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AVANT PROPOS

Depuis la démonstration de 1'activité expérimentale anti-lymphome
de la Irasparaginase de trés nombreux travaux se sont attachés & 1'étude des
propriétés de cette enzyme parallélement & son utilisation dans le traitement
des.leucémies aigu¥s humaines.

Ces derniéres années, les travaux expérimentaux ont mis essentiel-
lement 1l'accent sur les propriétés immunodépressives de 1'asparaginase, proprié-
tés qui semblent s'étendre & la fois aux réactions immunitaires humorales et
cellulaires. Cet aspect trés original de l'activité de 1l'asparaginase s'oppose
cependant aux constatations faites antérieurement par d'autres auteurs qui démon-
traient 1'activité immunogine de cette protéine.

De 1l'analyse des données de la littérature, trois données ressor-
tent nettement ¢

~ 1l'activité immunosuppressive de la I~asparaginase semble démon-—
trée mais sa démonstration est plus ou moins évidente selon les protocoles expé-
rimentaux, les techniques utilisées. et les criteres choisis

~ le pouvoir immunogéne de l'asparaginase a été constaté & plusieurs
reprises mais les conditions quantitétives et qualitatives de son apparition, de
sa mise en évidence et de ses conséquences apparaissent encore trés imprécises

—~ surtout la confrontation entre ces deux aspects contradictoires

‘n'a pas fait 1'objet d'études approfondies et n'a recu aucune explication.



C'est 1'objectif & long terme que nous nous sommes fixés. Dans
ce travail, nous 1l'avons abordé dans un premier temps par 1l'étude du pouvoir im-
munogene de la I~asparaginase.

Dans le premier chapitre, nous rapporterons une technique de mesure
de 1l'asparaginasémie que nous avons mise au point‘afin de suivre le devenir de
1'asparaginase chez les animaux d4'expérience.

Dans le deuxiéme chapitre, nous exposerons l'ensemble de nos résul-
tats expérimentaux. Nous détaillerons d'abord la mise au point des techniques
que nous avons adaptées & la recherche des anticorps anti-asparaginése. Nous
donnerons les résultats des expériences préliminaires qui nous ont guidé dans
le choix de 1l'établissement définitif des protocoles d'immunisation et des para-
metres étudids.

Nous verrons alors les données que ces expériences permettent de
dégager en ce qui concerne les conditions quantitatives de 1'immunisation, la
spécificité des anticorps ainsi obtenus et les corrélations avec la mesure ciné-
tique de l'asparaginasémie.

Nous verrons enfin comment ces résultats expérimentaux nous ont
permis d'envisager leur application & 1'étude de 1l'immunisation chez 1'homme
et d'aborder surtout 1'étude expérimentale des corrélations avec l'activité

immunosuppressive.
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Découverte de 1'intérét de 1l'asparaginase : mise en évidence de l'effet anti-

lymphome de 1'asparaginase chez 1'animal.

La découverte de l'effet anti~lymphome de l'asparaginase chez 1'a-
nimal remonte & 1953 ; déja & cette date, KIDD (% , 96 ) remarque que la crois-
sance de certaines leucém’es murines transplantées est inhibée par injection
intrapéritondle de sérum de cobaye. Les travaux de BROOME (28, 30 ) &tablissent
gue le facteur actif du sérum de cobaye est 1'asparaginase. Dans un premier
temps, il ﬁontre que les propriétés chimiques du fécteur qui inhibe les leucé-
mies ne difféerent pas de celles de la L~asparaginase de cobaye et qu'au cours
du fractionnement, 1'activité inhibitrice est toujours associée & celle de 1'en—
zyme. Dans un second temps, il montre que la leucémie 6 C 3 HE D utilisde pour
1'étude expérimentale exige de la L-asparagine pour se développer d'une fagon
optimale en culture, et que les cellules cultivées continuent & conserver en
présénce de L~asparagine leur sensibilité au sérum de cobaye ; d'aubre part,
que_les souches de 6 C3HED qui sont devenues non exigeantes en asparagine
& 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 HE D qui ont été rendues résistantes au sérum de cobaye par injections in
vivo de doses tres faibles ne sont plus exigeantes en asparagine si on les cul-
tivent immédiatement in vitro.

Par la suite, d'autres études ont confirmé que le facteur inhibi-
teur des leucémies murines contenu dans le sérum de cobaye était 1'asparaginase.
En effet, les sérums d'animaux prochement aiparentés au cobaye possééent a la
fois de 1'asparaginase et une activité anti-leucémique (80, 134) ; par contre,

aucun sérum dépourvu d'asparaginase n'a d'effet sur les leucémies ( 73, 80, 95, 134).



Enfin, MASHBURN (113) confirme les travaux précédents en montrant que la crois-

sance de la leucémie 6 C 3 HE D de la souris est inhibée par de la L-

asparaginase extraite d'Escherichia coli.

I - PROPRIETES PHYSTICOCHIMIQUES DES ASPARAGINASES

A) Définition
La L-asparaginase ou L-asparagine amidohydrolase 3. 5. 1. 1. de
la nomenclature internationale, est 1l'enzyme qui transforme la I-asparagine

en acide L-aspartique, selon la réaction suivante

CONH? asparaginase COOH
—_—a "

CHé + 2H20 < —— CHé + NH4Oh

CHNHé CHNHé

CO0H c00H

B) Répartitions des asparaginases

1) Chez les especes vivantes

Les asparaginases sont des enzymes largement répandues dans la na-
ture (185) ; on les rencontre dans les trois rdgnes.

D'apres ZITTLE (187) et VARNER (17, 1'asparaginase a &té mise en
évidence dans le regne végétal, en particulier chez les champigncns des genres

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

et également chez les végétaux supérieurs en particulier dans les radicelles
d'orge. Plus récemment de l'asparaginase a été mise en évidence chez les 1légu-

mineuses 002). Chez les bactéries, l'asparaginase se rencontre dans de nombreu-



w

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

135, 181 ), Aerobacter aerogenes (179), Erwinia carotovora (125, 178), Erwinia

aroideae 042), Brucella abortus {1 ), Serratia marcescens (22,23,94,156L

‘différentes espeéces de Pseudomonas (5 ) et de Salmonella (67, 89 ), men rencontre

aussl chez Bacillus coagulans et Bacillus stearothermophilus @85), Mycobacteriu

phlel, M. avium, M, smegmatis (82:98:136 ) et diverses gouches de M. tuberculo~

sigs (88, 150),

De plus, étant dormé le nombre de micro-organismes, et plus spécia-
lement de bactéries susceptibles d'utiliser l'asparagine, il est probable que
de nombreuses autres especes microbiennes sont capables de synthétiser cette
enzyme,

En ce qui concerne les animaux, 1l'activité asparaginasique paralt
également fréquente, puisqu'on en a mis en évidence chez les poisséns, les

oiseaux (46, 131 ) et chez les mammifdres (33),

2) Dans 1'organisme animal

A 1'intérieur de l'organisme animal, 1l'asparaginase semble trés
inégalement répartie ; dans les tissus, on en trouve surtout dens le foie, le
cerveau, et & un moindre degré dans le rein, la rate et les testicules (15).

L'activité d'asparaginase sérique est trés variable selon les es-
peéces, mais elle est généralement faible ou nulle, sauf pour le cobaye (46)
et quelques autres rongeurs apparentés (13@.

I1 faut noter que toutes les asparaginases n'ont pas un effet actif

sur les tumeurs expérimentales : c'est le cas par exemple de 1'asparaginase de
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Bacilius_ coagulans (113) et de la levure Saccharomyces cerevisiae ( 31),

C) Chimie des asparaginases

Nous avons vu précédemment que 1'activité anti-lymphome de 1'aspa-
ginase avait été mise en évidence dans le sérum de cobaye. Ce sont YELLIN et
WRISTON (185), qui les premiers en 1966, ont obtenus une préparation purifiée
d'asparaginase extraite de sérum de cobaye ; cette préparation leur a permis
d'en étudier les propriétés physicochimiques. L'asparaginase d'Escherichia
coli fut obtenue purifiée en 1968 par WHELAN et WRISTON (181) et la mlme annde
par ROBERTS et coll. (153). Par la suite devant 1'intér&t que prenait 1'utili-
sation de 1l'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 simplifiés & partir de

cultures en masse d'Escherichis coli (4 7 ). 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 m’eux étudides sont rassemblées dans le tableau 2
En ce gui concerne le nombre de sous unités, les auteurs ont pensé
au début que la molécule était constitude de 6 sous unités (1M) ; il est méin—
tenant bien établi que la molécule est formée de 4 sous unités de poids molé-
culaire 30 & 35 000 chacune (58,85, ), Récemment, GLOSSMAN et coll. ( 63) ont dé-

crit 1l'existence d'un pont disulfure intramoléculaire.



Prooridtés Sérum de E. coli B E. coli B E. coli ATCC9637 et Serratia Erwinia caro~ | Bacillus coa—|{Fusarium
p cobaye (186) (Squibb) (181) | (Lilly) (76) | 11303 (Bayer) (4 ) Marcescens(196) | tovora(l?]25) | gulans (101) | tricinctm(®9)
a a a
Poids 138 000 139 000 a 127 000 c 128 000 c c
moléculaire 133 000° 106 000° - 130 000 120 000" 150 000 14 500 8 000 171 000
Point s N Bayer A : 5 s =
isoélectrique 5,684,5 4,8584,97 5,5 Bayer B : 4,8 5,185,85 8,9 5,18
pH optimum 7,588,5 8 7,2 659 8,5a9,5 7,588,7
Hydrolyse de _
la glutemine 0 4% 1% 3-4 % 4% 15 % 0 0
Activité
antitumorale + * * * + + - -
Tableau I : Propriétés physicochimiques de différentes asparaginases selon WRISTON J.C. (184).
£ o
s
S
a : ultracentrifugation analytique
b : gel filtration "

(¢

¢ gradient de sucrose



D) Mise en évidence de deux activités différentes dans 1'asparaginase

d'Escherichia coli

CAMPBELL et coll. (35) ont montré qu'il existait 2 sortes d‘'aspara—
ginases différentes, qu'ils ont appelées E C~1 et E C-2 dans la souche d'Esche-

richig coli B ; ces deux asparaginases peuvent &tre séparées par chromatographie

sur D E A E cellulose. Seule l'asparaginase E C-2, relativement stable & la
chgleur, 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'exercant dans une gamme de pH plus étendue avec un maximum & pH 8. Seule
cette dernidre a été purifide et étudide en détail.

Chez la souche d'Escherichia 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 posséde un effet antilymphome présente une affinité beau-
coup plus grande pour l'asparagine que 1l'asparaginase 1 ; ceci est également
vrai pour l'asparaginase E (-2, ce qui permet de penser que l'asparaginase 2
d'Escherichia coli K 12 correspond & l'asparaginase EC -2 d'Escherichia coli B.
Enfin, ARBNS et coll. (4 ) ont mis en évidence eux aussi deux aspara—

ginases chez les souches ATCC 9637 et 11 30% d'Escherichia coli. Toutes les

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

un maximum & 7.2, la méme composition apparente en acides aminés, le mme poids
moléculaire et les mfmes 14 acides aminés N terminaux. Toutefois, ces deux as-—
paraginases possédent une demi-~vie et une mobilité électrophorétique différen-
tes ; les auteurs concluent que les deux préparations enzymatiques contiemment

des isoengzymes ayant des points isoélectriques différents, bien qu'une activi-



té enzymatique identique ; l'asparaginase B renfermant proportiomnellement plus
d'isoenzymes acides que l'asparaginase A.

Bien que -nen—éteblie— la structure des asparaginases soit encore
imparfaitement connue, il est vraisemblable que les autres asparaginases d'Esche

richia coli sont construites sur le méme moddle que celles jusqu'd présent &tud:

E) Préparations pharmaceutiques de 1'asparaginase d'Escherichia coli

La comnaissance de la pharmacologie de 1'asparaginase présente un
intérét important car la thérapeutique par les enzymes est un nouveau moyen
de la médecine moderne.

1) Définition de 1'unité enzymatique

L'unité enzymatique (UE) est la quantité d'enzyme qui, dans les
conditions du dosage, libe&re, & partir de la I-asparagine, en une minute, une

micro mole d'ammoniaque & 37°C.

2) Pureté des préparations

Les différentes préparations d'asparaginase possédent toutes une
faible activité glutaminasique et D-asparaginasique intimement liées & 1l'acti-
vité L-asparaginasique ; de plus, l'asparaginase actuellement utilisée en thé-

rapeutique étant extraite d'Escherichia coli, elle renfermerait aussi en gquan-—

tité variable des endotoxines bactériennes.
Nous verrons que les différentes impuretés peuvent jouer un réle

important dans l'explication du mode d'action et de la toxicité de 1l'enzyme.



3) Stabilité & la conservation

I1 semble que la stabilité de 1'asparaginase & la conservation
soit trés variable selon son origine ; ainsi BROWN et coll. (35) constatent
une perte de la moitié de 1l'activité enzymatique d'asparaginases extraites du
foie de différents memmiféres, apres 4 jours & + 49C, alors que HO et coll. (77)

disent que 1'asparaginase d'BEscherichia coli est stable dans du plasma & + 4°C

peridant 10 jours et & - 10°C pendant plus de quatre mois. Les congélations et

décongélations successives n'ayant pas d'effet sur 1l'activité de 1'enzyme,

4) Voies d'injections

I'asparaginase est généralement injectée par voie intra-veineuse,
soit directement ou au moyen d'une perfusion & des doses qui varient besucoup
chez 1'homme suivant les auteurs et qui sont comprises entre 1C et 5000 UE/kg.

la voie intrapéritonéale qui a été utilisée par KIDD pour la mise
en évidence de 1l'effet antilymphome de 1'asparaginase est parfois utilisée chez
1'animal. Des travaux récents de CHANG (44 ) mettent en évidence une augments—
tion accrue de l'asparaginase aprés iﬁjection intrapéritonéale de microcapsules
semi-perméables,

I1 semble que la voie intramusculaire qui est peu utilisée soit
trés immunogéne ; en effet, KHAN et HILL (91) sur une série de 13 malades ont
mis en évidence des anticorps précipitants chez le seul malade ayant été traité
par cette voie. De plus, PUTTER (14) fait remarquer que 1'injection intra-
musculaire se traduit pour des doses identiques par un niveau faible d'aspara-

ginase circulante comparativement aux deux voies précédentes.



La voie intrathécale peut &tre employée (™) lors de localisatioms
méningées de leucémies aigu¥s, mais les avantages que pourrait présenter cette
voie d'introduction sont discutables, car d'une part 1'asparaginase repasse
trés rapidement dans la circulation générale (183) ; d'autre part il semble,
comme nous l'avons déja dit précédemment, que 1l'asparaginase injectée paf voie
intraveineuse bien que ne passant pas ou trés peu dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) (77) entrafne dans le ICR une chute du taux d'asparagire qui

est en équilibre avec celui du sérum.

IT -~ PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES ET UTILISATION CHEZ I'HOMME

Aprés la découverte de 1'effet antilymphome chez la souris de l'as-—

paraginase de cobaye puis d'Escherichia coli, des études expérimentales ont été

entreprises par de nombreux auteurs pour tester 1l'effet de 1l'asparaginase sur
différents types de tumeurs de la souris (252@28ﬂ13ﬂ72 ), du rat (87’95 ), du
chien, du chat et m&me 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 lymphofde
ou hématopoTétique.

Les premieres utilisations de la l~asparaginase chez 1'homme date de
1965 et sont dues & DE BARROST et coll. (51 ) et & DOLOWY et coll. (5%) qui
dans une leucémie aigu# lymphoblastique (LAL) chez un enfan£, aprés injection
d'asparaginase, ont observé une diminution du nombre des cellules leucémiques
dans le sang circulant.

les premiéres rémissions de LAL chez 1'homme par traitement avec

la I~asparaginase sont rapportées en 1967 par HILL et OETTGEN (75,126 ),
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Un certain optimisme d'ailleurs compréhensible a succédé a ces
premiers succés ; 1'asparaginase qui mettait & profit la premiere différence
métabolique connue entre les cellules tumorsles et les cellules normales a été
utilisée dans de nombreuses maladies relevant d'un processus malin.

Les travaux rapportant les résultats des essais thérapeutiques ef-
fectuds chez 1'homme sont irmombrables ; nous ne les citerons évidemment pas
tous, mais nous allons surtout & partir des articles les plus récents dégager
un certain nombre d'idées géndrales, concernant le cadre de son utilisation chez
1'homme.

T1 est admis actuellement par tous les auteurs que, quelques soient
les doses injectées, la fréquence des injections, la durée du traitement, le
traitement associé éventuellement, l'asparaginase n'a pas ou trés peu d'effets
dans le traitement des tumeurs solides (86,114,173 ) ; il est admis aussi que si
des résultats pecsitifs sont parfois obtenus dans le traitement des lymphosarcomes
et des leucémies aiguEs myéloblastiques, 1'intéré&t thérapeutique de 1l'asparagi-
nase se limite essentiellement aujourd'hui aux LAL (10,16,64,114,176),

Les modalités du traitement dans les leucémies aiguBs varient sen-
siblement suivant les auteurs car 1l'antigénicité et le pouvoir immunosuppresseur
de l'asparaginase posent un certain nombre de problémes 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 intra-
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 aiguBs.

L'asparaginase seule est capable d'induire des rémissions complé-~
tes mais les cliniciens 1'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
trée difficile d'évaluer pour 1'instant le pourcentage de rémissions induites
par la seule asperaginase. Il est cependant indiscutable que des rémissions ont
pu 8tre obtenues dans des cas qui s'avéraient résistants aux autres thérapeuti-
ques.

Certes l'asparaginase n'a pas tenue les promesses 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 cellules
leucémiques

-~ son action modérée sur 1l'hématopoi®se normale, certains auteurs
constatant méme une augnentation des cellules hématopolétiques normales (170)

— son efficacité sur certaines leucémies aigu¥s résistantes &

d'autres thérapeutiques.



A) Propriété enzymatique et activité anti-tumorale

1) Métabolisme de 1'asparagine

a) Repartjtwon de l'asparagine dans l’organlsme

L R R R I R R I R I I R N I AL A IR SR Y SRR Y

IONG (105), MEISTER (117) et MARDASHEV (109) ont étudié la teneur en
asparagine des tissus et organes essentiellement chez l'animal.

Les résultats obtenus, variables selon les auteurs, montrent que
cerfains organes paraissent nettement plus riches que d'autres en asparagine :
ce sont le rein, le foie, la rate, le cerveau, organes qui sont également les
plus riches en asparaginase.

D'aprés TOWER (17), le sang et le lait paraissent relativement peu
riches et leur teneur serait de 1'ordre de 10 mg/l. La tenemr du LCR serait
égale, ou légérement supérieure & 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 & la L~asparaginase ; en particulier, les cellules 6 C 3 HE D
tres sensibles, contiennent 21 mg/l d'asparagine, ce qui parsft &tre une teneur
trés élevée, alors que les cellules P 815, insensibles & 1l'asparaginase, n'en
contiennent que 1,2 mg/1.

On ne connait que trés incomplétement les besoing en asparagine

des tissus et cellules normales ou tumorgles.

b) Cycle metabollque de l'asparagLne

L R A I B O I R R R A A A I I I I

Nous ne considérerons que le probleéeme du métabolisme de l'aspara-

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

~ 1l'utilisation directe en tant que telle dans les synthéses pro-
téiques

-~ les utilisations indirectes, pouvant emprunter plusieurs voies,
mais dont la plus importante semble 8tre celle de 1l'acide aspartique, puisqu'elle
peut conduire soit au cycle citrique et au cycle de 1l'urée, scit & la synthese
des .noyaux purique et pyrimidique, étapes essentielles dans la synthése des aci-

des nucléiques.

¢) Preuves de 1'existence de plusieurs voies métaboliques

# €0 48 28T 9 LTINS T OLLIEIICELEOEIAEOETTEOEEOETE DR sescecos o

- L'intégration directe de 1l'asparagine dans les molécules protéi-
ques, a été mise en évidence par divers auteurs, en particulier par HOROWITZ
et coll. (84), et démontrée expérimentalement per BROOME et SCHWARTZ (32,15%
KIDD et SOBIN (97), en utilisant de l'asperagine marquée ; indirectement,
MASHBURN et GORDON (110,111 ) ont apporté une preuve supplémentaire en montrant
que le traitement par l'asparaginase diminueit 1'incorporation d'asparagine mar-
quée dans les protéines de la tumeur P 1798 chez la souris.

~ En ce qui concerne les utilisations indirectes de l'asparagine,
notons que 1l'acide aspartique qui peut résulter de l'action de 1l'asparaginase
sur 1l'asparagine, peut 8tre utilisé dans la synthése des noyaux purique et
pyrimidique. La confirmation du r8le de 1l'acide aspartique dans la synthése des
noyasux purique et pyrimidique a été apportée par MEISTER (1'7) aprés utilisation

d'aspartate marquée. La synthése du noyau purique pourrait également s'effectuer
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directement & partir de l'asparagine, mais la voié 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 synthéses protéiques, puis celle
pouvant intéresser le métabolisme des acides nucléiques par l'intermédiaire de

la synthése des noyaux purique et pyrimidique.

d) Propriétés générales des systémes enzymatiques pouvant synthéti-

L R A N I I RO Y se a0 .o s oe s e e s

ser l'asparagine

11 existe plusieurs systémes possibles pcur la syntheése de 1'aspa-
ragine :

- transformation directe de la cyanoalanine en asparagine (117),
Ce systeme n'a été signalé que chez les végétaux.

~ synthése d'asparagine par transamination & partir de l'acide a-
cetosuccinamique et d'un acide o~aminé (118) pour donner de 1'asparsgine et un
acide a-cetonique. Ce systéme mis en évidence dans le foie de rat a une impor-
tance secondaire

- 1'asparagine synthétase est certainement le systéme le plus im-
portant, aussi bien pour la synthese de l'asparagine en général que pour le mé-
tabolisme des cellules tumorsles en particulier (i36ﬂ04ﬂ38ﬂ42ﬂ4%_

Ce systéme existe éous deux variantes principales :
. acide aspartique + glutamine + ATP en présence de Mg++ -——% asparagine +

acide glutamique + AMP + PP

. acide aspartique + ammoniague + ATP en présence de Mg++ —-—> asparagine +

H20 + AVP + PP
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La synthése d'asparagine utilise avec 1'acide aspartique soit la glutamine, soit
1'ammoniaque, comme donneur de groupements amidés, la glutamine étant cependant
généralement plus efficace gque 1l'ammoniague. Ces réactions nécessitent un apport
d'énergie généralement fournie par 1'ATP ; elles demandent la présence d'ions
métalliques, le plus efficace étant 1'ion Mg++. Les systémes asparagine synthé-
tase peuvent &tre soumis & un certain nombre de facteurs 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 synthése soit effectuée, il faut qu'il existe un cer—
tain rapport entre les quantités disponibles d'acide aspartique, de glutamine
ou d'smmoniaque, d'ions Mgﬁ+ et A'ATP ; ces différents facteurs pouvant jouer

le r8le de facteurs limitants.

~ Mécanismes de régulation

On peut distinguer divers systémes d'inhibition et de répression.
Les contr8les par inhibition et répression ont été bien étudiés
chez certains systémes asparagine synthétase, en particulier par BURCHALL et

coll. (36 ), chez Streptococcus bovis, et par RAVEL et coll. (149), chez Lactoba~-

cillus arabinosus ; dans ce dernier systéme, en dehors de l'inhibition simple

provoquée par le produit de la réaction, c'est-a~dire l'asparagine, il y a ré-
pression de la synthése de 1'enzyme, par la m8me asparagine ; il se peut qu'il

en soit de méme dans les cellules tumorales.
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D'aprés PRAGER et BACHYNSKY (142), tout au moins pour les cellules
de lymphome de la souris, l'asparagine synthétase ne semble pas une enzyme in-
ductible, puisqu'un apport exogéne d'acide aspartique et d'ammoniaque n'a pas
d'influence sur la synthése de 1'engyme par ces cellules, mais BAGLE et coll.
(57) pensent qu'elle peut 1'8tre,

Si un certain nombre de propriétés des systémes asparagine synthé-
tase sont peu différentes (sources d'énergie, pH d'activité...), il semble
par contre que leurs mécanismes de contrfle et de régulation soient plus spéci-

fiques : ainsi, le gystéme asparagine synthétase de Lactobacillus arabinosus

est répressible par l'asparagine, alors que le systéme correspondant de Strep-

tococcus bovis ne l'est pas.

Le r6le et 1'importance exacte de ces mécanismes de régulation dans
les cellules tumorales humaines ne pourront 8tre évaluées que lorsqu'on aura
déterminé les teneurs cellulaires en métabolites intervenant dans la réaction

et lorsqu'on aura isolé les systémes asparagine synthétase.

2) Mode d'action de 1'asparsginase sur différents types de cellules 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.
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LABOUREUR (99 ) distingue quatre types de cellules :

1 - Cellules normales (Cn)

2 - Cellules tumorales sensibles & l'asparaginase (Cs)

3 = Cellules tumcrales provenant de tumeurs initialement sensibles
a 1l'asparaginase, mais rendues résistantes par adaption (Cs—r) (Culture sur un
milieu tres pauvre en asparagine par exemple)

4 - Cellules spontanément résistantes & 1'asparaginase (Cr).

Les réactions cellulaires, dans la synthése de l'asparagine, dé-
terminées par 1l'introduction d'asparaginase dans la circulation des différents
types de cellules, ont été particulidrement étudiées par HOROWITZ et coll. ( 84)
et par PRAGER et BACHYNSKY (142). Ces résultats montrent gue des différences im~
portantes, mais également des anaslogies, existent dans la réponse des différents
types de cellules & 1'action de l'asparaginase, ils mettent en évidence :

- que d'une fagon générale, l'activation des asparagines synthé-
tases intracellulaires psraft 8tre la réaction constante des cellules & une ca-—
rence en asparagine extracellulaire

- que l'auvgmentation ou l'apparition dans certains cas de 1l'acti-~
vité asparagine synthétase est faible et fugace pour les Cs, ef que d'une fagon
plus généiale, il semble exister une corrélation entre les taux initiaux, et
les taux finaux en asparsgine synthétase socus 1'action de 1'asparaginase

- que l'augmentation de 1l'activité asparagine synthétase dans les
Cn est moyenne, plus lente & se développer que dans les (s, mais que cette ac—

tivité y est beaucoup plus durable



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

- que l'activité asparagine-synthétase ne peut 8tre augmentée in-
définiment, puisque, aprés avoir atteint un maximum en 24 heures, un apport sup--
plémentzire 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 & celui des
Cr

- qu'il existe une corrélation entre la sensibilité des cellules
tumorales au traitement par 1'asparaginase, et leur capacité d'activation de
leur systéme asparagine-synthétase.

I,'étude du systéme asparagine—synthétase permet donc d'expliquer
d'une fagon satisfaisante le mode d'action dell'asparaginase, mgis il est pro-
bable que d'autres faclteurs puissent également intervenir.

RYAN et SORNSON (158) ont montré récemment que 1'administration d'as-
paeraginase chez la souris faisait chuter le taux de la glycine et ils pensent
que la perte de la glycine cellulaire pourrait &tre plus importante que la per-
te d'asparagine, & cause de 1'importance de la glycine dans la synthése des pu-
rines.,

Un autre facteur possible est la vitesse de disparition de 1l'enzyme
de la circulation ; BROOME (31) fut le premier & mettre en évidence 1'impor-
tance de la durée de demi-vie comme facteur ayant une importance antitumorale.
Par exemple, 1l'asparaginase du sérum de cobaye a une demi-vie de 11 & 19 heures,

tandis que l'asparaginase de levure qui n'a pas d'effet antilymphome est presque
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complétement éliminde en 30 min. ; ceci ne peut évidemment pas tout expliquer ;
de plus leg raisons qui font que la clearance est plus ou poins rapide ne sont
pas connues. MASHBURN et LANDIN (112) pensent que la durée de demi-vie serait
fonction du point isoélectrique, mais des arguments existent aussi qui permettent
de penser qu'elle est peut &tre fontion de la valeur de leur Km (3% ke ).

Divers travaux de biologie moléculaire ont été effectués pour es-
sayer d'expliquer le mécanisme d'action de l'asparaginase et la régulation de
1l'agparagine au nivean cellulaire. Le probléme n'étant pas résclu, nous n'envi-

sagerons pas ce sujet.

B) Doses 1éthales et durde de vie de l'asparaginase

1) Doses 1éthales

LORKE et TETTENVORN (105 ont effectué une étude expérimentale sur
cing animaux. Pour la souris et le rat, la dose 1léthale 50 (DLSO), gui corres—
pond & la dose & partir de laguelle la moitié des animaux meurent, n'a pas pu
&tre déterminée ; les animaux survivants & des doses de 200 000 UE/kg et des
doses plus élevées n'ayant pu &tre injectées & cause de la limite de solubili-
sation de l'asparaginase. la DIS0 du chat et du chien se situe aux environs de
50 000 UE/kg. Le lapin est une exception : certains animsux meurent pour des
doses de 500 ou de 1 000 UE/kg, alors que d'autres survivent, sans que 1l'on
puisse 1'expliquer, & des doses de 10 000 UE/kg. L'homme supporte assez blen
les doses de 5 000 UE/kg. Ces doses qui ont été employées dans le traitement
des tumeurs solides sont parfois préconisées en injections espacées pour éviter

1'immunisation.



21

2) Devenir de l'asparaginase in vivo

Cette notion qui va rendre comte de la vitesse de disparition de
1'enzyme du sang circulant est trés importante, car elle conditionne les moda-
lités du traitement,

Les différentes techniques utilisédes pour mesurer l'activité aspa~
raginasique correspondent soit comme la technique de COONEY et coll. (50) &
une mesure de 1l'acide aspartique libérée aprés action de 1'asparaginase sur
1'asparagine, soit comme lesréactionsde NESSLER, de RUSSEL et de SCHWARTZ
(147, 157 ) & une mesure de la quantité d'ammoniague libérée.

a) Durde de demi-vie chez 1'animal.

L T I I O A I IR A B R R

Les résultats obtenus par PUTTER et SCEWARTZ (147,163 ) chez 1'ani-

mal sont rassemblés dans le tableau I1 ci-dessous.

CHIEN COBAYE | LAPIN| RAT | SOURIS

SCHWARTZ

Asp. : Merck, Squibb
Bayer

Dose : 200 ou
1 000 UE/kg

18 h 4 h 30 NF* 1h 30 6 h

. PUITER gros petit

ASP. H Bayer A, 23 h 14 h NF* 4 h 1h 30 4 h
Dose : 500 UE/kg

TABLEAU T1 : Comparaison des durées de
* NF : non fait demi-vie de l'asparaginase mesurées par PlUtter et

Schwartz chez différents animaux.
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Bien que SCHWARTZ ne précise pas 1'origine exacte de l'aspsraginase

chez le plus gros.

utilisée et les doses injectées, il apparaft nettement quelques soient les dis-
cordances entre les auteurs que la durée de demi-vie de 1l'asparaginase varie
suivant les animaux auxquels on $'adresse. Il semble méme que la clearance est
d'autant plus rapide que 1'animal est petit ; ainsi BAYER constate méme que chez

deux races de chiens de tailles différentes, la durée de demi~vie est supérieure

Seuls les résultats obtenus chez la souris ne semblent pas corres—

pondre & cette hypothese.

b) Durde de demi~vie chez 1'homme

e 600080 0

s e s 00 a0

Les résultats obtenus chez 1'homme sont rassemblés dans le tableau

IIT ci-dessous.

Auteurs HASKELL OHNUMA PUTTER SCHWARTZ
Origine de Escherichia coli
1'asparaginase E02 Merck BeyerAl Bayer X| Lilly Squibb Bayer A Merck
Durée de 1/? vie | 26 33 h| 14 a22h | 12h|24h [10&12h]| 14 822h| 924214 h|18 227}
Dose 1500 Wke | 000 1000 o0 vk 1000 Ufkg
5000 U7kg
Technique de Cooney Russel Nessler Schwartz

Tableau IIT

Comparaison des durées de demi-vie de 1'asparaginase chez 1'homme

selon différents auteurs.
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Les résultats sont difficilement comparables, les auteurs mesurant
1'activité par des technigues différentes ; de plus, les mesures sont effec-
tudes aprés injection de doses variables d'asparaginase ne provenant pas tou-
Jours de la m@me industrie pharmaceutique . Notons toutefois que PUTTER cons-
tate une durée de demi-vie double avec l'asparaginase X par rapport & l'aspara—
ginase A ; or l'asparaginase X est de l'asparaginase A partiellement désaminée.
Ceci est la preuve gue des variations minimes au niveau d'une faible partie de
la molécule entraine des variations trés importantes de la demi~vie. Cette im-
portance de 1l'origine et de la maison qui prépare 1'asparaginase est confirmée
par les travaux de SCHWARTZ qui a étudié quatre asparaginases d'BEscherichia

coli d'origine différente.

) Durde do vie

L'asparaginase persiste selon HASKELL (720is),dans le sérum des ma-
lades, aprés une seule injection de 1 500 UE/kg d'asparaginase MERCK & un taux
de 0,01 UE/ml ou plus pendant 17 & 21 jours ; la L-asparagine plasmatique étant
déprimée voire nulle pendant trois semaines chez trois des 4 malades étudiés.

Ces résultats coincident avec ceux de OHNUMA (132) qui trouve qu'aprés
une injection d'asparaginase MERCK de 1 000 UE/kg et de 5 000 UB/kg des traces
d'enzyme sont mesurables respectivement Jjusqu'au 13° et 22° jours ; le niveau
d'asparagine étant pour 1l'un et l'autre cas déprimé jusqu'aux 21° et 29° jours.

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

pable de mettre en évidence 0,03 UE/ml d'activité asparaginasique signale que
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suivant les doses et les origines de 1'enzyme aucune activité n'est décelable
apres 2 & 10 Jours.

Apreés une seule injection d'asparaginase, l'asparagine sérigue est
déprimée pendant plusieurs semaines ce qui pose le probléme de la fréquence des

injections.

d) Accumulation dans le plasma

------ .. D A A A A A )

Si les injections sont répétées journellement, on observe selon
les auteurs (77,163,132 ) une accumulation plasmstique de 1'enzyme ; la durée de
demi-vie ne changeant pas. SCHWARTZ (163) précise que 1'accumulation a lieu jus-
qu'au 7° jour, mais qu'il apparait ensuite un platesu. Enfin PUTTER (147) cons-
tate une accumulation avec l'asparaginase X, mais pas avec l'asparaginase A de

chez BAYER.

e) Passage de 1l'asparaginase du sang dans la lymph

L A A N A A R ] D A A I NN A RN S A} L A N R ..

Le passage de 1'asparaginase du sang dans la lymphe a été étudié
par HALL (68 ) chez le mouton : apres injection de 12 000 UE par voie intraveineust
il met en évidence des traces d'asparaginase 30 min. plus tard au niveau de la
lymphe ; le taux maximum étant atteint aprés 2 & 3 heures et correspondant &

environ 10 %‘de la tensur sanguine initiale.
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f) Elimination

Le mécanisme de 1'élimination n'est pas encore connu. L'asparagina-
se est éliminde 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 méme agnimal varie avec l'origine de 1l'as-
paraginase, le mode de préparation de 1l'enzyme et la dose injectée

— 1'asparaginase déprime l'asparagine circulante ; elle s'accumule
dens le plasma si des injections journaliéres sont effectuées

- on retrouve une partie de l'asparaginase d'Bgscherichia coli dans

la lymphe apres injection intraveineuse mais pas dans les urines.

C) Antigénicité de 1l'asparaginace

L'antigénicité a été mise en évidence chez 1l'animal ( 106,154,160,171).

Ncus allons étudier lesconséquences qu'entrafne cette immunisation
sur l'efficacité du traitement, ainsi que les essais qui ont été effectués pour
essayer d'éviter ou de prévoir l'apparition des anticorps qui peuvent entrafner
des chocs anaphylactiques trés graves chez 1'homme,

1) Conséquences de 1'immunisation sur 1'efficacité du traitement

L'apparition d'anticorps anti-asparaginase aussi bien chez 1'homme

(53, 141 ) que chez 1'animal (147,171 ) entrafne une diminution de 1'efficacité de
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1l'enzyme. Cette diminution d'efficacité a été mise: en évidence par SRIKRISHINA
chez la sburis ; en effet, la durée de survie de souris leucémiques (L 5178 Y)
ayant regu plusieurs traitements préalables d'asparaginase est moins augmentée
que celle des souris dont c'est le premier traitement.

La recherche parallele d'anticorps et de 1l'activité enzymatique
sérique aprés 1'injection d'asparaginase (53, 141 ) a permis de mettre en évidence
une -chute totale d'activité, suivie par l'apparition d'anticorps spécifiques
décelables parréaction d'hémagglutination passive. Il est probable gue les an-
ticorps forment un complexe avec l'antigéne, ce qui se traduit par une élimina-
tion accrue de 1'enzyme,

In vitro, 1'inactivation d'un immun gérum par l'asparaginase ne
dépasse jamais 50 % mlme dans les proportions optimales, ce qui prouverait gue
les anticorps ne se fixent pas sur le site engymatique, mais qu'il en limite
1'acces ( 9, 141). En effet, aprdés ultra centrifugation, toute 1'activité est

retrouvée dans le précipité (41).

2) Prévention de 1'immunisation

D'une part, KHAN et HILL (92 ) constatentchez le lapin, que 1'immuni-
sation survient aprés des injections journmalidres inférieures ou égales & 200
UE/kg, mais pas pour des injections de 500 et 1 00O UE/kg. Ces résultats seraient
en faveur de 1l'effet immunosuppresseur de l'asparaginase.

D'autre part, l'emploi simultané d'immunosuppresseur comme 1l'acti-

nomycine C (20) et la cyclophosphamide (17} empBche selon BIERLING et SRIKRISHNA
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la formation d'anticorps chez la souris. PRATT et coll. @46) pensent que les in-—
jections journalitres favorisent 1'immunisation et préconisent le traitement par
des injections plus importantes, espacées, mais PUTTER 047) recommande vive-—

ment le contraire.

%) Dépistage de 1'immunisation

L'intradermoréaction ne permet pas de dépister spécifiquement
1'immmisation (16, 141 ), PETERSON et coll. 041) ont montré qu'il existait une
corrélation exacte entre l'apparition des chocs anaphylactiques et la mise en
évidence d'anticorps par hémagglutination passive. L'hémagglutination passive
précede d'un jour le choc ; ce test gurait d'autant plus de valeur qu'il serait
accompagné d'une chute de 1l'agparaginasémie. Mais DUNNICLIFF et coll. (56)
pensent que la chute de 1'asparaginasémie ne permet pas de prévoir un choc.

Chez les malades immunisés contre 1l'asparaginase d'Egcherichia
coli, BEARD et coll. (12) ont poursuivi le traitement avec de 1'asparaginase

d'Erwinia carotovors sans inconvénient. T1 y aurait lieu de suivre toutefois

dans ce cas la durée de vie de cette asparaginase, car PETERSON et coll. (@“)
font remarquer que si 1l'on ne met pas en évidence en immunoprécipitation de com-
munautés antigéniques entre les deux asparaginases, on obtient une réaction
faiblement positive en hémagglutination passive.

Le probléeme 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 immuncosuppresseur de 1'asparaginase

1) Péfinitiog

Les immunosuppresseurs sont définis par leur propriété de.suppris
mer ou de déprimer certaines réponses immunitaires. I1 existe actuellement de
trés nombreuses cdtégories de produits, d'origines trés diverses, d'efficacité
et de toxicité trés varides. Les principales catégories utilisées en clinique
actuellement sont les antimétaboliques, les corticofdes, les alkylants et les

sérums antilymphocytes (11).

2) Immunosuppression in vitro par la l-asparaginase

Le tissu lymphoide de la souris et du rat (84) et probablement de
1'homme est déficient en asparagine synthétase et il fallait s'attendre & une
activité immunosuppressive de l'asparaginase compte tenu aussi de l'effet de
1'asparaginase sur les tumeurs lymphoTides.

En 1958, SCHREK remarque déja que le sérum de cobaye tue les cel-~
lules lympho®des humaines, spécialement celles des malades atteint de leucémie
lymphoide chronique 062). En 1967, il confirme ses expériences avec de l'aspa-—

raginase d'Bscherichia coli (161),

En 1969, ASTAIDI et coll. constatent que la transformation blastique
a la phytohémagglutinine (PHA) des lymphocytes humains normgux du sang circulant
sont inhibés de 88 & 96 % in vitro par addition de 5 UE/ﬁl d'asparaginase (9),

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



de 1 UE/ml ; la mesure de l'incorporation de thymidine 3H, d'uridine 3H et de
leucine 140 montre que 1'inhibition de la transformstion est associée & une
inhibition des synthéses d'ADN, 4'ARN et de protéines. la I-asparaginase inhi-
be aussi la transformation blastique induite par d'autres agents U3O).

Les lymphocytes du sang de malades ou de sujets normaux ayant re—
cu: de la I-asparaginase répondent mal & 1a Pua (8,108,130 ),

La nature de cette inhibition a beaucoup été étudide. Elle n'est
pas associée a une cytotoxicité de l'asparaginase sur les cellules lymphoTdes,
car il n'y a pas diminution des cellules viables apres coloration au bleu-—
trypan. Aprés élimination de 1'enzyme par lavage de la culture pendant 96
heures, il y a & nouveau transformation blastique au contact de 1'agent induc*
teur U3®.

L'inhibition est probablement due & une carence en acide aminé.
En effet, dans la plupart des cas il y a reversion de 1'inhibition de la blas-—
togénése par addition d'asparagine (130), pour d'autres auteurs par addition de
glutamine ou d'asparagine et m8me par 1'acide aspartique (119). Les différences
observées peuvent s'expliquer car les expériences sont effectudes avec des en-
zymes de sources, d'activité spééifique différentes et contenant des quantités
d'activité glutaminasique variables.

La I-asparaginase 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 peut@tre annulé par addition soit d'asparagine, soit de précurseur

de l'asparagine.
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Ces résultats amdnent & penser que 1'asparaginase doit &tre immuno-

suppressive in vivo.

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

En 1969, MULLER BERAT démontre 1l'effet immunosuppresseur de l'aspa-
ragingse in vivo (122). Dans cette étude et dans d'autres qui ont suivies la
réponse immunitaire de la souris & des globules rouges de mouton a été le sys—
teme 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° jour et un titre hémeg-

glutinant diminué de 50 & 75 % le 6° jour de 1'immunisation (14,43,143,164),

Ia suppression de la réponse chez la souris aux globules rouges
de mouton par la L-asparaginase dépend de la dose et du schéma d'administration.
L'injection d'une dose unique forte (1 000 a 8 000 UE/souris) aux Jours ~1, O
et +1 est tres immunosuppressive ( 14,122,164 ) mais m@me une injection de 10 U/
souris a un effet significatif (4). Les doses faibles de 1'ordre de 10 & 250
U/souris sont trés immunosuppressives si les injections sont journalidres et
comnencées le jour méme de l'injection de 1'antigéne ( 43,122,164 ) . 1reffet
immunosuppresseur est encore meilleur si les injections journaliéres débutent
3 &5 jours avant 1l'injection de 1'antigéne et si elles sont poursuivies jus-
qu'au jour du préléevement de sérum.

L'immunosuppression in vivo semble spécifique. L'enzyme inactivée
par la chaleur n'est plus immunosuppressive (8 ), ce qui élimine 1'hypothose
d'une compétition antigénique ou 1'installation d'une paralysie immunitaire due

& 1'introduction d'une grande quantité de protéines étrangdres.



L'effet immunosuppresseur de 1'asparaginase est annulé in vivo
par 1'injection journslidre d'asparagine ( 43). L'immmosuppression n'est pas
due 3 une contamination par la L-glutaminase ( 14). L'effet principal du traite-
ment par l'enzyme sur la réponse immunitaire in vivo semble &tre 1'installation
d'un retard de la synthése des anticorps sériques. Aprés un certain temps com—
pris entie 10 et 20 jours, le taux d'anticorps sériques revient & la normale,

La carence en asparagine pourrait induire l'activation du systéme asparagine-
synthétase des tissus lymphofdes de la souris. En effef, 1'immunosuppression
n'est pas plus importante chez les animaux traités par 1l'asparaginase des jours
~3 & +5 que chez ceux traités des jours -3 & +12 si la mesure des anticorps est
effectuée le 12° jour ; ce qui signifie que la possibilité de formation des anti-
corps est retrouvée malgré un traitement continu.

Les effets de la L-asparaginase sur le systéme immunologigue du
lapinmt été &tudiés par ASTAIDT et coll. (7 ). L'examen du tissu lymphoTde aprés
3 jours & 2 semaines de traitement avec des doses de 200 UE/kg montre une déplé-
tion des follicules lymphofdes périphériques et une lymphocytopénie. Le nombre
des lymphocytes et des plasmocytes des centres germinatifs est augmenté ; ce qui
laisse & penser que chez le lapin la I-asparaginase a surtout un effet sur 1'im-
munité cellulaire plutdt que sur 1'immunité humorale. Mais pour KHAN et HILL
(92) des injections de 500 U/kg/j pendant 21 jours suppriment la formation des
anticorps contre 1'albumine bovine chez le lapin.

L'effet immunosuppresseur de l'asparaginase chez l'homme a été
étudié par OHNO et HERSH (129). Chez les malades traités par des injections

journaliéres de 12 000 & 400 000 U/m2 pendant 3 & 38 jours, la réponse



immunitaire primaire & des antigénes protéiques est déprimée ou abolie. Les
auteurs n'observent aucun effet sur 1l'hypersensibilité retardée établie, sur
le taux des immunoglobulines circulantes et sur le titre des isocanticorps natu-
rels.

L'effet immunosuppresseur in vivo sur 1'immunité humorale est cer-

tainement due i une dépletion de 1l'asparagine {144,

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

I'effet de 1'asparaginase sur 1'immunité cellulaire a aussi été
étudiée.

HOBICK rapporte en 1969, que la maladie du rejet du greffon con-
tre 1'hdte est annulée par 1'asparaginase (78). KHAN montre gue 1'encéphalo-
myélite allergique expérimentale est également supprimée chez le rat (%3).

L'avgmentation de la survie de greffes a été rapportée par de nom-
breux auteurs ( 18,59,180 ).

La L-asparaginase peut prolonger la vie de greffons de peau allo-
géniques et xénogéniques chez la souris (183). La survie des greffes de peau
chez la souris aprés traitement par 1'asparaginase est supérieure & ce que
1'on obtient avec l'azathiopine (26) ; elle est associée & une lymphopénie.

Chez le lapin des injections Journalicres de 200 U/kg/j augmentent
également la survie de greffes de peau de 9,5 & 17 Jjours en moyenne 068) ;

cette méme suppression est accompagnée d'une perte de poids importante de
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1'ordre de 32 % par rapport aux témoins.

En ce qui concerne les greffes d'organes, RAPAPORT et coll. (148) )
ont obtenu une prolongation de la survie d'un greffon rénal homologue chez
le chien aprés injection d'asparaginase seule & des doses de 150 & 200 U/kg/J
pendant 9 a 21 jours. Les auteurs observent une réduction de 1'infiltration
cellulaire du greffon chez les animaux traités.

IEVIN et MERRIL (103) effectuent des transplantations rénales chez
des rats recevant des injections de 1000 mg/kg/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
Jjours qui suivent. Ces observations ajoutées au fait que l'asparaginase est
immunosuppressive chez 1'homme (129 ont amends certains auteurs & penser &
1'utilisation de l'asparaginase chez 1'homme dans le cadre du traitement immu~
nosuppresseur associé & la transplantation d'organes ( 74,103 ).

Le mécanisme par lequel 1'enzyme supprime 1'immunité cellulaire n'a
pas été tres étudié et 1l n'y a aucune raison pour affirmer qu'il
est le méme que pour 1'immunité humorale.

BRAMBILIA (26 ) et FREIDMAN (60 ) pensent qu'un mécanisme cytotoxique
peut”étre avancé, car 1l'inhibition ne reverse pas aprés injection d'asparagine
et 1l'on observe une diminution du poids de la rate qui pourrait &tre due &

1teffet des endotoxines bactériennes.
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Qutune immunité humorale et cellulaire puisse  s'établir contre
1'asparaginase qui est elle méme un immunosuppresseur, est d'un grand intérét
fondamental. Actuellement, aucune étude n'a suivi 1'évolution de la cinétique
de l'immunisation comparativement au niveau de l'activité sérique de 1'enzyme.
I1 ect possible que 1l'enzyme devienne immunogéne alors que le niveau nécessaire

& 1'effet immunosuppresseur n'est plus atteint.

CONCLUSTION
Difficultés rencontrées au cours du traitement par 1'asparaginase.

1) Troubles métaboliques

Lt'utilisation de 1'asparaginase entraine l'apparition d'un certain
nombre de troubles métaboliques qui ont été signalds par de nombreux auteurs
(40J27ﬂ60ﬂ88 ). On observe assez souvent dés le début du traitement 1'appa-
rition de nausées, de vomissements et par la suite dans 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 troubles hépatiques.

...............

La diminution du fibrinogéne, de m@me que celle du plasminogéne
et des facteurs du complexe prothrombinique, a été signalée par de nombreux
auteurs, tels que HASKELL et coll. ( 72), GRALNICK et HENRY (56 ) et zuBROD (168).
L'abaissement du fibrinogéne, qui a été la premiére anomalie signa-

1ée est constante de méme que celle du plasminogéne, 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'antithrombine IT1 { 46,49,52 ),

Si tous les auteurs admettent que l'asparaginase provoque des
troubles de la coagulation, les mécanismes qu'ils invoquent pour expliquer ceux
ci different. En particulier, pour le fibrinogéne certains auteurs mettent en
évidence dans le sérum des malades traités, des produits de dégradation du fi-
brinogéne, ce qui les améne & dire que l'hypofibrinogénémie est due & un syn-
drome de Aéfibrination ou & une fibrinolyse, alors que d'autres (16) ne cons-
tatent pas la présence de ces produits de dégradation.

I1 est possible que 1l'existence de produits de dégradation du fi-
brinogene mis en évidence dans certains cas soit due & 1l'action directe d'endo-
toxines bactériennes gui doivent exister dans les préparations d'asparaginase
utilisées (72),

Les essais de marquage, qui ont été Jjusqu'a présent effectués, ne
permettent pas de résoudre le probléme, BETTIGNOLE et coll. (19) apres injec-
tion de fibrinogéne autologue marqué & 1311 ne constatent pas de diminution
de la durée de vie de celui-ci, ce qui semble irdiquer que 1l'hypofibrinogénémie
cerait la conséquence d'une diminution de la synthése. BRODSKY et coll. 27)

constatent une diminution de la durée de vie du fibrinogéne par injection
de selénométhionine marquée chez des malades en cours de traitement, mais pas

chez les malades gui ont regu l'injection avant le début du traitement.



L'hypofibrinogénémie est donc due, soit & une diminution de la syn-
thése du fibrinogéne, soit & la syntheése de molécules anormales a durée de vie
plus breve, soit aux deux hypothéses réunies.

Le retentissement clinique des anomalies de la coagulation est
modéré, des syndromes hémorragiques et thrombotiques sont parfois observés (6%)

mais la mise en évidence de la diminution constante de 1'antithrombine ITI mé-

rite de retenir l'attention si 1l'on veut éviter des accidents thrombotiques.

----------

L'altératioﬁ des fonctions hépatiques pendant le traitement par
1'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 hépati-
que réversible & l'arrét du traitement s'avére plus fréquente encore lorsque
l'asparaginase est asscciée & d'autres drogues hépatofoxiques comre 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 1'asparaginase : chez 27 d'entre eux,
ils ont mis en évidence une stéatose hépatique d'un degré variable Jusqu'a 261
jours apres 1l'arrét du traitement. Cette atteinte hépatique est sans doute res-
ponsgble pour une part de 1l'amaigrissement imporfant constaté chez certains

malades et de 1'hyperlipidémie sérique fréquente (100),



c) Autres troubles
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Certains auteurs (132,182,183 ) constatent une atteinte pancréatique
avec amylasémie modifiée et hyperglycénie consécutive & une diminution du
taux de 1'insuline ; quelques cas de pancréatite aigu¥ ont été rapportés (169).
On peut voir apparaftre aussi une augmentation de l'urée sanguine. L'augmenta-
tion de 1'ammoniémie est constante et pourrait expliquer la somnolence, Jes hal.
lucinations et les 1légéres modifications fréquentes de 1'électroencéphalogram~
me OZW). T1 est probable que la plupart de ces anomalies soient le résultat
d'une dépression de la synthése protéique, mais comme le font remarquer
HASKELL et coll. (™M), i1 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 laglutaminase ou par des endotoxines bactériennes.

2) Inconvénients immunologiques

L'asparaginase utilisée actuellement chez 1'homme est extraite d'Eg-

cherichia coli ; cette enzyme protéique de poids moléeulaire élevé possdde tou-

tes les propriétés d'un antigéne. Effectivement HILL et coll. ( ) notaient
déja 1'apparition d'un urticaire, de démangeaisons et la sensation d'une stric-
tion laryngée au cours de la premiére rémission d'une leucémie aigu® par 1'as—

paraginase obtenue chez 1'homme.
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Depuis, de nombreux auteurs (1&39A1{U,H5 ) ont constaté 1'appa-
rition de phénoménes anaphylactiques au cours du traitement par cette enzyme.

I1 y a lieu de distinguer deux symptomatologies différentes :
d'une part, des réactions d'apparition rapide qui peuvent méme survenir dés
la premiére 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 symptlmes qui peuvent apparaftre au bout de plusieurs jours
de traitement ou lors de la reprise d'une cure et qui se manifestent par 1'ap-
parition en cours de perfusion d'un état de choc avec frisscns, sueurs, hypo-
tension importante voire collapsus. Les phénoménes d'apparition rapide sont
vraisemblablement dus & la présence d'endotoxines bactériennes alors que les
réactions plus tardives correspondent & 1'apparition d'une immunisation.

OBETTGEN et SCHULTE£1§3rent les premiers & mettre en évidence la
présence d'anticorps précipitants et d'anticorps pouvant fixer le complément
dans le sérum des malades ayant présentés des réactions allergiques. REIS et
001195£Lu de temps apres apporterent la preuve que les anticorps précipitants
responsables des chocs immunologigues étaient dirigés contre la I-asparaginase
et non contre des impuretés de la préparation. Les anticorps anti-asparaginase
en plus des chocs anaphylactiques qu'ils peuvent provoguer neutralisent partiel-~

lement ou totalement (141, 1) 1'enzyme in vivo et in vitro donc diminuent son

efficacité.
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CEAPITRE I

Mise au point d'une technique automatique de dosage de la

I-asparaginase prar titrage de 1l'ion ammonium sur autoanalyseur.

46
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INTRODUCTION

la I-asparaginase catalyse la désamidation de la L—-asparagine en
acide ILraspartique avec libération d'ion ammonium,

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

~ goit le dosage de l'acide I—aspartique libéré dans le milieu ;
ce dosage peut se faire par des réactions colorimétriques courantes (52), 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 applicaticon compte
tenu du nombre important d'échantillons que nous avons & étudier

~ s0it le dosage de 1'ion ammonium 1ibéré lors de la réaction
enzymatique ; ce dosage peut 8tre réalisé par de trés nombreuses techniques.
Parmi celles-ci, nous pouvons distinguer des méthodes électrochimiques : cone
ductimétrie (69), ionométrie (90:120), coulométrie (3, ¥ ) ou potentiométrie
b courant mul : pH stat (19%19et des réactions colorimétriques qui sont plus
spécifiques et plus sensibles. Parmi ces derniéres, la plus employée reste la
réaction de Nessler 024) qui utilise un iodure double de mercure et de potassium.
Cette technique ne nous a pas donné entiére satisfaction, essentiellement pour
son manque de reproductibilité.

Nous avons glors essayé la méthode au phénol-hypcchlorite déerite

initialement par BERTHELOT ( 17) ; 1'emploi de nitroprussiate de sodium en tant
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que stabilisateur de la réaction s'est avéré nécessaire pour l'obtention de
résultats reproductibles (107),

Nous avons pu alors adapter la méthode de dosage sur auto-
analyseur (83 ),

Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique
semi-automatique : la réaction enzymatique étant effectuée manuellement et le
dosage de 1l'ion ammonium réalisé & l'autoanalyseur. Les résultats obtenus nous
ayant donné satisfaction, nous avons dans un second temps automatisé compléte-

ment l'ensemble des réactions.
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I —~ MATERIEL ET METHODES

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 & 10.

+ —
T Cl
LHﬁ + 0C1 NH2 + HZO
ammonium hypochlorite chloramine
NH,C1 + OH D_t N-C1
phénol quinone-chlorgmine

indophénol-forme associée

B) R8le du nitroprussiate de sodium

Le r8le du nitroprussiate de sodium en tant que catalyseur de
la réaction de BERTHELOT, qui a été proposé par LUBOCHINSKY et ZATTA (105), nta
pas encore été éclairci. Cependant, les différentes formes que ce composé peut
prendre et qui ont été signalées par PESEZ(139) permettent de formuler une hypo-
these sur le fonctionnement catalytique du nitroprussiate de sodium encore appe-
1é pentacysnonitrosyloferrate disodique (a). Le complexe (a) est capable de fi~
xer transitoirement 1'ammoniaque pour domner le pentacyanoaminoferrate trisodi-

que (b) avant d'8tre dégradé par les oxydants (hypochlorite de sodium dans notre
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cas) pour libérer la monochloramine et devenir le pentacyanocaquoferrate disodi-

que (c)

(Fe( CN)N0) K, }(Fe(CN)BNH3) Na, >

NH4OH HOC1

(a) - (v)

(Fe(CN)5H2O) Na, + NH,C1

>
(c)

PESEZ signale la possibilité du passage direct de 1'état (a) a
1'état (c) par simple irradiation de la solution aqueuse de nitroprussiate de
sodium. Or nous avons constaté que le réactif se conserve mal, m&me en flacon
coloré. Cette dégradation du réactif pourrait correspondre & la transformation
directe du produit de départ en pentacyanocaquoferrate disodique par simple
vieillissement. Les différentes possibilités peuvent se résumer dans le schéma

suivant :

irradiation ou

Na., (Fe(CN)5No) s Na, (Fe(CN)SHzo)

vieillissement

(a) (c)

NH,CH

N (Pe(0N) e, )
(v)



C) Réactifs
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Tous les réactifs el solutions tampommées sont préperés & partir

d'eau distillée.

— Tampon véronal pH 8

Les tampons phosphate et tris maléate ont été essayés mais ils

donnent des réactions parasites contrairement gu tampon véronal.

. Véronal sodé (diétylmalonylurée sodée) 1,03 ¢
. Acide chlorydrique fumant 0,13 m
. Bau distillée q.ScPs 1000 m
-~ Solution de phénate de sodium
. Phénol pur cristallisé 40 z
. Soude caustique en pastilles 40 g
. Eau distillée q.S.p. 500 il
- Solution de nitroprussiate de sodium
. Nitroprussiate de sodium R.P. 0,162z
. Acide acétique pur cristallisable 0,3 ml
. Bau distillée g.S.p. 1000 ml
Conserver en flacon coloré au maximum une semaine,
- Solution d'hypochlorite de sodium
. Hypochlorite de sodium pur en soiution, titrant
100 chlorométrique francgais 100 I

. Eau distillée QeSePe 1000 s
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- Solution étalon d'ion ammonium
La technique semi-automatique a été mise au point avec différent
solutions d'ion ammonium. Les concentrations de nos solutions sont exprimées en
millidquivalent (meq) de 1'ion considéré par litre. Rappelons qu'une solution
a1 meq d‘NHZ par litre correspond & une solution renfermant 18 mg de 1'ion
ammonium :
. Solution & 3 meq NHZ/litre
» Sulfate d'ammonium pur et sec pour analyses 0,202 ¢
« Tampon véronal g.s.p. 1000 it
. Solutions filles
Elles sont préperées par dilutions successives de la solu-

tion mére par le tampon véronal., Elles renferment respectivement : 1.5, 1, 0.75,

0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 meq ion NHZ/l.

D) Schémas de montage

1) Technique semi-automatique

a) Schéma de montage

o seectesoereioereo e

Le schéma de montage est classique (fig.2 ) : échantillons et
réactifs sont prélevés par une pompe proportionnante et segmentds par des bulles
d'air préalablement débarassées de toute trace d'ammoniaque par passage dans un
piege & acide sulfurique. Le dialyseur sépare 1'ammoniaque des matériaux génants

que peut contenir le mélange réactionnel (son r6le est surtout important pour les
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mesures effectudes 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 & 40°C, Les mesures
optiques sont effectudes par un colorimétre & flux continu et les résultats sont
transcrits en permanence sur un enregistreur graphique.

Nous utilisons des tubes en chlorure de polyvinyl dont les
diametres sont choisis en fonction des proportions requises entre les réactifs
pour assurer le meilleur développement de la coloration. le diamétre intérieur

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

Diamétre intérieur Dépit en

en pouce en” /mwin,
Alimentation de la cuve 0.081 2.50
Echantillon 0.081 2.50
Air ‘ 0.065 1.60
Tampon de dialyse 0.081 2.50
Nitroprussiate de sodium 0.040 0.60
Phénate de sodium 0.040 0.60
Hypochlorite de sodium 0.035 0.42
Repompage 0.081 2.50

b) Réaction enzymatique manuelle

L I I R A I A A I AR S I I

Ie sérum ou les différents volumes de la solution mére
d'asparaginase sont dilués en tampon véronal ; de l'asparagine est ajoutée en

exces et 1l'ensemble est placé au bain-marie & 37°C. La réaction est arrétde
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apres 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'asparaginase & 50 UE/ml
. 10 min, au bain-marie & 37°C

. 2 gouttes d'acide trichloracétique & 20%

~ Gamme de mesure :
. 1,7 nl de tampon véronal
. 0,2 ml d'une solution d'asparagine & 0,04 M
. 40 pl de sérum
. 10 min, au bain-marie & 37°C

. 2 gouttes d'acide trichloracétique & 20%

2) Techmique automatique

a) Schéma de montage

e eses0000 000000

L'échantillon d'abord dilué recoit ensuite une solution d'aspara-
gine 0,04 M, Les réactifs sont comme précédemment mélangés deux & deux et bullés
La réaction enzymatique de l'asparaginase sur l'asparagine s'effeclue pendant
10 2 12 min. dans une bobine de délai placée dans un bain-marie réglé & 37°C
(fig.3 ). Le reste du montage est ensuite identique & celui de la technigue

semi-automatique.
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Diamdtre intérieur Dégit'en

en pouce cm” /min,
Echantillon | 0,015 0.10
Tampon de dilution 0,081 2.50
Air 0.065 1.60
Asparagine 0.030 0.%2

T1 n'est pas nécessaire ici d'arr8ter la réaction enzymatigque pa:
1l'acide trichloracétique car tous les échantillons sont traités pendant un temps

identique dans les m8mes conditions.

b) Gamme étglon

Solutions contenant : 5, 10, 15, 25, 40, 50, 75 pl d'asparaginase
& 400 UB/ml dilués dans 2 ml de tampon véronal.

Ces solutions contiennent respectivement : {1, 2, 3, 5, 8, 10, 15

UE/ml.

¢) Sérums 3 étudier

L A A A R N A A

Les sérums humains et de lapins sont décantés aprés coasgulation

et mis en réserve au congélateur & - 80°C.
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IT -~ RESULTATS

A) Technique semi—automatigue

1) Résultats acquis sur une gamme étalon de sulfate d'ammonium en tampon

véronal

Quelque soit la technique semi-automatique ou automatique, nous passons
avant chaque série de mesures, une gemme étalon fraichement préparée. La référer
& une gamme étalon pour chaque série permet d'éviter les causes d'erreur pouvant
provenir du réglage de l'appareil et surtout de la qualité des réactifs.

Ia figure 4 correspond au passage d'une gamme étalon réaliséeavec des so-
lutions d'ion ammonium comprises entre 0,1 et 1,5 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 reproducti-
bles pour les solutions contenant entre 0,2 et 1,5 meq/l. Les écarts observés
entre les différentes mesures sont de l'ordre de 1 % de transmission. Ces
écarts sont dus en grande partie & 1l'inertie de 1l'appareil enregistreur et
équivalent suivant 1'importance des pics & une erreur absolue comprise entre

0,01 et 0,1 meq/l, soit environ 5 % d'erreur relative.

2) Résultats obtenus aprds rdaction enzymatique manuelle

a) Gamme étalon d'asparaginase

€ 6 0 & 9 ¢ 00 88O E e S PO Q OGO PrSELEESL
La figure 5 correspond au passage d'une gaume étalon préparée com-
me nous l'avons vu précédemment et qui est constituée en fait de solutions tam~

ponnées contenant entre 0,05 et 2,5 UE/ﬁl.
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Fig. 5 : Méthode semi-automatique
gamme étalon réalisée & partir de
différentes dilutions d'asparagi=
nase (concentrations exprimées en

UE/m1).

ae



Pour obtenir une meilleure dissociation des pics nous avous pas-—
sé un tampon véronal entre chaque échantillon.

Le premier pic trés petit est un témoin asparagine réalisé exac-
tement dans les mBmes conditions que chacun des échantillonsumis necontenant pas
d'asparaginase. La hauteur de ce pic correspondrait & une teneur de 0,003 UE/ml
d'asparaginase ; il est vraisemblablement dfi & une autohydrolyse de l'asparagine

Si nous reportons les vaieurs des transmissions de chaque échan-
tillon sur du papier semi-logarithmigue, nous voyons qu'il existe une relation
lindaire avec la densité optique (fig. 6 ). Ia coloration mesurée aprés réaction

est donc bien proportionnelle & la quantité d'asparaginase.

b) Sérums humains

es 0o eecnecs o

Nous avons voulu voir ensuite si les sérums ne provoguaient pas
d'interférences sur la réaction, Pour cela, nous avons passé plusieurs sérums
prélevés & différents temps aprés injection d'asparaginase (1000 UE/kg par voie
intraveineuse) chez un malade atteint d'une leucémie aigu® lymphoblastique
(fig. 7).

Le premier pic correspond & un prélévement témoin prélevé chez
le méme ﬁalade avant toute injection d'enzyme.

Nous constatons d'une part que le sérum n'interfére pas sur la
réaction et que d'autre part, ll'activité asparaginasique du sérum avant injec-—
tion est trés faible et du w8me ordre de grandeur que le témoin asparagine de

la figure?b.
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Nous comparerons par la suite les résultats obtenus per les tech-

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

B) Technigue automatique

1) Automatisation de la technique

L'automatisation compléte de la technique a été relativement rapide
compte tenu des résultats acquis avec la technique semi-gutomstique.

Le débit des tuyaux de prélévement et de dilution A& été choisi apres
un calcul préalable en fonction des quantités d'enzymes que contiennent habituel-
lement les sérums humains et les sérums de lapin que nous avons a étudier.

I1 est néanmoins tovjours possible de diminuer ou d'augmenter la sensi~
bilité du montage en faisant varier :

- le tuyau de prélévement de 1'échantillon

s

- le temps de la réaction enzymatique a 37°C

—~ le tuyau de dilution de 1'échantillon et le tuyau du tampon de dialyse.

- 2) Tests effectuds

Nous avons pessé une gamme étalon comprise entre { et 15 UE/ml pour véri-
fier que la relation entre les transmissions mesurées et la densité optique étai
toujours linéaire aprés report sur papier semi~logarithmique.

Nous avons ensuite fait & nouveau un test de reproductibilité de la tech~

nique & partir de la gamme étalon.



Puis nous avons repassé la série de sérums humains déjh passée
en technique semi-automatique afin de comparer les valeurs absolues trouvées
avec les deux techniques pour pouvoir apprécier la validité de la réaction enzy-
matique automatique.

Enfin nous avons étudié la fiabilité de la technique.

a) Gamme étalon

e 00 e s 000 e

La relation entre les valeurs des transmissions obltenuss avec 1ls
gamme étalon (fig. 8) et la densité optique est lindaire aprés report sur papier
semi—logarithmique (fig.9 ) ; il va donc &tre possible d'évaluer d'une facon
précise le nombre d'unités enzymatiques contenues dans un échantillon quelcon—

que en se reportant directement & cette courbe.

b) Test de reproductibilité

L R R I A B A A A X N Y

La fechnique est reproductible pour tous leg échantillons de la
gamme (fig.8 ) ; il faut remgrquer que le premier pic de chague gérie est 1ége-
rement inférieur aux deux autres sauf pour la premiére série. En fait, pour cett:
premiére série le stylet enregistreur revient complétement & la ligne de base
entre chaque pic et les trois pics sont parfaitement égaux, ce qui prouve que
la différence entre le premier pic et les deux suivants de chaque série est due
essentiellement & 1'inertie de 1'appareil enregistreur. Nous avons déja dit que
nous intercalons un tampon véronal entre chaque échantillon ; si 1l'on désire
avoir une reproductibilité parfaite, il suffit d'en intercaler plusieurs afin
de retrouver la ligne de base chaque fois, Toutefois, 1l'erreur qui en résulte
est relativement faible et la conduite & tenir est fonction de la précision re-—

quise dans les mesures.,
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R —
1 2 3 5 8

Fig. 9 : Techbnique automatique : mise en évidence de la relstion linéasire entre

transmission et concentration en asparaginase dans la zone étudiée

(ef. Fig. 8).




c) Sérums humains

o st s 0 g

Nous avons repassé en technique automatique la série de sérums
humaing que nous avions passés précédemment en technique semi—automatique.fél.nz
comparons lesg résultats obtenus par les deux techniques (tableau.IV), nous cons-
tatons que 1l'ensemble des résultats coTncident ; nous pouvons cependant noter
des différences assez sensibles entre les rdsultats des prélévements effectués
3 heures et 24 heures aprés 1l'injection,

Ces différences peuvent s'expliquer assez facilement si 1'on con-
sidere que les résultats obtenus avec la technique semi-automatique & partir de
la courbe étalon doivent &tre multipliés par 50. En effet, avec cette lechnique
les transmissions de chaque pic nous donnent par rapport & la gamme étalon, le
nombre d'unités enzymatiques contenues dans 40 pl de sérum dilué dans 2 ml, tan-—

dis qu'avec la technique automatique la comparaison & la gamme étalon ncus donne
q q

directement le nombre d'unités enzymatiques contenues dans 1 ml de sérum,

Temps . ]
Techniqy 15 min. %3 h 6 h 24 h
Semi~-gutomatique 18,50 15,00 11,40 6,40
MAutomatique 18,50 13,60 11,20 5,00

Tableau IV : Comparaison du nombre d'unités enzymatiques par
nl d'une série de sérums apres mesure par les

techniques semi-automatique et automatique.
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La technique automatique, qui évite toutes les manipulations pou-
vant &tre 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-logarithmigs

la fait apparaftre immédiatement.

d) Fiabilité de la technique

08 800 e ecs000808000 00000

Pour que la technique que nous venons de décrire soit utilisable,
il a fallu envisager le probléme de la stabilité des solutions d‘asparaginase

en eau physiologique et en milieu sérique.

(—) Stabilité des solutions d'asparaginases en milieu physiologiguec

— Solutions concentrées
. Nous avons effectué une gamme étalon & partir d'une
solution d'asparaginase diluée en eau physiologique & 50 UE/hl conservée pen-—
dant 2 mois & - 80°C, puis une nouvelle gamme & partir d'une solution de mfme
concentration fraichement préparée. Les résultais obtenus apres passage de ces

deux gammes sont rassemblés dans le tableau V.

r Solution d'asparaginase ;
! congelée2 moigaé §8020 3 11,20 9535 7555 4,00 2,40

Solution d'asparaginase : |
préparée extemporandment 10,95 9,20 7,55 4,05 2,35

b

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

solutions d'asparaginase & 50 UE/m].
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I1 ressort de ce tableau que l'asparaginase peut se con-
server assez longtemps sans dégradation de 1l'activité enzymatique & - 80°C,

Cette solution & 50 UE/ml est utilisée pour réaliser les
gammes étalons.

. Pour étudier la conservation des solutions concentrées
& la température du laboratoire, nous avons réalisé trois dilutions différentes
d'asparaginase, La mesure de l'activité enzymatique réalisée immédiatement, puis
au bout de 1 et 2 heures & la température ambiante, a donné des résultats iden-—
tiques (tableau VI ) qui permettent dlaffirmer que l'asparaginase est stable dans

ces conditions.

Activité enzymatique
au bout de Oh ih 2h

Solutions
1 22,0 | 21,0 | 21,5
2 52,0 | 51,5 52,0
3 63,5 64,5 64,0

TableauVI : Conservation de 1l'activité enzymatique de
solutions concentrées & la température du

laboratoire.
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- Solutions diluées
Nous avons préparé trois dilutions différentes d'asparaginase &
des concentrations d'environ 2,5 et 10 UE/ml que nous avons mesurées immédia-

tement, puis au bout de 1 et 2 heures 3 la température ambiante (tableau VII).

Activité enzymatique
' au bout de 0n 1n 51
Concentrations
des solutions en UE/ml
2 2,9 3,0 3,1
5 4,6 4,7 4,9
10 9,2 9,2 9,3

Tableau VIT: Conservation de solutionscontenant environ
2, 5 et 10 UE/ﬁl en eau physiclogique & la

température du laboratoire,

(-) Stabilité des solutions d'asparaginase en milieu sérique

L R I I R I I R I R I N B I B S A S AP Ay

Nous avons vérifié que l'asparaginase contenue en quantité
faible dans les sérums étudiés n'était pas dégradée pendant les heures qui
suivent le prélévement et au cours du stockage & - 80°C,

Des solutions contenant environ 2, 4 et 10 UE/ml ont été mesurdes
immédiatement, puis au bout de 1 heure 30, 2 heures 30 et 4 heures & la tempéra-
ture du laboratoire. Les tubes de cette série ont ensuite été conservés une semai

ne & - 80°C (tableauVID),
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Activité enzymatique puis
au bout de 0h 1 h 30 2 1 %0 4 h 1 sem. & -80°C
Concentrations
des solutions en UE/ml
2 2,00 2,25 2,25 2,30 3,00
4 4,90 5,00 5,05 5,20 5,20
10 12,20 12,80 12,90 12,90 13,20

TableauVIII : Conservation de soluticns contenant environ 2, 4.et 10 UE/ﬁl

en milieu sérique & la température du laboratoire et & - 80°C

L'activité enzymatique de l'asparaginase en milieu sérique aug—
mente légérement apres un séjour & la température du laboratoire. Le fait a
déjd été rapporté par MAUREEN et coll. (116), Le phénomdne reste pour 1'instant
inexpliqué.

Nous avons pu constater également que les congélations et décon-
gélations successives entrafnaient une détérioration progressive de l'activité
enzymatique. Ainsi, cing sérums ayant des activités enzymatiques de 14.0, 11.8,
10.1, 8.9 et 7.6 UE/ml ont donnés au bout de 3 mois et aprés plusieurs congéla-

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

8.2 et 6.4
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En conclusion, les solutions d'asparaginase concentrées qui sont
utilisées pour établir les gammes étalons se conservent bien en eau physiolo-
gique & - 80°C,

Les solutions plus faibles de taux comparables & ceux de la
gamme étalon sont stables plusieurs heures & la température du laboratoire.

L'gctivité enzymatique des solutions peu concentrées préparvées
en milieu sérique augmente légérement & la température ambiante et un peu apres
congervation & - 80°C.

les sérums étudiés peuvent &tre stockés & — 80°C, il est toutefol

souhaitable d'éviter les congélations et décongélations trop nombreuses.

C) Conclusion
La technique automatique de dosage de l'asparaginase que nous avor
miseau point est simple, d'utilisation facile, sensible, reproductible et fiable.
Elle permet de travailler sur des quantités desubstrat trés fai-
bles de 1'ordre de 0,07 ml pour notre montage, ce qui est loin d'8tre négligea~
ble.
Tes résultats que rous avons obterus & partir de sérums humains

et de sérums de lapins seront rapportés ultérieurement.
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INTRODUCTION

Dans ce chapitre, nous envisagerons successivement :

= la mise au point de techniques de mise en évidence des anti-
corps anti-asparaginase
- 1'étude des conditions expérimentales de 1'immunisation

- 1'étude des anticorps anti-asparaginase.

Enfin, nous confronterons 1'étude des anticorps & la cinétique

d'évolution de l'asparaginasémie.
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I ~ MATERIEL ET METHODES

A) Malades étudids et animaux d'expériences

1) Malades étudiés

Notre étude porte sur 49 malades atteints de leucémie aigte (34 de type
lymphoblastique (IAL) et 15 de type myéloblastique (LAM) dont le diagnostic a
été basé sur les critéres cytologiques et cytochimiques habituels.

La plupart ont bénéficié d'un traitement polychimiothérapique associé &
de l'asparaginase S* par voie intraveineuse en perfusions quotidiemnes de
1000 UE/kg/j par cure d'une durée allant de 3 & 21 jours, selon les cas ; quel-
ques malades ont été traités par une asparaginase CB¥¥* également par voie intra-
veineuse selon des schémas de traitement identiques aux précédents, mais avec
des doses d'enzyme de 200 UE/kg/j ; enfin, certains de ces malades ont regu des
injections d'asparaginase intrarachidienne en raison d'une localisation ménin-

gée de la maladie.

2) Animaux 4'expériences

Notre expérimentation a été effectude sur des lapins de race "“fauve de
Bourgogne" d'un poids moyen de 2 kg.

L'asparaginase est dilude en eau physiologique stérile & 90/00 et injecté
quelques soient les doses du traitement sous un volume de 10 ml dans le veine

marginale de l'oreille,

* Kidrolase des laboratoires Specia

*¥* Asparaginase aimablement fournie par les laboratoires Clin Byla
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B) Technigues de recherche des anticorps anti-asparaginase

Les deux préparstions d'asparaginase utilisées pour le traitement des
malades, ainsi que pour les études immunologiques, sont des extraits purifiés

& partir de cultures d'Escherichia coli ; une asparaginase extraite de Myco-

bactérium phle® (82) a &té utilisde pour certaines études immunologiques.

La recherche desanticorps anti-asparaginase a été effectuée par quatre
techniques différentes 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 & raison de 0,5 ml & 2000 UE/ﬁl pour 0,5 ml d'adjuvant de Freund
complet).

1) Immmodiffusion

a) Réactifs

ecesccee

- Tampon véronal pH 8,6

. Véronal sodé 10,30 g
. Véronal 1,85 ¢
. Acétate de sodium 4,10 g
. Bau distillée q.S.D. 1000 ml

Le tampon véronal est conservé & 4°C aprés addition de 6 ml d'agzi

de sodium & 10 %.

—- Gélose
. Agar noble 1 g
. Solution tampon véronal 25 ml
. Bau distillée q.S.D. 100 ml

Aprés dissolution au bain-marie, la gélose est répartie en tubes

sous un volume de 10 ml et conservée elle aussi & 4°C.



~ Solution colorante : vert de lissamine

. Vert de lissamine 3 g
. Acide acétique 150 ml
. Bau distillée , Q.S.D. 1000 ml

— Solution décolorante : acide acétique & 20 % en eau distillée

b) Technique

Ia mise en évidence des anticorps précipitants est effectuée par une
technique d'immunodiffusion selon OUCHTERLONY (137).

De la gélose tamponnée par du tampon véronal pH 8,6 est coulée sur des
lames de verre dégraissées sur une épaisseur d'environ 2 mm., Les réservoirs sont

réalisés & l'emporte pi&ce selon le schéma de la figure 11.

2000 UE/ml

Figure 11

Disposition des réservoirs pour la réaction d'immuno-

diffusion en gélose.
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Nous avons recherché les concentrations en antigéne et en anticorﬁs
qui permettent de dépister le plus surement possible les anticorps précipi-
tants en utilisant un sérum de lapin positif.

Chaque sérum & étudier est testé vis~a—vis de solutions d'asparaginase
comprises entre 62 et 2000 UE/ml,

Apres diffusion pendant 24 heures & 4°C et 24 heures supplémentaires
4 la température du laboratoire si aucun arc n'est apparu, les lames sont la-
vées dans plusieurs bains d'eau physiologique & 90/00, séchées & 37°C aprés avoi
été recouvertes de papier Joseph, puis colorées par le vert de lissamine. Ia

décoloration s'effectue par passage dans plusieurs bains d'acide acétique.

2) Réaction de fixation du complément

Nous avons mis au point une microtechnique inspirée de la technique uti-
lisée pour la mise en évidence des antigénes HI~A plaquettaires @7 ).

La mise au point de cette technique a posé quelques problemes éar le
sérum de référence (lapin immunisé) était anticomplémentaire. Il est & noter que
tous les sérums de lapin que nous avong testéspar la suite étaient toujours ant:
complémentaires.

Nous n'entrerons pas dans le détail des nombreux essais qu'il a fallu ré:

liser pour mettre au point cette technique ; nous nous contenterons de la décri-

re telle qu'telle est utilisée actuellement.



a) Réactifs

~ Tampon de Lévine Mayer pH 7,3

. Solution I

Chlorure de sodium 85 g
Véronal sodé 3,75 &
Eau distillée ' g.S.p. 1400 ml

. Solution IT
Véronal 5,7 g

Eau distillée chaude g.S.Ps 500 ml

.« Solution IIT

Chlorure de magnésium (6H?O) 2,03 g
Chlorure de calcium sec 0,33 g
Fau distillée q.S.P. 10 ml

Mélanger les solutions I et II, laisser refroidir, puis ajouter 5 ml

de la solution III.

- Complément humain
Nous utilisons du complément humain préparé en mélangeant plusieurs

sérums frais. Un titrage préalable de chaque sérum et des différentes combinaisc
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possibles entre les sérums nous permet de choisir la combinaison la plus active,

Le lot du complément est réparti en petites quantités et conservé congelé & - 80°

~ Globules rouges de mouton (B.D. MERIEUX)

~ Sérum hémolytique antiglobule rouge de mouton (Institut Pasteur de

Paris)

- Les sérumg humains sont décomplémentés extemporandment par chauffage

& 56°C pendant 30min.

b) Technique

Les réactifs sont distribués, au moyen d'une seringue Hamilton de 50 pl
(N°o 705 pB 6001 Tougart et Matignon) délivrant 1 pl a la fois, dans les godets
d'une plaque de Terasaki (microplaques Falcon NO 3034 Block) cortenant de 1'huile
de paraffine visqueuse (Viscosité Saybolt 335/350 Merck ou Fischer).
- Titrage du complément

. 6 ul de complément & différentes dilutions en Lévine
Mayer suivant le lot

. 4 pl de Lévine Mayer

. 1 heure d'incubation & 37°C

. addition de 2 pl de globules rouges de mouton optimsle-
ment sensibilisés de la fagon suivante :
globules rouges de mouton & 2 % en Lévine Mayer + sérum hémolytique anti~globules

rouges de moutor dilué au 1/1000 en Lévine Mayer volume A volume ; 1/2 d'incu~

bation a 37°C,
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. agitation et nouvelle incubation d'une heure & 37°C

. lectureapres centrifugation des plagues

— Réaction
Les premiers résultats obtenus nous ont amené & travailler selon
une table des carrés (fig.12 ). Nous avions recherché préalablement sur un témoj

positif les concentrations d'antigéne & utiliser.

Dilution d'asparaginase en UE/ﬁl

Témoin

8000 4000 2000 1000 500 250 125 sérum

Pur
1/2
1/4
1/8
1/16

Témoin
antigéne

Dilution

du sérum

Figurel2 : Concentrations d'asparaginase en UE/bl et dilutions des sérums
utilisés pour la recherche des anticorps anti-asparaginase selon

une table des carrés par la technique de fixation du complément,

. 6 pl de complément humain (2 unités C' H 100)

. 2 pl d'asparaginase (i différentes dilutions)
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. 2 Bl de sérum & étudier (& différentes dilutions)

. 1 heure d'incubation & 37°C aprés agitation

. 2 pl de globules rouges de mouton sensibilisés (les
mémes que pour le titrage du complément)

. 1 heure d'incubation & 37°C apres agitation

Lecture aprés centrifugation.

Pour chaque sérum‘é étudier nous effectuons un témoin sém
qui contient tous les réactifs, sauf i'antigéne et un témoin antigéne qui contic
tous les réactifs, sauf le sérum. De plus nous incluons dans chaque série de sé-

rums étudiés un témoin négatif et un témoin positif.

3) Hémsgglutination passive au chlorure de chrome

Nous avons adapté & la recherche des anticorps anti-asparaginase la tech-
nique décrite par BEAUMONT(13 ).

Aprés agvoir effectué les premiers essais en tubes, nous avons miniaturisé
la technique.

a) Réactifs

- Globules rouges humains de groupe 0 prélevés sur solution anticoa-
gulante ACD (acide citrique~citrate—dextrose) 1 volume pour 9.

-~ Chlorure de chrome dilué au 1/4000 en ezu physiologique a 90/00

~ Asparaginase S 10 mg dilués dans 1 ml d'eau physiologigque é.9o/oo

(1000 UE/ml environ)
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— Tampon phosphate pH 7,3

. Phosphate disodique sec 10,55 ¢
. Phosphate monopotassique 1,10 g
. Bau distillée q.S.D. 250 ml

- Sérums décomplémentés par chauffage 30 min. & 56°C

~ Témoin positif : sérum de lapin immunisé., Les hétéroanticorps sont
absorbés par un mélange volume & volume de globules rouges humains A et B lavés
% fois.

1 ml sérum + 1 nl du mélange

24 heures 3 4°C,

b) Technique

Les réactifs sont distribués & la pipette Duclos pour les volumes de
0,1 ml et & la seringue Hamilton pour les volumes plus petits., La réaction est
effectuée dans des plaques & microtitration & fond en U (Burobio).
» Globules rouges chromés sensibilisés par i'asparaginase

. 0,1 nl d'asparaginase

. 0,4 ml d'eau physiologique a 90/00

. 0,3 ml de chlorure de chrome au 1/4000°

. 4 win, & 4°C

. 0,1 ml de culot de globules rouges lavés 3 fois en eau

- physiologique
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. 10 min. & 4°C en agitant toutes les 2 min,
. laver 4 fois en eagu physiologique & 4°C
. remise en suspension dans 0,8 ml d'eau physiologique

a 4°c

x Globules rouges chromés non sensibilisés par 1'asparaginase
Ce témoin est trés important.
VM8mes opérations que précédemment en remplacant les 0,1 ml d'as-

paraginase par 0,1 ml d'eau physiologique.

« Globules rouges non chromés non sensibilisés
. 0,1 nl de globules rouges lavés

. 0,7 ml d'eau physioclogique

Les sérums sont dilués de 1/2 en 1/2 en tampon phosphate jusqu'a 1/128
Ies sérums purs et dilués au 1/2 ne sont plus utilisés car nous obienons fréguen
ment de fausses réactions positives.
. 0,1 ml de chaque dilution du sérum sont répartis dans
trois rangées
. & 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 globules rouges non chromés, non sensibilisés.
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Nous incorporons également & chaque série de sérum un témoin négatif
et un témoin positif.

la lecture est effectude apres 1 & 2 Leures, & la température du labo-
ratoire ; les plaques sont lues & nouveau le lendemain matin, apres une nuit a

4°C.

4) Agglutination de particules de latex sensibilisées

Nous avons adapté la technique de SEVER et coll. (166),

a) Réactifs

sesvse e

—- Particules de latex Difco de 0,81 p de diametre

~ Tampon Sorensen pH 7,3

. Glycocolle 7,5 g
. Chlorure de sodium 5,8 g
. Bau distillée g.s.p. 1000 ml

— Asparaginase & 5000 UE/ﬁl en ‘tampon Sorensen (c'est aveccette dilu-
tion d'asparaginase que nous avons obtenu la meilleure sensibilité sur des té-

moins positifs).

b) Sensibilisation des particules de latex par 1'asparaginase

5 6 068 0600046060 0csc0eoco et s0e00000 0000 T4 00 ee 0000000 css00s00e

~ Laver 1 ml de suspension de latex deux fois en tampon Sorensen et

reconstituer avec 1 ml de tampon
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-~ Ajouter 1 ml de suspension d'asparaginase & 5000 UE/ﬁl
-~ Incuber 45 min, & 50°C
— Laver trois fois en tampon Sorensen et reprendre par 2 ml de tampon.

Le latex sensibilisé se conserve plusieurs semaines & + 4°C,

¢) Réaction

Elle est réalisée en mélangeant sur une plaque de verre, une goutte
de sérum & étudier avec une goutte de suspension de latex sensibilisé.
I1 est possible d'effectuer un titrage des anticorps en travaillant

sur des dilutions de sérum,

C) Techniques diverses de surveillance hématologique des animaux d'expérience

1) NMumération des globules blancs, des globules rouges, de 1'hémoglobine

et de 1'hématocrite

Le prélevement est effectué directement & 1'oreille avec une pipette &
un trait de 44,7 pl. Le sang est dilué immédiatement dans 10 ml de liquide iso-
tonique (Isoton de chez Coultronics).

Les mesures sont réaslisdes sur un Counter Coulter moddle S.

2) Formules sanguines

le frottis est réalisé & partir d'une goutte de sang prélevé & l'oreille

puis coloré aprés séchage, selon la coloration panoptique classique de May Giund—
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wald Qiemsa. L'établissement de la formule est fait selon la classification

habituelle des giobules blancs du lapin (55:79 ).

%) Dosage du fibrinogéne

le sang est recueilli sur citrate de sodium & 3,8 % & raison de 1,7 ml
pour 0,% ml d'anticoagulant.
Le dosage du fibrinogéne a été effectué par une microtechnique basée

sur la mesure du temps de thrombine concentrée (Fibriprest des laboratoires

Stago).

IT - RESULTATS

A) Mise en évidence et cinétigue d'apparition des anticorps anti-asparaginase

1) Expériences préliminaires chez le lapin

a) Premidre série

seeesocc 0000

Nous avons injecté & trois lapins n'ayant jamais subi aucun itraitement
de 1'asparaginase S par voie intraveineuse & raison de 500 UE/kg sous un volume
de 10 ml pendant trois jours consécutifs,

Un de nos lapins (N° 1-3 ) a présenté dés les premidres injections un
"choc d'intolérance" se manifestant par une hypersialorrhée et par une dyspnée
avec polypnée ; ce lapin est mort dans le courant de la nuit suivante.

Chez les deux lapins survivants, des prélévements de sang total ont

été effectuds toutes les semaines en vue de la recherche des anticorps précipi-
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tants anti-asparasginase par une technique 4'immunodiffusion décrite précédemment

Les anticorps sont apparus chez les deux lapins entre les {6eme et
25¢me jours qui ont suivi le début des injections. Ces anticorps de faible titre
domnant 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.

I1 appara?t que 1l'asparaginase utilisée chez le lapin auxz doses de
500 UE/kg semble donc présenter une certaine toxicité. En effet, un lapin sur
trois a présenté quelques heures aprés la premiére injection des troubles en-—
trafnant la mort dans les 24 heures qui ont suivie.

Une cure de trois inJections de 500 UE/kg entrafne la formation d'anti
corps précipitants fugaces de faible titre.

La répétition des cures favorise—-t-elle 1'immunisation ?

b) Deuxidme série

vPe0 000000000

Dans cette série de quatre lapins, nous avons repris le schéma de trai
tement de la série précédente auquel nous avons ajouté une nouvelle cure de troi
injections, quinze jours aprés le début de la premidre cure (tableau X ).

Deux lapins sur quétre,soit la moitié, sont morts le deuxiéme et troi-
sitme jour de la premigre cure ce qui confirme & ces doses la toxicité de 1l'as—
paraginase chez le lapin ; notons que cette mortalité semble réporndre & une loi

du tout ou rien, les lapins survivants ne manifestant plus de chocs par la suite
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La recherche des anticorps précipitants chez les deux lapins survivant
fait apparaftre que les arcs de précipitation obtenus sont plus intenses que dar
la premiére série. Les anticorps persistent et leur intensité augmente méme
dans les jours qui suivent leur mise en évidence (fig. 13, 14, 15).

I1 faut remarquer aussi que les anticorps n'ont pas été recherchés ent
le 19%%me et le 25eme jour ;il est problable que des recherches plus fréguentes
auraient mis en évidence une apparition plus rapide des anticorps. En effet, le
26tme jour nous svong dépisté des anticorps précipitants déjia tres puissants.

La répétition des cures semble donc favoriser 1l'immunisation & woins

qu'il ne s'agisse que d'un probléme de nombre d'injections.

¢) Troisidme série

Ses e e v 0ss00sses e

Nous pouvons diviser cette troisiéme série en deux groupes ; d'une
part nous avons pris & nouveau les deux lapins de la premiere série et d'autre
part trois nouveaux lapins. Tous ont regu 6 injections de 500 UE/kg espacées
sur 10 jours (tableau XI ).

Nous avons voulu savoir comment réagissaient les lapins & 6 injections
rapprochées et comparer en méme temps le comportement de lapins ayant déja fabri
qué des anticorps 1 mois au préalable, mais n'en possédant plus, par rapport a
des lapins neufs,

La recherche des anticorps effectuéetous les trois ou quatre jours

montre que l'ensewble des lapins s'immunise plus repidement que dans les séries



Jours 012345678910 11 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Injections 44 + 4+ 4
500 UE/kg
Prélévements + + + + + + +
Suite 2%zérie
573 apres début
de la 1°
Lapin 1~1 - - -
Lapin 1~2 - - -
Lapin 3-1 - *
Lapin 3-2 - - -
Lapin 3-3 - - -
M* : mort Tebleau XI: Recherche des anticorps anti-asparaginase par immunodiffusiog
o recherche chez des lapins ayant déja fabriqué des anticorps fugaces et
pogitive

chez des lapins dont clest la premiére cure, apres 6 injec—
tions rapprochées de 500 UE/kg/j (suite de la ldre série et

Zeme série).
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Figure 13 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par immuno-
diffusion (lapin 2-1) effectuée le 15&me jour apreés le

début du traitement.

Figure 14 : idem, 26éme jour soit 8 jours Figure 15 : idem, 32éme jour soit 13 jours
aprés la fin du second trai- aprés la fin du second traite-

tement. ment.



précédentes ; tous les lapins sont immunisés le t4éme jour. Cette immunisation
est importante et durable. De plus, les lapins ayant déja été préslablement trai

tés s'immunisent encore plus rapidement el plus fortement que ceux dont c'est la

premidre cure (fig. 16, 17, 18).

De ces expériences prélimingires, il est donc possible de conclure que
le traitement paril'asparaginase injectée par voie intraveineuse & raison de
500 UE/kg provogque chez le lapin une immunisation avec epparition d'anticorps
précipitants de facon constante.

I1 semble que la répétition des injections et des cures favorise

la vitesse et 1l'intensité de 1'immunisstion.

2) Influence d'un traitement au long cours par différentes doses d'aspa-

raginase chez le lapin

Nous avons démontré précédemment que 1'asparaginase était immunogéne ;
toutefois, certains auteurs 1ui attribuent aussi un pouvoir immuncsuppresseur,
En particulier KHAN et c011(92)ertmontré chez le lapin que l'asparaginase injec—
tée par voie intraveineuse & des doses supérieures & 200 UE/kg pendant 21 jours
n'entrafnait plus la formation d'anticorps anti-aspsraginase.

Nous avons repris cette expérience dont la signification pourrait 8tre
importante puisqu'elle tendrait & démontrer que suivant les doses injectées l'as-
paraginase peut &tre congidérée, soit comme un antigtne, soit comme un immuno-

suppresseur, ce qui serait tout a fait original.
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Figure 16 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par immuno-
diffusion (lapin 1-1) effectuée le 17eme jour apreés le

début du traitement (2tme immunisation).

Pigure 17 : Recherche des anticorps anti- Figure 18 : Recherche des anticorps anti-
asparaginase par immuno-— asparaginase par immunodiifusion
diffusion (lapinB—B) effectuée (lapin 3—3) effectuée 2 mois
le 17&me jour apres le début du apres le début du traitement

traitement (1ére immunisation). (1ére immunisation).



Nous avons pris pour cette expérience 25 lapins dont 5 lapins témoins ne
recevant pas d'asparaginase. Les 20 lapins restants ont é1é divisés en trois sé-
ries : 10 lapins pour la série A, 5 lapins pour la série Bet 5 1apins pour 1a
série C ; ces lapins ont été traités respectivement per des doses de 500 (série A),
100 (série B) et 10 UE/kg (série ). ILes lapins des trois séries ont recgu 16
injections par voie intraveineuse étalées sur 18 jours, ce qui peut 8tre consi-
déré comme un traitement continu.

Les anticorps anti-asparaginase ont été recherchés par trois techniques
différentes : immumodiffusion selon OUCHIERLONY - réaction d'hémagglutination pas~
sive au CrCl3 ~ réaction d'agglutination de particules de latex sensibilisées
par de l'asparaginsse

a) Recherche des anticorps anti-asparaginase par différentes techniques

2 $ 403 0T EEOELLTE0C08D0BCOEOCLSEOPSILEONIECOEEORDOEHPEGOELOPOUNICECEIOBOECOETOSES

géloge,

Les dates des injections, des prélévements et des résultats obtenus
sont rassembléesdsns le tableau XII.

. 3i 1'on considdre les lapins de la série A (1apins recevant

500 UE/kg), notons d'abord qu'une forte mortalité survient aprés la seconde et
la troisiéme injection, en effet la moitié des lapins de cette série sont morts
(A1, A2, A3’ A4, AS)' Ceci confirme les résultats que nous avions pu observés
précédemment pour des doses identiques. Deux autres lapins sont morts dans cette

série, beaucoup plus tard ; 1l'un d'entre eux aprés la mise en évidence d'anticoxps.



Jours 012345678910 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Injections + 4+ ++ 4+ FF+ A+ + + + + 4+ 4+ + 4+
Prélévements + + + + 4 + T T
A1 -
- %
A2 M
A - I
A — %
4 JUs
A5 - M*
A - - - - - _ ” 3 ==
A7 - - - I* % ik * M*
A8 - - - - - - -
A — — —_ il _ — = = = ;
2 - /4§é3§711//// 7= //{fg
- - _ Z =
*10 _ N = /52222 i 3

i i

tr)
i
i
1
I
1
!

—

5, - - - = — //////// .
B3 - - - ~
B4 - - -
E5 - - -
C1 - - -
¢ - - -
2
C3 - - -
04 _ _ _ e o - , -
Cs - - e L//f‘/4233?3?“i/23f1>’:j;%5?i/
: mort Tablegu XIT : Schéma de traitement et recherche des anticorps précipitants en immunodiffusion
+ non fait chez trois séries de lapin A, B et C recevant respectivement des injections de
. vecherche 500, 100 et 10 UE/kg..

positive

£6



En ce gul concerne 1l'immunisation, les anticorps précipitants ne
sont pas révélés en immmodiffusion pendant le traitement. les anticorps appa-
raissent 6 Jjours apres la fin du traitement chez un lapin et 13 jours apres
chez les deux autres. Un lapin sur Quatre n'a pas fabriqué d'anticorps précipitants

Aprés un traitement long par des doses élevées, l'immunisétion
n'apparaif pas constante, les anticorps précipitants sont révélés tardivement

par immunodiffusion apres la fin du traitement.

. Dans la série B (1apins recevant {00 UE/kg), nous ne retrou—
vons plus la mortalité de début de traitement. Deux lapins sont morts en cours
d'expérience d'infections intercurrentesdans des conditions identiques & celles
observées dans la série témoin.

Chez un lapin, l'immunisation est dépistée le jour de la derniére
injection, donc en cours de traitement. Trois jours aprés la fin des injections,
la moitié des lapins est immunisée, Treize jours aprés 1'arrft des injections,
tous les lapins survivants possédent dans leur sérum des anticorps pfécipitants¢

L'imunisstion aux doses de 100 UE/kg est constante. L'asparagi-
nase semble plus immunogeneé cette dose, car la moitié des lapins s'immunisent

juste aprés 1l'arrft du traitement.



. Enfin dans la série C (lapins recevant 10 UE/kg), les anticorp:
apparaissent encore plus rapidement. Dés le {iéme jour aprés le début des injec-
tions, un lapin est immunisé ; quatre lapins sur cing posseédent des anticorps
sériques alors que le traitement n'est pas terminé, soit avant le 18eme jour.

Ies anticorps sont apparus juste aprées la fin du traitement 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 & des séries d'animaux
peu importantes, d'autant plus que la mortalité n'est pas négligeable, il appa-
raft néanmoins assez nettement que pour des traitements longs et continus, les
anticorps précipitants apparaissent d'autant plus rapidement que les doses
d'antigéne injecté sont faibles (fig. 19 ).

A une exception pres 1l'immunisation est constante.

Passive av Crllg
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 derniére injection et les trois quarts 3 jours aprés 1l'arr8t du traitement
Tous les lapins de la série A se sont immunisés,
La recherche des anticorps n's pas pu &tre poursuivie chez le lapin B1

qui est mort alors que la réaction de précipitation ern gélose était toujours

négative,
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Dans la série C, 1l'immunisation est constante et plus précose que dans
les autres séries ; en effet deux lapins sur cing sont déja immunisés des le
11éme jour. Tous les lapins de cette série possedent des anticorps avant la fin
du traitement (tableauXIII).

La recherche des anticorps par cette technique, peut-8tre plus sensi-
ble puisque des anticorps sont dépistés plus précocement, confirme cependant en
partie les résultats précédents : 1'immunisation est constante, plus rapide pour
les doges faibles (série C), par contre nous ne retrouvons plus de différences
significatives entre les résultats de la série A et de la série B.

Si 1'on compare la rapidité d'apparition des anticorps par l'une et
1'autre technique (tableaux XII et XIII), nous constatons qu'il existe une cer-

aine concordan ntre les résultats.
tain oncordance entre 1 ltat

e ——— — oy — — f— e v —— ——

— i —— —— —— — — — — — — S — o o— —

Si 1'on observe les résultats rassemblés dans le tableau XIV , nous
constatons immédiatement que la distinction précédemment observée avec les au~
tres techniques en ce qui concerne la rapidité et 1l'intensité de 1'immunisation
n'apparaft plus.

Nous pouvons toutefois remarquer qu'il semble que le titre des anti-
corps atteintuntoux maximum quelques soient les séries le 2{éme jour apres le
début du traitement, soit 3 jours apres 1l'arr8t de celui-ci. Ie titre des anti-

corps diminue par la suite. (fig. 20)



Jours 012345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Injections +++++ A+ ++ + + + + + + A+
Prélévements + + + + + + + +
A1 x
A, ¢
:
A 4 U
AB M*
' - I////////f///y////%%////////%//%
7 i

= - e

B1 - - - - u¥ I V¥
: 2
= e e e e e e
= - @ @@
- J
4 e e - e
> - T
2 T - Y S T = 11'7#‘1’?,,,,-,,' e //’f T
‘, T
C - AP ) L
2 i : Qrs s
‘s _ o f»/.:ff‘:;f//-f e - ’xi&%%’ /;’2;///%//}5
% - T ]
5 T
M¥* : mort Tableau XITI : Schéma de traitement et recherche des anticorps anti-asparaginase par réaction
j/’/%:\;ig?iii::e d'agglutination passive au CrClB. chez trois séries de lapin A, B et C recevant
r_?:} respectivement des injections de 500, 100 et 10 UE/kg.
N

¥
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Figure 20 : Titre des anticorps anti-aspareginase dépistés par

agglutination de particules de latex en fonction du

temps dans les séries A, B et C.
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I1 est donc possible que cette technique rapide qui dépiste 1'immuni-
sation d'une fagon précose (11me jour) mette en évidence des anticorps de natu-~

re différente de ceux mis en évidence par les deux techniques précédentes.

Bn conclusion, si l'on admet que l'asparaginase est un immunosuppres—
seur comme cels a été démontré par de nombreux auteurs, il faut admettre aussi
que cette immunosuppression ne s'exerce pas vis-a-vis de tous les anticorps. En
effet, les résultals obtenus par immunodiffusion en gélose et par agglutiration

passive au CrCl, plaident en faveur de 1l'effet immunosuppresseur mais 1l'agglu-

3
tination des particules de latex qui révele certainement des anticorps de
nature différente s'y oppose.

Quoiqu'il en soit, il ressort de 1l'étude expérimentale de L'effet
immunogene de 1'asparaginase effectude chez le lapin gque l'asparaginase est
quelques soient les doses injectées un antigéne puissant, ce qui n'est pas sur—

prenant si 1'on considére qu'il s'agit d'une molécule protéique de poids molécu~

laire élevé.

b) Surveillance biologique des lapins traités par l'asparaginase

00 8 00 UVUPES S S 00C0085006000CessLELILELLCIOOIOESEIOIOIIIOEISIOCEOEIPIECOERCOEOEDITSEOEDP

Cette surveillance a porté uniquement svr quelques données précises
dont on pouvait penser d'aprés l'expérience d'autres auteurs qufelles dormeraien

lieu & des modifications plus ou moins significatives.



- Comportement, état général et poids des animaux

. Nous avons vu antérieurement qu'il existe manifestement une
télérance individuelle inexpliquée des lapins puisque a fortes doses, on observe
une mortalité importante touchant 50 % environ des animaux,

. Les troubles de 1'état général observés sont en corrélation ave
1'importance des doses injectées. Ilsseont essentiellement caractérisés par la
survenue précoce (d&s les 3 premiers jours) d'une anorexie quasi totale pour les
fortes doses. Celle~ci dure pendant presque toute la durée du traitement et est
responsable d'une perte de poids assez importante chez le lapin soumis & des
injections quotidiennes pendant 18 jours. On peut ainsi estimer que cette perie
de poids a été en moyenne de 25 % pour les animaux recevant des fortes doses
(500 UE/kg) et des doses moyennes (100 UE/kg) mais par contre chez les lapins
traités par des faibles doses, le poids reste stable aprés parfois un léger
amgigrissement en début de traitement ; cependant, il faut noter que les lapins

témoins ont dans le mfme temps eu un gain de poids de + 7,5 %.

La surveillance des données de 1'hémogramme des animaux nous a paru
justifidepar le fait que les cellules hématopTétiques sont parmi celles des
1torganisme dont la division est la plus active.

. Etude de 1'hématocrite
Bien que les numérations de globules rouges nous aient dommé

des résultats comparables & ceux de 1'hémstocrite, nous avons préféré nous
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baser sur les résultats de 1'hématocrite beaucoup moins sujets & des causes
d'erreurs.

) Si nous comparons la moyenne de l'hématocrite de chaque série
A, B et C par rapport & la série témoin (T) qui a subi des préldvements identi--
ques aux sgutres séries mais qui n'a pas recu d'injections d‘'asparaginase, nous
constatons comme 1l'indique le tableau XV que plus les doses d'asparaginase

injectées sont élevées, plus le pourcentage de diminution de 1'hématocrite est

important.

Séries | Début de traitement | Fin de traitement | Pourcentage de diminution !
T 33,0 33,4 Pas de changement
A ‘ 32,6 20,6 - 37 %
B 37,2 27,3 - 27 % i
c 33,9 26,9 - 20 %

Tableau XV : Comparaison de la moyenne de 1'hématocrite dans les différentes

séries en début et en fin de traitement par 1'asparaginase

Les injections d'asparaginase semblemtdonc inhiber 1'érythropo¥eése
dans les conditions d'expérience, celle-ci est pourtant stimulée par les prélé-

vements répétés.
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. Btude de la numération des globules blancs

Le nombre normal des globules blancs du lapin est trés variable
suivant les animaux. Ainsi les chiffres varient dans les prélévements témoins
entre 5000 et 14 000 par mmj. Les variations observées en cours de traitement
dans les différentes séries ne sont pas significatives et restent situées dans

les normes.

» Bxamen de la fermule sanguine

Nous n'avons pas observé de modifications significatives conaé-
cutives au traitement par 1'asparaginase & différentes doses.

Nous avons pu constater toutefois les modifications des globules
rouges habituelles aprés spoliations sanguines répétées : anisocytose avec poT—
kilocytose accompagnée d'une hypochromie avec polychromatophilie.

De plus,sur les frottis effectués en fin de traitement, nous
avons rencontré assez souvent un faible pourcentage de cellules "lymphofdes"
hyperbasophiles qui peuvent 8tre le témoin des stimulations antigéniques aux~

quelles les lapins ont été soumis.

. Btude du taux de fibrinogene
Comme pour les numérations des globules blancs, les taux de fibri.
nogéne chez le lapin sont variables suivant les animsux et sont compris par

exemple dans les prélevements témoins entre 2,30 et 7,25 g/l.



Les modifications observées aussi bien dans la série témoin n'ayant
pas recu d'injections d'asparaginase que dens les autres séries ayant été traitées,
ne permettent pas de conclure & une augmentation 6u & une diminution de la syn—

these du fibrinogéne pendant le traitement.

. Blectrophorése sur acétaté de cellulose

Les résultats ont été acquis chez les lapins de la 3eme série,
Rappelons que cette série est constitude pour les lapins ayant survécu- Jjusqu'a
lag fin du traitement de deux lapins témoins 6;43_5 ), de deux lapins dont c'ébait
la premidre cure (3-2,3-3) et de deux autres lapins ayant déja fabriqué des anti-
corps précipitants mais n'en possédant plus dans leurs sérums G~1,1m2). Les
quatre lapins ont été traités par six injections de 500 UE/kg espacées sur g
jours.,

les prélevements ont été effectués au Jjour O de l'expérience
c'est~b~dire avant le début des injections pour les lapins traités ; au Jour 8,
ce qui correspond & la fin du traitement et au Jjour 17, soit un peu plus d'une
semaine apres la fin des injections.

Sur chacun des prélévements, nous avons déterminé la pretidémie
sérique et le taux des différentes fractions électrophorétiques chez les lapins

témoins et les lapins traités (tableaux XVI,XVI).



Lapins. témoins Jour 0 Jour 7 Jour 17
P.T¥ 5.60 5.70
alb¥* 3,85% 3,64 -

. o 0.28 0.34 pas de
Tapin oc; 0.22 0.22 " prélévement
3 -4 8 0.44 0.62

Y .81 0.85
P.T. 5.40 5.40 5.30
alb 3,64 3.18 3,12

. o 0.37 0.45 0.39
Lapin oc; 0.24 0.48 0.29
%-5 B 0.54 0.75 0.79

Y ¢.59 0.51 0.68

Tablegu XVI : Etude des modifications des protéines sériques

*¥ 1 protéines

** 3 glbumine

et des différentes fractions électrophorétiques

chez les lapins non traités

totales

1114



Lapins traités par

L' asparaginase Jour O Jour T Jour 17
P.T¥ 5,20 4.30 5.30
alb¥* 3,32 2.70 2.99
. « 0.%3 0.%2 0.37
Lapin a; 0.2% 0.2% 0.54
3.2 B 0.54 0.51 0.87
Y 0.75 0.51 0.71
P.T. 5,20 4.10 5,30
alb 5.48 2.4% %.20
. « 0.28 0.34 0.34
Lapin a; 0.18 0.26 0.18
3% 8 0.78 0.63 0.87
Y 0.46 0.41 0.68
P.T. 6.30 3.50 7.10
alb 3,96 2.20 3,97
o a 0.40 0.22 0.49
Tapin a; 0.28 0.10 0.28
1~1 B 0.75 0.45 1.1%
Y 0.88 0.50 1.20
P.T. 6.30 4.60 6.20
alb 4.12 2.1 2.97
L a 0.34 0.36 0.52
Lapin a; 0.22 0.13 0.27
1-2 B 0.69 .78 1.14
Y 0.91 0.59 1.2

Tablegu XVIT : Etude des modifications des protéines sériques

et des différentes fractions électrophorétiques

chez les lapins traités.

¥ ¢ protéines totales

*¥ ¢ glbumine
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L'analyse comparée des résultats permet de constater les modi-
fications sﬁivantes (fig. 21) : il existe de facon nette une diminution du taux
des protéines sériques chez les lapins traités, avec récupération progressive
aprés 1'arr8t du traitement ; cette diminution porte essentiellement sur les

fractions albumine et Y-globulinique tandis que les fractions «,, o, et B ne

1772
sont pratiquement pas touchées.
L'asparaginase semble donc induire une diminution de la synthese

des protéines sériques touchant de facgon préférentielle les protéines migrant

dans les zones albumine et Y-globulinique.

3) Recherche des anticorps anti-asparaginase chez les malades leucémiques

traités par 1l'asparaginase et étude des conditions d'apparition de ceux—ci

&) Recherche des anticorps par différentes technigues

Chez les 49 malades étudiés, 14 se sont avérés porteurs d'anticorps
anti-asparaginase.

L'ensemble des résultats positifs est rassemblé dans le tableau XVIIT.

Dans 6 cas sur 14, nous avons pu mettre en évidence des anticorps pré-
cipitants dont la présence pouvait &tre confirmée par au moins deux des trois

autres techniques utilisées. Leur révélation est souvent génée par la prégenc

(0]

d'une hyperlipidémie sérique induite par 1'asparaginase.
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T munodif fuss on leat%on du Hemaggluﬁlnatlon Agglgtlnatlon
complément passive passive (latex)
1 - AS.. Gilbert - - + 1/64 NT*
2 - DE.. Pierre (CA) - - + 1/64 NT
3 - DU.. Pierre + +1/16 + 1/64 NT
4 - DU Antoine (CA) + Anti Crox +1/128 + 1/1000
5 — FL.. Marie (CA - + 1/16 - +
6 - HE.. Hervé (CA) - - +1/64 T
7 - HU.. Chantal (CA) + NT + 1/32 + 1/32
8 - IA.. Catherine - + 1/16 - + 1/16
9 —- 1E.. ILaurette - + 1/16 - NT
K k¥ ,
10 - MO.. Gérard (Ca) + Anti C' + 1/64 + 1/8
11 - MO.. Ardré - +1/16 - NT
12 — PS Edmond (CA) + - + 1/64 + 1/64
13 — ST.. Isabelle + + 1/16 + 1/128 + 1/64
14 - WI.. Valdrie (CA - + 1/16 - + 1/16
Tablesu XVIIT : Mise en évidence des anticorps 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 8tre utilisée pour tous les sérums étudiés.
¥ anti C' : pouvoir anti-complémentaire du sérum

KKR¥

malades ayant présenté un choc anaphylactique.

: Chez ce malade, les anticorps ont été mis en évidence dans le sérum et le LCR
CA




Chez le malade N° 10 qui a subi un traitement par une intrarachidienne
des anticorps ont pu 8tre mis en évidence & la fois dans le sérum et dans le
L.C.R. apres concentration de ce dernier quatre fois par contre dialyse sous

vide (fig. 22 et 23 ).

L

4

WLite) N
Figure 22 : Recherche des anticorps anti- Figure 23 : Recherche des anticorps anti-
asparaginase précipitants dans asparaginase précipitants dans

le sérum du malade N° 10. le ICR concentré du malade N° 10.



—
-
A

Sept des 14 anticorps ont été révélés en fixation du complément &
un titre au moins égal & 1/16éme (fig.24 et25 ) ; dans deux cas la rdaction a

été ininterprétable en raison d'un pouvoir anticomplémentaire du sérum.

Dilutions d'asparaginase en UE/ﬁl

8000 4000 2000 1000 500 250 125 T.S.

Pur ++H -+ +4+ +++ ++ + - -
1/2 e +++ -+ A+ ++ + - -
Dilutions
‘ /4 - A+t -+ -+ + - - -
du sérunm /
1/8 !
Etudid +++ +++4 +++ ++ - - - -
1/16 +H+ 4 At + - - - -
T.A, _ _ _ _ _ _ _

Figure 24 : Recherche des anticorps fixant le complément chez le malade

Ne 3.

Dilutions d'asparaginase en UE/ﬁl
8000 4000 2000 1000 500 250 125 T.3.

Pur ‘
++ + + - - - - -
1/2 _
Dilutions + + - - - - - -
1/4 | _ _ _ _ _ _ _
du sérum
1/8 _ _ _ _ _ _ _
étudié B
1/16 _ _ _ _ _ _ _
T.A.

Figure 25 : Recherche des anticorps fixant le complément chez un malade

négatif,



~ Réaction d'hémagglutination passive au CrCls
Par cette technique, 9 des 14 anticorps ont été mis en évidence
jusqu'd une dilution au moins égale & {1/1Gime et parfois jusqu'i 1/128%me ou

plus (fig. 26 ).
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W v \\./ \\./ '\./
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Figure 26 : Recherche des anticorps anti-asparaginase hémag-

glutinants chez le malade N° 13 et chez un témoin

négatif.

Actuellement nous travaillons & partir de la dilution du sérum au
quart, la réaction n'étant généralement pas spécifique avec le sérum pur et
dilué au demi, Une recherche est considérée positive s'il y a agglutination

Jusqu'd la dilution au 1/16tme.



Sées_par_1'asparaginase

Cette technique, plus récemment mise au point, a pu &tre testée avec
huit des anticorps : tous ont donné des résultats nettement positifs. Par con~
tre, nous n'avons trouvé gucun résultat positif parmi les 26 sérums qui s'étai-

ent avérés négatifs par les trois autres techniques (fig. 27 ).

SERUM A TESTER

Y
¢ Y

PR

'v»\‘ :5 /
Pigure 27 : Recherche des anticorps anti-asparaginase par agglutination
de particules de latex sensibilisdes chez le malade N° 12

et chez un témoin négatif.



b) Commentaires concernant les résultats de la recherche des anti-
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corps anti-asparaginase chez 1'homme
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Tes 6 anticorps précipitants ont été confirmés par au moins deux des
trois autres techniques,

Chez cing malades, les anticorps n'ont pu 8tre 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 hémagglutination
passive et deux en réaction de fixation du complément.

Chez le malade N° 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 tard, des anticorps précipitants et hémagglatinants. Cette tech~
nigue rapide semble donc dépister l'immunisation plus rapidement et avec plus
de certitude que chacune des autres techniques prises séparément., Notons aussi
que dans la majorité des cas, la recherche des anticorps a pu 8tre effectuée dan:
un délai de 5 jours & 1 mois apres 1'arrft du traitement. Pour 9 malades parmi
les premiers étudiés, les sérums ont cependant été prélevés dans des délais
allant de deux mois & un an apreés la fin du traitement. Enfin, chez trois sujets,
les anticorps ont pu 8tre suivis sur une série de sérums prélevés pendant 1 &

6 mois aprés leur mise en évidence : chez deux d'entre eux, les anticorps ont

disparu au bout de 1 mois, chez le troisieme au bout de 6 mois.

Fn conclusion, 1'immunisation est importante, elle doit &tre recherchée
précocement et de fagon répétée apres la fin du traitement, la disparition des

anticorps pouvant 8tre assez rapide. Toutes ces conditions n'ayant pas été res—
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pectées au début de notre étude, il est possible que nous ayons sous-estimé

la fréquence réelle de 1'immunisation.

c) Etude des conditions d'apparition des anticorps

L R R I A I I R N N R I

‘ Nous avons divisé le tableau XIX en deux parties en fonction de 1'ori-
gine et des doses d'asparaginase utilisées dans les traitements. Chaque partie

a été subdivisée plus ou moins arbitrairement en fonction du nombre d'injections

et éventuellement du nombre de cures effectudes.
Chez les trois malades possédant des anticorps aprés plusieurs cures,

notons que la recherche n'a.été effectuée qu'aprds la fin de la derniere cure

qui dans un cas seulement avait été tres mal tolérée.

- Fréquence d'apparition des anticorps_suivant le type cytologigque de

Le tableau XX fait apparaftre une immunisation un peu plus importante

dans les leucémies aigu¥s lymphoblastiques (LAL) que dans les leucémies aigu¥s
myéloblastiques (LAM), cependant cette différence n'est sans doute pas signifi-

cative si 1'on tient compte du fait que le nombre d'injections effectuées est

en moyenne nettement moins important dans les LAL que dens les LAM.



Nombre d'inJections . . . Proportions de malades
d'asparaginase I1.V. Anticorps Pas d'anticorps avec anticorps
moins de 6 1 3 1/4
6 & 15 en 1 cure 4 9 4/%3

en 1 cure 1 8 1/0
rlus
de 15 en plusieurs 2

cures 7 E 3/%3
Injections
intrarachidiennes 1 2 1/%
seules

Total 10 31 10/41

1) - Asparaginase S par voie intraveineuse (I.V.) & raison de 1000 UE/kg/j.

Nombre d'injections Anticorps Pas d'anticorps Proport;gns @e nalades
I.V. avec anticorps
moins de 6 1 1 1/2
6 & 15 3 | 3 3/6
Total 4 4 4/8

2) - Asparaginase OB par voie intraveineuse & raison de 200 UE/kg Je

Tableau XIX ¢ Anticorps anti-asparaginase en fonction du nombre

d'injections.




L.AM, L.A. L.
Nombre de
malades 15 24
Nombre
d'anticorps 5 1
Proportion de
malades avec 3/%5 ?1/34
anticorps

Tableau XX : Anticorps anti-asparaginase en

fonction du type cytologique de

la leucémie aigu¥.

Chez les 15 malades atteints de L.AM.

°
.

- 4 ont recu moins de 6 injections IV (1 avec Ac)

- 11 ont regu plus de 6 injections IV (2 avec Ac)

Chez les 34 malades atteints de L.A.L.

- % ont recu moins de 6 injections IV (1 avec Ac

& la suite d'un traitement par voie intra-
P

rachidienne seule)

- %1 ont regu plus de 6 injections (10 avec Ac).
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4) Etude préliminaire des caractires quantitatifs et qualitatifs des

anticorps mis en évidence

Nous avons voulu, dans une étude préliminaire, montrer que les anticorp:
anti-asparaginase mis en évidence chez le lapin et chez 1'homme possédent effec-
tivement les caractéristiques qualitatives et quantitatives des immuno-globuliner
anticorps.

a) Immmoélectrophordse en gélose

© 8 8 280 ¢ 0800 E L ELPOLOIVIEINELSSETCE

Nous avons utilisé la microméthode de SCHEIDEGGER (152 ) avec w
appareillage IKB.

Aprés migration des sérums du malade N° 10 et du lapin, nous
déposons dans les gouttidres situées de part et d'autre de la zone de migration,
de l'asparaginase dilude & 15 UB/ml d'un c8té et des anti-sérums spéoifiques YA,
YG et YM de 1l'autre. Pour le sérum de lapin, seul un sérum anti-Y-globulines a
été utilisé.

Les anticorps du lapin et du malade N° 10 sont des Y-globuline
en effet en immunoélectrophorese (fig. 28), nous pouvons constater que l'arc de
précipitation obtenu entre l'asparaginase et 1'anticorps anti-asparaginase a les
mémes caractéristiques de migration que les Y-globulines, vis-&-vis d'un sérunm
anti~Y-glcbulines.

De plus en ce qui concerne l'anticorps d'origine humaine, le
double diffusion en gélose, selon CUCHTERLONY, permet de mettre en évidence un
double arc de précipitetion dont l‘ﬁn peut &tre identifié & des YG globulines de

type kapra et 1'autre & des globulines YM.
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b) Btude des anticorps par une méthode de précipitation en

@ 6 8 &6 6 0 0 6009 0050 BP0 ELILEEIINDEEsEIIOILEOEOEOIEESEOENIELIOENOIEOTRS TGOS

milieu liquide

seesesecoeocv e

Les anticorps anti-asparaginase de lapin et de 1'homme ont été
étudiés de facon quantitative par mesure densitométrique de la précipitation en
milieu liquide.

A 0,1 ml de sérum sont ajoutées 0,1 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 réali-
sée apres une heure d'incubétion a 370°C,

Nous prenons comme blanc le mfme sérum dilué en eau physiolo-
gique..

les résultats obtenus (fig. 29) montrent que les courbes de pré
cipitation sont effectivement du type de celles rencoptrées dang toutes les réac-
tiong entre antigénes et anticorps précipitants. Ces courbes permettent de défi-
nir une gone d'équivalence et des zones d'inhibition par augmentation ou diminu-
tion de la quantité d'anticorps.

Les pecpulations d'anticorps chez l'homme et 1'animal sont sans
doute hétérogene et comportent au moins deux types différents d'anticorps défi-
nissant une courbe & deux sommets avec deux zones d'équivalence. Ceci est en
bonne corrélation avec la démonstration de la nature YM et YG des anticorps

humains,
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5) Spécificité de la réaction asparaginase anticorps anti-asparaginase

Pour essayer de préciser la spécificité de la réaction asparaginase
anticorps anti-asparaginase, nous avons essayé de répondre & un certain nombre
de questions :

- les anticorps sont=ils dirigés contre l'asparaginase ou contre des
impuretés de la préparation enzymatique ?

- les anticorps sont-ils directement actifs sur le site enzymatique ou
non ?

— la spécificité des différents anticorps précipitants fabriqués par les
laping et les malades est-elle la méme ?

—~ les anticorps sont-ils actifs contre d'autres asparaginases que celle
qui a entrafné 1'immunisation ?

a) Les anticorps anti-asparaginase sont dirigés contre 1'asparaginase

© 6 02 60 068 2C 266 0008 81808 800 EI OGS ECEP SO0 LS UIEEOENIIOLPOELELIOISIPIGSPIOIOSIIOEBOESTY

Bn effet, la migration en électrophorése sur acétate de cellulose de
1l'asparaginase méme concentrée ne montre qu'une seule bande de migration homogenc
ce gqui permet de penser que l'asparaginase utilisée est relativement pure,

En immunoélectrophorése, l'arc de précipitation obtenu entre les anti-
corps et l'asparaginase se situe exactement au niveau de cette bande ; surtout
cet arc peut, aprés mise en contact avec de l'asparagine 8tre directement révélé
par le réactif de NESSIER ce qui. démontre la libération d'ammoniaque en rapport

avec la persistance d'une activité asparaginasique du précipité.



Enfin, les anticorps précipitants anti-asparaginase peuvent totalement
8tre neutralisés par addition au sérum d'une solution: d'asparaginase & une con-
centration correspondant & la zone d'équivalence précédemment déterminée

(fig. 30 ).

Figure 30 : Neutralisation d'un sérum anticorps anti-asparaginase par une solu-

tion d'asparaginase (375 UE/ml).
Iame 1 - Avant neutralisation

Lame 2 - Surnageant du méme sérum aprés neutralisation.
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b) Les anticorps anti-asparaginase sont essentiellement dirigés contre

L O R L I I I I I I I I I I N N N R N NN

1'apoenzyme de la molécule enzymatique

9 0000000 CPNNOORISEBLIONOGELICGEOLIEBIOIECEOIOEDIOGOIRTEOTSS

la coloration des arcs de précipitation par le réactif de Nessler
apporte aussi la preuve gu'une partie gu moins de l'activité enzymatique est
conservée aprés réaction antigéne-anticorps.

Nous avons précisé et confirmé cette constatation par 1'étude plus
précise de la neutralisation in vitro de l'asparaginase par les anticorps anti-
asparaginase en faisant varier le rapport quantitatif entre 1'antigene et
1'anticorps mis en présence et en effectuant la mesure de 1tactivité enzymati-~
que résiduelle du mélange avec ou sans élimination du précipité par centrifuga-
tion.

La technique utilisée a été la suivante : nous avons effectué une
série de 8 dilutions de raison 2 de deux sérums positifs (lapin et malade Wo 1%)
et d'un sérum négatif ; 0,5 ml de chacune des dilutions est additiommé de 2 UE
d'asparaginase puis incubé pendant 1 h & 37°C. Pour chaque mélange ainsi obtenu,
la mesure de l'activité enzymatique est effectude avant et apres centiifugation
du précipité.

Les résultats rapportés sur les figures 31 et 32 montrent que 1l'acti-
vité enzymatique n'est pas modifide par l'adjonction d'un sérum négatif, quelque
soit la dilution, que le mélange ait été ou non centrifugé.

Par contre, en présence de sérums positifs, il existe une diminution
nette de 1'activité enzymatique ; celle—ci est importante lorsque le mélange a

été centrifugé et est proportiomnelle & la quantité de sérum anticorps ajouté ;
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elle est beaucoup moins nette si le mélange n'est pas centrifugé. La 1égere
diminution observée peut &tre en rapport avec une sédiméntation partielle
spontande du précipité ou traduire un emp8chement stérique du site d'activité
enzymatique par la liaison avec l'anticorps.

En conclusion, les anticorps anti-asparaginase se lient bien spécifi-
quement & l'asparaginase sans en modifier tout au moins de fagon importante
1'activité enzymatique. Dans une certaine mesure, cette technique de neutralisa-
tion pourrait 8tre utilisée pour la mesure quantitative des anticorps précipi-

tants.

¢) Les anticorps fabriqués bar le lapin et 1'homme sont dirigés contre

€ 8 06 P00 080 SO0IENCEELICE L SSSS0E0ESEEELE0OPSPELOELIOES0PIOECOESOEPNCOCOSEESE

le m8me déterminant antigénique

tecesseeseccseseccesecestensias
Nous avons comparé par immunodiffusion les arcs obtenus vis-a-vis
de l'gsparaginase au moyen d'une série de sérums de lapins, au moyen d'une série
de sérums huméins ; les deux types de sérum ayant été comparés entre eux.
I1 apparaft sur les figures33, 34 et35 que les arcs de précipitation
donnent dans tous les cas des réactions d'identité totale, permettant d'affirmer

que tous ces anticorps ont exactement la mme spécificité.

d) Les anticorps obtenus en réponse & une immunisation par une

L I I R R R I I I I I A I O O I N R T R O I I S

asparagingse d'Escherichia coli sont également actifs sur une autre asparaginase

€ 0 68 0002008000000 ITELETITTTEIEBLNEIEOROLIPLOOLLELEL0NSLPE0CSIEISIOCECOERSEOEBROODTE N ODN

d'orgine différente

Nous avons testé 1l'activité de nos anticorps anti-asparaginase de la-

pin et humain vis~a-vis d'une asparaginase provenant d'une bactérie phylogénéti-
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Figure %3 : Identité des spécifici%és Figure 34 : Identité des spécificités" anti-
anti-asparaginase de dif- asparaginase de différents sé-
férents sérums de lapin. rums humains.

Figure %5 : Identité des spécificités

anti-asparaginase entre des
sérums de lapin et des sé-

rums humains.



.quement tres éloignée d'Escherichia coli, en 1'occurence Mycobacterium phlef ;

cette asparaginase a été extraite, purifide et mise & notre disposition par
HORNEZ (81).
On peut constater (fig. 36) que nos anticorps sont capables de réa-

gir avec 1l'asparaginase de Mycobacterium phle¥ ; il existe donc une communauté

antigénique au moins partielle entre les deux asparaginases.

Figure 36 : Mise en évidence d'une communauté antigénique au
moins partielle entre les asparaginases de Myco-

bacterium phlef et d'Escherichia coli.
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En conclusion, les anticorps anti-asparaginase sont bien dirigés con-
tre l'asparaginase et non contre des impuretés de la préparation, ils reconnais-
sent le ou les mémes déterminants antigéniques ; ceux—ci sont situés au niveau
de 1l'apcenzyme de la molécule enzymatique. De plus, les anticorps fabriqués

par l'homme et le lapin contre l'asparaginase d'Escherichia coli sont capables

de réagir avec de l'asparaginase extraite de Mycobacterium phleT ce qui prouve
qu;il existe entre les deux asparaginases des communautés antigéniques.

La mise en évidence fréquente d'une immunisation pose le probléme
du devenir de cette enzyme in vivo. On peut en effet penser que le complexe
antigéne~anticorps est rapidement éliminé de la circulation et que la mesure
de l'asparaginasémie devrait traduire précocement 1'installation d'une immunisa-

tion.
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B) Corrélations entre la mesure de l'asparaginasémie et 1'apparition des

anticorps anti-asparaginase

1) Résultats expérimentaux

a) Etude de la vitesse d'élimination de l'asparaginase d'Esche-~
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richia coli injectée par voie intraveineuse chez le lapin : durde de vie
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L'étude a porté sur trois lapins recevant chacun une injection
de 500 UE/kg par voie intraveineuse. Les prélévements destinds aux mesures de
l'activité enzymatique ont été effectués juste avant 1'injection, puis & dif-
férents temps régulierement espécés aprés 1l'injection, compris entre 15.min.
et 6 heures ; des prélévements ont également été réalisés 24 heures et 48 heu-
res aprés l'injection chez 1'un des lapins (lapin 101).

Les mesures de l'activité enzymatique de chaque prélévement ont
été reportées sur papier millimétrique en coordornées arithmétiques (fig. 37).
La courbe obtenue pour le lapin 101 montre que 1l'activité enzymatique décroit
selon une courbe exponentielle en fonction du temps et que la demi-vie {temps
correspondant & la disparition de la moitié de 1'activité enzymatique sérique)
est d'environ 7 heures 15.

Chez les lapins 1-1 et 1-2, les mesures ont été effectudes 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 effectude que chez trois animaux, la
concordance des résultats obtenus permet d'évaluer celle-ci entre 6 heures et

8 heures,
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Chez le lapin 101, les mesures effectuées 24 heures et 48 heures
aprés une seule injection de 500 UE/kg, montrent qu'au bout de 48 heures le taux
d'enzyme atteint est de 0,7 UE/ﬁl, soit un taux presque identique au taux de
base constaté chez l'animal avant toute injection (fig. 38). On peut donc pen~

ser que toute 1l'asparaginase injectée a pratiquement disparu au bout de 48 heure

b) Conséquence de 1'immunisation sur le taux d'activité enzyma-
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tique sérique
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Nous venons de voir chez les lapins 1-1 et 1-2 qu'elle était
1'évolution du taux d'activité enzymatique de 1l'asparaginase des la lére injec-
tion. Nous avons continué ensuite les injections d'enzyme afin d'étudier 1'effet
immunogene de l'asparaginase.

Pour explorer le devenir de l'asparaginase en cas d'immunisation,
nous avons effectué aprés l'apparition des anticorps précipitants une asparagi-
nasémie identique & celle de début de traitement.

Chez les deux lapins immunisés, nous avons obtenu des résultats
absolument identiques. Comme le montre la figure %9, il apparaft nettement que
la présence d'anticorps précipitants dans le sérum du lapin entrafne une chute
rapide, puisqu'elle survient dans le quart d'heure qui suit 1'injection, et com-
plete de l'activité engymatique de 1l'asparaginase injectée. Cette constatation
nous a amené a envisager 1'étude de 1'évolution de 1l'asparaginasémie au cours
d'un traitement prolongé en corrélation avec l'apparition progressive des anti-

corps.
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Figure 38 : Etude cinétique de la disparition de l'activité
asparaginasique chez le lapin 101 aprés une

premidére injection de 500 UE/kg.
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Figure 39 : Etude cinétique de la disparition de 1l'activité asparagi-~

nasigue avant et aprés immunisation chez le lapin,




¢) Etude cinétique de 1'évolution de 1'asparaginasémie tout au
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long d'une immumisation
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Une premiére étude portant sur deux lapins a €té effectuée ; nous
avons ensuite poursuivi celle-ci chez les lapins 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 UE/kg selon le schéma de traitement précisé sur
le tableau XXI envvue de provogquer une immunisation.

Une étude compléte de l'asparaginasémie a été effectuée le pre-
nier et le huitiéme jour, par la suite des prélevements ont été réalisés tous
les jours, 2 heures apres l'injection d'asparaginase.

L'étude de 1l'activité enzymatique des prélevements réalisés
aprés 15 min., 1, 2, 4 et 6 heures, montre que les asparaginasémies des premier
et huitieme jours sont identiques ; par contre, lors des injections suivantes,
les prélevements su bout de 2 heures font apparaftre une chute de 1ltactivité
asparaginasique qul survient le seizieme et le vingtitme jour respectivement
chez les lapins 92 T et 94 T (fig. 40).

Tous les prélevements utilisés pour la mesure de 1'asparagina-
sémie ont en mBme temps fait 1l'objet d'une recherche d'anticorps anti-asparaginas

par immunodiffusion, hémagglutiration passive au CrCl, et agglutination de par-

3
ticules de latex sensibilisédes par 1l'asparaginase.

Chez le lapin 92 T (tableau XXI), la chute du taux d'asparagina-

sémie est constatée sur le m8me prélévement que celui qui révele pour la premidre
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Tablegu XXI ¢ Corrélations entre la chute de l'asparaginasémie et 1'appa-

rition des anticorps anti-adparaginase mis en évidence par

différentes techniques :
~a s lapin 92 T
~b : lapin 94 T
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fois la présence d'anticorps par hémagglutination passive au CrCl, et par ag-

3
glutination au latex. Malencontreusement, le prélévement juste antérieur avait
été effectué 4 jours plus t8t, laissant donc une période d'incertitude concer-
nant la technique susceptible d'8tre la plus sensible pour le dépistage préco-
ce de 1'immnisation. 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
vingtieme jour de 1'expérience la concordance entre la diminution de l'aspara—
ginasémie et la mise en évidence d'anticorps par hémagglutination passive au
CrCl3 et agglutination au latex ; cependant, il faut noter que 3 jours plus t8%
des anticorps tres faibles avaient été dépistés sans modification apprééiable

du taux de 1l'asparaginasémie., Pendant la période séparant ces deux constatations
barag b

aucun prélévement n'avait été effectud.

~ Ces résultats nous ont paru intéressants & confirmer ; c'est
pourquoi, dans les séries expérimentales A, B et C que nous avons étudides pré-
cédemment, dans le cadre de 1'influence des doses d'asparaginase injectées sur
1'apparition de 1'immunisation, nous avons également pu établir la corrélation
entre 1'évolution de l'asparaginasémie et la mise en évidence des anticorps
anti-asparaginase.

Le protocole expérimental a consisté en l'injectionApar voie
intraveineuse d'asparaginase, du premier au dix“huitiéme jour d'expérience, sauf

aux jours 6 et 13, & des doses de 500 UE/kg pour la série A, de 100 UE/kg pour
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la série B et de 10 UE/kg pour la série C.

Les résultats obtenus sont rapportés dans les figures 41, 42

et 43.

Plusieurs constatations peuvent 8&tre faites :

. Tout d'abord, la chute du taux de 1l'asparaginasémie ap-
para®t dans tous les cas & partir du onzidme jour de 1'expérience. Cette chute
se présente souvent sous forme d'une courbe sigmo¥de, pour les séries A et B,
comportant donc une chute initiale suivie d'un plateau puis d'une nouvelle chute
I1 est possible que ceci correspopde & l'apparition successive de deux types

d'anticorps différents,

. Nous avons déja vu antérieurement que la mise en évidence
des anticorps se fait & des temps variables selon la technique utilisée : ginsi,
dang les séries A et B, les anticorps sont-ils d'abord dépistés par agglutina-
tion passive au latex, puis 7 & 10 jours plus tard par hémagglutination passive
au CrCl3 et enfin, une semaine encore plus tard, par immunodiffusion.

| Par contre, dans la série C, la cinétique d'apparition des
anticorps est un peu différente ; en effet, la mise en évidence par les trois

techniques survient successivement comme précédemment, mais dans de tres courts

laps de temps, voire le plus souvent en m8me temps.
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Les corrélations que 1l'on peut établir entre les deux données
précédentes sont lessuivantes :

. Dans la série A, 1'on peut dire qu'au moment du dépistage
des anticorps, la mesure de 1l'asparaginasémie effectudée le lendemain montre
toujours une chute du taux d'asparaginase au moins égale & 25 %, Cette chute
se confirme nettement, apres une période de relative-stabilisation, 5 jours plus

tard.

. Dans la série B, les résultats sont trdés comparables &
ceux de la série A ; notons seulement que la pente initisle de la chute du taux

de l'asparaginasémie est sensiblement plus faible.

. Dans la série C, les résultats sont apparemment différents
en effet, si la chute de 1l'asparaginasémie apparalt également le onziéme jour,
elle semble plus brutale, voire totale. Dans deux cas, elle précede nettement
la mise en évidence des anticorps ; cependant, nous avons vu que 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 regoivent
que de faibles doses d'enzyme qui peuvent donc “&tre neutralisées par les fai-

bles doses d'anticorps apparaissant dés le debut de 1'immunisation,
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~ Dans ces deux séries d'expériences, nous pouvons donc conclure
que :
. 1'immmisation se traduit comme 1'on pouvait le prévoir
d'apreés les expériences de neutralisation in vitro par une diminution du taux

de l'asparaginasémie

. cette étude cinétique de l'asparaginasémie dans 1'opti-
que du dépistage précoce de l'immunisation montre que cette technigque n'apparalt
pas nettement supérieure a la recherche des anticorps par la technique d'agglu~
tination des particules de latex ; elle peut cependant la compléter ou la con-
firmer ; elle apparalt cependant plus sensible que la technique d'hémsggluti-

nation passive au CrCl, et surtout que la technique de recherche des anticorps

3

précipitants.

2) Application au dépistage précoce de 1'immunisation chez 1'homme :

résultats préliminaires

I1 nous est apparu intéressant, pour diverses raisons, de voir si les ré-
sultats expérimentaux obtenus précédemment étaient transposables & 1'homme, En
effet, il appara?t évident qu'a partir du moment ol l'asparaginase a fait la

preuve de son pouvoir immunogene chez l'animal et chez 1'homme, quelques soient
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les modalités des injections, il est trés important de mettre en oeuvre tous
les moyens qui permettraient de dépister précocement l'immmnisation., L'aspara-
ginase étant utilisée chez 1'homme dans un but thérapeutique, cette immunisa-
tion constitue & la fois un écueil & 1'efficacité du traitement, voire, un dan-
ger en raison du riéque de choc anaphylactique que nous n'avons cependant pas

observé chez nos animaux d'expérience.

a) Etude de la durde de vie de 1'asparaginase d'Escherichia coli

® 0 006005000000 0600C000000L8000¢000000006000000000060P000CO00OPRHRGIBSENE

injectée par voie intraveineuse chez 1'homme

860 EP PP PCORIIPIEOPPNOEOPLL0eISLEESINSBISEOOIOIECEPIES

L'étude a porté sur deux malades atteints de leucémie aigu¥,
dont le {traitement comportait des injections journalidres & raison de 1000 UE/kg
~ Pour déterminer la durée de demi-vie, nous avons disposé de
préléevements effectués avant la premiére injection et & différents temps aprés
celle-ci ; la mesure de l'activité ensymatique a donné les résultats indiqués

dans le tableau XXITI. ci~dessous.

Avant la I
Malades lére in- 15 min. 30 min., 3 h 6 h 18 h 24 h
Jection
B.. Annie 0.5 18.50 NF* 1%.60] 11.20 | NF* 5.00
D.., Jeanine Np¥ NF* 14.0 i2.0 9.6 5.1 ¥

NF* : non fait
Tableau XXIT : Evolution du taux de l'activité asparaginasémique
chez deux malades leucémiques, aprés une premidre
injection par voie intraveineuse de 1000 UE/kg en

fonction du temps.
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Les résultats exprimés en coordonnées arithmétiques confirment
que llactivité enzymatique décroit d'une fagon exponentielle en fonction du
temps comme nous l'avions déja observé chez le lapin.

la construction des courbes & partir des mesures effectudes per-
met d'estimer la demi-vie de 1l'asparaginase & 9 heures 30 et 11 heures, pour
les deux malades explorés (figy 44). Lavprécision dans la détermination de cette
durée est certes approximative, mais se situe néanmoing dans la gamme des chif-

fres cités par d'autres auteurs (132, 163),

~ Notons que des injections Jjournaliéres répétées agux doses
de 1QOO UE/kg ne montrent pss de phénoménes d'accumulation ; en effet, chewx
plusieurs malades nous avons suivi le taux de l'asparaginasémie mesurée 2 heures
aprés chaque. injection pendant la durée d'une cure, la figure 45 en donne un
exemple,

Tous les prélévements conservés et mesurés le m8me jour se tra-
duisent par des activités identiques (rappelons que la 1égdre diminution appa-

rente du prefmier pic est lide & 1'inertie de l'appareil enregistreur, comme

nous 1'avons démontré dans le premier ch8pitre).

b) Etude cinétique de 1'asparaginasémie au cours dy traitement

L R N I I N N A R P R N R I A N R R N A N A A X

chez 1'homme

sess 0000t 0ee

Cette étude mise en oeuvre récemment, ne nous a permis de suivre

1'évolution de l'asparaginasémie de fagon continue que chez cing malades traités
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Figure 45 :

Mesure de 1l'asparaginasé-
mie effectuée chez un ma-
lade leucémique sur les
sérums prélevés les 7 pre-
miers jours d'un traite-
ment, 2 heures aprés cha-
que injection d'asparagi-

nase & 1000 UE/kg.




par des injections journaliéres de 1000 UE/kg pendant des temps variables selon
les schémas de traitement.
Les prélévements effectuds en vue de la mesure de l'activité
asparaginasémique sont réalisés précisément 2 heures aprés chaque injection.
Chez 4 des 5 malades suivis, aucune variation du taux d'activité
enzymatique n'a pu 8ire mis en évidencel; 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 cinquieme malade sont reportés dans

le tableau XXIII, ci-dessous.

Jours 1...5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Choc ;éé;:
immumnologique ;:ijﬁ
Diminution de 2555?;//fl?"' A
1'asparaginasémie Ezggéééj:;;»;f/a/if}
Immuinodiffusion - - U
Hémagglutingtion o
Technique passive au CrCl3

~k-

Fixation du

de recherche .
complément

des anticorps| Hémagglutination
au latex

Tableau XXIIT : Etude comparée de la diminution de 1l'aspara-
ginasémie et de la cinétique d'apparition des
anticorpschez un malade dont l'immunisation a

été responsable d'un choc anaphylactique.
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Nous voyons que la diminution de 1'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

3
sensibilisées, précedent également 1'apparition du choc de 4 jours, alors que
la recherche des anticorps fixant le complément ne le précede que d'un jour et
gue la recherche des anticorps précipitants par immunodiffusion est restée négat:

De ce seul cas intéressant, 11 ne nous est pas possible de con—
clure comme chez le lapin que 1'étude de 1l'asparaginasémie soit capable de dé-
pister 1l'immmmisation avant l'apparition des anticorps.

I1 est cependant utile de noter que le dépistage préceéde 1l'appa-
rition d'incidents d'intolérance. De plus, cette observation permet de confirmer
qu'un choc anaphylactique peut survenir dans que des anticorps précipitants
soient mis en évidence ; ceux—ci ne sont d'ailleﬁrs pas apparus chez cette
malade.

Ainsi, il apparaft de cette étude préliminaire, dont les résul-
tats concordent avec 1'étude expérimentale. plus étayée chez 1'animal, que le
dépistage précoce de 1l'immunisation 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 per 1'aspsraginase.
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Nouan:rendrons ici les principaux points de discussion de nos
résultats en les confrontant aux données de la littérature que nous avons ex-—
posées au début.

Ainsi, nous avons tout d'abord montré que, chez le lapin 1'immu-
nisation contre la I~asparaginase est constante aussibien aux doses fortes de
500 UE/kg qu'aux doses faibles de 10 UB/kg. Comme IORKE et TETTENBORN ( 106),
nous avons constaté la toxicité immédiate de 1'asparaginase pour certains des
lapins ; & la dose de 500 UE/kg, la mortalité observée atteint 50 % au terme
des trois premidres injections ; par contre la mortalité est quasi nulle
chez les animgux restants. Cetfe toxicité répond & une véritable loi du tout
ou rien qui reste inexpliquée et semble parmi les différentes especes étudiées
8tre propre au lapin. Ia constance de 1l'immunisation que nous avons observée
est en contradiction avec les résultats rapportés par KHAN et HILL ( 92 )
gui montrent qu'a des doses de 500 et 1000 UE/kg, les animeux ne s'immunisent
pas et que l'effet immunosuppresseur de l'asparaginase se manifeste nettement
contrairement & ce qu'ils observent pour des doses plus faibles. Cependant dans
les expériences de KHAN et HILL, la recherche des anticorps n'a été effectude
que deux fois par immunodiffusion et cette surveillance ne s'est pas prolongée
au deld de 20 jours apreés la fin de l'expérience, Nos résultats peuvent expli-
guer gue dans ces conditions, il est possible de méconmaltre la présence des

anticorps anti-asparaginase.



I1 appara?t fondamental dans toutes les expériences qui
étudient 1'immunosuppression induite par 1'asparaginase de suivre en m8me temps
dans des conditions optimales 1'immunisation contre cette enzyme, ce qui n'a
généralement pas été fait dans nombre d'études expérimentales.

Chez 1'homme nous avons vu que cette immmisation est inconstante
puisque 14 sur 45 des malades étudiés ont présenté des anticorps anti-
asparaginase ; encore faut-il noter qu'il ne s'agit pas de sujets sains mais
de sujets atteints de leucémie aigu® qui bénéficient par ailleurs de divers
autres thérapeutiques possédant elles-mBmes une activité immunosuppressive.

Chez l'animal la rapidité et l'intensité de cette immunisation est
fonction des conditions expérimentales :

- & des doses fortes de 500 UE/kg nous avons constaté comme PUTTER
(147 ) que 1'immumisation est favorisée par la répétition espacée des injections

- lors d'injections journaliéres nombreuses, la rapidité de 1'immu—
nisation est fonction inverse de 1l'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 8tre effectuée qu'a la fin (pour les doses de 100 UE/kg) ou
aprés (pour les doses de 500 UE/kg) l'arrét d'une expérience de 18 jours. Ces
résultats vont & 1'encontre des conclusions de PRATT et coll. (146) qui préconi-
sent les doses fortes espacées.

I1 faut noter que chez l'animal immunisé, nous n'avons Jamais observ
de manifestations de choc anaphylactique susceptible de traduire la présence

des anticorps.
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Chez 1'homme, nous 1l'avons dit, les faits sont plus complexes. Nous
devons signaler que les anticorps anti-asparaginase ne sont aprarus que chez
leg 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 ana-
phylactiques séveres.

Chez le lapin comme chez 1l'homme, les anticorps anti-asparaginase
possédent les mémes 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 1'a été également démontré par REIS et SCHMIDT (151 ). Les anticorps
précipitants que nous avons étudié ne neutralisent pas l'activité enzymatique
de l'asparaginase ; nous pouvons donc confirmer que le site enzymatique est dif-
férent du site antigtnique qui fait partie de la structure de l'apcenzyme. C'est
pourquoi nous avons testé nos anticorps vis-&~vis d'une asparaginase extraite

de Mycobacterium phlef. Nous avons vu qu'il éxistait cependant une communauté

antigénique entre ces deux asparaginases qui réagissent avec nos anticorps. Ia
recherche d'une asparaginase de structure trés différente devrait donc sans
doute 8tre envisagée chez les eucaryotes.

Nous avons démontré que la présence d'anticorps in vivo entrafnait
une disparition trés rapide de l'asparaginase injectée ; une telle constatation
a été également rapportée par DOHIWITZ et coll. (9 ) ainsi que par PETERSON

et coll, (1¥), Cette disparition de 1'antigéne en présence d'anticorps corres—
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pond & 1'élimination rapide des complexes antigénes anticorps dont on sait
qutelle est le meilleur témoin d'une immunisation : c'est la notion classique
deM"l'antigen disappearance rate". C'est pourquoi dans nos expériences nous avons
suivi conjointement la cinétique de l'asparaginasémie et l'apparition des anti-
Ccorps.

Nous avons donc déterminé tout dtabord la durée de vie de 1l'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 apres injec—
tions d'une dose unique de 500 UE/kg comme dans notre étude ; 1l'asparaginase
utilisée par ce dernier n'est pas de m€me fabrication que celle que nous avons
utilisée. Chez l'homme nous avons estimé la demi-vie & 9 h 30 et 11 h. Ces résul-
tats sont comparables & ceux obtenus par SCHWARTZ ( ) avec deux lots différents
d'asparaginase ; cependant les résultats obtenus par le m&me auteur avec deux
autres lots s'écartent notablement des précédents bien que les quatre loks uti-

lisés aient été prépards & partir de cultures d'Escherichia coli. Une discordance

du mBme ordre est rapportée par PUTTER ( 147). Ies différences d'origine exacte,

de'l'asparaginase,(souche d'Bscherichia coli utilisée, modalités de préparatior )

suffisent sans doute & expliquer ces discordances.

Nous avons également montré que chez 1'animal en cours d'immunisa-
tion, on pouvait obgerver une chute du taux de l'asparaginasémie : celle-ci est
constatée presque en mlme temps que les anticorps sont dépistés par la technique
d'agglutination passive au latex et ceci quelques soient les doses d'asparaginase

injectées. Par contre, il n'en est pas de m8me pour les anticorps mis en évidence
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par hémagglutination au CrCl, et par immunodiffusion ; la rapidité d'apparition

3
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 1l'asparaginasémie n'est pas progressive mais se produit en
deux temps selon une courbe sigmofde ce qui pourrait correspondre & l'apparition
successive des deux types d'anticorps mis en évidence par les techniques de pré-
cipitation quantitative. Chez 1'homme, 1l'étude cinétique de 1l'asparaginasémie
a domné des résultats comparables ayant la m8me signification ; des résultats
analogues ont été rapportés par CAPIZZI et coll, (40 ), |

Enfin, de nos résultats quelques éléments peuvent 8&tre tirds en ce
qui concerne ll'activité immunosuppressive de 1'asparaginase. Nous avons en effet
vu que les fortes doses d'enzyme répétées journellement pendant un certain temps
retardaient de fagon significgtive l'apparition de certains anticorps qui n'appe-
raissent alors qu'apres l'arr8t du traitement. Par ailleurs, nous avons montré
que l'asparaginase entrafnait une hypoprotidémie touchant plus particulidrement
les Y-globulines.,

Des expériences préliminaires ont été réalisées chez des lapins sou~
mis & une stimulation entigdnique par des Y-globulines humaines au cours d'une
série d'injections & 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 & poursuivre le but que nous nous sommes ini-
tialement fixé. Ils montrent de plus & quel point il est nécessaire de suivre
parallelement et par de multiples techniques ct expériences les deux aspects du
probleme ; 1'interprétation des résultats de 1'immunisation ne pouvant certaine-
ment pas faire abstraction du pouvoir immunosuppresseur de l'asparaginase et

inversement,
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Au cours de notre traveil, nous nous sommes tout d'abord essen-—
tiellement intéressé au pouvoir immunogeéne de la I~asparaginase, extraite

d'Escherichia coli, chez le lapin.

Nous avong ainsi montré que 1'immunisation contre la l—asparaginase
est constante ; cette engyme est donc trés immunogene.

Les anticorps obtenus ne neutralisent pas in vitro 1'activité enzy-
matique et sont donc dirigés contre l'apoengyme, la spécificité de ces anti-

corps s'étend & une asparaginase extraite de Mycobacterium phle®.

In vivo, la présence de tels anticorps entrafne une élimination ra-—
pide de 1l'enzyme.

Nous avons également montré que cette immunisation est favorisée
par la répétition d'injections espacées. Lorsque les injections sont journalieéres
et prolongées, les anticorps hémegglutinants et précipitants spparaissent plus
tardivement pcur les fortes doses d'antigéne injectées.

L'étude simultanée de l'apparition des anticorps et de 1'évolution
du taux de 1l'asparaginasémie nous a permis de montrer que la chute du taux
d'activité enzymatique était un bon témoin de 1l'apparition de 1'immmnisation
et cofncident avec l'apparition d'anticorps dépistables par agglutinsgtion pas-
sive au latex,

L'application & 1'homme des techniques mises au point sur le plan
expérimental présente un intér8t certain.

Enfin, les résultats que nous rapportons nous ont permis d'sborder
quelques éléments de discussion en rapport avec l'activité immunosuppressive de

1'asparaginase et d'orienter la poursuite de nos recherches dans ce seus.
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