un sujet 

leucémique. 



Nous comparerons par la suite les résultats obtenus P2.Y les tech- 

niques semi-automatique et automatique sur cette série de sérums. 

B) Technique automatique 

1 ) Automatisation de la technique -. I - - -  

L'automatisation complète de la technique a été relativement rapide 

compte tenu des résultats acquis avec la technique semi-automatique, 

Le débit des tuyaux de prélèvement et de dilution d été choisi apres 

un calcul préalable en fonction des quantités d'enzymes que contiem-ent haIlituel- 

lement les sérums humains et les sérum de lapin que nous avons à étcdler. 

Il est néanmoins toi~jours possjble de diminuer ou d'a~gmenter la sensi- 

bilité du montage en faisant varier : 

- le tuyau de prélèvement de lréck;antilloc 
- le temps de la réaction enzymatique à 3TDC 

- le tuyau de dilution de l'échantillon et le tuyau du tampon de dialyse, 

. 2) Tests effectués - --- 
Nous avons pe.ssé une gamme étalon comprise entre f et 15 'i~~/ml pour véri- 

fier que la relation entre les transmissions mesurées et la densité optique étai 

toujours linéaire après report sur papier semi -1oga~itb.ique. 

Nous avons ensuite fait à nouveau un test de reproductibilité de la tech- 

nique à partir de la gamme étalon. 



Puis nous avons repassé la série de sérums hmins déjk passée 

en technique semi-autonatique afin de comparer les valeurs absolues trouvées 

avec les deux techniques pou7 pouvoir app~écier la val-idité de la réaction enzy- 

matique automatique. 

Enfin nous aTJons étudié la fiabilité de la technique. 

a) G m e  étalon ............ 
La relati-on entre les valeurs des transmissions obtenues avec la 

g m e  étalon (fig. 8) et la densité optique est linéaire après resort sur papier 

semi-logaritlimique (fig. 9 ) ; il va donc &tre possible d' évaluer d façon 

précise le norck~re d'unités enzymatiques contenues dans un échantillon quelcon- 

que en se reportait directement à cette courbe. 

b) Test de reproductibilité ........................ 
La technique est reproductible pour t o m  les échantill.oris de la 

game (fig. 8 ) ; il faut remarquer que le premier pic de chsq~e série est légè- 

rement inférieur ai;x deux a.utres sauf pour la première série. En fait, pou2 cet?; 

première série le stylet enregistreur revient complètement à la ligne de base 

entre chaque pic et les trois pics sont parfaitement égaux, ce qui prouvé que 

la différence entre le premier pic et les deux suivants de chaque série est due 

essentiellement à l'inertie de l'appareil enregistreur. Nous avons déjà dit que 

nous intercalons un tampon véronal entre chaque échantillon ; si l'on désire 

avoir une reproductibilité parfaite, il suffi t d'en intercaler plusieurs afin 

de retrouver la ligne de base chaque fois. Toutefois, l'erreur qui en résu1:te 

est relativement faible et la conduite à tenir est fonction de la précision re- 

quise dans les mesures. 
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Fig. 9 : Technique automtique : mise en evidence de la relation I l n e a i r e  entre 

transmission et concentration en asparaginase dans la zone étudiée 

(cf. Fig. 8). 



c) Sérums humains ............,. 
Nous avons repassé en technique automatique la série de sérums 

(fie;. i 
humains que nous avions passés précédemment en technique semi-automatique, S: nc 

comparons les résultats obtenus par les deux techniques (tableau IV), nous cons- 

tatons que l'ensemble des résultats coyncident ; nous pcuvons cependant noter 

des différences assez sensibles entre les résultats des prélèvements effectués 

3 heures et 24 heures après l'injection. 

Ces différences peuvent s'expliquer assez facilement si l'on con- 

sidère que les résultats obtenus avec la technique semi-automatique à partir de 

la courbe étalon doivent Btre multipliés par 50. En effet, avec cette technique 

les transmissions de chaque pic nous donnent par rapport à la gamme étalon, 1s 

nombre d'uni-tés enzymatiques contenues dans 40 pl de sérum dilué daEs 2 ml, tan- 

dis qu'avec la technique automatique la coriiparaison à la game étalon nous donne 

directemelit le nombre d'unités enzymatiques contenues dans 1 ml de sérum. 

Tableau IV : Comparaison du nombre d'unités enzymatiques par 

ml d'une série de serums après mesure par les 

techniques semi-automatique et automatique. 



Fig. 10 : T e c b ~ i q u r  automtiqu.e : 

variat ions en fonction du ternps, 

du taux d '  asparaginase ci-rculant 

chez un suje t  leucémique. 



La technique automatique, qui évite toutes les manipulations pou- 

vant dtre la cause d'erreurs, est donc plus précise ; si une erreur se produit 

lors de la réalisation de la gamme étalon, le report sur papier semi-logaritlmiqi 

la fait apparaftre immédiatement. 

d) Fiabilité de la techni-que ......................... 
Pour que la technique que nous venons de décrire soit utilisable, 

il a fallu. envisager le problème de la stabilité des solutions dtasparaginase 

en eau pilysiologique et en milieu sérique. 

(-) Stabilité des solutions d'asparaginases en milieu physiol.ogiqm ............................................................... 
- Solv-tions concentrées 

. Nous avons effectué une gamme étalon à partir d'une 

solution dtasparaginase diluée en eau physiologiqile à 50 m/ml conservée pun- 

dant 2 mois à - 80°C, puis une nouvelle gamme à partir d'une sol-ution de mgme 

concentration fraichement préparée. Les résultaJ~s obtenus après passage de ces 

deux gammes sont rassemblés dans le tableau V. 

Solution d'asparaginase 

Tableau V : Comparaison de deux gammes étalons réalisées à partir de deux 

solutions d' asparaginase à 50 UE/n;l. 



Il ressort de ce tableau que l'asparaginase peut se con- 

server assez longtemps sans dégradation de l'activité enzymatique ,?% - 80°C. 

Cette solution à 50  ml est utilisée pour réaliser les 
gammes étalons. 

. Pour étudier la conselvation des solutions concentrées 
à la température du laboratoire, nous avons réalisé trois dilutions différentes 

d'asparaginase. L3. mesure de l'activité enzymatique réalisée immédiatemen-2, puis 

au bout de 1 et 2 heures à la température ambiante, a donné des résultats iden- 

tiques (tableau VI ) qui permet tent dr aff irmer que 1 ' asparaginase est stable dans 

ces conditions. 

TableauVI : Conservation de l'activité enzymatique de 

solutions concentrées à la température du 

laboratoire. 



- Solutions diluées 
Nous avons préparé trois dilutions différentes d'asparaginase à 

des concentrations d'environ 2, 5 et 10 m/ml que nous avons mesurées immédia- 

tement, puis au bout de f et 2 heures à la température ambiante (tableau VII). 

Tableau VII: Conservation de solutionscontenant environ 

2, 5 et 10  ml en eau physiologique à la 

température du laboratoire. 

(-1 Stabilité des solutions d'asparaginase en milieu sérique 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  e . . . . . . . . . .  

Nous avons vérifié que l'asparaginase contenue en quantité 

faible dans les sérums étudiés n'était pas dégradée pendant les heures qui 

suivent le prélèvement et au cours du stocliage à - 80°C. 
Des solutions contenant environ 2, 4 et 10 ~ ~ / r n l  ont été mesurées 

immédiatement, puis au bout de 1 heure 30 ,  2 heures 70 et 4 heures à la tempéra- 

ture du laboratoire. Les tubes de cette série ont ensuite été conservés une semai 

ne à - 80°C (tableau~IQ), 



TableauVTTI : Conservation de solutim contenant environ 2, 4 et 10  ml 
en milieu sérique à la température du laboratoire et à - 80°C 

L'activité enzymatique de l'asparaginase en milieu sérique avg- 

mente légèrement après un séjour à la température du laboratoire. Le fait a 

déjà été rapporté par MA'UREEX et coll. (1:6). Le phénomène reste pour l'instant 

inexpliqué. 

Nous avons pu constater également que les congelations et  déco^- 

gélations successives entraenaient une détérioration progressive de Iract'vJté 

enzymatique. Ainsi, cinq sérums ayant des activités enzymtiques de 14.0, 11.8, 

10.1, 8.9 et 7.6 ~TE/rnl ont donnés au bout de 3 mois et après plusieurs collgéla- 

tions et décongélations les résultats respectifs suivants : 11.7, 10.9, 10.0, 

8.2 e t  6.4 



En conclusion, les solutions dfasparaginase concentrées qui sont 

utilisées PO= établir les games étalons se conservent bien en eau physiolo- 

gique à - 800C. 
Les solutions plus faibles de taux comparables à ceux de la 

gamme étalon sont stables plusieurs heures à la température du laboratoire. 

Lfactiv.ité enzymatique des solutions peu. concentrées préparées 

en milieu sérique augmente légèrement à la température ambiante et un peu après 

conservation à - 80oC. 
Les sérums étudiés peuvent dtre stockés à - 800C, il est toutefoi: 

souhaitable d'éviter les congélations et décongélations trop nombreuses. 

C) Conclusion 

La technique automatique de dosage de l'asparaginase que ~ o v s  avor 

miseau point est simple, d'utilisation facile, secsible, reproductjble et fiable. 

Elle permet de travailler sur des quantités de substrat très fai- 

bles de l'ordre de 0,07 ml pour notre inortage, ce qui est loin d'gtre négligca- 

ble. 

résultats que rous avons obterus à partir de sérums humains 

et de sérums de lapins seront rapportés ultérieurement. 



C H A P I T R E  I I  
-:-:-:-.-:-:-:-*-:-:-:- 

Etude expérimentale de l'immunisatio~ par la Lasparaginase : 

conséquences et applications. 



I N T R O D U C T I O N  

Dans ce chapitre, nous envisagerons successivement : 

- la mise au point de techniques de mise en évidence des anti- 
corps anti-asparaginase 

- l'étude des conditions expérimentales 6e l'immunisation 
- l'étude des anticorps anti-asparaginase, 

Enfin, nous confronterons l'étude des anticorys à la cinéticpe 

d'évolution de l'asparaginasémie. 



1 - IUTERIEL ET PETHODES 

A) Malades étudiés et animaux d'expériences 

1) Malades étudiés -------- 
Notre étude porte sur 49 malades atteints de leucémie aise (34 de type 

lymphoblastique (LAL) et 15 de type myéloblastique (LAM) dont le diagnostic a 

été basé sur les critères cytologiques et cytochimiques habituels. 

La plupart ont bénéficié d'un traitement polychimiothérapique associé à 

de l'asparaginase S* par voie intraxeineuse en perfusions quotidiennes de 

1000 '~1~/kg/j par cure d'une durée allant de 3 à 21 jours, selon les cas ; q~el- 

ques malades ont été traités par une asparaginase C F  également par voie intra- 

veineuse selon des schémas de traitement identiques aux précédents, mais avec 

des doses d'enzyme de 200 ~~/kg/j ; enfin, certains de ces malades ont reçu des 

injections d'asparaginase intrarachidienne en raison d'une localisation ménin- 

gée de la maladie. 

2) Animaux d ' expériences --------------- 

Notre expérimentation a été effectuée sur des lapins de race "fauve de 

Bourgognev d'un poids moyen de 2 kg. 

O 
L'asparaginase est diluée en eau physiologique stérile à 9 /oo et injecté( 

quelques soient les doses du traitement sous un volume de 10 ml dans la veine 

marginale de 1' oreille. 

* Kidrolase des laboratoires Specia 
** Asparagj-nase aimablement fournie par les laboratoires Clin mla 



B) Techniqu-es de recherche des anticorps anti-asparagi-nase 

Les deux préparations d'asparaginase utilisées pour le traitement des 

malades, ainsi que pour les études immunologiques, sont des extraits purifiés 

à partir de cultures d'Escherirhia coli une asparaginase extraite de Myco- 

bactériwn phleT (82) a été utilisée pour certaines études immunologiques. 

La recherche Sesanticorps anti-asparaginase a été effectuée par quatre 

techniques différente;; dont la mise au point a utilisé un sérum. positif de ré- 

férence obtenu chez le lapin (immunisation par voie sus claviculaire avec de 1.'; 

paraginase S à raison de 0,5 ml. à 2000  ml pour 0,S ml d'adjuvant de Freund 

1 ) Irnrnm-odif fusion ------ 

a) Réactifs 
. 0  ...... 

- Tampon vérorial pH 8,6 
Véronal 'sodé 

. Véronal 

. Acétate de sodium 4,10 g 

. Eau distillée q.s.p. 1000 ml 

Le tampon véronal est conservé à 4 O C  après addition de 6 ml d'cLzi 

de sodium à 10 $. 

- Gélose 
. Agar noble 1 t!? 

. Solution tampon véronal 25 ml 

. Eau distillée q.s.p. 100 ml 

Après dissolution au bain-marie, la gélose est répartie en tubes 

sous un volume de 10 ml et conservée elle aussi à 4 O C .  



- Solution colorante : vert de lissaroine 
. Vert de lissamine 
. Acide acétique 
. Eau distillée 

- Solution décolorante : acide acétique à 20 $ en eau distillée 

b) Technique . . . . . . . . . 
La mise en évidence des anticorps précipitants est effectuée par une 

technique dt immunodiffusion selon OUCIJSERLONY (137). 

De la gélose tamponnée par du tampon véronal pE 8,6 est coulée sur des 

lames de verre dégraissées sur une épaisseur d'environ 2 mm. Les réservoirs sont 

réalisés à I.'erriporte pièce selon le schéma de la. f i m e  11. 

Figure 1 1  

Disposition, d.es réselvoirs pour la réaction d ' imur1o- 

diffusion en gél.ose. 



Nous avons recherché les concentrations en antigène e% en anticorps 

qui permettent de dépister le plus surement possjble les anticorps précipi- 

tants en utilisant un s é m  de lapin positif. 

Chaque sérum à étudier est testé vi s-&-vis de solutions d'asparaginase 

comprises entre 62 et 2000 ~~/ml. 

Après diffusion pendant 24 heures à 4OC et 24 heures supplémentaires 

à la température du laboratoire si aucun arc n'est appani, les lames sont la- 

O 
vées dans plusieurs bains d'eau physiologique à 9 /oo, séchées à 37OC après 2T~01 

été recouvertes de papier Joseph, puis colorées par le vert de lissamine. La, 

décoloration s'effectue par passage dans plusieurs bains d'acide acétique. 

2) Réaction de fixation du complément ---------------- 

Nous avons mis au point une microteclinique inspirée de la techique uti- 

lisée pour la mise en évidence des antigènes HL-A plaquettaires (47 ). 

La mise au point de cette technique a posé quelques problèmes car le 

sérum de référence (lapin immunisé) était anticomplémentaire. Il est & noter que 

tous les sérums de lapin que nous avons testéspar la suite étaient toujours antr 

complémentaires. 

Nous n'entrerons pas dans le détail des nombreux essais qu'il a fallu rd: 

liser pour mettre au point cette technique ; nous nous contenterons de la décri- 

re telle qu'elle est utilisée actuellement. 



a )  Réact i fs  . . . . . . . . 
- Tampon de Lévine Mayer pII 7,3 

. Solution 1 

Chlorure de sodium 

Véronal sodé 

Eau d i s t i l l é e  

. Solution II 

Véronal 

Eau d i s t i l l é e  chaude 

. Solution III 

Chlorure de magnésium ( 6 ~  0) 
2 2,03 g 

Chlorure de calcium sec 0,73 g 

Eau d i s t i l l é e  q.s.r;. 1 O m i  

Mélanger l e s  so lu t ions  1 e t  II, l a i s s e r  r e f r o i d i r ,  puis a jouter  5 m l  

de l a  so lu t ion  III. 

- Coniplément humain 

Nous u t i l i s o n s  du compl.ément humain préparé en mélangeait p lus ieurs  

sérums f r a i s .  Un t i t r a g e  préalable  de chaque sérum e t  des d i f f é r en te s  coib, + nais(  



possibles entre les sérums noiis permet de choisir la conbinaison la plus activz. 

Le lot du complément est répzr t i  en petites quantités et conseriré congelé k - 80° 

- Globules rouges de mouton (B.D. KERIEUX) 

- S é m  hémolytique antiglobule rouge de mouton (~nstit~t Pasteur de 

paris) 

- Les sérums humains sont décomplémentés extemporanément par chauffage 
2i 56CC pendant 70min. 

b) Technique . . . . . . . . . 
Les réac-1;ifs sont distribués, au moyen d'une seringue Hanil.C;on de 50 pl 

( N O  705 pB 6002 Touzart et ~ati~non) délivrant 1 pl à la fois, dans les eode.t.s 

d'une plaque de Terasaki (microplaques Falcon No 3034 ~lock) coctenant de l'hile 

de paraffine visqueuse (viscosité Saybo14c 735/7,50 IL'ierck ou Fischer). 

- Titrage du complément 
. 6 pl de complément à différentes dilutions en Ldvine 

Iflayer suivant le lot 

, 4 pl de Lévine Mayer 

. 1 heure d'incubation à 3 Ï ° C  

. addition de 2 pl de globules rouges de mouton optimû.le- 
ment sensibilisés de la façon suivante : 

globules rouges de rûciut on à 2 % en Léiiiie Fhyer + séri:m l?érr:o! yti que anti -gl ûbule~ 

rouges de nioutor, dilué au 1 /1000 en Lévirie Ekger voiu~e A volume ; 1 / 2  ci'incu- 

bation à 370C. 



. agitation et nouvelle incubation d'une heure à 3 7 O C  

. lectureaprès centrif~gation des plaques 

- Réaction 
Les premiers résultats obtenus nous ont amené à travailler selon 

une table des carrés (fig.12 ). Nous avions recherché préalablement sur un témoj 

positif les concentrations d'antigine à utiliser. 

Dilution d'asparaginase en ~~/nil 

Témoin 8000 4090 2000 1000 500 250 125 sém 

Dilution 

du sérum 

Pur 

Témoin 
antigène 

Figure 12 : Concentrations d ' asparaginase en  ml et dilutions des s é m s  
utilisés pour la recherche des anticorps anti-asparaginase selon 

une table des carrés par la teclmique de fixation du complément. 

. 6 pl de complément humain (2 unités Cl H 100) 

. 2 pl d'asparaginase (à  différentes dilutions) 



. 2 pl de sérum à étudier (à différentes dilutions) 

. 1 heure d' incubation à 370C après agitation 

. 2 pl de globules rouges de mouton sensibilisés (les 
memes que pour le titrage du complément) 

. 1 heure d'incubation à 370C après agitatio~ 

Lecture après centrifugation. 

Pour chaque sérum à étudier nous effectuons un témoin séx~ 

gui contient tous les réactifs, sauf l'antigène et un témoin antigène qui contic 

tous les réactifs, sauf le sérum. De plus nous incluons dails chaquc: série de sé- 

rums Étudiés un témoin négatif et un témoin positif. 

3) Hémagglutination passive au chlorure de chrome ---------------- 

Nous avons adapté à la recherche des anticorps m-ti-asparaginase la tech- 

nique décrite par BEAU MONT(^^ ). 

Après avoir effectué les premiers essais en tubes, nous avons ~inlat~isS 

la technique. 

a) Réac tifs .... O I... 

- Globules rouges humains de groupe O prélevés sur solution anticoa- 
gulante ACD (acide citrique-citrate-dextrose) 1 volume pour. 9. 

- Chlorure de chrome dilué au 1/400° en eeu physiologique à gO/oo 

O - Asparaginase S 10 mg dilués dans f al d'eau physiologj que à 9 /oo 

( 1 000  ml environ) 



- Tampon phosphate pH 7,3 

. Phosphate disodique sec 10955 g 

. Phosphate monopotassique 1,10 S 

Eau distillée q.s.p. 250 ml 

- Sérums décomplémentés par chauffage 30 min. k 5 6 0 C  

- Témoin positif : sérum de lapin immunisé. Les hétéroanticorps sont 
absorbés par un mélange volume à volume de globules rouges humains k et B lavés 

3 fois. 

1 ml sérum + 1 ml du mélange 

24 lieures à 40C. 

b) Technique . . . . . . . . . 
Les réactifs sont distribués à la pipette Duclos pour les volumes de 

0,l ml et à la seringue Hamilton pour les volumes plus petits. La réaction est 

effectuée dans des plaques à microtitration à fond en U (h~unobio). 

- grgp&rgtLon beg biff&rgn&g guspgngigng glgI,~1@~e~ 

* Globules rouges chromés ~ensibilisés par l'asparaginase 
. 0,l ml d'asparaginase 

O . 0,4 ml d ' eau physiologique à 9 /oo 

. O,? ml de chlorure de chrome s.u 1/4000 

. 4 min. à 4 0 C  

. 0,l ml de culot de globules rouges lavés 3 fois en eau 

physiologique 



, 10 min. à 4OC en agitant toutes les 2 niin. 

. laver 4  fois en eau physiologique à 4 0 C  

. remise en suspension dans 0,8 ml d'eau physiologique 

Globules rouges chromés non sensibilisés par l'asparagimse 

Ce témoin est tres important. 

Mêmes opérations que précédemment en remplaçant les 0,l ml d'as- 

paraginase par 0,l ml d ' eau physiologique. 

* Globules rouges non chromés non sensibilisés 

. 0,l ml de globules rouges lavés 

. 0,7 ml d' eau physiol.ogique 

- - Ré~c&i~r~- 
Les sérums sont dilués de 1 /2 en 1/2 en tampon phosphate jusqu.' à 1 /128 

Les sérums purs et dilués au 1/2 ne sont plus utilisés car nous obtenons fréquen 

ment de fausses réactions positives. 

. 0,l ml de chaque dilution du sérum sont répartis dans 
trois rangées 

. à chaque rangée sont ajoutés respectivement 10 pl de 

globules rouges chromés sensibilisés, 10 pl de globules rouges chromés non sensi- 

bilisés et 10 pl de globi?.les rouges non chromés, non sensibilisés. 



Nous incorporons également à chaque série de sérum un témoin négatif 

et un témoin positif. 

La lecture est effectuée après 1 à 2 heures, à la température du labo- 

ratoire ; les plaques sont lues à nouveau le lendemain mtin, après une nuit à 

4OC. 

4) Agglutination de particules de latex sensibilisées ............................................ 

Nous avons adapté la technique de SEVER et coll. (166). 

a) Réactifs . . . . . . . . 
- Particules de latex Difco de 0,8'1 p de diamètre 
- Tampon Sorensen pH 7,3 

. Glycocolle 7,4 g 

. Chlorure de sodium 5 , s  $3 

. Eau distillée q.s.p. 1000 ml 

- Asparaginase à 5000  ml en tampoi: Sorensen (c'est aveccette dilu- 
tion d'asparaginase que nous avons obtenu la meilleure sensibilité sur des té- 

moins positif s). 

b) Sensibilisation des particules de latex par l'asparagimse ...................................... e . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- Laver 1 ml de suspension de latex deux fois en tampon Sorensen et 
reconstituer avec 1 ml de tampon 



- Ajouter 1 ml de suspension d'asparaginase à 5000  ml 
- Incuber 45 min. à 50°C 

- Laver trois fois en tampon Sorensen et reprendre par 2 ml de tarcpon, 
Le latex sensibilisé se conserve plusieurs semaines à + 4OC. 

c) Réaction . . . . . . . . 
Elle est réalisée en mélangeant sur une plaque de verre, une goutte 

de sérum à étudier avec une goutte de suspension de latex sensibilisé. 

Il est possible d'effectuer un titrage des antncorps en travaillant 

sur des dilutions de s é m .  

C) Techniques diverses de surveillance hématolopique des mimaux d'expérienct 

1 ) Numération des globules blancs, des globules rouges, de l'hémoglobine --------- --w-- 

et de l'hématocrite - -- 
Le prélèvement est effectué directement à l'oreille avec une pipette à 

Q iso- un trait de 44,7 pl. Le sang est dilué immédiatement dans 10 ml. de liquid- 

tonique (~soton de chez ~oultronics). 

Les mesures sont réalisées sur un Counter Coulter modèle S. 

2) For~ules sanguines 
II---- 

Le frottis est réalisé à partir d'une goutte de sang prélevé à l'oreille 

puis coloré après séclzage, selon la coloratiori panoptique classique de May Gnuid- 



wald Giemsa. L'établissement de la fomule est fait selon la classification 

habituelle des globules blancs du lapin ( 553 79 ) . 

3) Dosage du fibrinogène ----- 

Le sang est recueilli sur citrate de sodium à, 3,8 % à raison de 1,7 ml 

pour O,? m l  d'anticoagulant. 

Le dosage du fibrinogène a été effectué par une microtechnique basée 

sur la mesure du temps de thrombine concentrée (~ibri-prest des laboratoires 

 tag go) . 

A) Mise en évidence et cinétique d'apparition des anticorps anti-asparaginase 

1) Expériences préliminaires chez le lapin ---------- -- 
a) Première série .............. 
Nous avons injecté à trois lapins nt ayant jamais subi aucun traitemen1 

de Ifasparaginase S par voie intraveineuse à raison de 500 U E / ~ . ~  sous iin volums 

de 10 ml pendant trois jours consécutifs. 

Un de nos lapins (NO 1-3 ) a présenté dès les premières injectiûns un 

nehoc d'intolérance" se manifestant par une hypersialorrhée et par une dyspnee 

avec polypnée ; ce lapin est mort dans le courant de la nuit suivante. 

Chez les deux lapins survivants, des prélèvements de sang total ont 

été effectués toutes les semaines en vue de la recherche des anticorps précipi- 



tants anti-asparaginase par une technique d'imunodiffusion décrite précédemment 

Les anticorps sont apparus chez les deux lapins entre les 16ème et 

25ème jours qui ont suivi le début des injections. Ces anticorps de faible titre 

donnant un arc de précipitation peu intense ont disparu par la suite rapidement. 

Les modalités du traitement et les résultats obtenus au cours de cette 

expérience sont rassemblés dans le tableau IX. 

Il apparaft que l'asparaginase utilisée chez le lapin aux doses de 

500 U E / ~ ~  semble donc présenter une certaine toxicité. En effet, un lapin sur 

trois a présenté quelques heures après la première injection des troubles en- 

trafnant la mort dans les 24 heures qui ont suivie. 

Une cure de trois in jec-tions de 500  kg entrafne la formation d'anti 

corps précipitants fugaces de faible titre. 

La répétition des cures favorise-t-elle l'immunisation ? 

b) Deuxième série 
. . . . . . . . . S . . . .  

Dans cette série de quatre lapins, nous avons repris le schéma de irai 

tement de la série précédente auquel nous avons ajouté une nouvelle cvze de troi 

injections, quinze jours après le début de la première cirre (tableau X ). 

Deux lapins sur quatre, soit la moitié, sont morts le deu-xième et troi- 

sième jour de la première cure ce qui confirme h, ces doses la toxicité de l'as- 

paraginase chez le lapin ; notons que cette mortalité semble répoxdre & une loi 

du tout ou rien, les lapins survivants ne manifestant plus de chocs par la suit6 
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La recherche des anticorps précipitants chez les deux lapins surviveni 

fait apparaftre que les arcs de précipitation obtenils sont plus intenses que da- 

la première série. b s  anticorps persistent et leur intensité augmen-te neme 

dans les jours qui suivent leur mise en évidace (fig. 13, 14, 95). 

Il faut remarquer aussi que les anticorps n'ont pas été recherch4s en? 

le 19ème et le 25ème jour ;il est problable que des recherches plus fréquentes 

auraient mis en évidence une apparition plus rapide des anticorps. En effet, le 

26ème jour nous avons dépisté des anticorps precipitants dijà très puissarlts. 

La répétition des cures semble donc favoriser l'immunisation à moins 

qu'il ne s'agisse que d'un problème de nombre d1injectior,s. 

c) Troisième série ............... 
Nous pouvons diviser cette troisième série en deux groupes ; d'une 

part nous avons pris à nouveau les deux lapins de la première série et d'autre 

part trois nouveaux lapins. Tous ont reçu 6 injections de 500 V3/lcg espacées 

sur 10 jours (tableau XI ) . 
Nous avons voulu savoir cornent réagissaient les lapins à 5 injections 

rapprochées et comparer en meule temps le comportement de lapins ayant déjà !-'abri 

qué des anticorps 1 mois au préalable, mais n'en possédent plus, par rappc~t à 

des lapins n21lfs. 

La recherche des anticorps effectuéetous les trois oi; qi~atre jours 

montre que l'ensemble des lapins s'immunise pius repidement que dans les series 



Jours O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 2'7 14 15 16 17 18 29 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3839 40 

Injections 
500 uI3,/kg 

Prélèvements + + + + + + 

Suite 2Oséri.e 
573 après début 

1 de la 1 

1~1% : moit Tableau XI: Recherche des anticorps anti-asparaginase par irrmodiffusi~n~ 

///, : recherche 
positive 

chez des lapins ayant déjà fabriqué des anticorps fugaces et 

chez des lapins dont cJest la première cure, après 6 injec- 

tions rapprochées de 500 m/kg/j (suite de la lère série et 

3ème série). 



F i w e  13 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par imuno- 

diffusion (lapin 2-1 ) effectuée le 15ème jour après le 

début du traitement. 

après la fin du second trai- 

tement. 

après la fin du second traite- 

ment. 



précédentes ; tous les lapins sont irmimisés le 14ème jour. Cette imuriisntion 

est importar~te et durable. De plus, les lapins ayant déj; été préalablement irai 

tés s'immunisent encore plus rapidement et plus fortement que ceux dont c'est la 

première cure (fig. 16, 17, 18). 

De ces expériences préliminaires, il est donc possible de conclue q.;e 

le traitement par1l1asparagim.se injectée par voie intraveineuse à raison de 

500 U E / ~ ~  provoque chez 3 e lapin une immunisation avec qparition dl anticorps 

précipitants de façon constante. 

Il semble que la répétition des injections et des cures favorise 

la vitesse et l'intensité de l'immunisation. 

2) Influence d'un tra,itement ail long cours par différentes doses d'czspa- 
----lp---l----lll-lUIII.I-I------------m.---------%--- 

raffinase chez le lapin 

Nous avons démontré précédemment que l'asparaginase était imunogéne; 

toutefois, certains auteurs lui attribuent aussi un pouvoir i~murios~.ppresse~-1~. 

En particulier KHAN et coll( gZ  montré chez le lapin que 1' asparaginase injec- 

tée par voie intraveineuse à des doses supérieures à 200 @kg pendait 22 jours 

n'entrafriait plus la fornation d'antioorps anti-asp~xaginase. 

Nous avons repris cette expérience dont la signification pourrait être 

importanie puisqu' elle tendrait à démontrer que suivant les doses in jec téca 1 l as- 

paraginase peut etre considérée, soit comme un antigène, soit comme un immo- 

suppresseur, ce qui serait tout à fait original. 



Figure 16 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par immuno- 

diffusion (lapin 1-1 ) effectuée le 17ème jour après le 
début du traitement (2ème immunisation). 

Figure 17 : Recherche des anticorps anti- 

asparaginase par immuno- 

diffusion ( lapin?-3 ) effectuée 

le 17ème jour après le début du 

traitement (1  ère immunisation). 

Figure 18 : Recherche des anticorps anti- 

asparaginase par immunodil'fusion 

(lapin 3-7) effectuée 2 mots 
après le début du traitement 

(1 ère imunisation) , 



Nous avons pris pour cette expérience 25 lapins dont 5 lapins témoins ne 

recevant pas d'asparaginase. Les 20 lapins restants ont été divisés en trois sé- 

ries : 10 lapins pour la série A, 5 lapins pour la série B et 5 lapins pour la 

série C ; ces lapins ont été traités respectivement pzr des doses de 500 (série A), 

100 (série B) et 10 uI3/kg (série c). Les lapins des trois séries ont reçu 16 

injections par voie intraveineuse étalées sur 18 jours, ce qui peut gtre consi- 

déré comme traitement continu. 

Les anticorps anti-asparaginase ont éié recherchés par trois teckmiq~es 

dif f érentec :,immimodif fusion selon O'JC'HTERLOIJY - réaction d ' héniaggliîtiriat icn pas- 
sive au CrCl - réaction d'agglutination de particules de latex sensibilisées 3 
par de l ' asparaginase 

a) Recherche des anticorps anti-asparaginase par différentes techniques 
. . . . a  F . . . . . . . . . . . . . . . e . . * . . ' . . . . . . . ' . . . . ~ . . . . . . . . . . . . ~ ~ . s . e * . .  
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gé&osee 

Les detes des injec Lions, des prélè~eme~lts et des résvl.tats obtenus 

sont rassembléesdans le tableau XII. 

. Si l'on consi.dbre les lapjns de la série k (lapins recevel~t 

500 UE/kg), notons d'abord qu'une forte aortalité survient après ?.a seconde e-b 

la troisj-&me injection, en effet la moitié des lapins de cette série sont- morts 

(A,, %, A3, A4, Ag). Ceci confiraie les résultats que nous aviorin pu observrs 

précédemment pour des doses identiques. Deux autres lapins sont morts dans cette 

série, beaucoup pl-us tard ; l'va dter,tre eux après la mise en évidence d'anticorps. 
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En ce yui concerne l'immunisation, les anticorps précipitants ne 

sent pas révélés en immuaodiffusion pendant le traitement. IRS anticorps appa- 

raissent 6 jours après la fin du traitement chez un lapin et 13 jours après 

chez les deux autres. Un lapin sur quatre n'a pas fabriqué d'anticorps précipitants 

Après un traitement long par des doses élevées, l'imunisation 

n'apparaft pas constante, les anticorps précipitants sont révélés tardivement 

par immunodiffusion après la fin du traitement. 

. Dans la série B (lapins recevant 900 U E / ~ ~ ) ,  nous ne retrou- 

vons plus la mortalité de début de traitement. Deux lapins sont morts en cours 

d'expérience d'infections intercurrentes dans des conditions idcritiques h celles 

observées dans la série témoin. 

Chez un lapin, l'immunisation est dépistde le jom de la dernière 

injection, donc en cours de traitement. Trois jours après la fln des injections, 

la moitié des lap'ns est imunisée. Treize jours après llsrrBt des injections, 

tous les lapins survivants possèdent; dans leur s é m  des anticorps prtcipitants, 

L'irn~~mi :-,;xlon aux doses de 100 uI3/kg est constante. L'asparagi- 

nase semble plus imrriunogeneà cette dose, car la moitié des lapins s'i~mnisent 

juste après l'arrgt iru traitement. 



. Enfin dans la série C (lapins recevant 10 UE/kg), les anticorp: 
apparaissent encore plus rapidement. Dès le Ifème jour après le début des injec- 

tions, un lapin est immunisé ; quatre lapins sur cinq possèdent des enticorps 

sériques alors que le traitement n'est pas termin6,soit avant le 18ème jour. 

Les anticorps sont apparus juste après la fin du traiteaent chez 

le dernier. 

L'immunisation aux doses de 10 UE/kg est donc constante, rapide 

et survient pendant le traitement. 

Bien que ces résultats soient relatifs à des séries d'animaux 

peu importantes, d'autant plus que la mortalité n'est pas négligeable, il appn- 

raft néanmoins assez nettement que pour des traitements longs et continus, les 

anticorps précipitants apparaissent d'autant plus rapidement que les doses 

d'antigène injecté sont faibles (fig. 19 ). 

A une exception près l'immunisation est constante. 

- - R e c h m  Leg an1.igo-pg gn-t-i=a-p&r&a~s~ xay &é_mggglu~i~at-i~n 

2agsLvg au-CyC 1 
3 

La vitesse d'apparition des anticorps dans les séries A et B est assez 

comparable. Dans ces deux séries, la moitié des lapins sont immunisés le jour 

de la dernière injection et les trois quarts 3 jours après l'arret du traitement 

Tous les lapins de la série A se sont immunisés. 

La recherche des anticorps n'a pas pu étre poursuivie chez le lapin B 
1 

qui est mort alors que la réaction de précipitation eL gélose était toujours 

négative. 
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Dans la série C, l'immunisation est constante et plus précose que dans 

les autres séries ; en effet de-ux lapins sur cinq sont déjà immunisés dès le 

Ilème jour. Tous les lapins de cette série possèdent des anticorps avant la fin 

du traitement (tableau XIII) . 
La recherche des anticorps par cette technique,peut-etre plus sensi- 

ble puisque des anticorps sont dépistés plus précocement, confirme cependant en 

partie les résultats précédents : I1imunisation est constante, plus rapide pour 

les doses faibles (serie c), par contre nous ne retrouvons plus de différences 

significatives entre les résultats de la série A et de la série B. 

Si l'on compare la rapidité d'apparition des anticorps par l'une et 

l'autre technique (tableaux XII et XIII), nous constatons qu'il existe une cer- 

taine concordance entre les résultats. 

- gechgrche ses a&icogg anLiza2&r&na,sg lar agg1utLngtLog &e 

~a~tLcul&s-dg latex se~si-bAlisie2 Eay l-'ss~aragina2e- 

Si l'on observe les résultats rassemblés dans le tableauXnT , nous 

constatons immédiatement que la distinction précédemment observée mec Tes au- 

tres techniques en ce qui concerne la rapidité et l'intensité de l'immunisation 

n ' appara4 t plus. 

Wous pouvons toutefois remarquer qu'il semble que le titre des anti- 

corps atteint unkm maximum quelques soient les séries, le 21 ème jour après le 

début du traitement,soit 3 jours après l'arrdt de celui-ci. Le titre des anii- 

corps diminue par la suite. (fige 20) 
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K* : mort Tableau XII1 : Schéma de traitement et recherche des anticorps anti-asparaginase par réaction 
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d'agglutination passise au CrC1,. chez trois séries de lapin A, B et C recevant 
J 

respectivement des injections de 500, 100 et 10 m/lçg. 
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Titre 

des Ac 

(latex) 

Série B 

Série C 

TRAITEMENT 
Pur 

- v-- 1- ___a 

1 11 1 8  2 1 2 4  3 1 3 6 

Jours 
Figure 20 : T i t r e  des a n t i c o r p s  an Li-nspür~yina~se d é p i s t 6 s  p s r  

agglii t jnaiion de p:irtic71.ileï de l a t e x  en f o n c t i o n  du 

tenips dniis l e s  s é r i e s  A, R e t  C. 



Il est donc possj-ble que cetLe technique rapide qui dépiste l'immwii- 

sation d'une façon précose (tîème jour) mette en évidence des anticorps de natu- 

re différente de ceux mis en évid-ence par les deux techniques précédentes. 

En concl~~sion, si l'on admet que l'asparaginase est un immunosuppres- 

seur comme cela a été démontré par de nombreux auteurs, il faut admettre aussi 

que cette immunosuppression ne s'exerce pas vis-à-vis de tous les anticorgs. ErL 

effet, les résultats obtenus par imunodiffusion en gélose et par agglutirintion 

passive au CrCl plaident en faveur de l'effet immunosuppresseil.r mais l'agglu- 
3 

tination des particules de latex qu.i révèle certainement des anticorps de 

nature différente s' y oppose. 

Quoiqu'il en soit, il ressort de 1'étu.de expérimentale de l'effet 

immunogène de l'asparaginase effectuée chez le lapin que l'asparaginase est 

quelques soient les doses injectées un antigène puissant, ce qui n'est pas sur- 

prenant si l'on cocsidère qu'il s'agit d'une molécule protéique de poids molécu- 

laire élevé. 

b) Surveillance biologique des lapins traités par llaspnragina.se 
O....O"......O...O........'........................*..e.e*... 

Cet te surveillance a porté uniquement sur quelqices données pracises 

dont on pouvait penser d'après l'expérience d'autres auteurs qu'elles doxleraien 

lieu à des modif ica.tions plus ou moins significatives. 



- - CompgrLe~er&~ $tstd$n~ral-et poLdg Les gn&rngg 

. Nous avons vu antérieurement qu'il existe manifestement une 
tolérance individuelle inexpliquée des lapins puisque à fortes doses, on observe 

une mortalité importante touchant 50 % environ des animaux. 

. Les troubles de l'état genéral observés sont en corrélation av( 
l'importance des doses injectées. Ilsmnt essentie1l.ement caractérisés par la 

survenue précoce (dès les 3 premiers jours) d'une anorexie quasi iotale pour le: 

fortes doses. Celle-ci dure pendant presque toute la durée ?u traitement et est 

respclnsable d'une perte de poids assez importante chez le lapin sowiis à des 

injections quotidjennes pendant 18 jours. On peut ainsi estimer que cette perle 

de poids a &té en moyenne de 25 $ pour les animaux recevant des fortes doses 

(500 U E / ~ ~ )  et des doses nioyennes ( f 00 UEl/kg) mais par contre chez les lapins 

traités par des faibles doses, le poids reste stable après parfois un lgger 

amaigrisse~ent en début de traitement ; cependant, il faut noter que les lapins 

témoins ont dans le meme temps eu un gain de poids de + 7,5 $. 

- &e~e~t~sgement-hérgtopgofé t iq ue 

La surveillance des données de l'hémogramme des animaux nous a p a n  

justifiéepar le fait que les cellules hématopPétiques sont parmi celles de. 

l'organisme dont la division est la plus active. 

. Etude de l'hématocrite 
Bien que les numérations Cie globules rouges nous aient donné 

des résultats comparables à ceux de l'hématocrite, nous avons préféré nous 



baser sur les résultats de l'hématocrite beau-coup moins sujets 21. des causes 

d'erreurs. 

Si nous comparons la moyenne de l'hématocrite de chaque série 

A, B et C par rapport à la série témoin (T) qui a subi des prélèvements identi- 

ques aux autres séries mais qui n'a pas reçu d'injections d'asparnginase? nous 

constatons comme ltindique le tableau XV que plus les doses d'asparaginase 

injectées sont élevées, plus le pourcentage de diminution de l'hématocrite est 

important. 

I i 
Début de traite~er~t Fin de traitement Pourcentage de diminution 

Pas de changement 

--- 

Tableau XY : Comparaison de la moyenne de l'hématocrite dans les différentes 

séries en début et en fin de traitement par ltasparagi.nase 

Les injections d'asparaginase semblentdonc inhiber ltérythrop~lksc 

dans les conditions d'expérience, celle-ci est pourtant stimulée par les prdlè- 

vements répétés. 



Etude de la numération des globules blancs 

Le nombre normal des globules blancs du lapin est tres variable 

suivant les animaux. Ainsi les chiffres varient dans les prélèvements témoins 

3 entre 5000 et 14 000 par mm . Les variations observées en cou_rs de traitement 
dans les différentes séries ne sont pas significatives et restent situées dam 

les normes. 

Examen de la fcrmule sanguine 

Nous n'avons pas observé de modifications significa$ives consé- 

cutives au traitement par l'asparaginase à différentes doses. 

Nous avons pu constater toutefois les modifications des globu-les 

rouges habituelles après spoliations sanguines répétées : anisocytose avec POT- 

kilocytose accompagnée d'une hypochromie avec polychromatophilie. 

De plus,sur les frottis effectués en fin de trailement, nous 

avons rencontré assez souvent un faible pourcentage de cellules "lymphotrdes" 

hyperbasophiles qui peuvent etre le témoin des stimulatior,~ antigéniques am- 

quelles les lapins ont été soumis. 

- - Mobif ic-ationg ie-12 syn-t&b= geg ergtkigeg 

. Etude du taux de fibrinogène 
Comme pour les numérations des globules blancs, les taux de fibri. 

nogène chez le lapin sont variables suivant les animaux et sont compris par 

exemple dans les prélèvements témoins entre 2,30 et 7,25 g/l. 



Les modifications observées aussi bien dans la série témoin n'ayant 

pas reçu d'injections d'asparaginase que dens les autres séries ayant été traitées, 

ne permettent pas de conclwe à une augmentatioil ou à une diminution de la syn- 

thèse du fibrinogène pendant le traitement. 

. Electrophorèse sur acétate de cellulose 

Les resultats ont été acquis chez les lapins de la 7ème série. 

Rappelons que cette série est constituée pour les lapins ayant survécu- jusqu' h 

la fin du trai lement de deux lapins témoins (5-4,7-5 ) , de deux lapins dolzt c ' 6izi.t 

1-a première cure (3-2,3-3) et de deux autres lapins ayant déjb fabriqué des anti- 

corps précipitants mais n'en possédant plus dans leurs sértlrns 0-1, 1-2). Les 

quatre lapins ont été traités par six injections de 500 UE/kg espacées sijr 9 

jours. 

Iles prélèvements ont été effectuSs au jour O de l'expérience 

c'est-&-dire avant le début des injections pour les lapins traités ; au jour 8, 

ce qui correspond à la fin du traitement ei au jour 17, soit un peu plus d'une 

semaine après la fin des injections. 

S u r  chacm des prélèvements, nous avons déterminé la prctidémie 

sérique et le taux des différentes fractions électrophorétiques chez les lapins 

témoins et les lapins traités (tableaux~~1,XVIt). 



Tableau XVI : Etude des modifications des protéines sériques 

et des différentes fractions éle~t~ophorétiq~es 

chez les lapins non traités 

* : protéines totales 

** : albumine 



Tableau XVII : Etude des modifications des protéines sériques 

et des différentes fractions électrophorétiques 

chez les lapins t,rait&s. 

* : protéines totales 

** : albumine 



L'analyse comparée des résultats permet de constater les modi- 

fications suivantes (fig. 21 ) : il existe de façon riette une diminutioc du taux 

des protéines sériques chez les lapins traités, avec récupération progressive 

après l'arrBt du traitement ; cette dimin~tion porte essentiellement sur les 

fractions albumine et Y-globulinique tandis que les fractions a a et P ne 
1 '  2 

sont pratiquement pas touchées. 

L'asparaginase seinhle donc induire une diminution de la synthèse 

des protéines sériques touchant de façon préférentielle les protéines migrant 

dans les zones albumine et Y-globulinique. 

3 )  Recherclie des anticorps anti-asparaginase chez les malades leucéiniqucs -------------------------------------------------------.----* 

traités par l'asparaginase et étude des conditions d'apparition de ceux-ci - ---- ----*----...-- ------ -- ------ ---------- - ------ ---- 

a) Recherche des anticorps par différentes techniques 
. " . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . .  

Chez les 49 malades étudiés, 14 se sont avérés porteurs d'anticorps 

anti-asparaginase. 

L'ensemble des résultats positifs est rassemblé dans le tableail XiTIIl. 

- ~ngu&o&iffusionen gé-e 
Dans 6 cas sur 14, nous avons pu mettre en évidence des anticorps pré- 

ci-pitants dont la présence pouvait être confirmée par au moins deux des trois 

autres teckrniques utilisées. Leur révélation est souvent gênée par la présencv 

dl une hyperlipidémie sérique induite par 1' asparagi nase. 
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Tab1eô.u XVIII : Kse en évidence des an.ticorps anti-asparaginase chez des malades 

leucémiques traités. 

* NT : sérum non testé. La technique d'agglutination de particules de latex sensibilisées, 
récemment mise au point, n'a pu Qtre utilisée pour tous les sérums étudiés. 

E* anti C '  : pouvoir anti-complémentaire du sérum 
*** : Chez ce malade, les anticorps ont été mis en évidence dans le sérum e i  le LCR 
CA : mlades ayant présenté wi choc anaphylactique. 



Chez le malade N O  10 qui a subi un traitement par une intrarachidieime 

des anticorps ont pu gtre mis en évidence à la fois dans le sérum et dans le 

L.C.R. après concentration de ce dernier quatre fois par contre dialyse sous 

vide (fig. 22 et 23 ). 

Figure 22 : Recherche des anticorps anti- 

asparaginase précipitants dans 

le sérum du malade No 10. 

-, :t 
4 

Figure 23 : Recherche des anticorps anti- 

asparaginase précipitants dam 

le LCR concentré du malade No 10. 



- m m - - - -  Réaction de fizatign-dg complégent 

Sept des 14 anticorps ont été révélés en fixation du complément & 

un titre au moins égal à 1/16ème (fig. 24 et25 ) ; dans deu,~ cas la réaction a 

été ininterprétable en raison d'un pouvoir mticomplémentaire du sérum. 

Dilutions 
1 /2 

du sérum 
1 /4 

étudié 
1 /8 

1/16 

Figure 24 : Recherche des anticorps fixant le complément chez le malade 

Dilutions d ' asparaginase en UE/ml 
8000 4000 2000 1000 500 250 125 T.S. 

Dilutions 

du s é m  

étudié 

Fur 

1 /2 

1 /4. 

1 /8 

1/16 

T.A. 

Figure 25 : Recherche des anticorps fixant le complénient. chez un malade 

négatif. 



- _ _ _ _ _ _ _  Réaction d ' hématag1gtAngt~o~ pgsive a r i C ~ C & ~  

Par cette technique, 9 des 14 anticorps ont été mis en évidence 

jusqul à une dilption au moins égale B 1 / l ~ è m e  e t  parfois jusqu' à 1 /128ème ou 

plus (fig. 26 ). 

wt3 a m -  

Fipure 26 : Recherche des anticorps anti-asparagi~ase hémag- 

glutinants chez le malade N O  13 et chez un témoin 

négatif. 

Actuellement nous travaillons à partir de la dilution du s é m  au 

quart, la réaction n'étant généralement pas spécifique avec le s é m  pizr et 

dilué au demi. Une recherche est considérée positive stil y a agglutination 

jusqul à la dilution au 1 /i Gème. 



- ------ Réac t i on d ' a~lu-t&n~t&o~ g.gsi~g & e j a r & i m  &eil~tgxXo~~i&i.& 

ségspgl'asparagina se - 
Cette technique, plus récemment mise au point, a pu $tre testée avec 

huit des anticorps : tous ont do-nné des résultats nettement positifs. Par con- 

tre, nous n'avons trouvé aucun résultat positif parmi les 26 s6rwns qui s'étai- 

ent avérés négatifs par les trois autres techniques (fig. 27 ). 

Figure 27 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par agglutination 

de particules de latex sensibilisées chee le malade No 12 

et chez un témoin négatif. 



b) Commentaires concernant les résultats de la recherche des anLi- ....................................................... 
corps anti-asparaginase chez l'homme .................................... 

Les 6 anticorps précipitants ont été conf'irmés par au moins deux des 

trois autres techniques. 

Chez cinq malades, les anticorps n'ont pu dtre décelés que par une des 

trois techniques si l'on ne prend pas en considération les résultats obtenus 

avec le latex qui sont incomplets ; trois ont été dépistés en hémagglutinatioii 

passive et deux en réaction de fixation du complément. 

Chez le malade No 4, les anticorps ont d'abord été mis en évidence 

par la technique d'agglutination passive au latex avant que n'apparaissent, 

huit jours plus t&d, des anticorps précipitants et hém.ggl~tinanis. Cette tech- 

nique rapide semble donc dépister l'immunisation plus repidement et avec plus 

de certitude que chacune des autres techniques prises séparénient. Notons  uss si 

que dans la majorité des cas, la recherche des anticorps a pu dtre effectuée darx 

un délai de 5 jours & 1 mois après l'arret du traitement. Pour 9 malades parmi 

les premiers étudiés, les sérums ont cependant été prélevés dans des délais 

allant de deux mois à un an après la fin du traitement. Enfin, chez trois sujeis. 

les anticorps ont pu Etre suivis sur une série de sérums prélevés pendant 1 à 

6 mois après leur mise en évidence : chez deux d'entre eux, les anticorps ont 

disparu au bout de 1 mois, chez le troisième au bout de 6 mois. 

En conclusion, 1' immunisation est importante, elle doi '6 8tre recherchée 

précocenent et de façon répétée après la fin du traitement, la disparition des 

anticorps pouvant dtre assez rapide. Toutes ces conditions n'ayant pas été res- 



pectées au début de notre étude, il est possible que nous ayons sous-estimé 

la fréquence réelle de l'immunisation. 

c) Etude des conditions d'apparition des anticorps .......... . . . . . . . . . c . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . * .  

- -- Fréquence --- d '-p~ar-itign-d~ s - a ~ t ~ c g r ~ s S s ~ i ~ a ~ - 1 ~ s - m g d ~ l ~ t ~ s - d ~  trsiesej 

Nous avons divisé le tableau XIX en deux parties en fonction de l'ori- 

gine et des doses d'asparaginase utilisées dans les traitements. Chaque partie 

a été subdivisée plus ou moins arbitrairement en fc,ii.ction du nombre d'injections 

et éventuellement du nombre de cures effectuées. 

Chez les trois rn31ades possédant des anticorps apres plusjeurs cures, 

notons que la recherche n'a été effectuée qu'après la fin Se la dernière cure 

qui dans un cas seulement avait été très mal tolérée. 

- -- Fr éq-enc ---  e d ' g ~ a ~ i t j  gn jdg~Sa~t~cgr~~S~~i~agtt le Cy-pec~t~lo&queedg 

la leucémieE!a&@2- - - - -- 
Le tableau XX fait apparaître une irxuunisation un peu plus importante 

dans les leucémies aiguës lymphoblastiques (MI,) que dans les leucémies aiguEs 

myéloblastiques (LAM), cependant cette différence n'est sans doute pas signifl- 

cative si l'on tient compte du fait que le nombre d'injections effectuées est 

en moyenne nettement moins important dans les ML que de.ns les LAI'VI. 



intrarachidiemes 

-- 

4 ) - Asparaginase S par voie intraveineuse (1 .v. ) à raison de ?O00 ~ ~ / / k ~ / j .  

Nombre d'injections Proportions de malades 

-- 

2) - Asparaginase CB par voie intraveineuse à raison de 200 uF,/kg/j. 

Tableau XIX : Anticorps anti-asparaginase en fonction du nombre - 
d'injections. 



Proportion de 
malades avec 

Tableau XX : Anticorps anti-asparaginase en 

fonction du type cytologique de 

la leucémie aigug. 

Chez les 15 malades atteints de L.A.M. : 

- 4 ont reçu. moins de 6 injections IV (1  avec AC) 

- 11 ont reçu plus de 6 injections IV (2 avec AC) 
Chez les 34 malades atteints de L.A.L. : 

- 3 ont reçu moins de 6 injections IV (1 avec Ac 
à la suite d'un traitement par voie intra- 

rachidienne seule) 

- 31 ont reçu plus de 6 injections (10 avec AC). 



4) Etude préliminaire des caractères quantitatifs et qirelit~tifs des ------------------"-.---------------"--------- --...--- .--- ----- 
anticor~s mis en évidence 

Nous avons vou-lu, dans une étude préliminaire, montrer que les anticorpt 

anti-asparaginase mis en évidence chez le lapin et chez l'homme possèdent effec- 

tivement les caractéristiques qualitatives et quantitatives d.es iriimilr~o-glo~ulirie~ 

anticorps. 

a) Im:inoélectrophorèse en gélose .............................. 
Nous avons ut i lisé la microrr-éthode de SCIEIDEGCTER ('i52 ) avec VI 

appareillage IXB. 

Ap:rès migration des sérums du nudade N O  10 et du lapin, nous 

déposons dans les gouttières situées de part et d'autre de la zone de migration, 

de lfas~araginase diluée à 15 UE/ml dlu.n caté et des eilti-séruns spé1:ifiques YA, 

YG et ÿM de l'autre. Pour le sérum de lapin, seul un sérum ant5-Y-globuli~es a 

été utilisé. 

Les anticorps du lapin et du malade N O  10 sont des Y-gl-obu.line; 

en effet en immoélectrophorèse (fig. 28), nous pouvons consta-Ler qiLe l'arc de 

précipitztion obtenu en-tre l'asparaginase et l.'anticorps anti-asparaginase a les 

mêmes caractéristiques de migration que les Y-globu-lines , vis-&vis d'un sérum 

anti-Y-globulines. 

De plus en ce qui concerne lla.nticorps d'origine 'rimine, 12. 

double diffusion en gélose, selor; CUCHTERLO;\!!Y, permet de mettre en &idence un 

double arc de précipit,zticr, dont 1'u.n peut 6tre identifié & des YG gl.o??ulines de 

type h p ~ s  et l'autre à des globulines YM. 
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b) Etude des anticorps par une méthode de précipitation en ....................................................... 
milieu liq~ide .............. 

Les anticorps anti-asparaginase de lapin et de l'homme ont été 

étudiés de façon quantitative par mesure densitométriyue de la précipj-tation en 

milieu liquide. 

A 0,l ml de sérum sont ajoutées 0 , l  ml de différentes solutions 

d'asparaginase. Le mélange est ensuite dilué par addition de 1,8 ml d'eau physio- 

logique filtrée afin d.'obtenir un volume suffisant pour la lecture qui est r6ali- 

sée après une heure d'incubation à 770C. 

Nous prenons comme blanc le mdme sérum dilué en eau physiolo- 

gique. 

Les ;..ésultats obterizs (fig. 29) montrent que les courbes de pré 

cipitation sont effectivement du type de celles rencontrées dans toutes les réac- 

tions entre antigènes et anticorps précipitants. Ces courbes permettent de défi- 

nir une zone d'équivalence et des zones d'inhibition par augmeritation ou diminu- 

tion de la quantité d'anticorps. 

Les pcp~lations d'anticorps chez l'homme et i'animl sont sans 

doute hétérogène et comportent au moins deux types d-ifférents d'anticorps d-&fi- 

nissant une courbe à deux somets avec deux zones d'éq~ivalence. Ceci est en 

bonne corrélation avec la démonstration de la nature YB! et YG des anticorps 

hmins . 
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5)  Spécif ici té de la réaction asparaginase anticorps anti-asparaginase -------- -----A 

Pour essayer de préciser la spécificité de la réaction asparaginase 

anticorps anti-aspar'aginase, nous avons essayé de répondre à rn certain nombre 

de questions : 

- les anticorps sont-ils dirigés contre l'asparaginase ou contre des 
impmetés de la préparation enzymatique ? 

- les anticorps sont-ils directement actifs sin le site enzymatiqirce ou 

non ? 

- la spécificité des différents anticorps précipitants fabriqués par les 
lapins et les malades est-elle la meme ? 

- les anticorps sont-ils actifs contre d'autres asparaginases que celle 
qui a entrafné l'immunisation ? 

a) Les anticorps anti-asparaginase sont dirigés contre lfaspar'~.ginase ........ 0 . . . . . . . . . . . . . * . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . * . . . . . . . . . . . . . . . . .  

En effet, la migration en électrophorèse sur acétate de cellulose de 

l'asparaginase néme concentrée ne montre qu'une seule bande de migration homogèn~ 

ce qui permet de penser que l'asparaginase utilisée est relativement pure. 

En immunoélectrophorèse, l'arc de précipitation obteilu entre les anti- 

corps et l'asparaginase se situe exactement au niveau de cette bande ; surtout 

cet arc peut,après mise en contact avec de l'asparagine etre directement révélé 

par le réactif de NESSLER ce qi*i démontre la libération d'ammoniaque en rapport 

avec la persistance d 'une activité asparaginasique du piécipi-té. 



Enfin, les anticorps précipitants anti-asparaginase peuvent totalement 

dtre neutralisés par addition au sérum d'une solution. d'asparaginase à une con- 

centration correspondant à la zone d'équivalence précédemment déterminée 

(fig. 30 ). 

F i m e  30 : Neutralisation d'un sérum anticorps anti-asparaginase par une solu- 

tion d'asparaginase (375 ~~/ml). 

Iame 1 - Avant neutralisation 
Lame 2 - Surnageant du meme sérum après neutralisation. 



b) Les anticorps anti-asparaginase sont essentiellement dirigés contre ................................................................... 
l'apoenzyme de la molécule erizymztique ...................................... 

La coloration des arcs de précipitation par le réactif de Nessler 

apporte aussi la preuve qu'une partie au moins de l'activité enzymatique est 

conservée après réaction antigène-anticorps. 

Nous avons et confirmé cette corstatation par l'étude plus 

p~écise de la neutralisation in vitro de l'açparagi~ase par les anticorps anti- 

asparaginase en faisant varier le rapport quantitatif entre l'antigène et 

l'anticorps mis en présence et en effectuant la mesure de lPactivité enzymati- 

que résiduelle du mélange avec ou sans élimination du précipité par centrifuga- 

tion. 

La technique utilisée a été la suivante : nous avons effectué me 

série de 8 dilutions de raison 2 de deux sérums positifs (lapin et malade No 13) 

et d'un sérum négatif ; 0,S ml de chacune des dilutions est additionné de 2 UE 

d'asparaginase puis incubé pendant 1 Iri à 370C. Pour chaque mélange ainsi obtenu, 

la mesure de l'activité enzymatique est effectuée avant et après centFifugation 

du précipité. 

Les résultats rapportés sur les figures 31 et 72 montrent que l'acti- 

vité enzymatique n'est pas modifiée par l'adjonction d'un s é m  négatif, quelque 

soit la dilution, que le mélange ait été ou non centrifugé. 

Par contre, en présence de sérums positifs, il existe une di~inution 

nette de l'activité enzymatique ; celle-ci est importante lorsque le mélange a 

été centrifugé et est proportionnelle à la quantité de sérum anticorps ajouté ; 
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elle est beaucoup moins nette si le mélange n'est pas centrifugé. La légère 

diminution observée peut &tre en rapport avec une sédimkntation partielle 

spontanée du précipité ou traduire un empechement stérique du site d'activité 

enzymatique par la liaison avec l'anticorps. 

En conclusion, les anticorps anti-asparaginase se lient bien spécifi- 

quement à l'asparaginase sans en modifier tout au moins de façon inportante 

l'activité enzymatique. Dans une certaine mesure, cette technique de neutralisa- 

tion pourrait dtre utilisée pour la mesure quantitative des anticorps précipi- 

tant S. 

c) Les anticorps fabriqués par le lapin et l'homme sont di-rigés contre ................................................................... 
le m&me déterminant antigénique ............................... 

Nous avons comparé par imrounodiffusion les arcs obtenus vis-à-vis 

de l'asparaginase au moyen d'une série de sérums de lapins, au moyen d'une série 

de sérums humains ; les deux types de sérum ayant été comparés entre eux. 

Il apparaft sur les figures33, 34et35 que les arcs de préciljitatlon 

donnent dans fous les cas des réactions d'identité totale, permettant d'affirmer 

que tous ces anticorps or-t exactement la meme spécificité. 

d) Les anticorps obtenus en réponse à une immunisation par ur.e ............................................................ 
asparaginase dlEscherichia coli sont également actifs sur une autre asparaginase ................................................................................ 
d'orgine différente ................... 

Nous avons testé l'activité de nos anticorps anti-asparaginase de la- 

pin et Ilutnain vis-à-vis d'une asparaginase provena~t d'une bactérie phylogénéti- 



.'-/ 
Figure 33 : Ident i té  des spéci f ic i tés  

anti-asparaginase de dif- 

férents  sérums de lapin. 

', i ! LL<  : '-.-/ 
Figure 34 : Identi té  des spdc i f i c i t é s .  anti-  

asparaginase de di f férents  sé- 

rums humains. 

Figure 35 : Identi té  des spéci f ic i tés  

anti-asparaginase entre des 

sérums de lapin e t  des sé- 

rums humains. 



.quement très éloignée dtEscherichia coli, en l'occurence Mvcobacterium ph1eE ; 

cette asparaginase a été extraite, purifiée et mise à notre disposition par 

HORNEZ (81 ). 

On peut constater (fig. 36) que nos antkcorps sont capables de réa- 

gir avec ltasparaginase de Mycobacterium phlef ; il existe donc une commuuté 

antigènique au moins partielle entre les deux asparaginases. 

'Figure 36 : Mise en évidence d'une communauté antigénique au 

moins partielle entre les asparagi-nases de Nyco- 

bacterium phles et dtEscherichia coli. 



En conclusion, les anticorps anti-asparaginase sont bien dirigés con- 

tre l'asparaginase et non contre des impyretés de la préparation, ils reconnais- 

sent le ou les memes déterminants antigéniques ; ceux-ci sont situés au niveau 

de l'apcenzyme de la molécule enzymatique. De plus, les anticorps fabriqués 

par l'homme et le lapin contre l'asparaginase d1Escberichia coli sont capables 

de réagir avec de l'asparaginase extraite de Nycobacterium phleP ce qui prouve 

qu'il existe entre les deux asparaginases des communautés antigéniques. 

La mise en évidence fréquente d'urle immunisation pose le problème 

du devenir de cette enzyme in vivo. On peut en effet penser que le complexe 

antigène-anticorps est rapidement éliminé de la circulation et que la mesure 

de l'asparaginasémie devrait traduire précocment l'installation d'une immunisa- 

tion. 



Corrélations entre 1.a mesure de l'asparaginasémie et l'apparition des 

anticorps a~ti-esparaginase 

1 ) Résultats expérimentaux ---------------- 

a) Etude de la vitesse d'élimination de l'asparaginase d'Esche- ........................................................... 
richia coli injectée par voie intraveineuse chez le lapin : durée de vie ........................................................................ 

L'étude a porté sur trois lapins recevant chacun une injection 

de .?O0 U E / ~ ~  par voie intraveineuse. Les prélèvements destinés aux mesures de 

l'activité enzymatique ont été effectués juste avant l'injection, puis à dif- 

férents temps régulièrement espacés ayrès l'injection, compris entre i 5  min. 

et 6 heures ; des prélèvements ont également été réalisés 24 heures et 48 heu- 

res après l'injection chez l'un des lapins (lapin 101 ). 

Les mesures de l'activité enzymatique de chaque prélèvement ont 

été reportées sur papier millimétrique en coordor~ées aritlmétiq~es (fig. 37). 

La courbe obtenue pour le lapin 101 montre que l'activité enzymatique décroit 

selon une courbe exponentielle en fonction du temps et que la demi-vie (temps 

correspondant à la disparition de la moitié de 1 'activité e~zymatique sériqze ) 

est d'environ 7 heures 15. 

Chez les lapins 1-1 et 1-2, les mesures ont été effectuées entre 

15 min. et 6 heures, cependant il est possible d'extrapoler les courbes 

et d'obtenir alors une estimation de la demi-vie de 6 heures 30. Bien que la 

détermination de cette demi-vie n'ait été effectuée que chez trois animaux, la 

concordance des résultats obtenus permet d'évaluer celle-ci entre 6 heures et 

8 heure S. 
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Chez le lapin 101, les mesures effectuées 24 heures et 48 heures 

après une seule injection de 500 uEl/kg, montrent- qb'au bout de 48 heures le taux 

d'enzyme atteint est de 0,7 ~~/ml, soit un taux presque identique au taux de 

base constaté chez l'animai avant toute injection (fig. 38). On peut donc pen- 

ser que toute l'asparaginase injectée a pratiquement disparu au bout de 48 heure 

b) Conséquence de l'immunisation sur le taux d'activité enzyma- ........................................................... 
tique sérique ............. 

Nous venons de voir chez les lapins 1-? et 1-2 qu'elle était 

l'évolution du taux d'activité enzymatique de l'asparaginase dès la Ière injec- 

tion. Nous avons continué ensuite les injectiocs d'enzpïe afin d'étudier ltefÎe+ 

immirnogène de l ' asparaginase. 

Pour explorer le devenir de l'asparaginase en cas d'imuisation, 

nous avons effectué après l'apparition des anticorps précipitants une asparagi- 

nasémie identique à celle de début de traitement. 

Chez les deux lapins immunisés, nous avons obtenu des résultats 

absolument identiques. Comme le moctre la figure 39, il apparaft nettement que 

la présence d'anticorps précipitants dans le sérum du lapin entrafne une chute 

rapide, puisqu'elle survient dans le q~art d'heure qui suit l'injection, et coin- 

plète de l'activité enzymatique de l'asparaginase injectée. Cette constatation 

nous a amené 2.1 envisager l'étude de 1°évolution de l'asparaginasémie au c o ~ s  

d'un traitement prolocgé en corrélation avec l'apparition progressive des ânti- 

corps. 



Figure  98 : Etude c i n é t i q u e  de la d i s p a r i t i o n  de l ' a c t i v i t é  

a s p ~ r a g i n a s i q u e  chez l e  lapLa 101 après une 

première i n j e c t i o n  de 500 Q E / ~ ~ .  



Figure 39 : Etude cinétique de la disparition de l'activité aspaïagi- 

nasique avarlt et après immunisation cliez le lapin. 



c) Etude cinétique de l'évolution de l'asparaginasémie tout au ........................................................... 
long d' une immunisation ....................... 

Une première étude portant sur deux lapins a été effectuée ; nouz 

avons ensuite poursuivi. celle-ci chez les 1apj.n~ des séries A, B et C étudiés 

précédemment. 

- Deux lapins (92 T et 94 T) ont été traités par des injections 
d'asparaginase raison de 100 U E / ~ ~  selon le schéma de traitement précisé sur 

le tableau XXI en vue de provoquer une immunisation. 

Une étude complète de l'asparaginasémie a été effectuée le pre- 

mier et le huitième jour, par la suite des prélèvements ont été réalisés tous 

les jours, 2 heures après l'injection d'asparaginase. 

L'étude de l'activité enzymatique des prélèvements réalisés 

après 15 min., 1 ,  2, 4 et 6 heures, montre que les asparaginasemies des premieï 

et huitième jours sont identiques ; par contre, lors des injections suivantes, 

les prélèvements zu bout de 2 heures font apparaftre une chute de l'activité 

asparaginasique qi;i survient le seizième et le vingtiime jour respectivement 

chez les lapins 92 T et 94 T (fig. 40). 

Tous les prélèvements utilisés pour la mesure de l'asparagina- 

sémie ont en &me temps fait 1' objet d'une recherche d'anticorps anti-asparagina: 

par immunodiffusion, hémggluticetion passive au CrCl et agglutination de par- 
3 

ticules de latex sensibilisées par l'asparaginase. 

Chez le lapin 92 T (tableau BI), la chute du taux d'asparagina- 

sémie est constatée sur le mBme prélèvement que celui qui révèle pou la première 





Injections 
1OC m/kg 

Jours 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 16 $ 9  20 21 22 23 24 25 

Diminution 
de l'asparaginasémie 

1 s 

Prélèvements + + + +  + + + + +  

Jours 

1 

Prélèvements + + + + + + + +  + 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 54 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Injections 
1 O0 m/kg 

Tableau XXI : Corrélations entre la chute de ltasparaginasémie et ltapp:i- --- 
rition des ariticorps anti-agparaginase mis en évidence par 

différentes techniques : '-.- 
- a : lzpin 92 T 

- b : lapin 94 T 

+ + +  + + +  + + + + + + 



fois la présence d'anticorps par héwgglutir~tion passive au CrCl et par ag- 
3 

glutination au latex. MaleLcoctreusement, le prélèvement juste antérieur avait 

été effectué 4 jours plus t%t, laissant doiic une période d'incertitude concer- 

nant la technique susceptible d'dtre la plus sensible pour le dépistage préco- 

ce de l'immunisation. Ce n'est que 7 jours plus tard qu'apparaftront des anti- 

corps précipitants. 

Chez le lapin 94 T (tableau XXI) on peut noter également au 

vingtième jour de l'expérience la concordance entre la diminution de l'aspara- 

ginasémie et la mise en évidence d'anticorps par hémagglutination passive au 

CrCl et agglutination au latex ; cependant, il faut noter que 3 jours plus t8t 
3 

des anticorps très faibles avaient été dépistés sans modification appréciable 

du taux de 1' asparaginasémie. Pendant la période séparant ces deux constatation? 

aucun prélèvement n'avait été effectué. 

- Ces résultats nocs ont paru intéressants à confirmer ; c'est 

pourquoi, dans les séries expérimentales A, B et C que nous avons étudiées pré- 

céderment, dans le cadre de l'influence des doses d'asparaginase injectées sur 

l'apparition de l'immunisation, nous avons éga2enent pu établir la corrélation 

entre l'évolution de l'asparaginasémie et la mise en évidence des anticorps 

anti-asparaginase. 

Le protocole expérimental a consisté en l'injection par voie 

intraveïneuse d'asparaginase, du premier au dix'huitième jour d'expérience, sa~f 

aux jours 6 et 13, à des doses de 500 uI3/kg pour la série A, de 100 m/kg pour 



la série B et de 1 O w/kg pour la série C. 

Les résultats obtenus sont rapportés dans les figures 41, 4.2 

Plusieurs constatations peuvent dtre faites : 

. Tout d'abord, la chute du taux de l'asparaginasémie a p  

paraPt dans tous les cas à partir du onzième jour de l'expérience. Cette chute 

se présente souvent sous forme d'une courbe sigmoPde, pour les séries A et B, 

comportant donc une chute initiale suivie d'ui plateau puis d'une nouvelle chute 

Il est possible que ceci correspopde à l'apparition successive de deux types 

d'anticorps différents. 

. Nous avons déjà vu antérieurement que la mise en évidence 
des anticorps se fait à des temps variables selon la technique utilisée : ainsi, 

dans les séries A et B, les anticorps sont-ils d'abord dépistés par agglutina- 

tion passive au latex, puis 7 à 10 jours pl-iis tard par hémagglutination passive 

au CrCl et enfin, une semaine encore plus tard, par imunodiffusion. 
3 

Par contre, dans la série C, la cinétique d'apparition des 

anticor~s est un peu différente ; en effet, la mise en évidence par les trois 

techniques survie~t successivement comme précédemment, mais dans de très courts 

laps de temps, voire le plus souvent en mBme temps. 



Figure 41 : Comparaison entre l'évolution de l'asparaginasémie et la 

recherche des anticorps anti-asparaginase pzr différentes 

techniques : 

- agglutination passive au latex 1-3 

- hémgglutination passive au. CrCl UJrrn-1 3 
c=zzl - immunodiffusioc. 



F i m r e  42 : Légende c f .  f i gu re  41. 



Figure 42 : Légende c f .  figure 41. 



Les correlatioris que l'on peut établir entre les deux données 

précédentes sont les suivantes : 

. Dans la série A, l'on peut dire qu'au moment du dépistage 
des anticorps, la mesure de llasparagiriasémie effectuée le lendemaan montre 

toujours une chute du taux d'asparaginase au moins égale à 25 $. Cette chute 

se conf'irme nettement, après une période de relative~stabilisation, 5 jours plus 

tard. 

. Dans la série B, les résultats sont très comparables à 

ceux de la série A ; notons seulement que la pente initiale de la chute du tau 

de llasparaginasémie est sensiblement plus faible. 

. Dans la série C, les résultats sont apparemment différent: 
en effet, si la chute de l'asparaginasémie apparaft également le onzième jous,  

elle semble plus brutale, voire totale. Dans deux cas, elle précède nettement 

la mise en évidence des anticorps ; cependant, nous avons vu qu-e la cinétique 

d'apparition de ceux-ci était également différente de celle des séries A et B. 

Par ailleurs, il faut rappeler que ces animaux ne reçoivent 

que de faibles doses d'enzyme qui peuvent donc /+!$ire neutralisées par les fai- 

bles doses d'anticorps apparaissant dès le dèbut de l'imuriisation. 



- Dans ces dew: séries d'expériences, nous pouvons donc conclure 
que : 

. l'immunisation se traduit comme l'on po~vait le prévoir 
d'après les expériences de neutralisation in vitro par une diminution du taux 

de 1'asp:maginasémie 

. cette étude cinétique de l'asparaginasémie dans l'opti- 
que du dépistage précoce de l'immunisation montre que cette teckmique nîappara9+; 

pas nettement supérieure à la recherche des anticorps par la technique d'agglu- 

tination @es particules de latex ; elle peut cependant la conipléter ou la con- 

firmer ; elle apparaqt cependant plus sensible que la technique d'hémuggl~iti- 

nation passive au CrCl et swrtmt que la tec3;:ique de recherckie des anticorps 
3 

précipitants. 

2) Application au dépistage précoce de l'immunisatioii chez l'homme : .......................................... 
résultats préliminaires ---------------- 

Il nous est apparu intéressant, pour diverses raisons, de voir si les ré- 

sultats expérimentaux obtenus précédernent étaient transposables à l'home. E~I 

effet, il apparaft évident qu' à partir du moment où l'asparagirase s fait la 

preuve de son pouvoir immunogène chez l'animal et chez l'homie, quelqu-es s0j.en-L 



les modalités des injections, il est très important de mettre en oeuvre tous 

les moyens qui permettraient de dépister précocement lFimmunisation. L'aspara- 

ginase étant utilisée chez l'homme dans un but thérapeutique, cette immunisa- 

tion constitue & la fois un écueil à l'efficacité du traitement, voire, un dan- 

ger en raison du riique de choc anapkylactique que nous n'avons cependant pas 

observé chez nos animaux d'expérience. 

a) Etude de la durée d-e vie de l'asparaginase dlEscherichia coli ............................................................. 
injectée par voie intraveineuse chez l'homme .. e.............0........*0.............. 

L'étude a porté sur deux malades atteints de leucémie aiguti!, 

dont le traitement comportait des injections journalières à raison de 1 O00 UE/kg 

- Pour déterminer la durée de demi-vie, nous avons disposé de 
prélèvements effectués avant la première injection et à différents temps après 

celle-ci ; la mesure de l'activité emymatique a donné les résultats indiqués 

dans le tableau XXII. ci-dessous. 

W : non fait 

Tableau XXIT : Evolution du tau de l'activité asparaginasémique 

chez deux malades leuc6miques, après une première 

injection p a x  voie in2;r.aveir~cuse de 1 O00 b3/kg en 

fonction di1 temps. 



Les résultats exprimés en coordonnées arithmétiques confiment 

que l1activit6 enzymatiqce décroit d'une façon exponentielle en fonction du 

temps comme nous l'avions déjà observé chez le lapin. 

La construction des courbes à partir des mesures effectuées per- 

met d'estimer la demi-vie de l'asparaginase à 9 heures 30 et 11 heures, pour 

les deux malades explorés (fig, 44). La précision dans la détermination de cette 

durée est certes approximative, mais se situe néanmoins dans la gamme des chif- 

fres cités par d'autres auteurs ( 131, 163), 

- Notons que des injections jo~~nalières répgtées aux doses 
de 1000 uJ3/kg ne m0ntren.t phs de phénomènes d'accumulation ; en effet, chez 

plusieurs malades nous rzvons suivi le taux de 1'asparaginasémi.e mesurée 2 heures 

après chaque injection pendant la durée d'une cure, la figure 45 en donne un 

exemple. 

Tous les prélèvements conservés et mesurés le mdme jour se trû- 

duisent par des activités identiques (rappelons que la iégère diuinution app- 

rente du prenier pic est liée à l'inertie de l'appareil enregistreur, corne 

nous l'avons démontré dans le premier ch?lpitz-e). 

b) Etude cinétique de 1'asparaginasémj.e ni.! cours du trûiteni.ent ........................................................... 
chez l'homme ............ 

Cette étude mise en oeuvre récement, ne nous a permis de suivre 

l'évolution de l'asparaginasémie de façon continue que chez cinq malades trait& 





Figure 45 : 
Mesure de 1' asparaginasé- 

mie effectuée chez 1x1 mi- 

lade leucémique sur les 

sérums prélevés les 7 pre- 

miers jours d'un traite- 

ment, 2 heures après c h -  

que injection d'asparagi- 

nase à. 1000 UE/~L~.  



par des injections jou-mlières de 1000 U E / ~ ~  pendant des temps variables selon 

les schémas de traitemat. 

Les prélèvements effectués en vue de la mesure de l'sctivité 

asparaginasémique sont réalisés précisément 2 heures après chaque injection. 

Chez 4 des 5 malades suivis, aucune variation du taux d'activité 

enzymatique n'a pu 8tre mis en évidence ; dans tous ces cas le traitement a été 

parfaitement toléré et aucun anticorps n'a été mis en évidence pendant la pério- 

de de surveillance. 

Les résultats obtenus chez le cinquième malade sont reportés dans 

le tableau XXIII. ci-dessous. 

imologique 

1 ' asparaginasémie 

Immunodif fusion 

de recherche 

Tableau =III : Etude comparée ?.e la diminution de l1aspara- 

ginasémie et de la ciriétique d'apparition des 

anticorps chez un malade dont l ' immunisation a 

été responsable d'un choc araphylactique. 



Nous voyons que la diminution de l'asparaginasémie (fig. 46) 

a précédé de quatre jours l'apparition d'un choc anaphylactique. La recherche 

des anticorps par les différentes techniques montre que ceux-ci, dépistés par 

hémagglutination passive au CrCl et par agglutination de particules de latex 
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sensibilisées, précèdent également l'apparition du choc de 4 jours, alors que 

la recherche des anticorps fixant le complément ne le précède que d'un jour et 

que la recherche des anticorps précipitants par imnodiffusion est restée négat 

De ce seul cas intéressant, il ne nous est pas possible de con- 

clure comme chez le lapin que l'étude de l'asparaginasémie soit capable de dé- 

pister l'immisation avant l'apparition des anticorps. 

Il est cependant utile de noter que le dépistage précède l'appz- 

rition d'incidents d'intolérance. De plus, cette observation permet de confirmer 

qu'un choc anaphylactique peut survenir d~ns que des anticorps précipitants 

soient mis en évidence ; ceux-ci ne sont d'ailleurs pas apparus chez cette 

malade. 

Ainsi, il apparart de cette étude préliminaire, dont les résul- 

tats concordent avec l'étude expérimentale plus étayée chez l'animal, que le 

dépistage précoce de llimmunisation doive recourir aux techniques qui scnt en 

définitif le mieux adaptées : mesure de l'asparaginasémie et recherche des anti- 

corps par agglutination de particules de latex sensibilisées p2.r l'asparaginase. 



Figure 46 : Nesure de l'asparagifiasémie sur  des sérums 

 rél levés certa.ins Jours,  deux heures après 

l e s  in j ec t ions ,  chex un malade ayant effec- 

tué  un choc en cours de t rai tement .  
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Nous~ysndrons ?ci les principaux points de discussion de nos 

résultats en les confrontant aux données de la littérature qi*e nous avons ex- 

posées au debut. 

Ainsi, nous avons tout d'abord montré que, chez le lapin l'imu- 

nisation contre la Lasparaginase est constante aussibien aux doses fortes de 

500 UE/kg qu'aux doses faibles de ?O KE/kg+. Comme LORKE et TETTETSBORX ( ' O 6 ) ,  

nous avons constaté la toxicité immédiate de l'asparaginase pour certains des 

lapins ; à la dose de 500 TJI3/kg, la mortalité observée atteint 50 $ au terme 

des trois premières injections ; par contre 1.a mortali l é  est quasi nulle 

chez les animaux restants. Cette toxicité répond à une véritable loi du tout 

ou rien qui reste inexpliquée et semble parmi les différentes espèces étudiées 

&tre propre au lapin. Ia constance de l'immunisation que nous avons obse,rvée 

est en contradiction avec les résultats rapportés par KIiAN et HILL ( 92 ) 

qui montrent qut à des doses de 500 et 1000  kg, les anim.ux ne s'imunisent 

pas et que l'effet immunosuppresseur de l'asparaginase se manifeste nettement 

contrairement à ce qu'ils observent pour des doses plus faibles. Cependant dans 

les expériences de KIMT et HILL, la recherche des anticorps n'a été effectuée 

que deux fois par immimodiffusion et cette surveillance ne srest pas prolongée 

au delà de 20 jours après la fin de l'expérience. Nos résultats peuvent expli- 

quer que dans ces conditions, il est possible de méconnaltre la présence des 

anticorps anti-asparaginase . 



Il apparaft fondamental dans toutes les expériences qui 

étudient ltimmunosuppression induite par l'asparaginase de suivre en meme temps 

dans des conditioils optimales l'immunisation contre cette enzyme, ce qui n'a 

généralement pas été fait dans nombre d'études expérimentales. 

Chez l'homme nous avons vu que cette immunisation est inconstante 

puisque 14 sur 45 des malades étudiés ont présenté des anticorps anti- 

asparaginase ; ericore faut-il noter qu'il ne s'agit pas de sujets sains rriais 

de sujets atteints de leucémie aigu?! qui bénéficient par ailleurs de divers 

autres thérapeutiques possédant elles-memes une activité immunosuppressive. 

Chez l'animal la rapidité et l'intensité de cette immunisation est 

fonction des conditions expérimentales : 

- à des doses fortes de 500  kg nous avons constaté conme PUTTER 

(147 ) que l'immunisation est favorisée par la répétition espacée des injections 

- lors d'injections journalières nombreuses, la rapidité de ltimmu- 
nisation est fonction inverse de l'importance des doses ; en effet, avec les 

doses faibles de 10 UE/kg, les anticorps précipitants et hémagglutinants appa- 

raissent en cours d'expérience, alors qu'aux doses plus fortes leur mise en 

évidence ne peut &tre effectuée qu'à la fin (pour les doses de 100 UE/kg) ou 

après (pour les doses de 500 UE/kg) l'arret d'une expérience de 18 jours. Ces 

résultats vont à l'encontre des conclusions de PUTT et coll. (146 ) qci préconi- 

sent les doses fortes espacées. 

Il faut noter que chez l'animal immunisé, nous n'avons jamais obsem 

de manifestations de choc anaphylactique susceptible de traduire la présence 

des anticorps. 



Chez lfhomme, nous l'avers dit, les faits sont plus complexes. Nous 

devons signaler que les anticorps anti-asparagimse ne sont apgaivs que chez 

les sujets dont la leucémie s'est améliorée sous l'effet des injections d'enzyme 

nous reviendrons sur la signification éventuelle de cette constatation. Surtout 

il faut rappeler que dans 8 cas ces anticorps ont été responsables de chocs ma- 

phylac tiques sévères. 

Chez le lapin comme chez l'homme, les anticorps anti-asparaginase 

possèdent les memes caractéristiques. L'étude quantitative de la précipitation 

in vitro montre qu'il existe plusieurs populations d'anticorps de nature diffé- 

rente. La spécificité de ces anticorps est bien dirigée contre l'asparaginase, 

comme il l'a été également démontré par REIS et SCHTJIIDT (151 ). Les anticorps 

précipitants que nom avons étudié ne neutralisent pas l'activité enzymatique 

de l'asparaginase ; nous pouvons donc confirmer que le site enzrvmatique est dif- 

férent du site antigènique qui fait partie de la structure de ltapcenzjme. C'est 

pourquoi nous avons testé nos anticorps vis-&-vis d'une asparaginase extraite 

de Mycokücterium phle5i. Nous avons vu qu'il existait cependant une cornunauté 

antigénique entre ces deuz asparaginases qui réagissent avec nos anticorps. I J ~  

recherche d'une asparaginase de structure très différente devrait donc sans 

doute dtre envisagée chez les eucaryotes. 

Nous avons démontré que la présence d'anticor~s in vivo entrafnait 

une disparition très rapide de l'asparaginase injectée ; une telle constatation 

a été également rapportée par DOHLWITZ et coll. ( 53 ) ainsi que par PETERSON 

et coll. (14' ). Cette disparition de l'antigène en présence d'anticorps corres- 



pond à l'élimination rapide des complexes antigènes anticorps dont on sait 

qu'elle est le meilleur témoin d'une immunisation : c'est la notion classique 

de"ltantigen disappearance rate1'. C'est pourquoi dans nos expériences nous avons 

suivi conjointement la cinétique de l'asparaginasérnie et l'apparition des anti- 

corps. 

Nous avons donc déterminé tout d'abord la durée de vie de l'aspara- 

ginase en l'absence d'immunisation. Chez le lapin nous avons estimé la demi-vie 

comprise entre 6 et 8 h. PUTTER (147 ) rapporte une demi-vie de 4. h après injcc- 

tions d'une dose unique de 500 U E / ~ ~  comme dans not-ce éiude ; lrasparaginase 

utilisée par ce dernier n'est pas de meme fabrication qi*e celle que nous avons 

utilisée. Chez l'homme nous avons estimé la demi-vie à 9 h 30 et f l  h. Ces résul- 

tats sont coqarables à ceux obtenus par SCHWARTZ ( ) avec deux lots différente 

d'asparaginase ; cependant les résultats obtenus par le ruBrne auteur avec deux 

autres lots st6cartent notablement des précédents bien que les qwtre lots uti- 

lisés aient été préparés à partir de cultures dlEscherichia coli. Ur-e discordance 

du meme ordre est rapportée par PUTTEB ( 1 4 7 ) .  Les différences d'origine exacte, 

de l'asparaginase, (souche drEscherichia coli utilisée, modalités de préparatior ) 

suffisent sans doute à expliquer ces discordances. 

Nous avons également montré que chez l'animal en cours d'immunisa- 

tion, on pouvait observer une chute du taux de l'asparaginasérnie : celle-.ci est 

constatée presque en mdme temps que les anticorps sont dépisiés par 1û techniqi?e 

d'agglutination passive au latex et ceci quelques soient les doses d'asparaginasc 

injectées. Par contre, il n'en est pas de mdme pour les anticorps mis en évidence 



par hémagglutination au CrCl et par immunodiffusion ; la rapidité d'apparition 
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de ceux-ci est en effet d'autant plus tardive que les doses d'asparaginase sont 

plus fortes. 

D'autre part, nous avons vu que pour les fortes doses d'asparaginase 

la chute du taux de l'asparaginasémie n'est pas progressive mais se produit en 

deux temps selon une courbe sigmoSode ce qui pourrait correspondre à l'apparition 

successive des deux types d'anticorps nis en évidace par les techniques de pré- 

cipitation quantitative. Chez l'home, l'étude cinétique de l'asparaginasémie 

a donné des résultats comparables ayant la mdme signification ; des résultats 

analogues ont été rapportés par CAFIZZI et coli. ( 4 0  ). 

Enfin, de nos résultats quelques éléments peuvent dtre tirés en ce 

qui concerne l'activité imnrimosuppressive de ltasparaginase. Nous avons en effet 

vu qu-e les fortes doses d'enzyme répétées journellement pendant un certain temps 

retardaient de façon significative l'apparition de certains anticorps qui n'appa- 

raissent alors qu'après ltarrBt du traitement. Par ailleurs, nous avons montré 

que 1 ' asparaginase entrafnai t une hypoprotidémie t ouchmi plus particulièrement 

les Y-globulines. 

Des expériences préliminaires ont été réalisées chez des lapins sou- 

mis à une stimulation ~ntigèni~ue par des Y-globulines humines au cours d'une 

série d'injections à différentes doses d'asparaginase. Par rapport aux lapins 

témoins stimulés par les Y-globulines mais non soumis aux injections d'aspara- 

ginase, l'apparition des anticorps précipitants anti-Y-globulines est nettement 

retardée chez les lapins recevant de fortes doses (100 et 500 UE/kg), Ces ré- 

sultats,peuvent que nous inciter à poursuivre le but que nous nous sommes ini- 

tialement fixé. Ils montrent de plus à quel point il est nécessaire de suivre 

parallèlement et par de multiples techniques et expériences les deux aspects du 

problème ; l'interprétation des résultats de l'immisation ne pouvant certaine-. 

ment pas faire abstraction du pouvoir immunosuppresseur de Itaoparaginase et 

inversement. 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  
-:-:-:-:-:---:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:- 

Au cours de notre travail, nous nous sommes tout d'abord essen- 

tiellement intéressé au pouvoir imunogène de la Lasparaginase, extraite 

dtEscherichia -- coli, chez le lapin. 

Nous avons ainsi montré que l'immunisation contre la Lasparaginase 

est constante ; cette enzyme est docc très inmuriogène. 

Les anticorps obtenus ne ne~iralisent pas in vitro l'activité enzy- 

matique et sont donc dirigés contre l'apoenzyme. La spécificité de ces anti- 

corps s'étend à une asparaginase extrailie de M~cobacteriwi phleP'. 

In vivo, la présence de tels anticorps eritrafne une éliminatior, ra- 

pide de l'enzyme. 

Nous avons également montré que cette immunisation est favorisée 

par la répétition d'injections espacées. Lorsque les injections sont journal.ière,s 

et prolongées, les anticorps hémagglutinants et précipitants apparaissent plus 

tardivement pcur les fortes doses d'antigène injectées. 

L'étude simultanée de l'apparition des anticorps et de l'évolution 

du taux de l'asparaginasémie nous a permis de montrer que la chute du talx 

d'activité enzymatique était un bon témoin de l'apparition de 1:immmisai;ion 

et coTncident avec l'apparition d'anticorps dépistables par agglutina,tion pas- 

sive au latex. 

1,' application à l'home des techniques mises au point SLT le plan 

expérimental présente un intéret certain. 

Enfin, les résizl-tats que nous rapportons nous ont permis d' aborder 

quelques élérnents de discussion en rapport avec l'activité immunosuupreaslvz de 

ltasparaginase et d'orienter la poursuite de nos recherches dails ce secs. 
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