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1 NTRODUCT I O N  



Dans  u n  p r é c é d e n t  t r a v a i l  p o r t a n t  s u r  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  p r o t é i d e s  

d e  l a  s é c r é t i o n  b r o n c h i q u e  h u m a i n e  (1141, m i l i e u  b i o l o g i q u e  d o n t  l ' é t u d e  c o n s t i -  

t u e  un  d e s  t h è m e s  d e  r e c h e r c h e s  d e  l ' u n i t é  INSERM no  1 6 ,  n o u s  a v i o n s  s o u l i g n é  

l ' e x i s t e n c e  q u a s i  p e r m a n e n t e ,  e n  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s ,  d e  p l u s i e u r s  i n h i b i -  

t e u r s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  a n t i g é n i q u e m e n t  r a t t a c h é s  a u x  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  

s u i v a n t s  : l ' a  - m a c r o g l o b u l i n e ,  l ' a  - a n t i p r o t é a s e  ( a u  a - a n t i t r y p s i n e l  e t  l ' a  - 
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a n t i c h y m o t r y p s i n e .  A ces i n h i b i t e u r s  s ' a j o u t e r a i t ,  s e l o n  c e r t a i n s  a u t e u r s ( 8 1 , 1 5 3 1  

un i n h i b i t e u r  d e  p e t i t e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e  ( M  = 14 0001 ,  s t a b l e  e n  m i l i e u  a c i -  
r 

d e ,  non r a t t a c h é  a n t i g é n i q u e m e n t  à u n e  p r o t é i n e  c o n n u e  d u  s é r u m ,  mais d o n t  l a  

p r é s e n c e  d a n s  l e  s é r u m  même a c e p e n d a n t  pu ê t r e  m o n t r é e  r é c e m m e n t  p a r  l ' u t i l i -  

s a t i o n  d e  t e c h n i q u e s  r a d i o - i m m u n o l o g i q u e s  ( 6 5 1 .  

D e p u i s  p l u s i e u r s  a n n é e s  d é j à ,  l e s  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  d e  s é r i n e - p r o -  

t é a s e s  s o n t ,  comme n o u s  l e  v e r r o n s  u l t é r i e u r e m e n t ,  l ' o b j e t  d e  t rès  n o m b r e u s e s  

é t u d e s  t a n t  s t r u c t u r a l e s  q u e  f o n c t i o n n e l l e s ,  m a i s  peu  d e  t r a v a u x  o n t  é t é  e f fec-  

t u é s  s u r  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e .  C e t  i n h i b i t e u r  c a r a c t é r i s é  p a r  s a  p r o p r i é t é  
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d ' i n h i b e r  l a  c h y m o t r y p s i n e  es t  s o u p ç o n n é  d ' a v o i r  un  r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l a  SB- 

c r é t i o n  b r o n c h i q u e ;  e n  e f fe t  les enzymes  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e e t  l ' é l a s t a s e  

q u i  p r o v i e n n e n t  d e s  l e u c o c y t e s  j o u e n t  e n s e m b l e  un  r ô l e  d é t e r m i n a n t  d a n s  l a  

d é g r a d a t i o n  d e  l ' é l a s t i n e  e t  d u  c o l l a g è n e  d u  poumon q u i  s u r v i e n t  d a n s  d e s  a f f e c -  

t i o n s  comme l ' e m p h y s è m e  p u l m o n a i r e .  

N o t r e  b u t  à l o n g  terme est d o n c  d e  c o m p a r e r  l e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o -  

c h i m i q u e s  e t  l e s  c a p a c i t é s  d ' i n h i b i t i o n  e n z y m a t i q u e  d e  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  
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i s o l é e  d e  l a  s é c r é t i o n  b r o n c h i q u e  a v e c  c e l l e s  d e  s o n  homologue  s é r i q u e .  E t a n t  

d o n n é  l e  p e u  d e  c o n n a i s s a n c e s  a c q u i s e s  j u s q u ' a l o r s  s u r  c e t  i n h i b i t e u r ,  n o u s  

a v o n s  e n t r e p r i s  d è s  1977  un t r a v a i l  d e  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  
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à p a r t i r  d e  l i q u i d e  p l e u r a l ,  p u i s  à p a r t i r  d u  s é r u m  humain  n o r m a l  P o u r  d é t e r -  

m i n e r  les prop r - i é tésphys i co -ch im iques  d e  ce c o n s t i t u a n t  e t  é t u d i e r  e n s u i t e  les  

i n t e r a c t i o n s  d e  ce t  i n h i b i t e u r  a v e c  d i v e r s e s  p r o t é a s e s  : ce t r a v a i l  c o n s t i t u e  

l ' o b j e t  d e  c e t t e  t h è s e .  



Dans l a  première p a r t i e .  nous exposons des géné ra l i t é s  s u r  l e s  s é r i n e -  

protéases  e t  l e s  i n h i b i t e u r s  sé r iques  de sér ine-pro téases ,  puis  nous e f fec tuons  

une revue d é t a i l l é e  des connaissances acquises s u r  l e s  principaux i n h i b i t e u r s  

sé r iques  concernant l e u r s  p rop r i é t é s  e t  l e u r s  mécanismes d ' ac t ion .  

La deuxième p a r t i e  s e ra  consacrée à l a  mise au point du protocole de  

p u r i f i c a t i o n  e t  aux p rop r i é t é s  physico-chimiques de l ' i n h i b i t e u r  pu r i f i é .  

La t rois ième p a r t i e  concernera l e s  é tudes des i n t e rac t ions  de l ' a  - 
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antichymotrypsine avec q u a t r e  protéases  d i f f é r e n t e s  e t  l a  présentat ion d'un mo- 

d è l e  possible  pour l e  mécanisme d 'ac t ion  de l ' a  -antichymotrypsine s u r  l e s  s é -  
1 

r ine-protéases .  



CHAPITRE 1 

REVUE SUR LES SERINE-PROTEASES ET LEURS INHIBITEURS DU PLASMA HUMAIN 

LES SERINE-PROTEASES 

LES INHIBITEURS DE SERINE-PROTEASES DU PLASMA HUMAIN 

PROPRIETES ET MODE D'ACTION DES PRINCIPAUX INHIBITEURS DE 

SERINE PROTEASES DU PLASMA HUMAIN : ETAT DES CONNAISSANCES. 

1 - 3.3 A n t i t h r o r n b i n e  III (AT1 

1 - 3.4 a  - a n t i p l a s r n i n e  ( A P I  
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1 - 3 . 5  a  - a n t i c h y r n o t r y p s i n e  l a  A c h y l  
1 1 



Pendan t  t r è s  longtemps ,  on a  p e n s é  que  l e s  enzymes p r o t é o l y t i q u e s  

é t a i e n t  p r e s q u e  e x c l u s i v e m e n t  a s s o c i é s  au  p r o c e s s u s  d e  l a  d i g e s t i o n  e t  d e  l a  

d é g r a d a t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  I l  est m a i n t e n a n t  l a rgemen t  démontré que  c e s  enzymes 

o n t  a u s s i  à j o u e r  un r ô l e  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  en  e f f e c t u a n t  d e s  c o u p u r e s  s é l e c -  

t i v e s  e t  r e s t r i c t i v e s  d e  l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  : c e  p r o c e s s u s  e s t  a p p e l é  " p r o t é o -  

l y s e  l i m i t é e  " (1451. 

La p r o t é o l y s e  l i m i t é e  r e p r é s e n t e  t r è s  v ra i s emblab lemen t  l a  t o u t e  

p r e m i è r e  é t a p e  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  des  p r o t é i n e s  e t  c o n s t i t u e  p a r  a i l l e u r s  l a  

d e r n i è r e  é t a p e  d a n s  l a  s y n t h è s e  d 'un  g rand  nombre d e  p r o t é i n e s  b io log iquemen t  

a c t i v e s .  Les exemples  p h y s i o l o g i q u e s  d e  p r o t é o l y s e  l i m i t é e  l e s  p l u s  f r é q u e n t s  

c o n c e r n e n t  d e s  r é a c t i o n s  au c o u r s  d e s q u e l l e s  un p r é c u r s e u r  i n a c t i f .  ou zymogène, 

est t r a n s f o r m é  en c o n s t i t u a n t  a c t i f  p a r  l a  coupure  d ' une  ou p l u s i e u r s  l i a i s o n s  

p e p t i d i q u e s .  Pour  c e r t a i n s  zymogènes. l ' a c t i v a t i o n  p e u t  s e  f a i r e  en  une s e u l e  

é t a p e ,  t a n d i s  que  p o u r  d ' a u t r e s ,  e l l e  p e u t  n é c e s s i t e r  de  m u l t i p l e s  é t a p e s  en 

c a s c a d e  q u i  s e r v e n t  à a m p l i f i e r  l e s  r é p o n s e s  p h y s i o l o g i q u e s  à d i f f é r e n t s  s t i rnu-  

li : un exemple t y p i q u e  de  c a s c a d e  e s t  c o n s t i t u é  p a r  l e  p r o c e s s u s  d e  l a  coagu la -  

t i o n  s angu ine .  Un a u t r e  moyen de  c o n t r ô l e  p e u t  r é s u l t e r  d ' i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

p l u s i e u r s  sys t èmes  d e  r é a c t i o n s  en c a s c a d e  : c ' e s t  a i n s i  q u ' i n t e r a g i s s e n t  l e  s y s -  

tème de  l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e ,  c e l u i  d e  l a  f i b r i n o l y s e  e t  c e l u i  d e  l a  f o r m a t i o n  

d e  l a  k i n i n e  ( f i g u r e  II. 

La coupure  d ' une  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  e s t  un p r o c e s s u s  i r r é v e r s i b l e ,  

c a r  on ne c o n n a î t  p a s  de  mécanisme b i o l o g i q u e  s i m p l e  pou r  que se r e f o r m e  une 

l i a i s o n  p e p t i d i q u e  q u i  a  é t é  coupée.  P a r  c o n s é q u e n t ,  l e  c o n t r ô l e  d e  l ' e x p r e s s i o n  

d e s  p r o t é a s e s  d o i t  ê t re  t r è s  e f f i c a c e  ; il est e f f e c t u é  p a r  d e s  i n h i b i t e u r s .  

Les i n h i b i t e u r s  p r o t é i q u e s  d e  p r o t é a s e s  s o n t  o m n i p r é s e n t s .  I l s  o n t  

é té  l o c a l i s é s  d a n s  d e  nombreux tissus d 'an imaux e t  d e  p l a n t e s  t o u t  comme dans  

les microorganismes .  Leu r  r ô l e  p h y s i o l o g i q u e  est d 'empêcher  l a  p r o t é o l y s e  a n a r -  

c h i q u e  que  c e  s o i t  d a n s  d e s  mécanismes d e  r é g u l a t i o n  ou d e  d é f e n s e  c o n t r e  d e s  

p r o t é a s e s  exogènes .  
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proact ivateur  du a c t i v a t e u r  du  
p l a s m i n o g è n e  

f i b r i n o g è n e  
p r o t h r o m b i n e  
t h r o m b o p l a s t i n e  t i s s u l a i r e  - f a c t e u r  t i s s u l a i r e  
i o n  c a l c i u m  
p r o a c c e l e r i n e  
p r o c o n v e r t i n e  
f a c t e u r  a n t i h é m o p h i l i q u e  A 
t h r o m b o p l a s t i n e  p l a s m a t i q u e  
f a c t e u r  S t u a r t  
f a c t e u r  PTA ( p l a s m a  t h r o m b o p l a s t i n e  a n t e c e d e n t )  
f a c t e u r  Hageman 
f a c t e u r  s t a b i l i s a n t  d e  l a  f i b r i n e  
f a c t e u r  p h o s p h o l i p i d i q u e ,  d ' o r i g i n e  p l a q u e t t a i r e  
h a b i t u e l l e m e n t  
k i n i n o g è n e  d e  M r  é l e v é e ,  p r é c u r s e u r  d e  l a  b r a d y k i n i n e .  
Le KHPM a g i t  comme c o f a c t e u r  d e  l ' a c t i v i t é  du X I I a  
q u i  c o n v e r t i t  l e  X I  e n  X I  e t  l a  p r é k a l l i k r é i n e  e n  a  
k a l l i k r é i n e .  

F i g u r e  1 : I n t e r a c t i o n s  e n t r e  les  s y s t è m e s  d ' a c t i v a t i o n  d e s  p r o t é a s e s  i m p l i -  

q u é e s  d a n s  l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e ,  l a  f i b r i n o l y s e  e t  l a  f o r m a t i o n  

d e  l a  k i n i n e  d ' a p r è s  NEURATH e t  WALSH (1451  e t  VcKEE. P.A., p : 1 5 3 3  

d a n s  : The m e t a b o l i c  b a s i s  o f  i n h e r i t e d  d i s e a s e ,  f i f t h  e d i t i o n  

(STANBURY, J.B.,  WYNGAARDEN, J . B . ,  FREDRICKSON,D.S., GOLOSTEIN, J.L. .  

a n d  BROWN. V.S., e d s l  McGRAW. H i l l  Book Company. 

En t r a i t s  d i s c o n t i n u s  s o n t  r e p r é s e n t é e s  les  é t a p e s  d o n t  l e  mécan i sme  
n ' a  p a s  e n c o r e  é t é  t o t a l e m e n t  d é m o n t r é .  
L e s  c o m p l e x e s  r é a c t i f s  s o n t  é c r i t s  e n t r e  c r o c h e t s .  



A l ' e x c e p t i o n  d e s  a - m a c r o g l o b u l i n e s  q u i  i n h i b e n t  les  p r o t é a s e s  d e  

c h a c u n e  d e s  q u a t r e  classes ( m é t a l l o - ,  t h i o l - ,  c a r b o x y l - ,  s é r i n e - p r o t é a s e s l ,  u n  

i n h i b i t e u r  d e  p r o t é a s e s  i n h i b e  d e s  p r o t é a s e s  d ' u n e  même classe.  L ' e n s e m b l e  d e s  

i n h i b i t e u r s  l e  p l u s  é t u d i é  est c e l u i  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s .  

A p r è s  l a  d e s c r i p t i o n  d e  q u e l q u e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  s é r i n e - p r o t é a -  

ses e t  l a  p r é s e n t a t i o n  g é n é r a l e  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  d u  p l a s m a  

humain ,  n o u s  a b o r d e r o n s  p l u s  e n  d é t a i l  les c o n n a i s s a n c e s  a c t u e l l e s  s u r  les p r i n -  

c i p a u x  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s .  

1 - 1  LES SERINE - PROTEASES 

L e  g r o u p e  d e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  se compose  d ' u n  très g r a n d  nombre  

d ' e n z y m e s  d o n t  l a  p a r t i c u l a r i t é  e s t  d e  p o s s é d e r  un r é s i d u  d e  s é r i n e  i n d i s p e n s a -  

b l e  à l e u r  a c t i v i t é .  Un t es t  s i m p l e  p o u r  i d e n t i f i e r  ces e n z y m e s  c o n s i s t e  e n  

l ' i n h i b i t i o n  d e  l e u r  a c t i v i t é  d ' h y d r o l a s e  p a r  l a  r é a c t i o n  d u  r é s i d u  d e  s é r i n e  

a v e c  l e  d i i s o p r o p y l f  l u o r o p h o s p h a t e  (DFPI ( 2 1  21 . 

L e  m é c a n i s m e  d e  c a t a l y s e  d e  c h a q u e  enzyme n ' e s t  p a s  e n c o r e  c o n n u .  

D ' a p r è s  les  c o n n a i s s a n c e s  a c q u i s e s  p o u r  l ' a - c h y m o t r y p s i n e ,  d e u x  a u t r e s  r é s i d u s  

d ' a c i d e s  a m i n é s  (1 r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  e t  1 r é s i d u  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e ]  s e r a i e n t ,  

a v e c  l e  r é s i d u  d e  s é r i n e ,  i m p l i q u é s  d a n s  l ' a c t i o n  c a t a l y t i q u e .  L a  s t r u c t u r e  

p r i m a i r e  e t  l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  p e r m e t t e n t  d e  

p r o p o s e r  u n e  e x p l i c a t i o n  du m é c a n i s m e  c a t a l y t i q u e  d e  c e t  enzyme.  L e  f a i t  q u ' u n  

s e u l  d e s  2 7  r é s i d u s  d e  s é r i n e  d e  l a  m o l é c u l e  [ e n  p o s i t i o n  1 9 5 1  s o i t  un p u i s s a n t  

n u c l é o p h i l e  s ' e x p l i q u e  p a r  u n e  r é a c t i o n  s p é c i f i q u e  d a n s  l ' e s p a c e  d e  3 r é s i d u s  

d ' a c i d e s  a m i n é s  ( A s p  1 0 2 ,  H i s  57 et S e r  1 9 5 1  q u i  crée u n e  d é l o c a l i s a t i o n  élec- 

t r o n i q u e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  d e s  l i a i s o n s  h y d r o g è n e s  e n t r e  ces a c i d e s  a m i n é s  

[ f i g u r e  2 ) .  L ' é l i m i n a t i o n  d u  p r o t o n  d e  l ' h y d r o x y l e  d e  l a  s é r i n e  e n  p o s i t i o n  1 9 5  

t r a n s f o r m e  l ' a t o m e  d ' o x y g è n e  e n  p u i s s a n t  n u c l é o p h i l e  ( 1 9 7 1 .  

Des é t u d e s  c i n é t i q u e s  d é t a i l l é e s  m o n t r e n t  q u e  l e  m é c a n i s m e  d ' h y d r o -  

l y s e  se d é r o u l e  e n  2  é t a p e s  : il y  a d ' a b o r d  u n e  a c y l a t i o n  d e  l ' e n z y m e ,  a v e c  

l i b é r a t i o n  d ' u n  g r o u p e m e n t  a m i n e  p r i m a i r e  l i b r e ,  s u i v i e  d ' u n e  d é s a c y l a t i o n  d e  

l ' e n z y m e  q u i  e n t r a î n e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  p r o d u i t  a c i d e .  





B i e n  q u e  les  s u b s t r a t s  n a t u r e l s  d e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  s o i e n t  d e s  p r o -  

t é i n e s  o u  d e s  f r a g m e n t s  d e  p r o t é i n e s ,  ces enzymes  o n t  é t é  s u r t o u t  é t u d i é s  e n  

u t i l i s a n t  comme s u b s t r a t s  d e s  p e p t i d e s  s y n t h é t i q u e s ,  p e p t i d e s  a m i d é s  ou  e s t é r i -  

f i é s .  T o u s  l es  r é s u l t a t s  o b t e n u s  m o n t r e n t  q u e  les  s é r i n e - p r o t é a s e s  s o n t  d e s  

e n d o p e p t i d a s e s .  L e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  p o s s è d e n t  u n e  f o r t e  a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  

e n v e r s  l e s  esters a n a l o g u e s  a u x  s u b s t r a t s  p e p t i d i q u e s  s p é c i f i q u e s .  De p l u s .  l ' a c -  

t i v i t é  d ' h y d r o l a s e  s ' é t e n d  à u n e  v a r i é t é  d e  c o n s t i t u a n t s  d a n s  l e s q u e l s  l e  g r o u -  

p e m e n t  a c y l é  e s t  l i é  à un g r o u p e m e n t  t e l  q u e  l e  n i t r o p h é n o l  o u  l ' i m i d a z o l e .  

I l  a é té  p o s s i b l e  d e  d é f i n i r  l a  n o t i o n  d e  s p é c i f i c i t é  d e s  enzymes  e n  

c o m p a r a n t  les v i t e s s e s  r e l a t i v e s  d e  r é a c t i o n  s u r  u n e  v a r i é t é  de  s u b s t r a t s  s y n -  

t h é t i q u e s .  C e l a  v a  d e  l a  s p é c i f i c i t é  é t r o i t e  d e s  t r y p s i n e s  q u i  e x e r c e n t  u n i q u e -  

m e n t  l e u r  a c t i v i t é  s u r  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  du c ô t é  c a r b o x y l i q u e  d e  l ' a r g i n i n e  

e t  d e  l a  l y s i n e ,  à l a  s p é c i f i c i t é  a s s e z  l a r g e  d e s  s u b t i l i s i n e s  q u i  p e u v e n t  c o u -  

p e r  d e s  l i a i s o n s  e n t r e  u n e  g r a n d e  v a r i é t é  d ' a c i d e s  a m i n é s .  I l  f a u t  n o t e r  c e p e n -  

d a n t  q u e  l a  s p é c i f i c i t é  e n v e r s  d e s  s u b s t r a t s  p r o t é i q u e s  n a t u r e l s  p e u t  ê t r e  i n -  

f l u e n c é e  n o n  s e u l e m e n t  p a r  l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  a d j a c e n t s  à l a  l i a i s o n  

p e p t i d i q u e  s u s c e p t i b l e  d ' ê t r e  c o u p é e ,  m a i s  a u s s i  p a r  l ' e n v i r o n n e m e n t  créé p a r  l a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  o u  t e r t i a i r e  d e  l a  m o l é c u l e .  

Une a u t r e  m é t h o d e  p e u t  ê t r e  u t i l i s é e  p o u r  d é f i n i r  s p é c i f i q u e m e n t  ces 

e n z y m e s  : e l l e  c o n s i s t e  à a l k y l e r  s t o e c h i o m é t r i q u e m e n t  l e  r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  i m -  

p l i q u é  d a n s  l e  s i t e  a c t i f  p a r  u n e  c h l o r o m é t h y l  c é t o n e  s p é c i f i q u e .  Une a p p l i c a t i o n  

d e  c e t t e  r é a c t i o n  e s t  l a  l i m i t a t i o n  d e  l a  s p é c i f i c i t é  d ' u n e  p r é p a r a t i o n  enzyma-  

t i q u e  : l e  t r a i t e m e n t ,  p a r  e x e m p l e ,  p a r  l a  N - a - T o s y l - L - l y s i n e  c h l o r o m é t h y l  c é t o n e  

(TLCKI p e r m e t  d e  b l o q u e r  i r r é v e r s i b l e m e n t  l a  t r y p s i n e  q u i  p o u r r a i t  é v e n t u e l l e -  

m e n t  c o n t a m i n e r  u n e  p r é p a r a t i o n  d e  c h y m o t r y p s i n e .  

L e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  s o n t  t rès  l a r g e m e n t  r é p a n d u e s  d a n s  l e s  o r g a n i s -  

mes v i v a n t s .  L e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  o n t  d ' a b o r d  é t é  d é t e r m i n é e s  p o u r  l e s  e n z y m e s  

d i g e s t i f s  d u  p a n c r é a s  d e  mammifè res .  P l u s  r é c e m m e n t ,  d e  t e l s  e n z y m e s  d i g e s t i f s  

o n t  é t é  t r o u v é s  c h e z  d e  nombreux V e r t é b r é s  e t  l e u r  f o n c t i o n  n e  s e r a i t  p a s ,  d a n s  

ce c a s  non  p l u s ,  l imitée à d e s  f o n c t i o n s  d i g e s t i v e s .  D e s  p r o t é a s e s  s e n s i b l e s  a u  

DFP o n t  é g a l e m e n t  é t é  i d e n t i f i é e s  c h e z  l e s  I n v e r t é b r é s .  



Chez  l es  V e r t é b r é s  p o s s é d a n t  un p a n c r é a s  d i s t i n c t ,  l e s  p r o t é a s e s  

s o n t  p r é s e n t e s  s o u s  l a  f o r m e  d e  p r é c u r s e u r s  i n a c t i f s , o u  z y m o g è n e s , q u i  d o i v e n t  

s u b i r  u n e  a c t i v a t i o n  p o u r  p o s s é d e r  u n e  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  L e s  p r o t é a s e s  i m -  

p l i q u é e s  d a n s  l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e ,  p a r  exemple ,  t h r o m b i n e  e t  p l a s m i n e ,  s o n t  

p r o d u i t e s  s o u s  f o r m e  d e  zymogènes ,  p r o t h r o m b i n e  e t  p l a s m i n o g è n e ,  p r é s e n t s  d a n s  

l e  s a n g  c i r c u l a n t .  T o u s  les  zymogènes c o n n u s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  p e u v e n t  ê t re  

" i n  v i t r o "  t r a n s f o r m é s  e n  enzymes a c t i f s  p a r  l ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  : l a  c o u -  

p u r e  d ' u n e  s e u l e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  s p é c i f i q u e  s u f f i t  d a n s  c e t t e  a c t i v a t i o n . " I n  

vivo:  l e s  phénomènes d ' a c t i v a t i o n  d e  c e s  zymogènes  m e t t e n t  e n  o e u v r e  d e s  s y s t è -  

mes c o m p l e x e s  d ' e n z y m e s  q u i  s o n t  p r é s e n t s  d a n s  l e  s a n g  e t  d a n s  les t i s s u s .  

L'examen d é t a i l l é  d e s  s é q u e n c e s  e n  a c i d e s  aminés  a m o n t r é  q u e  l es  

enzymes comme l a  t r y p s i n e ,  l a  c h y m o t r y p s i n e .  l ' é l a s t a s e ,  l a  p l a s m i n e  e t  l a  

t h r o m b i n e  o n t  e n t r e  e u x  une  h o m o l o g i e  d e  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  e t  même t e r t i a i r e  

e t  q u ' i l s  o n t  un mécan i sme  d ' a c t i o n  a n a l o g u e  : i l s  c o n s t i t u e n t  u n e  f a m i l l e  ho- 

mologue. I l  e x i s t e  c e p e n d a n t  p l u s  d ' u n e  f a m i l l e  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s .  En e f f e t ,  

les  s u b t i l i s i n e s .  b i e n  q u ' é t a n t  d e s  s e r i n e - p r o t é a s e s  du p o i n t  d u  v u e  f o n c t i o n -  

n e l ,  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d ' h o m o l o g i e  d e  s t r u c t u r e  a v e c  l a  f a m i l l e  p r é c é d e n t e .  

Dans u n e  même e s p è c e  a n i m a l e ,  i l  es t  p o s s i b l e  d e  r e n c o n t r e r  d e s  e n -  

zymes p o u v a n t  a v o i r  d e s  s p é c i f i c i t é s  q u i  se  r e c o u v r e n t  p a r t i e l l e m e n t .  P l u s i e u r s  

a l l o t y p e s  du  même enzyme p e u v e n t  e x i s t e r  d a n s  une  e s p è c e  d o n n é e  ( l a  t r y p s i n e  du  

c h i e n  d e  mer, p a r  e x e m p l e ] .  On p e u t  é g a l e m e n t  o b s e r v e r  d e s  d é r i v é s  d ' e n z y m e s  

e n c o r e  a c t i f s  a l o r s  q u ' i l s  s o n t  p a r t i e l l e m e n t  d é g r a d é s  à l a  s u i t e  d ' u n e  a u t o l y -  

se ou d ' u n e  a t t a q u e  p r o t é o l y t i q u e .  I l  e n  r é s u l t e  q u e  d e  t r è s  n o m b r e u s e s  f o r m e s  

d e  s e r i n e - p r o t é a s e s  p e u v e n t  ê t r e  s é p a r é e s ,  m a i s  q u ' e l l e s  c a t a l y s e n t  t o u t e s  l e  

même t y p e  d ' h y d r o l y s e .  

1 - 2  LES INHIBITEURS OE SERINE-PROTEASES DU PLASMA H U M A I N .  

I ls  f o r m e n t  une  fami l le  d e  c o n s t i t u a n t s p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é s  

d e p u i s  un peu  p l u s  d e  v i n g t  a n s .  Dans l e u r  p r e m i è r e  r e v u e  s u r  l e s  i n h i b i t e u r s  

d e  p r o t é a s e s .  HEIMBURGER e t  c o l 1  [ 77 1 e n  dénombren t  s i x .  Deux a u t r e s  i n h i b i -  

t e u r s  s ' a j o u t e n t  à c e t t e  l i s t e  e n  1974 [ 78 1.  A c t u e l l e m e n t ,  n e u f  i n h i b i t e u r s  



d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  s o n t  i d e n t i f i é s  d a n s  l e  p l a s m a  humain .  La mise a u  p o i n t  d ' u n e  

t e c h n i q u e  s i m p l e  p e r m e t t a n t  l e  r e p é r a g e  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  p r o t é a s e s  ( 1 8 2 1  a 

é té  t r è s  u t i l e  p o u r  l a  mise e n  é v i d e n c e  d e  ces c o n s t i t u a n t s  d a n s  l e  p l a s m a  humain .  

Dès 1 9 5 5 ,  JACOBSSON ( 8 5  1 m o n t r e  q u e  l e  p r i n c i p a l  i n h i b i t e u r  t r y p s i -  

q u e  du s é r u m  es t  u n e  a , - g l o b u l i n e .  A  l a  même é p o q u e ,  SCHULTZE e t  c o l l  ( 1 7 7 1  i s o -  

l e n t  l ' a  - 3 , 5  S - g l y c o p r o t é i n e  d o n t  l e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  e n v e r s  l a  t r y p s i n e  
1  

s o n t  d é m o n t r é e s  e n  1 9 6 2  ( 1 7 8  1 : ce t t e  g l y c o p r o t é i n e  e s t  a l o r s  a p p e l é e  a - a n t i -  
1 

t r y p s i n e .  En  r a i s o n  d u  g r a n d  nombre  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  q u ' e l l e  est c a p a b l e  d ' i n -  

h i b e r ,  PANNELL e t  c o l l  ( 1 5 8  1 p r é f è r e n t ,  e n  1 9 7 4 ,  l a  dénommer "a - p r o t e h a s e -  
1 

i n h i b i t o r "  q u e  n o u s  t r a d u i s o n s  p a r  a - a n t i p r o t é a s e .  
1 

L ' a  - m a c r o g l o b u l i n e  e s t  d é j à  i s o l é e  e n  1 9 5 4  ( 33 1, m a i s  s o n  i d e n -  
2 

t i f i c a t i o n  comme i n h i b i t e u r  d e  p r o t é a s e s  n ' a  l i e u  q u ' e n  1 9 6 3  ( 1 8 0  1 .  

L ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  est  i s o l é e  e t  c a r a c t é r i s é e  e n  1 9 6 2  p a r  SCHULT- 
1 

ZE e t  c o l l  ( 1 7 9  1 .  S e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  d é c o u v e r t e s  e n  1 9 6 5  ( 7 5  1 e n  f o n t  

a l o r s  l ' i n h i b i t e u r  l e  p l u s  s p é c i f i q u e  d u  s é r u m .  

L ' a n t i t h r o m b i n e  III est p u r i f i é e  e n  1 9 6 7  p a r  ABILDGAARD (1)  e t  p a r  

HEIMBURGER ( 7 6  1 .  

L ' i n t e r - a - t r y p s i n e  i n h i b i t e u r  es t  d é c r i t  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  e n  

1 9 6 1  s o u s  l e  nom d e  p r o t é i n e  .rr p a r  STEINBUCH ( 1 9 6  1 e t  c ' e s t  e n  1 9 6 5  q u e  s o n  r â -  

l e  d ' i n h i b i t e u r  e s t  r e c o n n u  ( 7 4 ' )  . 
L e  C A S - i n a c t i v a t e u r  e s t  p u r i f i é  p a r  PENSKY e t  c o l l  [ 1 6 0  1 d è s  1 9 6 1 .  

SCHULTZE e t  c o l l  ( 1 7 9  1 i s o l e n t  e n  1 9 6 2  u n e  a2-neuraminoglycoprotéine d o n t  o n  

d é m o n t r e  e n  1 9 6 9  ( 1 6 1  1 q u ' e l l e  es t  i d e n t i q u e  a u  C  - i n a c t i v a t e u r .  
1 s 

En 1 9 7 3 ,  MILLER-ANDERSON e t  c o l l  ( 1 3 3  1 d é c o u v r e n t  l a  B - l i p o p r o t é i n e  

q u i  i n h i b e  l a  t h r o m b i n e  t r è s  r a p i d e m e n t  m a i s  q u i ,  c o n t r a i r e m e n t  à l ' a n t i t h r o m b i n e  

III, est  i n a c t i v é e  p a r  l ' h é p a r i n e .  

L ' i n h i b i t e u r  d e  l ' a c t i v a t i o n  d u  p l a s m i n o g è n e  i s o l é  e n  1 9 7 3  p a r  HEDNER 

[ 7 3  n ' a  p a s  d ' i d e n t i t é  i m m u n o l o g i q u e  avec les i n h i b i t e u r s  c o n n u s  d e  l a  p l a s -  

m i n e .  I l  a  u n e  g r a n d e  i m p o r t a n c e  p h y s i o l o g i q u e ,  p u i s q u e  l e  p l a s m i n o g è n e  es t  l e  

p r é c u r s e u r  d ' u n e  d e s  p r o t é a s e s  p l a s m a t i q u e s  l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s .  En f a i t ,  l a  

d é f i n i t i o n  d e  ce t  i n h i b i t e u r  n ' a  p a s  é t é  f a c i l e  e n  r a i s o n  d e s  p r o b l è m e s  p o s é s  

p a r  l a  d i f f i c u l t é  d e  d i s t i n g u e r  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  p l a s m i n e  d e  l ' i n h i b i t i o n  d e  

l a  t r a n s f o r m a t i o n  d u  p l a s m i n o g è n e  e n  p l a s m i n e .  



En 1976, un i n h i b i t e u r  d e  l a  p l a smine ,  l ' a  - a n t i p l a s m i n e ,  e s t  i s o l é  
2 

s imu l t anémen t  p a r  t r o i s  é q u i p e s  d i f f é r e n t e s  (45,  140, 1431 . 

1 - 3  PROPRIETES ET MODE D'ACTION DES PRINCIPAUX INHIBITEURS DE SERINE- 

PROTEASES DU PLASMA H U M A I N  : ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES. 

Les  p r o p r i é t é s  phys i co -ch imiques  e t  l e s  c o n n a i s s a n c e s  a c q u i s e s  s u r  

l e  mode d ' a c t i o n  de  l ' a  -mac rog lobu l ine ,  l ' a  - a n t i p r o t é a s e  [ou a - a n t i t r y p s i n e l ,  
2 1 1  

l ' a n t i t h r o m b i n e  III ,  l ' a  - a n t i p l a s m i n e  v o n t  ma in t enan t  ê t r e  p r é s e n t é e s  en  dé-  
2 

t a i l .  C e t t e  r e v u e  p e r m e t t r a  d a n s  l a  s u i t e  d e  n o t r e  t r a v a i l  d e  p r o p o s e r ,  à l a  

l u m i è r e  d e  t o u s  c e s  é l é m e n t s ,  un mécanisme d ' a c t i o n  d e  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  
1 

s u r  l e s  p r o t é a s e s  q u ' e l l e  e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r .  En c e  q u i  c o n c e r n e  c e t  i n h i b i t e u r ,  

nous nous l i m i t e r o n s  d a n s  c e t t e  r e v u e  à l a  p r é s e n t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  p u b l i é s  

a v a n t  l e  d é b u t  d e  n o t r e  t r a v a i l .  

L'a N e s t  une  g l y c o p r o t é i n e  p l a s m a t i q u e  p o s s é d a n t  une  masse molé- 2  
c u l a i r e  r e l a t i v e  t r è s  é l e v é e  : e l l e  est en  e f f e t  e s t i m é e  à 725 000 ( 1 0 1 ) .  

Le t a u x  s é r i q u e  normal e s t  compr is  e n t r e  1 , 5  e t  4  g / l i t r e .  La p a r t i e  g l y c a n n i -  

que de l a  m o l é c u l e  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  10  % en  po ids .  La mo lécu le  e s t  c o n s t i t u é e  

p a r  l ' a s s e m b l a g e  d e  4  s o u s - u n i t é s  q u i  o n t  d e s  p r o p r i é t é s  immunologiques e t  é l e c -  

t r o p h o r é t i q u e s  i d e n t i q u e s  l 47 1. Deux d i m è r e s  c o n s t i t u é s  chacun p a r  2 s o u s - u n i t é s  

r e l i é e s  e n t r e  e l l e s  p a r  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  forment  l ' é d i f i c e  comple t  d e  l a  

molécu le  d ' a  N maintenu  p a r  d e s  i n t e r a c t i o n s  non c o v a l e n t e s .  Le t é t r a m è r e  d ' a  f l  
2 2 

peu t  ê t r e  d i s s o c i é  en  2 p a r t i e s  p a r  d é n a t u r a t i o n  p a r  l ' u r é e ,  p a r  a b a i s s e m e n t  

du pH ou p a r  le. SOS. La r é d u c t i o n  douce  a v e c  ou s a n s  d é n a t u r a t i o n  a b o u t i t  a l a  

d i s s o c i a t i o n  du t é t r a m è r e  en s e s  4  s o u s - u n i t é s  ( P i r =  185 0001 (1011.  

L ' a  M s e  d i s t i n g u e  d e s  a u t r e s  i n h i b i t e u r s  p l a s m a t i q u e s  d e  
2 

p r o t é a s e s ,  p a r  s a  l a r g e  s p é c i f i c i t é  e t  l e  mécanisme s e l o n  l e q u e l  e l l e  r é a g i t  

a v e c  l e s  p r o t é a s e s  ( 72 1. L'a M r é a g i t  a v e c  d e s  p r o t é a s e s  f a i s a n t  p a r t i e  d e  
2 



chacune  d e s  4 c l a s s e s  c a t a l y t i q u e s  ( c a r b o x y l - ,  t h i o l - ,  s é r i n e -  e t  m é t a l l o p r o -  

t é a s e s l  y c o m p r i s  a v e c  c e r t a i n e s  e n d o p e p t i d a s e s  a y a n t  u n e  s p é c i f i c i t é  l imitée 

t e l l e s  les  c o l l a g é n a s e s  d e  mammifères 11941. La v i t e s s e  d e  r é a c t i o n  d e s  p r o t é a -  

ies a v e c  l ' a  M v a r i e  s e l o n  l e s  enzymes.  La p r e m i è r e  r é a c t i o n  d ' u n e  p r o t é a s e  
2 

vec  l ' a  M met en  j e u  l e  s i t e  a c t i f  d e  l ' enzyme  ; i l  n ' e s t  donc  p a s  s u r p r e n a n t  
2  

ie l a  p r é s e n c e  d e  s u b s t r a t s  c o m p é t i t i f s  e t  d ' i n h i b i t e u r s  f a s s e  d i m i n u e r  l a  v i -  

sse d e  r é a c t i o n  d ' u n e  p r o t é a s e  a v e c  l ' a  M .  Quand une  p r o t é a s e  r é a g i t  a v e c  
2  

1 r M e t  est  i n h i b é e  p a r  e l l e ,  e l l e  est i r r é v e r s i b l e m e n t  l i é e  à l ' a  M (5, 1731 .  
2 2  

1 e s t  p o s s i b l e  d ' o b s e r v e r  l e  t r a n s f e r t  d ' enzymes  s u r  lPa2M à p a r t i r  d e  com- 

pi (es a v e c  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  a l o r s  q u ' u n  t r a n s f e r t  d 'enzyme à p a r t i r  d e  

1' M v e r s  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  n ' a  j a m a i s  é t é  d é c r i t  ( 1 5 2 ) .  

T o u t e s  les  p r o t é a s e s  a v e c  l e s q u e l l e s  l ' a  N r é a g i t  s e m b l e n t  se l i e r  
2  

à 1 ,M s e l o n  l e  même p r o c é d é  d e  s o r t e  q u ' u n e  p r é s a t u r a t i o n  d e  l ' a  M p a r  u n e  2  
p r o t  Ise empêche l a  f i x a t i o n  u l t é r i e u r e  d ' u n e  a u t r e  p r o t é a s e .  Chaque m o l é c u l e  

d ' a  s emb le  donc  p o s s é d e r  un nombre f i x e  d e  s i t e s  d e  l i a i s o n .  L o r s q u ' i l  e s t  
2' 

f i x é  I r  l ' a  M ,  l ' e nzyme  est  g ê n é  s t é r i q u e m e n t  pour  i n t e r a g i r  a v e c  ses s u b s t r a t s ,  
2  

s e s  i i b i t e u r s  e t  ses a n t i c o r p s .  L'enzyme l i é  s e  compor t e  comme s ' i l  é t a i t  en-  

t i è r e r  i t  " e n c e r c l é "  ( p r i s  au  p i è g e ]  p a r  l a  m o l é c u l e  d ' i n h i b i t e u r .  Mais s i  l ' e n -  

zyme 1 n e  c o n s e r v e  q u e  peu ou p a s  d ' a c t i v i t é  enzyma t ique  s u r  un s u b s t r a t  macro- 

molécu. .re. p a r  c o n t r e  il p e u t  c o n s e r v e r  d e  80 à 100% d e  s o n  a c t i v i t é  à l ' é g a r d  

d e s  s u t  r a t s  d e  p e t i t e  t a i l l e  m o l é c u l a i r e .  Le f a i t  que  l ' e n z y m e  l i é  c o n s e r v e  

une  c e r  :ne a c t i v i t é  c a t a l y t i q u e  mon t r e  q u e  l e  s i t e  a c t i f  d e  l ' e n z y m e  ne  d o i t  

p a s  ê t r ~  rnpl iqué  d a n s  l e  m a i n t i e n  d e  l a  l i a i s o n  a v e c  l'a2M 11941.  

En 1974,  BARRETT e t  c o l l  ( 6 1 o n t  o b s e r v é ,  en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o -  

n i q u e  à h  ce r é s o l u t i o n ,  un changement  d e  forme d e  l a  m o l é c u l e  d ' a  M ,  a p r è s  s a  
2 

l i a i s o n  al : l a  t r y p s i n e ,  mais  à ce t t e  époque  il n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e  d e  d é f i -  

n i r  l a  r e l  i o n  e n t r e  l e s  deux s t r u c t u r e s .  

ARRETT e t  c o l l  o n t . m o n t r é  p l u s  t a r d  ( 7 1 que  l a  m o l é c u l e  d1a2M 

p o u v a i t  e x i  sr s o u s  2  fo rmes  d e  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  d i f f é r e n t e s  e n  

g e l  d e  p o l y ,  -y lamide  en m i l i e u  non d é n a t u r a n t  : une f o r m e  l e n t e  a p p e l é e  "S" 

(comme s l o w ;  ~t une f o r m e  r a p i d e  a p p e l é e  "F" [comme f a s t ] .  S e u l e  l a  fo rme "S" 

e s t  a c t i v e .  f o rme  "F" n ' a u r a i t  p l u s  l a  même c o n f o r m a t i o n  q u e  l a  forme "S" : 

e l l e  s e r a i t  JS  compac te ,  c e  q u i  e x p l i q u e r a i t  s a  m o b i l i t é  p l u s  g r a n d e  en g e l  



d e  p o l y a c r y l a m i d e .  Un t r a i t e m e n t  d e  l a  f o r m e  n a t i v e  "S" p a r  u n e  p r o t é a s e  ou  d e s  

s e l s  d'ammonium amène sa t r a n s f o r m a t i o n  e n  f o r m e  "F". BARRETT e t  c o l 1  ( 7 1 p r o -  

p o s e n t  u n e  r e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e s  d i f f é r e n t s  é t a t s  p o s s i b l e s  d e  l a  molé -  

c u l e  d ' a  N ( f i g u r e  3 ) .  
2 

1 - 3 . 1 . 1  S t r u c t u r e  d e  l0a2M. 

G r â c e  à d e  nombreux t r a v a u x  r é c e n t s ,  d e s  r é s u l t a t s  t r è s  i m p o r t a n t s  

c o n c e r n a n t  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  m o l é c u l e  d ' a  M o n t  é t é  a c q u i s .  I l s  c o n c e r n e n t  e n  2 
p a r t i c u l i e r  l a  r é g i o n  c i b l e  e t  l a  l i a i s o n  t h i o e s t e r .  

- Région  c i b l e .  

S i  l ' a  M n a t i v e  e s t  r é d u i t e  e t  d é n a t u r é e ,  e l l e  se d i s s o c i e  e n  ses 
2 

4  s o u s - u n i t é s  d e  M = 1 8 5  000.  L o r s q u e  d e s  c o m p l e x e s  a N - p r o t é a s e s  s o n t  r é d u i t s  r 2  
e t  d é n a t u r é s ,  l e s  f r a g m e n t s  p o s s è d e n t  a l o r s  u n e  M d e  8 5  0 0 0 .  La t a i l l e  d e  ces r 
f r a g m e n t s  est i n d é p e n d a n t e  d e  l ' e n z y m e  u t i l i s é .  Ces r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  d o n c  

q u ' i l  e x i s t e  d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' a  M u n e  r é g i o n  c i b l e ,  r e c o n n u e  e t  c o u p é e  p a r  l es  
2  

enzymes ; e l l e  c o n s i s t e r a i t  e n  u n e  c o u r t e  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s . l u n  hexapep-  

t i d e ,  comme nous l e  v e r r o n s 1  p o s s é d a n t  les s i t e s  p o t e n t i e l s  d e  t o u t e s  c e s  endo-  

p e p t i d a s e s .  

De nombreux r é s u l t a t s  c o n c e r n a n t  l a  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  s o n t  

p u b l i é s  d è s  1979 ( 1 8 5  1 .  Une s o u s - u n i t é  d e  M r  1 8 5  000 c o n t i e n t  e n v i r o n  1  450 ré- 

s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s .  L e s  é t u d e s  d e s  s i t e s  d e  c o u p u r e s  p r a t i q u é e s  p a r  u n e  v a r i é -  

t é  d e  p r o t é a s e s  a p p a r t e n a n t  a u x  4  c l a s s e s  d ' enzymes  ( 1 4 2 , 1 8 8 1  o n t  p e r m i s  d e  m o n t r e r  

q u e  c h a c u n e  d e s  l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  d e  l ' h e x a p e p t i d e  ( r é s i d u s  7 à 1 2  s u r  l a  f i -  

g u r e  4  ) p e u t  ê t r e  c o u p é e  s p é c i f i q u e m e n t  s e l o n  l ' e n z y m e  u t i l i s é .  Des c o u p u r e s  se- 

c o n d a i r e s  p e u v e n t  d e  p l u s  i n t e r v e n i r  d a n s  d e u x  a u t r e s  r é g i o n s  s i t u é e s  à p r o x i m i t é ,  

d e  p a r t  e t  d ' a u t r e  d e  cet h e x a p e p t i d e  ( à  1 7  e t  27 r é s i d u s  d e  c e t t e  z o n e ) .  Cette 

r é g i o n  c i b l e  est s i t u é e  à peu p r è s  a u  m i l i e u  d e  c h a c u n e  d e s  4  s o u s - u n i t é s  i d e n t i -  

q u e s .  

- L i a i s o n  t h i o e s t e r .  

La c a p a c i t é  d e  l ' a  N à i n h i b e r  les  p r o t é a s e s  est  d é t r u i t e  p a r  c e r t a i n s  
2 

r é a c t i f s  n u c l é o p h i l e s ,  e n  p a r t i c u l i e r  p a r  l es  i o n s  ammonium ( 7 1, l ' h y d r a z i n e ,  

l ' h y d r o x y l a m i n e  e t  u n e  s é r i e  d ' a m i n e s  a l i p h a t i q u e s  p r i m a i r e s .  De nombreuses  é t u d e s  
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s o u s - u n i t é  d ' a  M s o u s - u n i t é  s o u s - u n i t é  d ' a  M 
2 2 

S O U S  f o r m e  "S" d é n a t u r é e  S O U S  f o r m e  "F" 

S-S 4A.A 
- 

p o n t  i n t e r a c t i o n  p o n t a g e  a u  

d i s u l f u r e  non  c o v a l e n t e  g l u t a r a l d é h y d e  

F i g u r e  3 : R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e s  d i f f é r e n t s  é t a t s  p o s s i b l e s  d e  l a  

m o l é c u l e  d ' a  M d ' a p r è s  BARRETT e t  c o l 1  (71  
2  

RSH : B - m e r c a p t o é t h a n o l  

RS- SR : 2 - h y d r o x y é t h y l  d i s u l f u r e  

R '  [CH0I2 : g l u t a r a l d é h y d e  

R W ( S H l 2  : d i t h i o t h r e i t o l  



S ,  SGB 

T,PL,TH,TL,S,SGT 

-Wet-Gly-Arg-Gly-His-Ala-Arg-Leu-Val-His-Val-Glu-Glu-Pro-His- 
20 30 

F i g u r e  4 : S é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  du f r a g m e n t  d e  45 r é s i d u s  c o n t e n a n t  l a  ré- 

g i o n  c i b l e  d e  lVa2W. Les s i t e s  d e  c o u p u r e  p a r  les d i f f é r e n t e s  p r o t é a s e s  s o n t  i n d i -  

q u é s  p a r  d e s  f l è c h e s  v e r t i c a l e s .  

T. t r y p s i n e  b o v i n e  ; SGT, t r y p s i n e  d e  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s  ; 

PA, p a p a I n e  ; E, é l a s t a s e  p o r c i n e  ; CS, chymos ine  d e  v e a u  ; CT, c h y m o t r y p s i n e  

b o v i n e  ; SP, p r o t é a s e  d e  S t a p h y l o m c c u ç  a u r e u s  S o u c h e  V 8 ; PL, p l a s m i n e  hu- 

m a i n e  ; TH, t h r o m b i n e  b o v i n e  ; TL, t h e r m o l y s i n e  ; S. s u b t i l i s i n e  Novo ; 

SGB. p r o t é a s e  B d e  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s .  

D ' a p r è s  MORTENSEN e t  c o l 1  (1421 



o n t  é t é  f a i t e s  e n  u t i l i s a n t  l a  m é t h y l a m i n e .  I l  a  é t é  p o s s i b l e  d e  d é m o n t r e r  q u e  

l a  m é t h y l a m i n e  é t a i t  i n c o r p o r é e  s t o e c h i o m é t r i q u e m e n t  e t  d e  m a n i è r e  c o v a l e n t e  

d a n s  c h a c u n e  d e s  s o u s - u n i t é s  d e  l ' a  M p u i s q u ' a p r è s  l a  r é a c t i o n  un r é s i d u  d e  2  
y - g l u t a m y l  m é t h y l a m i d e  a é t é  i d e n t i f i é  d a n s  c h a q u e  s o u s - u n i t é  ( 1 9 9 1 .  Un nombre 

é q u i v a l e n t  d e  g r o u p e m e n t s  t h i o l  l i b r e s  e s t  d é t e c t é  ( 1 8 6  1, a l o r s  q u ' a u c u n  n ' e s t  

p r é s e n t  d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' a  1 n a t i v e .  L ' a p p a r i t i o n  d e  g r o u p e m e n t s  t h i o l  d a n s  
2  

l ' a  M e s t  é g a l e m e n t  o b s e r v é e  l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  c o m p l e x e s  a 2 M - p r o t é a s e s .  2  
Une l i a i s o n  t h i o e s t e r  p r é s e n t e  d a n s  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  d ' a  M met d o n c  e n  j e u  un 

2  
r é s i d u  d ' a c i d e  g l u t a m i q u e  (Glu1  e t  un r é s i d u  d e  c y s t é i n e  (186.  1 9 9 1 .  Ces d e u x  

r é s i d u s  n e  s o n t  s é p a r é s  q u e  p a r  deux  a c i d e s  aminés  ( f i g u r e  51. Une l i a i s o n  t h i o -  

e s t e r  i n t e r n e  e x i s t e  a u s s i  d a n s  l a  c h a î n e  a du  composan t  C3 du  complément  ( 2 0 0 1 .  

P o u r  1'a2N, l a  l o c a l i s a t i o n  e x a c t e  d e  c e t t e  l i a i s o n  t h i o e s t e r  a é t é  d é t e r m i n é e  

[ 1 8 7 1  : l e  r é s i d u  G l u  est  s i t u é  à 469 r é s i d u s  d e  l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e .  L e s  

r é s i d u s  G l u  e t  Cys f o n t  p a r t i e  d ' u n e  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  i d e n t i q u e  à l a  

s é q u e n c e  d e  l ' h e p t a p e p t i d e  d a n s  l e q u e l  se t r o u v e  l a  l i a i s o n  t h i o e s t e r  d e  l a  c h a î -  

n e  a du c o m p o s a n t  C  du complément .  La l i a i s o n  t h i o e s t e r  p r é s e n t e  d a n s  l ' a  M est  
3 2 

s i  l a b i l e  q u ' u n  t r a i t e m e n t  p a r  d e s  a g e n t s  d é n a t u r a n t s ,  même à t e m p é r a t u r e  ambian-  

t e ,  p r o v o q u e  s a  r u p t u r e  ( 1 8 6  1 .  S e l o n  V A N  LEUVEN ( 208  1, l e  m i c r o - e n v i r o n n e m e n t  

d e s  deux r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  ( G l u  e t  C y s )  m i s  e n  j e u  d a n s  l a  l i a i s o n  t h i o e s t e r  

d e  l ' a  M n a t i v e  d o i t  i n f l u e n c e r  l e u r  r é a c t i v i t é  e t  l ' o n  p e u t  i m a g i n e r  q u e  l a  z o n e  
2 

i n t e r n e  h y d r o p h o b e  e t  l a  c o n f i g u r a t i o n  s t é r i q u e  d e  l a  m o l é c u l e  c o n t r i b u e n t  à l a  

f o r t e  r é a c t i v i t é  d e  l a  f o n c t i o n  c a r b o x y l i q u e  e n  y .  

1 - 3.1.2  F o r m a t i o n  d e s  c o m p l e x e s .  

L a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  e n t r e  l ' a  1 e t  une  e n d o p e p t i d a s e  d é b u t e  
2  

p a r  l a  c o u p u r e  p r o t é o l y t i q u e  d ' u n e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  d a n s  l a  r é g i o n  c i b l e  d e  

l ' a  M. L'enzyme se t r o u v e  a l o r s  " e n c e r c l é "  p a r  l a  m o l é c u l e  d ' a  M e t  n e  p e u t  r é a -  
2  2  

g i r  q u ' a v e c  d e  p e t i t s  s u b s t r a t s  ou  d e  p e t i t s  i n h i b i t e u r s .  Dans  l e  complexe ,  les  

4  l i a i s o n s  t h i o e s t e r  s o n t  rompues.  Le c o m p l e x e  e s t  c a r a c t é r i s é  p a r  une  m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  p l u s  é l e v é e  q u e  c e l l e  d e  l ' a  1 à pH a l c a l i n .  P o u r  t e r m i n e r ,  l e  
2  

complexe e s t  r e c o n n u  p a r  l e  r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e  du s y s t è m e  r é t i c u l o - e n d o t h é l i a l  

e t  é l i m i n é  d e  l a  c i r c u l a t i o n  s a n g u i n e .  E t a n t  donné  l a  r a p i d i t é  d e  l a  r é a c t i o n , i l  

n ' e s t  p a s  p o s s i b l e  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  d ' é t a p e s  i n t e r m é d i a i r e s  d a n s  c e  p r o c e s -  

S U S .  



Figure 5 : Schéma de l a  l i a i son  th ioes te r  présente dans l a  sous-unité de 

l ' a  M (1861  e t  dans l a  chaïne a  du  composant C d u  complément 12001. 
2 3 

Les t r a i t s  épais représentent les  l i a i sons  peptidiques. 



La r é a c t i o n  d e  l a  m é t h y l a m i n e  a v e c  l ' a  M e s t ,  p a r  c o n t r e ,  b e a u c o u p  
2 

p l u s  l e n t e  e t  d e s  c o n s t i t u a n t s  i n t e r m é d i a i r e s  o n t  pu ê t r e  i s o l é s .  A l o r s  q u e  l e  

complexe  f i n a l  d ' a  M-rnéthylamine p r é s e n t e  un  c e r t a i n  nombre d e  c a r a c t é r i s t i q u e s  
2 

communes a v e c  ce l les  d ' u n  complexe  a M - p r o t é a s e  ( m i s e  à p a r t , b i e n  s û r ,  l a  cou-  2 
p u r e  p r o t é o l y t i q u e l ,  d e s  i n t e r m é d i a i r e s  d i f f é r e n t s  o n t  pu ê t r e  i s o l é s  p a r  VAN 

LEUVEN e t  c o l l  ( 2 0 9 1  a u  c o u r s  d ' é t u d e s  c i n é t i q u e s  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l a  mé- 

t h y l a m i n e  d a n s  l'a2M. Ces  c o m p l e x e s  i n t e r m é d i a i r e s  a M-méthylarnine,  e n  d é p i t  d e  
2 

l a  r u p t u r e  d e  l e u r s  l i a i s o n s  t h i o e s t e r  ( s u i v i e  p a r  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  m é t h y l a -  

mine I 4 c 1  p o s s è d e n t  u n e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  l a  f o r -  

me "S" d ' a  M .  I l s  p e u v e n t ,  comme les c o m p l e x e s  a M - p r o t é a s e ,  ê t r e  r e c o n n u s  p a r  
2  2 

l e  r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e .  T a n d i s  q u e  l e  c o m p l e x e  f i n a l  a M-méthylamine,  m i g r a n t  
2 

é l e c t r o p h o r é t i q u e m e n t  s o u s  l a  f o r m e  "F", es t  i n c a p a b l e  d e  l i e r  d e  l a  t r y p s i n e .  

l e  c o n s t i t u a n t  i n t e r m é d i a i r e  p e u t  f o r m e r  d e s  c o m p l e x e s  a v e c  ce t  enzyme ; c e u x -  

c i  s o n t  c e p e n d a n t  "anormaux" p u i s q u e  l ' a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  d e  l a  t r y p s i n e  

p e u t  e n c o r e  s ' e x e r c e r  s u r  l ' h é m o g l o b i n e  e t  q u e  ce t te  a c t i v i t é  p e u t  ê t r e  i n h i b é e  

p a r  l ' i n h i b i t e u r  t r y p s i q u e  du s o j a  ( S T I ]  d e  f a ç o n ,  t o u t e f o i s .  b e a u c o u p  p l u s  l e n -  

t e  q u e  l o r s q u e  l e  S T I  a g i t  s u r  d e  l a  t r y p s i n e  l i b r e .  Dans c e  cas a u  m o i n s ,  l a  

r u p t u r e  d e  l a  l i a i s o n  t h i o e s t e r  p r é c è d e  l e  changement  d e  c o n f o r m a t i o n  d e  l a  rno- 

l é c u l e .  

S e l o n  VAN LEUVEN [ 2 0 8 1 ,  l e  d é r o u l e m e n t  d e s  r é a c t i o n s  a b o u t i s s a n t  à 

l a  f o r m a t i o n  du c o m p l e x e  a M - p r o t é a s e  s e r a i t  l e  s u i v a n t  : l a  c o u p u r e  p r o t é o l y -  
2 

t i q u e  d ' u n e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  d a n s  l a  r é g i o n  c i b l e  c o n d u i t  à l a  d e s t a b i l i s a t i o n  

d e  l a  m o l é c u l e  d ' a  M p a r  l a  r u p t u r e  d e s  l i a i s o n s  t h i o e s t e r  i n t e r n e s .  Une l i a i s o n  
2 

c o v a l e n t e  y - g l u t a r n y l - € - l y s i n e  se fo rme  a v e c  l a  p r o t é a s e .  Le changement  d e  c o n f o r -  

m a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  d '  a M p e r m e t t a n t  l ' e n c e r c l e m e n t  d e  l a  p r o t é a s e  p a r  l ' a  M 
2  2  

n ' i n t e r v i e n t  q u ' a p r è s .  Le s i t e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  p a r  l e  r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e  

e x i s t e  d è s  que  les l i a i s o n s  t h i o e s t e r  s o n t  c o u p é e s .  

SOTTRUP-JENSEN e t  c o l l  (1901 o n t  m o n t r é  q u e  lVa2M p e u t  l i e r  l a  t r y p -  

s i n e  s e l o n  t r o i s  modes d i s t i n c t s .  Deux m o l é c u l e s  d e  t r y p s i n e  p a r  m o l é c u l e  d ' a  M 2 
p e u v e n t  a u  p l u s  ê t r e  p r o t é g é e s  d e  l ' i n h i b i t i o n  p a r  l e  S T I .  P o u r  u n e  q u a n t i t é  i n -  

f é r i e u r e  ou  é g a l e  à 2 m o l é c u l e s  d e  t r y p s i n e  p a r  m o l é c u l e  d ' a  M ,  l a  t r y p s i n e  est  
2 

l i é e  p a r  d e s  s i t e s  n e  m e t t a n t  p a s  e n  j e u  l e  s i t e  a c t i f .  Dans ces c o n d i t i o n s .  l a  

l i a i s o n  a v e c  l ' a  M se  f a i t  d e  m a n i è r e  c o v a l e n t e  p o u r  56 à 67 % d e s  m o l é c u l e s  d e  
2 

t r y p s i n e  complexée  p u i s q u ' e l l e s  n e  p e u v e n t  ê t r e  d i s s o c i é e s  a p r è s  r é d u c t i o n  e t  

a l k y l a t i o n  l o r s  d ' u n e  é t a p e  d e  g e l  f i l t r a t i o n  d a n s  un tampon g u a n i d i n e  6 M-HCl. 



Une q u a n t i t é  s u p p l é m e n t a i r e  d e  t r y p s i n e  ( p l u s  d e  2 m i l é c u l e s  p a r  m i l é c u l e  d1a2M1 

p e u t  ê t re  l i é e  p a r  l ' a  M e t  l ' i n t e r a c t i o n  se f a i t  d a n s  ce c a s  e n t r e  l e  s i t e  a c -  
2 

tif d e  l ' e n z y m e  e t  l a  r é g i o n  c i b l e  d e  l ' a  M .  
2  

SOTTRUP-JENSEN e t  c o l l  ( 1 8 9 1  o n t  é t a b l i  q u e  l o r s q u e  l e s  l i a i s o n s  

t h i o e s t e r  s o n t  a c t i v é e s  d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' a  M p a r  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  
2  

t r y p s i n e - a  M .  un i n t e r m é d i a i r e  éphémère  a p p a r a î t  e t  p e u t  r é a g i r  r a p i d e m e n t  e t  d e  
2  

f a ç o n  c o v a l e n t e  a v e c  l a  m é t h y l a m i n e  ou l a  p u t r e s c i n e . L a  t r y p s i n e ,  t r a i t é e  p a r  l e  

TLCK, o u  même l ' i n s u l i n e ,  p e u v e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  f i x é e s  d a n s  c e  cas. 

D ' a u t r e s  a u t e u r s  (22 ,2131  o n t  pu d é m o n t r e r  q u e  l e  STI  p e u t  se  f i x e r  

à l a  t r y p s i n e  l i é e  3 l ' a  M e t  l ' i n h i b e r  e t  q u ' i l  y a  a l o r s  f o r m a t i o n  d ' u n  complexe  
2  

t e r n a i r e  a M - t r y p s i n e - S T I .  
2  

Le m é c a n i s m e  d ' a c t i o n  d e  l ' a  M s u r  les  p r o t é a s e s  e s t  l o i n  d ' ê t r e  2  
e n t i è r e m e n t  d é t e r m i n é ,  l a  c o o p é r a t i o n  e n t r e  l e s  s o u s - u n i t é s  d e  l a  m o l é c u l e  d ' a  M 2  
l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  d e s  c o m p l e x e s  r e s t e ,  e n  p a r t i c u l i e r ,  i n c o n n u e .  

1 - 3.1.3 A s p e c t  p h y s i o l o g i q u e .  

La l a r g e  s p é c i f i c i t é  d e  l ' a  M e t  les  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  s o n  i n t e r -  
2  

a c t i o n  a v e c  les  p r o t é a s e s  i n d i v i d u a l i s e n t  ce t  i n h i b i t e u r  d e  p r o t é a s e s  p a r m i  l e s  

a u t r e s .  P h y s i o l o g i q u e m e n t ,  l e  r ô l e  l e  p l u s  i m p o r t a n t  d e  l ' a  M c i r c u l a n t e  e s t  2  
s a n s  d o u t e  d e  " p i é g e r "  l e s  e n d o p e p t i d a s e s  p l u t ô t  q u e  d e  les  i n h i b e r .  L e s  comple -  

x e s  a M - p r o t é a s e s  s o n t  é l i m i n é s  d e  l a  c i r c u l a t i o n  e n  l ' e s p a c e  d e  q u e l q u e s  minu-  2  
t es  p a r  l es  c e l l u l e s  d u  s y s t è m e  r é t i c u l o - e n d o t h é l i a l ,  p u i s  l ' e n z y m e  e t  l ' a  M 2  
s o n t  d é g r a d é s .  Cette é l i m i n a t i o n  r a p i d e  e t  s é l e c t i v e  d e s  c o m p l e x e s  a M - p r o t é a s e s  2  
d e  l a  c i r c u l a t i o n  s a n g u i n e  p e u t  se c o m p r e n d r e  p l u s  f a c i l e m e n t  s i  l ' o n  p e n s e  q u ' i l  

e x i s t e  u n e  r e c o n n a i s s a n c e  s p é c i f i q u e ,  p a r  un r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e .  d ' u n e  c o n f i -  

g u r a t i o n  m o l é c u l a i r e  a l t é rée  t e l l e  q u e  c e l l e  q u i  a  é t é  s u g g é r é e  p a r  BARRETT e t  

c o l l  ( 7  1. Il  f a u t  c e p e n d a n t  n o t e r  q u e  d e s  é t u d e s  r é c e n t e s  [ 1 7 6 1  r e m e t t e n t  e n  

q u e s t i o n  l a  c o r r é l a t i o n  q u i  a v a i t  é t é  f a i t e  e n t r e  l e s  c o m p o r t e m e n t s  é l e c t r o p h o r é -  

t i q u e s  d e s  f o r m e s  "S" e t  "F" e t  les  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i -  

q u e  d e  s t r u c t u r e  " o u v e r t e ' '  ou " f e r m é e "  e t  q u i  a v a i t  a b o u t i  à l a  n o t i o n  d e  " p r i s e  

a u  p i è g e "  ou  " d ' e n c e r c l e m e n t "  d e  l a  p r o t é a s e  p a r  l ' a  M .  En e f f e t ,  d a n s  l e  cas d e  2  



complexe a  M-trypsine, l e s  r é s u l t a t s  r écen t s  montrent que l a  forme e s t  p lus  pro- 
2 

che de l a  forme ouverte  que de l a  forme fermée. I ls démontrent néanmoins que l e  

s i t e  de l i a i s o n  de l a  t ryps ine  s e  trouve dans l a  région cen t r a l e  de l a  molécule 

d  'a2M. 

Seuls  l e s  complexes a  M-protéase ou a M-méthylarnine peuvent ê t r e  
2 2 

reconnus par  l e  récepteur  c e l l u l a i r e  spéc i f ique  e t  sont  éliminés l o r s  d'un phé- 

nomène d'endocytose par  l e s  f i b r o b l a s t e s  e t  l e s  macrophages,"in v i t r o W ( l 0 3 ,  2071. 

Ce mode d 'é l imina t ion  cons t i t ue  d 'après  IMBER e t  PIZZO ( 84 1 une voie  métaboli-  

que tou t  à f a i t  d i s t i n c t e  de c e l l e s  déjà  d é c r i t e s  pour l e s  glycoprotéines c i r c u -  

l a n t e s  pour l e s q u e l l e s  s 'opère une reconnaissance des résidus de sucres  s i t u é s  

aux extrémités  non r éduc t r i ce s  des glycannes de l a  molécule (4, 165, 174. 1911 - 

Les enzymes l i é s  à d ' au t r e s  i n h i b i t e u r s  du plasma t e l  l ' a  PI  sont  
2 

lentement t r a n s f é r é s  s u r  l ' a  M e t  s e r a i e n t  donc él iminés de l a  c i r c u l a t i o n  san- 
2  

guine par ce processus.  Des r é s u l t a t s  r é c e n t s  ( 18 1 montrent que dans l e  cas  de 

complexe a  PI - t ryps ine ,ce  t r a n s f e r t  e s t  un phénomène passif  : l a  d i s soc i a t ion  
1 

du complexe au cours du temps about i t  à l a  l i b é r a t i o n  d'enzyme a c t i f  qui  e s t  en- 

s u i t e  p r i s  en charge par l ' a  M. L'a N joue donc certainement u n  r ô l e  t r è s  impor- 
2  2 

t a n t  dans l a  régula t ion  de l ' a c t i v i t é  pro téo ly t ique  e x t r a c e l l u l a i r e  about i ssan t  

à l a  coagulation sanguine e t  à l a  f i b r i n o l y s e ,  a i n s i  que dans l a  madulation de 

l ' a c t i v i t é  de protéases  l i bé rées  de granulocytes  ou d ' a u t r e s  c e l l u l e s  présentes  

l o r s  de réac t ions  inflammatoires ( 1951. L ' a  M semble également jouer  u n  r ô l e  
2 

important dans l a  défense cont re  l e s  pro téases  exogènes. Seule parmi l e s  i nh ib i -  

t eu r s  plasmatiques de protéases ,  l ' a  M peut i nh ibe r  l e s  protéases  de venins de 
2 

plus ieurs  se rpents  ou i ssues  de d i f f é r e n t e s  bac t é r i e s  pathogènes ou de charnpi- 

gnons. 

La molécule d ' a  M e s t  t rop volumineuse pour s 'échapper  du sec t eu r  
2 

plasmatique en quan t i t é  notable  dans l e s  condit ions physiologiques normales. Dans 

un  é t a t  inflammatoire par  contre ,  l a  perméabil i té  vascula i re  accrue  l u i  permet 

de d i f f u s e r  dans l e s  t i s s u s  au cours de d i f f é r e n t e s  a f fec t ions .  C ' e s t  a i n s i  que 

l ' a  fl ,native ou complexée avec des pro téases ,  a  é t é  mise en évidence dans l a  ca- 
2 

v i t é  p l eu ra l e  ( 20 1 ,  l e  l iqu ide  d ' a s c i t e  ( 1501 e t  l e  l iquide synovial  ( 1 8 3 ) .  

Dans ces condit ions,  l a  durée de v ie  des complexes a N-protéase e s t  plus longue 
2 

que dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine e t  l ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  conservée par l a  pro- 

t éa se  l i é e  pourra i t  s ' exe rce r  a l o r s  p l u s  longtemps e t  avoir  u n  r ô l e  qui r e s t e  à 

d é f i n i r .  



WANG e t  c o l 1  ( 2 1 3  1  o n t  e s s a y é  d e  d é f i n i r  l a  f o n c t i o n  d e  l ' a  M. 2  
I ls  r a p p e l l e n t  q u ' i l  e s t  g é n é r a l e m e n t  a d m i s  q u e  l e  r ô l e  p r i n c i p a l  d e  l ' a  N es t  2  
d e  p r o t é g e r  l e  p l a s m a  c o n t r e  d e s  p r o t é a s e s  d ' o r i g i n e  b a c t é r i e n n e  o u  a u t r e .  I l  

l e u r  s e m b l e  c e p e n d a n t  un  p e u  m y s t é r i e u x  q u ' u n  m é c a n i s m e  a p p a r e m m e n t  a u s s i  com- 

p l e x e  a i t  p o u r  s e u l  b u t  d e  d é t r u i r e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  I l  se p e u t  e n  e f f e t  

q u e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  d e s  p r o t é a s e s  l i é e s  à 11a2N, b i e n  q u e  r é d u i t e  p a r  r a p -  

p o r t  à l ' a c t i v i t é  d e s  e n z y m e s  n a t i f s ,  a i t  u n e  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  e t  q u e  

l a  f o n c t i o n  d e  l ' a  M s o i t  d e  m o d u l e r  p l u t ô t  q u e  d ' i n h i b e r  t o t a l e m e n t  l ' a c t i v i t é  
2  

p r o t é o l y t i q u e .  L ' e x i s t e n c e  d e  r é c e p t e u r s  c e l l u l a i r e s  s p é c i f i q u e s  p o u r  l ' e n d o c y -  

t o s e  d e  l ' a  M e t  l e u r  a b s e n c e  d a n s  u n e  l i g n é e  c e l l u l a i r e  d é r i v é e  d e  t u m e u r  s u g -  
2  

g è r e n t  a l o r s  p o u r  l ' a  M un r ô l e  d e  m o d u l a t e u r  d e s  p r o t é a s e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  
2  

( 207 1 .  

P a r m i  les  i n h i b i t e u r s ~ é r i q u e s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s ,  l ' a  - a n t i p r o -  1  
t é a s e  a p p e l é e  a u p a r a v a n t  a - a n t i t r y p s i n e  e s t  s a n s  d o u t e  l ' i n h i b i t e u r  q u i  a  é t é  

1  
e t  d e m e u r e  l e  p l u s  é t u d i é .  S a  c o n c e n t r a t i o n  d a n s  un s é r u m  n o r m a l  e s t  c o m p r i s e  

e n t r e  2 e t  4 grammes p a r  l i t r e ,  ce q u i  c o r r e s p o n d  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  é q u i v a l e n -  

t e  à c e l l e  d e  l ' a  N ,  mais r e p r é s e n t e  13 à 1 4  f o i s  p l u s  d e  m o l é c u l e s  é t a n t  d o n n é  
2 

l es  m a s s e s  m o l é c u l a i r e s  r e l a t i v e s  d e  ces i n h i b i t e u r s .  

Cela f a i t  p r e s q u e  20 a n s  q u ' u n  g r a n d  i n t é r ê t  e s t  p o r t é  à s o n  é t u -  

d e .  LAURELL e t  ERIKSSON ( 1 1 6 )  o n t  e n  e f f e t  o b s e r v é  d a n s  l e  p l a s m a  d e  c e r t a i n s  

s u j e t s  u n e  a b s e n c e  q u a s i  c o m p l è t e  d e s  a - g l o b u l i n e s  d o n t  l ' a  P I  e s t  l e  c o m p o s a n t  
1 1 

m a j e u r .  L a  p l u p a r t  d e  ces s u j e t s  é t a i e n t  a t t e i n t s  d l emphys&me p u l m o n a i r e .  Le p o l y -  

morph i sme  g é n é t i q u e  d e  cet  i n h i b i t e u r  e s t  e x p r i m é  p a r  l e  s y s t è m e  P i  ( p r o t e a s e -  

i n h i b i t o r l  r e p r é s e n t é  p a r  l e  l o c u s  P i  m u l t i - a l l é l i q u e  à t r a n s m i s s i o n  a u t o s o m i q u e  

CO-dominan te .  P l u s  d e  4 0  a l l è l e s  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e ,  i l s  o n t  é t é  

nommés p a r  d e s  l e t t r e s  s u i v a n t  l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d é t e m i n é e  d ' a -  

b o r d  e n  g e l  d ' a m i d o n  ( 58 l ,  p u i s  p l u s  t a r d  e n  i s o f o c a l i s a t i o n  [ 92 l .  C h a q u e  

a l l è l e  d o n n e  un d i a g r a m m e  c o m p l e x e  e n  i s o f o c a l i s a t i o n ,  h a b i t u e l l e m e n t  s i m p l i f i é  

d a n s  l a  d e s c r i p t i o n  d e  3 b a n d e s  m a j e u r e s  a p p e l é e s  2 , 4 . 6  ( d a n s  l ' o r d r e  d e s  p o i n t s  

i s o é l e c t r i q u e s  c r o i s s a n t s l .  C o n v e n t i o n n e l l e m e n t ,  l ' a l l è l e  l e  p l u s  c o u r a n t  a y a n t  

u n e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  i n t e r m é d i a i r e  e s t  a p p e l é  M .  Des a l l è l e s  p l u s  r a p i -  

d e s  (F I ,  p l u s  l e n t s  ( S I  e t  p l u s  l e n t s  e n c o r e  (Z1 o n t  é t é  d é c o u v e r t s .  L e s  s u j e t s  



p o r t a n t  l e  p h é n o t y p e  l e  p l u s  c o u r a n t  M ,  homozygote  M M ,  o n t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  e n  

a P I  n o r m a l e  d a n s  l e  p lasma .  Récemment, VAUGHAN e t  c o l l  ( 2101  o n t  r a t t a c h é  cet-  
1 

t e  m i c r o h é t é r o g é n é i t é  à d e s  d i f f é r e n c e s  p o r t a n t  s u r  les c h a i n e s  g l y c a n n i q u e s .  

Q u e l q u e s  a l l è l e s  d o n n e n t  d e s  p h é n o t y p e s  q u i  p r é s e n t e n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  t rès 

f a i b l e s  d a n s  l e  p l a s m a  : l e s  s u j e t s  d e  p h é n o t y p e  Z,homozygotes  ZZ, o n t  u n e  c o n -  

c e n t r a t i o n  e n  a P I  i n f é r i e u r e  à 200  mg p a r  l i t r e  d e  p l a s m a .  
1 

La c o r r é l a t i o n  q u i  a pu ê t r e  é t a b l i e  e n t r e  une  f a i b l e  c o n c e n t r a -  

t i o n  en a P I  s é r i q u e  e t  l e  d é v e l o p p e m e n t  d ' u n  emphysème p u l m o n a i r e  a  é t é  l e  p o i n t  
1 

d e  d é p a r t  d e  t r è s  n o m b r e u s e s  é t u d e s  c o n c e r n a n t  l e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s ,  

l a  s t r u c t u r e .  les  i n t e r a c t i o n s  d e  ce t  i n h i b i t e u r  a v e c  les  p r o t é a s e s  e t  l e  r ô l e  

d e  c e t  i n h i b i t e u r .  

1 - 3 . 2 . 1  P r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s .  

De nombreux p r o t o c o l e s  d e  p u r i f i c a t i o n  o n t  é t é  p u b l i é s .  La s é p a -  

r a t i o n  d e  l ' a l P I  e t  d e  l a  s é r u m a l b u m i n e ,  p r o b l è m e  l e  p l u s  d i f f i c i l e  à r é s o u d r e ,  

a é t é  e f f e c t u é e  e n  u t i l i s a n t  d i v e r s e s  m é t h o d e s  : s o l v a n t s  o r g a n i q u e s ,  a b a i s s e -  

ment du pH, u t i l i s a t i o n  d e  l a  c o n c a n a v a l i n e  A i m m o b i 1 i s é e . d ~  B l u e - S e p h a r o s e ,  e t c . .  

L ' e m p l o i  d e  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  T h i o l - S e p h a r o s e ,  mise a u  p o i n t  p a r  

LAURELL e t  c o l l  ( 1191 permet  d e  p r é p a r e r  l ' a  P I  r e l a t i v e m e n t  f a c i l e m e n t  a v e c  un 
1 

bon r e n d e m e n t .  S e l o n  l es  a u t e u r s ,  l a  m a s s e  m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e  (M 1 d e  l ' a  P I  r 1 
v a r i e  d e  4 6  000 à 56  000 .  L'a P I  e s t  c o n s t i t u é e  d ' u n e  s e u l e  c h a ï n e  p o l y p e p t i d i -  

1  
que  s u r  l a q u e l l e  se t r o u v e n t ,  s e i o n  les  a u t e u r s ,  3  (38.  8 3 ,  1 3 1 ,  1 3 2 )  ou 4  c h a î n e s  

g l y c a n n i q u e s  1 1 6 , 4 0 , 8 2 1 .  BAYARD e t  c o l l  ( 1 6 1  o n t  d é t e r m i n é  q u e  8 0  % d e s  c h a î n e s  

s o n t  b i a n t e n n é e s ,  1 4  % s o n t  b i a n t e n n é e s  e t  o n t  l e  r é s i d u  B-mannosyl s u b s t i t u é  p a r  

un r é s i d u  d e  N - a c é t y l - g l u c o s a r n i n e  e t  6 % s o n t  t r i a n t e n n é e s .  L ' a  P I  d e  B a b o u i n ,  
1 

d o n t  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  c o m p l è t e  a é t é  d é t e r m i n é e  récemment ( I l 2 l , p r é s e n t e  

4  s é q u e n c e s  Asn-X-Thr ( o u  S e r )  s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  d e s  p o i n t s  d e  b r a n c h e m e n t  p o u r  

l e s  g l y c a n n e s .  Dans l a  r e v u e  r é c e n t e  d e  CARRELL e t  c o l l  ( 39  1 s u r  l l a l P I  humaine ,  

l a  s é q u e n c e  Asn-Lys-Ser  [ r é s i d u s  1 2 1  à 1 2 3 ) , p r é s e n t e  d a n s  l ' a , P I  d e  B a b o u i n , n e  

f i g u r e  p a s  : l e  nombre d e  p o i n t s  d e  b r a n c h e m e n t  p o s s i b l e s s e  l i m i t e r a i t  à 3 d a n s  

l ' a  P I  humaine .  
1 

Le p r o t o c o l e  d e  p r é p a r a t i o n  u t i l i s a n t  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i -  

n i t é  s u r  c o l o n n e  d e  T h i o l - S e p h a r o s e  es t  f o n d é  s u r  l ' e x i s t e n c e  d ' a u  moins  un  

g roupement  t h i o l  d e v e n u  l i b r e  a p r è s  r é d u c t i o n  d o u c e .  En f a i t ,  d a n s  l a  m o l é c u l e  



d ' a l P I ,  i l  n ' e x i s t e  q u ' u n  r é s i d u  d e  c y s t é i n e  q u i ,  d a n s  l e  s é r u m .  se t r o u v e  e n -  

g a g é  d a n s  u n  p o n t  d i s u l f u r e  a v e c  d e  l a  c y s t é i n e  l i b r e  o u  du g l u t a t h i o n  ( 69 1 .  

L ' a c i d e  a m i n é  N - t e r m i n a l  e s t  un r é s i d u  d ' a c i d e  g l u t a m i q u e .  L ' a c i d e  a m i n é  C - t e r -  

m i n a l  es t  u n  r é s i d u  d e  l y s i n e .  L e  f o i e  est l a  s o u r c e  m a j e u r e  d ' a  P I  ; l e s  h é p a -  
1 

t o c y t e s  e n  c u l t u r e  p e u v e n t  e n  e f f e c t u e r  l a  s y n t h è s e  ( 9 0 1 .  

1 - 3.2.2 I n t e r a c t i o n s  a v e c  l e s  e n d o p e p t i d a s e s .  36 

L e s  enzymes  p a n c r é a t i q u e s  comme l a  t r y p s i n e ,  l a  c h y m o t r y p s i n e  e t  

l ' é l a s t a s e ,  l e s  e n z y m e s  d e  l e u c o c y t e s  comme l ' é l a s t a s e ,  l a  c a t h e p s i n e  G e t  l a  

c o l l a g é n a s e ,  l e s  c o l l a g é n a s e s  d e  l i q u i d e  s y n o v i a l  o u  d e  l a  p e a u  s o n t  l i é s  s t o e -  

c h i o m é t r i q u e m e n t  p a r  l ' a  P I  e t  a i n s i  i m m é d i a t e m e n t  i n a c t i v é s .  La p l a s m i n e .  l a  
1 

t h r o m b i n e ,  l ' u r o k i n a s e ,  l a  k a l l i c r é i n e  e t  l ' a c r o s i n e  d e  s p e r m e  p e u v e n t  é g a l e m e n t  

ê t r e  i n h i b é s  p a r  l ' a  P I ,  m a i s  l a  r é a c t i o n  es t  a l o r s  b e a u c o u p  p l u s  l e n t e .  On n e  
1 

d é t e c t e  p a s  d e  c o m p l e x e s  e n t r e  l ' a  P I  e t  d e s  enzymes  d a n s  un p l a s m a  n o r m a l .  P a r  
1 

c o n t r e ,  d e  te ls  c o m p l e x e s  s o n t  m i s  e n  é v i d e n c e ,  p a r  e x e m p l e ,  d a n s  l e  l i q u i d e  

d ' a s c i t e  l o r s  d e  p a n c r é a t i t e  a i g u e  o u  d e  p é r i t o n i t e  a i g u e  ( 1 4 8 1 .  

Le  m é c a n i s m e  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l ' a  P I  e t  l a  t r y p s i n e ,  l a  c h y -  
1 

m o t r y p s i n e  o u  l ' é l a s t a s e  p a n c r é a t i q u e  a é t é  é t u d i é  p a r  d e  n o m b r e u x  a u t e u r s .  Comme 

b e a u c o u p  d e  r é s u l t a t s  p u b l i é s  n e  c o n c o r d e n t  p a s ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e  d e  d é t a i l l e r  

l e s  t r a v a u x  e f f e c t u é s .  Nous m e t t r o n s  e n  même t e m p s  l ' a c c e n t  s u r  l a  d i v e r s i t é  d e s  

m é t h o d e s  u t i l i s é e s  p o u r  é t u d i e r  l e  m é c a n i s m e  d ' a c t i o n  d e  c e t  i n h i b i t e u r  d e  p r o -  

t é a s e s .  

- I n t e r a c t i o n  a v e c  l a  t r y p s i n e .  

En 1 9 7 4 .  M O R O 1  e t  YANASAKI ( 1 3 9  1 é t u d i e n t  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

l ' a  P I  e t  l a  t r y p s i n e  b o v i n e .  I ls  m e t t e n t  e n  é v i d e n c e  e n  SOS-PAGE, a v e c  o u  s a n s  
1  

r é d u c t i o n .  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  d e  M = 7 4  000 ,  r é s u l t a n t  d ' u n e  r é a c t i o n  r 
s t o e c h i o m é t r i q u e  e n t r e  l ' a  P I  e t  l a  6 - t r y p s i n e  b o v i n e ,  e t  l a  l i b é r a t i o n  s i m u l t a -  

1  
n é e  d ' u n  p e p t i d e  d e  f a i b l e  M . L a  s t a b i l i t é  d u  c o m p l e x e  e n  m i l i e u  SOS s u g g è r e  

r 
q u e  l a  l i a i s o n  e n z y m e - i n h i b i t e u r  e s t  d e  n a t u r e  c o v a l e n t e .  La d i s s o c i a t i o n  du com- 

p l e x e  p a r  l ' h y d r a z i n e  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  7 , s  Ml c o n d u i t  à d e u x  c o n s t i t u a n t s  : 

l ' u n  d e  N é g a l e  à 4 8  0 0 0  c o r r e s p o n d r a i t  à l ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  p r o d u i t  l o r s  d e  r 
l a  f o r m a t i o n  d u  c o m p l e x e  p a r  u n e  c o u p u r e  p r o t é o l y t i q u e  d a n s  l a  r é g i o n  C - t e r m i n a l e  

* Dans c e t t e  p a r t i e .  l es  a f f i r m a t i o n s  p l a c é e s  e n t r e  les s i g n e s  (< » se  s o n t  

p a r  l a  s u i t e  a v é r é e s  e r r o n é e s  comme n o u s  l e  v e r r o n s  d a n s  l a  s y n t h è s e  p a g e  29 .  





E n  1977, ODA e t  c o l l  ( 1 4 7 1  é tud ian t  c e t t e  même réac t ion  e n t r e  

l ' a  PI e t  l a  t ryps ine  porcine montrent que l a  d i s soc i a t ion  l e n t e  à pH 8,O e t  à 
1  

température ambiante produi t  u n  i nh ib i t eu r  modifié i n a c t i f  e t  de l a  t ryps ine  

ac t ive .  Le pourcentage de t ryps ine  a c t i v e  récupérée diminue avec l 'augmentation 

du rapport  enzyme/inhibiteur. E n  f a i t ,  l e  type  de l ' i n h i b i t i o n  [temporaire ou 

permanente) de l a  t r y p s i n e  porcine par l ' a  P I  semblerai t  dépendante du rapport  
1  

i n i t i a l  enzyme/inhibiteur,  l e  rapport l e  p lus  f a i b l e  f avo r i san t  l ' i n h i b i t i o n  

temporaire. 

En 1978, COHEN e t  c o l l  [ 44 1 démontrent que l e  complexe équimo- 

l é c u l a i r e  formé e n t r e  l ' a  PI e t  l a  t ryps ine  possède l e s  mêmes séquences N-termi- 
1 

nales que l e s  cons t i t uan t s  qui  en t ren t  dans l e  complexe. Après d i s soc i a t ion  du 

complexe par t ra i tement  en mil ieu a l c a l i n ,  i l s  observent l a  l i b é r a t i o n ~ e n t r e  au- 

t r e s .d9un  la rge  fragment provenant de l ' a  PI .  Après détermination des rés idus  
1  u 

d'acides aminés N-  e t  C-terminaux, l e s  au t eu r s  concluent q u ' i l  y a  eu au Cours 

de l a  d i s soc i a t ion  du complexe, coupure d'une l i a i s o n  Lys-Thr s i t u é e  dans l a  ré -  

gion N-terminale de l ' a  PI'! 
1  

- I n t e r a c t i o n  avec l ' é l a s t a s e  pancréat ique.  

Deux équipes d i f f é r en te s  s e  sont  par t icul ièrement  i n t é re s sées  aux 

in t e rac t ions  en t r e  l ' a  P I  e t  l ' é l a s t a s e  pancréatique porcine. 
1  

En 1976,  LO e t  c o l l  [ 1231 i d e n t i f i e n t  cinq cons t i t uan t s  après  

réact ion d'un excès d ' a  P I  avec de l ' é l a s t a s e  pancréatique. Deux cons t i t uan t s  re -  
1 

présentent des complexes a  PI -é las tase  dont l ' u n  d o i t  en f a i t  ê t r e  un complexe 
1  

part ie l lement  dégradé. Après d issoc ia t ion  de ces  complexes par a t t aque  nucléo- 

phi le  douce, on observe un grand nombre de bandes protéiques en SOS-PAGE. ce q u i  

suggère que l ' é l a s t a s e  e s t  l i b é r é e  sous forme a c t i v e  e t  q u ' e l l e  peut a l o r s  pour- 

suivre son act ion.  Ces au teurs  mettent également en évidence l a  présence d'un 

cons t i tuant  de masse moléculaire r e l a t i v e  p lus  f a i b l e  que c e l l e  de l ' a  P I  na- 
1 

t i v e  e t  qu i  n 'a  plus  d ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  Après isolement e t  é tude des d i f -  

f é r en t s  cons t i t uan t s  obtenus l o r s  de l a  r éac t ion  de ira PI avec l ' é l a s t a s e ,  JAMES 
1  

e t  COHEN ( 87 1 présenten t  l e  schéma d ' ac t ion  su ivant  : deux s i t e s  majeurs de 

l a  molécule d ' a  P I  peuvent ê t r e  at taqués par  l ' é l a s t a s e  ; s i  l e  s i t e  placé non 
1 



l o i n  d e  l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  e s t  a t t a q u é  l e  p r e m i e r  

( l i a i s o n  Leu-XI, il y  a f o r m a t i o n  d ' a  P I  i n a c t i v e  e t  p e r t e  d ' u n  p e p t i d e  C- t e rmi -  
1 

n a l .  S i  c ' e s t  l e  deux i ème  s i t e .  p l a c é  non l o i n  d e  l ' e x t r é m i t é  N - t e r m i n a l e  q u i  
w 

e s t  a t t a q u é  l e  p r e m i e r ,  i l  y  a  c o u p u r e  d ' u n e  l i a i s o n  X-Ser,  p e r t e  d ' u n  p e p t i d e  
* 

du c ô t é  N- t e rmina l  d e  l a  mo lécu l e ,  changement  d e  c o n f o r m a t i o n  q u i  amène l ' é l a s t a -  

se à s e  l i e r  d e  m a n i è r e  c o v a l e n t e  a u  s i t e  q u i  se  t r o u v e  d a n s  l a  r é g i o n  C- t e rmi -  

n a l e ,  c e  q u i  e n t r a î n e  l a  p e r t e  du p e p t i d e  C - t e r m i n a l .  Il  y  a  donc  f o r m a t i o n  d ' u n  

complexe e t  d ' u n  i n h i b i t e u r  m o d i f i é .  

L ' é q u i p e  d e  SAUNSTARK ( 1 2  1 é t u d i e  l ' i n t e r a c t i o n  d e  l l a l P I  a v e c  

l ' é l a s t a s e  p a n c r é a t i q u e  e n  l é g e r  e x c è s ,  p u i s q u e  l e  r a p p o r t  e n z y m e / i n h i b i t e u r  est 

é g a l  à 1.3 .  Ces  a u t e u r s  o b s e r v e n t  q u e  très r a p i d e m e n t ,  e n v i r o n  47  % d e s  m o l é c u l e s  

d ' i n h i b i t e u r  se t r a n s f o r m e n t  en i n h i b i t e u r  " i n a c t i v é "  d e  N é g a l e  à 49 000 ,  t a n -  
r 

d i s  q u e  les  53 % r e s t a n t s  f o r m e n t  a v e c  l ' é l a s t a s e  un complexe d e  M é g a l e  à r 
78 000. Ce complexe e s t  e n s u i t e  d é g r a d é  p a r  l ' e x c è s  d ' é l a s t a s e  e t  l ' a  P I  q u i  est 

1 
a l o r s  r e t r o u v é e ,  se t r o u v e  s o u s  forme d ' i n h i b i t e u r  " i n a c t i v é " .  Des é t u d e s  compa- 

r a t i v e s  d e  l ' a  P I  n a t i v e  e t  d e  l ' a  P I  i n a c t i v é e  p a r  l ' é l a s t a s e  ( 1 3  1 o n t  m o n t r é  
1 1  

q u e  l e s  c o m p o s i t i o n s  e n  a c i d e s  aminés  d e  c e s  deux  m o l é c u l e s  s o n t  p r a t i q u e m e n t  

i d e n t i q u e s .  La d i f f é r e n c e  d e  V e n t r e  l ' a  P I  n a t i v e  e t  l ' a  P I  o b t e n u e  a p r è s  a c -  
r 1 1 

t i o n  d e  l ' é l a s t a s e  c o r r e s p o n d r a i t  s e l o n  c e s  a u t e u r s  à l a N p e r t e  d ' u n  g l y c o p e p t i d e  
#> 

c o n t e n a n t  t r è s  peu d ' a c i d e s  aminés .  

- I n t e r a c t i o n  a v e c  l a  c h y m o t r y p s i n e .  

W O R I I  e t  c o l 1  ( 1 3 7 1  o n t  o b s e r v é ,  en SDS-PAGE, l a  f o r m a t i o n  d ' u n  

p e p t i d e  d e  M é g a l e  à e n v i r o n  3  600 a p r è s  r é a c t i o n  d e  l ' a  P I  a v e c  l ' a - c h y m o t r y p -  r 1  
s i n e  b o v i n e ,  l a  t r y p s i n e  b o v i n e  ou l ' é l a s t a s e  p o r c i n e .  I l s  se s o n t  p l u s  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  i n t é r e s s é s  a u  p e p t i d e  l i b é r é  au  c o u r s  d e  l a  f o r m a t i o n  du complexe  e n t r e  

l ' a  P I  e t  l ' a - c h y m o t r y p s i n e .  La c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés  d e  ce p e p t i d e  d e  32 
1 

r é s i d u s  n e  c o r r e s p o n d  n i  à l a  s é q u e n c e  a m i n o - t e r m i n a l e  d e  l ' a  P I  n a t i v e  ( 1 3 6 1 ,  
1 

n i  à c e l l e  d ' aucun  s egmen t  d e  l ' a - c h y m o t r y p s i n e .  L ' é t u d e  d e s  s é q u e n c e s  N- e t  C- 

t e r m i n a l e s  d e  ce p e p t i d e  i n d i q u e  q u ' i l  r é s u l t e  d ' u n e  c o u p u r e  d a n s  l a  r é g i o n  C- 

t e r m i n a l e  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  d ' a  P I .  La l i a i s o n  p e p t i d i q u e  c i b l e  où s ' e x e r c e  
1 

l a  coupu re  p r o t é o l y t i q u e  p a r  l ' a - c h y m o t r y p s i n e  se t r o u v e r a i t  à p r o x i m i t é  d e  l ' e x -  

t r é m i t é  C - t e r m i n a l e .  



- E t u d e s  c o m p a r a t i v e s  d e  l ' i n t e r a c t i o n  d e  l 'a  P I  a v e c  d i f f é r e n t e s  
1 

e n d o p e p t i d a s e s .  

Dès 1975, JOHNSON e t  TRAVIS I 96 1 comparen t  l ' a c t i o n  d e  l ' a  P I  a v e c  
1 

l a  t r y p s i n e  p o r c i n e .  l a  chyrnot ryps ine  b o v i n e ,  1 ' Q l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine e t  

l ' é l a s t a s e  p o r c i n e .  I l s  mon t r en t  q u ' i l  y  a ,  a v e c  c h a q u e  enzyme. f o r m a t i o n  d ' u n  

complexe é q u i m o l é c u l a i r e  s t a b l e  en SOS-PAGE. En 1977,  TRAVIS e t  c o l l  ( 2 0 1  1 d é t e r -  

minent  que ,  p o u r  o b t e n i r  l ' a  P I  m o d i f i é e  [a P I ' ] ,  i l  y  a  c o u p u r e  d e  l a  m ê m e  l i a i -  
1 1 

s o n  p e p t i d i q u e  q u e  ce s o i t  p a r  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e ,  l a  c a t h e p s i n e  G ,  l a  t r y p -  

s i n e ,  l a  c h y m o t r y p s i n e ,  l a  t h r o m b i n e  ou l a  p l a s m i n e  e t  que  l e  mécanisme d ' a c t i o n  

d e  t o u s  ces enzymes a v e c  l ' a  P I  d o i t  ê t r e  s e m b l a b l e .  
1 

SAKLATVALA e t  c o l l  ( 1 7 1  1  o b s e r v e n t  que  l o r s q u e  l l a l P I  r é a g i t  a v e c  l a  

chyrnot ryps ine  bov ine .  l e  s p e c t r e  ob t enu  e n  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e , d a n s  l e  p r o c h e  

u l t r a - v i o l e t , e s t  d i f f é r e n t  d e  c e l u i  q u i  e s t  c a l c u l é  p a r  l ' a d d i t i o n  d e s  s p e c t r e s  

d e  l ' i n h i b i t e u r  e t  d e  l ' enzyme.  I l  y  a d o n c  m o d i f i c a t i o n  de l ' e n v i r o n n e m e n t  d e s  

r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  a r o m a t i q u e s  d a n s  l ' u n  au moins  d e s  c o n s t i t u a n t s  l o r s  d e  

l ' i n t e r a c t i o n .  En s u i v a n t  éga l emen t  l a  r é a c t i o n  p a r  d e s  é t u d e s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  

e t  en i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n ,  ces a u t e u r s  m o n t r e n t  q u e  l e  complexe  s t o e c h i o m é t r i -  

q u e  e n t r e  l ' a  P I  e t  l a  chymot ryps ine  es t  e n s u i t e  d é g r a d é  p a r  l ' e x c è s  d 'enzyme.  
1 

Des r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  s o n t  o b t e n u s  a v e c  l a  t r y p s i n e  bovine .  

U t i l i s a n t  une mé thodo log i e  s e m b l a b l e ,  BLOOM e t  HUNTER [ 25 1  d é t e r m i -  

n e n t  q u ' e n  e x c è s  d 'enzyme,  l e  complexe a P I - chy rno t ryps ine  est p l u s  l a b i l e  q u e  l e  
1 

complexe a P I - t r y p s i n e  e t  que ,  l o r s q u e  l e s  deux enzymes s o n t  en  c o m p é t i t i o n  p o u r  1 
r é a g i r  a v e c  l ' a  P I ,  l a  chymot ryps ine  r é a g i t  p l u s  r ap idemen t .  

1 

P l u s  récemment,MARTODAM e t  LIENER [ 129  1 p u b l i e n t  les  r é s u l t a t s  d e  t r a -  

vaux c o m p a r a t i f s  s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  d e  l ' a  P I  a v e c  l a  t r y p s i n e  b o v i n e ,  l a  chy-  
1 

m o t r y p s i n e  bov ine  e t  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine. I ls  d é t e r m i n e n t  les séquences  

en  a c i d e s  aminés  d e s  e x t r é m i t é s  d e s  c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  complexes  e t  

d e s  c o n s t i t u a n t s  o b t e n u s  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  d e  c e s  complexes à pH 10,O. C e s  au -  

t e u r s  d é c r i v e n t  a l o r s  deux i n h i b i t e u r s  m o d i f i é s  d i f f é r e n t s  e t  c o n c l u e n t  q u ' i l  
<t 

e x i s t e  d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' a  P I  deux l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  c i b l e s  : l ' u n e  e s t  si- 
1 

># 
t u é e  p r è s  d e  l ' e x t r é m i t é  N- t e rmina l e  [Met -Ser  en p o s i t i o n  60-611,  l ' a u t r e  p r è s  de 

l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  [Met-Ser  en p o s i t i o n  354-3551. La r é a c t i o n  avec  u n e  p r o -  

t é a s e  ne  p o u r r a i t  se  f a i r e  s imu l t anémen t  aux  deux s i tes .  



- Synthèse des r é s u l t a t s  concernant l e s  i n t e r a c t i o n s  de l ' a  P I  avec 
1  

l e s  endopeptidases (Tableau 1, i n s p i r é  de BOSWELL e t  c o l l  (2811. 

Apport de l a  détermination de l a  séquence en ac ides  aminés. 

Lors de l a  réac t ion  de l ' a  PI avec l'enzyme q u ' e l l e  inhibe,  il y 
1 

a  formation d'un complexe équimoléculaire qui  peut ê t r e  v i s u a l i s é  en SDS-PAGE : 

des l i a i s o n s  covalentes  e x i s t e n t  donc e n t r e  l ' a  PI e t  l'enzyme. Ceci c o n s t i t u e  
1  

l e  s eu l  point  s u r  lequel  t ous  l e s  auteurs  ayant é t u d i é  l a  réac t ion  de l ' a  P I  
1  

avec un enzyme sont  d'accord. La plupart  des au teurs  ont  montré que l a  molécule 

d ' a  PI i s o l é e  après  d i s soc i a t ion  du complexe a  sub i  une coupure pro téo ly t ique  au 
1  

niveau d'une l i a i s o n  Net-Ser proche de l ' u n e  des extrémités  de l a  molécule. I l  

f a u t  no te r  que contrairement à ce qui a  é t é  d é c r i t  pour 11a2N, c ' e s t  t ou jou r s  l a  

même l i a i s o n  pept idique qui  e s t  coupée quel que s o i t  l'enzyme inhibé par l ' a  P I .  1  

En ce  qui  concerne l e s  au t r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  réac t ion ,des  

divergences importantes apparaissent  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  travaux publ iés .  La 

l i a i s o n  c i b l e  Net-Ser a  é t é  l o c a l i s é e  à 36 rés idus  de l ' e x t r é m i t é  C-terminale 

[ 1371 ou à 60 r é s idus  de l ' ex t r émi t é  N-terminale ( 97,99 1 .  Cer ta ins  au t eu r s  ont 

même montré que deux l i a i s o n s  c i b l e s  e x i s t a i e n t  dans l ' a  P I  [87,129).Selun l e s  
1  

auteurs .  l a  l i b é r a t i o n  du pept ide aboutissant  à l a  formation d 0 a l P I  modifiée s ' e f -  

f ec tue  s o i t  en même temps que l a  formation du complexe, s o i t  seulement lorsque  l a  

d i s soc i a t ion  du complexe e s t  provoquée par u n  pH a l c a l i n  ou un agent d i s soc i an t .  

La déterminat ion de l a  séquence en ac ides  aminés de l ' a  PI  menée 1  
parallèlement aux études d ' i n t e r a c t i o n s  a  PI-protéases  a  permis de l o c a l i s e r  sans 

1  
ambiguité l a  l i a i s o n  c i b l e  Net-Ser. E n  1979 ( 36 1, puis  en 1980 I 37 1 ,  CARRELL 

e t  c o l l .  montrent, s u r  l a  base des r é s u l t a t s  de séquences p a r t i e l l e s  en ac ides  

aminés,que l a  l i a i s o n  c i b l e  Met-Ser e s t  s i t u é e  à 36 rés idus  de l ' ex t r émi t é  C-ter- 

minale de l a  molécule. En 1981, ayant déterminé l a  presque t o t a l i t é  de l a  séquen- 

ce en ac ides  aminés de l ' a  P I ,  CARRELL e t  c o l l  ( 38 1 prouvent que l a  molécule 
1  

ne possède pas de séquence Net-Ser aux environs de l a  pos i t ion  60 e t  in f i rment  

a i n s i  l ' e x i s t e n c e  de deux l i a i s o n s  c i b l e s  ident iques.  En déduisant de l a  séquence 

de l ' A D N  l a  séquence complète en acides aminés de l ' a l P I ,  K U R A C H I  e t  co l1  (112 

confirment,  à l a  même époque, l a  présence d'une s e u l e  l i a i s o n  c i b l e  Net-Ser, en 

pos i t ion  358-359. 

L'importance du r ô l e  joué par  l e  r é s idu  de méthionine engagé dans 

l a  l i a i s o n  c i b l e  e s t  connue depuis p lus ieurs  années ( 99 1 ,  c e t t e  méthionine cons- 

t i t u e r a i t  donc l e  po in t  c e n t r a l  de ce qu i  a  é t é  appelé  l e  s i t e  r é a c t i f  de l v a 1 P I .  



Résumé des cornenta i res  des au teurs  

-- - 
Coupure pro téo ly t ique  dans l a  région C-terminale 
de l ' a  P I  

1 

Inh ib i t eu r  a c t i v é  par  protéolyse l imi t ée  dans l a  
région N-terminale 

Formes in te rmédia i res  de complexe 

Coupure d'une l i a i s o n  Lys-Thr d u  cô té  N-terminal 
au cours de l a  d i s soc i a t ion  par  pH a l c a l i n  

S i t e  r é a c t i f  p lacé  à 60 résidus de l ' ex t r émi t é  
N-terminale. 

S i t e  r é a c t i f  s i t u é  à 36 rés idus  de l ' e x t r é m i t é  
C-terminale . 
Obtention de 2 fragments qu i  n 'ont  plus d ' a c t i v i t é  
i n h i b i t r i c e  e t  qu i  s o n t  dûs à une seu le  coupure. 

2 s i t e s  r é a c t i f s  : s i t e  cô t é  C-terminal 
coupé +- a  PI i n a c t i v e  ; s i t e  côté  N-terminal 

1 coupé + complexe. 

Pe r t e  essent ie l lement ,  d 'un glycopeptide contenant 
peu d 'acides aminés. 

Liaison c i b l e  placée à environ 32 rés idus  de l ' e x -  
t r émi t é  C-terminale. 

La même l i a i s o n  (sans doute Lys-Thrl e s t  coupée 
par  chacun des enzymes u t i l i s é s .  

2 s i t e s  r é a c t i f s  : 1 majeur proche de l ' e x t r é m i t é  
N-terminale, 1 mineur proche de l ' ex t r émi t é  
C-terminale. 

Les 2 fragments r e s t e n t  associés  même en présence 
de guanidine 6 M ou en ac ide  acét ique 1 %, i l s  ne 
peuvent ê t r e  séparés  qu'en SDS-PAGE. De p l u s ,  l e  
fragment de M = 47 000 donne de f a i b l e s  rendements 
l o r s  de l a  déFermination de l a  séquence N-terminale. 
C 'es t  pourquoi, l a  l o c a l i s a t i o n  d u  s i t e  r é a c t i f  de 
l ' a  P I  n 'a pas é t é  c o r r e c t e  pendant p lus ieurs  années.  

1 

I 
M r  de l ' a  P I  ' 
modifiée 1 * 1 

-- 
48 O00 

( 5 4  0001 

45 O00 
( 5 4  0001 

+***8 000 

54 000 
( 58 O001 

- 

46 000<Mr<50 O O C  
( 5 4  O001 

+ p e t i t  pept ide 

***Proche de 
4 O00 

50  O00 

51 300 e t  
50 100 

(54  000) 

49 000 
(54  0001 

***3 600 

45 000 
152 O001 

2 cons t i tuants  
de même t a i l l e  

47 000 

+ 4 000 

Séquence N-termi- 
nale du c o n s t i -  
tuant  i s o l é .  

Thr-Ile-Thr-Pro- 
G l u -  

T h r  

(Thr/Serl-I le-  
Pro-Pro-Glu 

Ser-Ile-Pro-Pro- 
G l u -  

Pro 

Glx- 
e t  
Ser- 

(Seri-Ile-Pro- 
Pro-Glu 

Thr-Ile-Pro-Pro- 
G l u -  

Thr-Ile-Pro-Pro- 
G l u  + 

Glu-Asp-Pro-Glu- 
G l y  

Glu-Asp-Pro-Gln 
+ 

Ser-Ile-Pro-Pro 



1 - 3 .2 .3  F o n c t i o n .  

L ' a  P I  e s t  e n  p r e m i e r  l i e u  un  c o n s t i t u a n t  q u i  p e r m e t  d e  p r o t é g e r  
1 

les  t i s s u s  c o n t r e  u n e  a t t a q u e  p a r  d e s  e n z y m e s  p r o t é o l y t i q u e s .  L ' a  P I  n o r m a l e  es t  
1 

s y n t h é t i s é e  d a n s  l e  f o i e  e t  sécrétée d a n s  l e  p l a s m a  o ù  s a  d e m i - v i e  e s t  d e  6 ' j o u r s .  

L ' a  P I  f a i t  p a r t i e  d e s  m a r q u e u r s  d e  l ' i n f l a m m a t i o n  : s a  c o n c e n t r a t i o n  p l a s m a t i q u e  
1  

p e u t  q u a d r u p l e r  e n  r é p o n s e  à un s t i m u l u s  g é n é r a l  i n f l a m m a t o i r e  o u  à d e s  o e s t r o -  

g è n e s  ( 1  201 . 
La m e s u r e  d e s  c o n s t a n t e s  d ' a s s o c i a t i o n  d e  l ' a  P I  a v e c  u n e  sér ie  d e  

1 
p r o t é a s e s  ( 1 7  1 a p e r m i s  d e  c l a s s e r  ces p r o t é a s e s  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  v i t e s s e  

d e  r é a c t i o n  a v e c  l ' a  P I  d a n s  l ' o r d r e  d é c r o i s s a n t  s u i v a n t  : é las tase  l e u c o c y t a i r e ,  
1 

c h y m o t r y p s i n e ,  c a t h e p s i n e  G ,  t r y p s i n e  a n i o n i q u e ,  t r y p s i n e  c a t i o n i q u e ,  p l a s m i n e .  

t h r o m b i n e .  I l  f a u t  n o t e r q u ' e n  f a i t  i l  e s t  s u r p r e n a n t  q u e  l a  c o u p u r e  p a r  l ' é l a s -  

tase  d o n t  l ' a  P I  e s t  l ' i n h i b i t e u r  p r i n c i p a l  p u i s s e  s ' e x e r c e r  d a n s  u n e  s é q u e n c e  
4 1  

P r o - M e t - S e r .  De p l u s ,  l a  m é t h i o n i n e  p r é s e n t e  l e  d é s a v a n t a g e  d ' ê t r e  s e n s i b l e  à 

l ' o x y d a t i o n  [ 1 0 0 1 .  L o r s q u e  l ' a  P I  e s t  o x y d é e  p a r  l e  N - c h l o r o s u c c i n i m i d e ,  s e u l s  
1 

2  d e s  8 r é s i d u s  d e  m é t h i o n i n e  p r é s e n t s  d a n s  l a  m o l é c u l e  s o n t  t r a n s f o r m é s  e n  mé- 

t h i o n i n e  ~ u l f o x y d e ~  l e  r é s i d u  d e  m é t h i o n i n e  d u  s i t e  r é a c t i f  e s t  l ' u n  d e  c e u x - l à .  

I l  s ' e n s u i t  u n e  p e r t e  t o t a l e  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a  P I  e n v e r s  l ' é l a s -  
1 

t a s e  p a n c r é a t i q u e  p o r c i n e  e t  u n e  p e r t e  r a p i d e  e t  i m p o r t a n t e  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i -  

b i t r i c e  e n v e r s  l a  t r y p s i n e  p o r c i n e  e t  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  a v e c  les-  

q u e l l e s  l ' a  P I  r é a g i t  a l o r s  p l u s  l e n t e m e n t .  L ' i n a c t i v a t i o n  d e  l ' a  P I ,  à l a  
1 1 

s u i t e  d e  l ' o x y d a t i o n  d e  2 r é s i d u s  d e  m é t h i o n i n e ,  p e u t  a v o i r  u n e  t r è s  g r a n d e  i m -  

p o r t a n c e l ' i n  vivo': En  e f f e t  a u  n i v e a u  d e  l ' a r b r e  b r o n c h i q u e , l ' o x y d a t i o n  p a r  les  

c o n s t i t u a n t s  d e  l a  f u m é e  d e  c i g a r e t t e  p a r  e x e m p l e ,  p e u t  i n a c t i v e r l ' a  P I ,  i n h i -  
1 

b i t e u r  m a j e u r  d e  p r o t é a s e s  d u  t r a c t u s  r e s p i r a t o i r e  (89,1541.  

1 - 3 .2 .4  V a r i a t i o n s  e t  a f f e c t i o n s .  

L e s  v a r i a n t s  a y a n t  un  i n t é r ê t  p a r t i c u l i e r  e n  p a t h o l o g i e  s o n t  les  

m u t a n t s  Z e t  S d o n t  l e s  t a u x  p l a s m a t i q u e s  s o n t  f a i b l e s .  Le v a r i a n t  Z e t  s u r t o u t  

l e  p h é n o t y p e  h o m o z y g o t e  ZZ a é t é  m i s  e n  c a u s e  d a n s  c e r t a i n s  cas d ' e m p h y s è m e  p u l -  

m o n a i r e  e t  d e  c i r r h o s e .  L ' emphysème  p u l m o n a i r e  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  u n e  d é f e n s e  

a m o i n d r i e  c o n t r e  d e s  enzymes  t e l s  q u e  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  ( 57 1. L a  c i r r h o s e  

s ' e x p l i q u e r a i t  p a r  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  m o l é c u l e s  d ' a  P I  d a n s  les  h é p a t o c y t e s  ( 1 2 1  1 .  
1  



L ' a  P I  i s o l é e  du  f o i e  p o s s è d e  l a  même s t r u c t u r e  p o l y p e p t i d i q u e  q u e  l ' a  P I  Z c i r -  
1 1 

c u l a n t e ,  m a i s  les c h a i n e s  g l y c a n n i q u e s  s o n t  d i f f é r e n t e s  : e l l e s  s e r a i e n t  i m m a t u r e s  

p u i s q u ' e l l e s  se  c a r a c t é r i s e n t  p a r  u n e  t e n e u r  é l e v é e  e n  m a n n o s e  e t  s o n t  d é p o u r v u e s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 79 1  ; il e x i s t e  d o n c  u n  b l o c a g e  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d e  m a t u r a -  

t i o n  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c a n n e s  a v e c u n  s t o c k a g e  i n t r a c e l l u l a i r e ,  d ' o ù  il ré- 

s u l t e  un t a u x  s é r i q u e  f a i b l e .  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  d e  l ' a  P I  Z  1 
c i r c u l a n t e  d i f f è r e  d a  c e l l e  d e  l ' a l P I  M p a r  l a  s u b s t i t u t i o n  d ' u n  s e u l  a c i d e  a m i n é  : 

e n  p o s i t i o n  3 4 2 ,  l ' a  P I  Z p o s s è d e  un r é s i d u  d e  l y s i n e  à l a  p l a c e  d u  r é s i d u  d ' a c i -  
1 

d e  g l u t a m i q u e  p r é s e n t  d a n s  l ' a  P I  M ( 9 1  1 .  I l  n ' a  p a s  e n c o r e  é t é  p o s s i b l e  d ' é t a -  
1 

b l i r  u n e  r e l a t i o n  e n t r e  c e t t e  s u b s t i t u t i o n  e t  l e  c a r a c t è r e  i n a c h e v é  d e  l a  g l y c o -  

s y l a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e .  

Le  cas d e  l ' a  P I  S e s t  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t .  I l  n ' e x i s t e  a u s s i  
1 

q u ' u n e  s e u l e  s u b s t i t u t i o n  a u  n i v e a u  d e  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  : e n  p o s i t i o n  

2 6 4 ,  l ' a  P I  S p o s s è d e  u n e  v a l i n e  à l a  p l a c e  d e  l ' a c i d e  g l u t a m i q u e  p r é s e n t  d a n s  
1 

l ' a  P I  M ( 1 5 6 1 .  I l  n ' y  a  p a s  a c c u m u l a t i o n  d e  l ' a  P I  S d a n s  l e  f o i e  e t  i l  n e  
1 1  

s ' a g i t  d o n c  p a s  d ' u n  d é f a u t  d e  s é c r é t i o n .  I l  e s t  p o s s i b l e  q u e  l a  v a l i n e  s u b -  

s t i t u é e  à l ' a c i d e  g l u t a m i q u e  p r o v o q u e  u n e  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  

d e  l a  m o l é c u l e  e n  c o u r s  d e  s y n t h è s e  e t  f a v o r i s e  u n e  d é g r a d a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

q u i  e x p l i q u e  l e  t a u x  s é r i q u e  f a i b l e  o b s e r v é  ( 3 5 1 .  

B i e n  q u e  ces d e u x  p r o c e s s u s  s o i e n t  e x t r ê m e m e n t  d i f f é r e n t s ,  l e u r s  

c o n s é q u e n c e s  s o n t  i d e n t i q u e s  : e n  e f f e t ,  l e  t a u x  s é r i q u e  d e  l l a l P I  é t a n t  f a i b l e ,  

l a  p r o t e c t i o n  d e s  t i s s u s  v i s - à - v i s  d e  l a  p r o t é o l y s e  es t  i n c o m p l è t e .  

1 - 3.3 A n t i t h r o m b i n e  III (AT) .  

La n o t i o n  d e  l ' e x i s t e n c e  d a n s  l e  s é r u m  d ' u n  i n h i b i t e u r  d e  t h r o m b i -  

n e  t e l  q u e  l ' a n t i t h r o m b i n e  III e s t  u n  c o n c e p t  a n c i e n ,  p u i s q u ' u n  t e l  i n h i b i t e u r  

i n t e r v e n a i t  d a n s  l a  t h é o r i e  d e  l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e  émise p a r  MORAWITZ d è s  

1 9 0 5  ( 1 3 5  1 .  La p u r i f i c a t i o n  d e  l ' A T  a  é t é  t e n t é e  p a r  d e  t r è s  nombreux  a u t e u r s .  

m a i s  i l  a f a l l u  a t t e n d r e  l a  mise a u  p o i n t  p a r  MILLER-ANDERSON e t  c o l 1  ( 1 3 4  1  

d ' u n  p r o t o c o l e  u t i l i s a n t  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  c o l o n n e  d ' h é p a r i n e -  

S e p h a r o s e  p o u r  o b t e n i r  u n e  p r é p a r a t i o n ,  à g r a n d e  é c h e l l e ,  d 'AT p u r i f i é e .  



1 - 3 .3 .1  P r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s .  

L'AT es t  c l a s s é e  p a r m i  l e s  a 2 - g l o b u l i n e s .  S a  c o n c e n t r a t i o n  

d a n s  l e  p l a s m a  q u i  es t  d ' e n v i r o n  1 0 0  m g / l i t r e  e s t  d o n c  1 0  f o i s  p l u s  f a i b l e  q u e  

ce l l es  d e  l ' a  N e t  d e  l ' a  P I  e t  se r a p p r o c h e r a i t  d e  c e l l e s  d e  l ' a l A c h y  e t  d e  
2 1 

l ' i n t e r - a - t r y p s i n e - i n h i b i t e u r .  L'AT est s y n t h é t i s é e  d a n s  l e  f o i e ,  sa  dem-i -v ie  

d a n s  l e  p l a s m a  est d e  48 h e u r e s .  L e s  s u j e t s  a t t e i n t s  d ' u n  d é f i c i t  e n  ce t te  g l y -  

c o p r o t é i n e  p r é s e n t e n t  d e s  t h r o m b o s e s  f r é q u e n t e s ,  t a n d i s  q u e  c h e z  d ' a u t r e s  s u j e t s  

un  e x c è s  d'AT p r o v o q u e  u n e  t e n d a n c e  à l ' h é m o r r a g i e .  

L'AT es t  c o n s t i t u é e  d ' u n e  s e u l e  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  d e  424 rés i -  

d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  d o n t  l a  s é q u e n c e  t o t a l e  a é t é  d é t e r m i n é e  p a r  PETERSEN e t  

c o l 1  ( 1 6 2 1 .  La N d e  ce c o n s t i t u a n t  e s t  c o m p r i s e  e n t r e  5 5  000  e t  56 0 0 0 .  L e s  
r 

a c i d e s  a m i n é s  N -  e t  C - t e r m i n a u x  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  l ' h i s t i d i n e  ~ 1 1 1 . 1 6 2 1  e t  l a  

l y s i n e  [ 1 6 2 ) .  Q u a t r e  c h a i n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  i d e n t i q u e s  1 6 4  1 s o n t  r é p a r -  

t i e s  l e  l o n g  d e  l a  c h a i n e  p o l y p e p t i d i q u e  e n  p o s i t i o n  9 6 ,  1 3 5 ,  1 5 5  e t  1 9 2 .  

1 - 3 . 3 . 2  I n t e r a c t i o n s  a v e c  l es  e n d o p e p t i d a s e s .  

L'AT e s t  l ' i n h i b i t e u r  p h y s i o l o g i q u e  p r i n c i p a l  d e  l a  t h r o m b i n e  e t  

d u  f a c t e u r  X 2 1. E l l e  i n t e r v i e n t  d o n c  à p l u s i e u r s  n i v e a u x  d a n s  l e  s y s t è m e  
a  

d e  l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e .  L'AT est é g a l e m e n t  a p p e l é e  c o f a c t e u r  d e  l ' h é p a r i n e .  

E l l e  a ,  e n  e f f e t ,  e n  i n h i b a n t  l a  t h r o m b i n e ,  u n e  a c t i o n  c o m p l é m e n t a i r e  d e  c e l l e  

d e  l ' h é p a r i n e  q u i  e s t a W i n  v i t r o W e t " i n  vivo'', un  a n t i c o a g u l a n t  p u i s s a n t  p u i s q u ' e l -  

l e  i n h i b e  l a  f o r m a t i o n  e t  l ' a c t i o n  du f a c t e u r  I X  e t  d e  l a  t h r o m b i n e  ( f i g u r e  1 1 .  
a  

L'AT i n h i b e  a u s s i  d ' a u t r e s  s e r i n e - p r o t é a s e s  i m p l i q u é e s  d a n s  l e s  phénomènes  d e  

l a  c o a g u l a t i o n  s a n g u i n e ,  d e  l a  f i b r i n o l y s e  e t  d a n s  les  s y s t è m e s  d e  l a  k a l l i c r é i -  

n e  p l a s m a t i q u e  e t  du c o m p l é m e n t .  

- I n t e r a c t i o n  a v e c  t h r o m b i n e ,  l e  f a c t e u r  I X a  e t  l e  f a c t e u r  X 
a .  

L e s  p r e m i e r s  t r a v a u x  [ 1 6 8  1 m o n t r e n t  q u e  l ' A T  r é a g i t  s t œ c h i o m é -  

t r i q u e m e n t  a v e c  l a  t h r o m b i n e  q u i  se  t r o u v e  i n a c t i v é e  d a n s  u n  c o m p l e x e  s t a b l e  e n  

m i l i e u  SOS, ce q u i  s u g g è r e  q u e  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T  s o n t  l i é e s  d e  f a ç o n  c o v a l e n -  

t e .  C e t t e  r é a c t i o n  es t  accélérée d e  5 0  à 1 0 0  f o i s  e n  p r é s e n c e  d ' h é p a r i n e .  D e p u i s ,  



d e  n o m b r e u s e s  é t u d e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  l 'AT  d ' o r i g i n e  b o v i n e  o u  d ' o r i g i n e  

h u m a i n e .  

En 1 9 7 5 ,  OWEN [ 1 5 7 1  p r é c i s e  q u e  l a  l i a i s o n  c o v a l e n t e  e n t r e  l ' i n -  

h i b i t e u r  e t  l ' e n z y m e  d o i t  ê t r e  un es te r  c a r b o x y l i q u e .  

En 1 9 7 9 ,  FISH e t  c o l 1  ( 6 0 1  m o n t r e n t  q u e ,  l o r s q u e  l ' A T  r é a g i t  a v e c  

l a  t h r o m b i n e ,  un c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  r e l a t i v e m e n t  s t a b l e  e t  u n e  f o r m e  l i b r e   AT 

m o d i f i é e  s o n t  o b t e n u s  s i m u l t a n é m e n t .  C e t t e  d e r n i è r e  e s t  c o n s t i t u é e  d e  2 c h a î n e s  

p o l y p e p t i d i q u e s  d e  N r e s p e c t i v e m e n t  é g a l e s  à 5 0  0 0 0  e t  5  0 0 0  e n v i r o n ,  p r o b a b l e -  
r 

m e n t  r e l i ées  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  p a r  un  o u  p l u s i e u r s  p o n t s  d i s u l f u r e s  p u i s q u ' e l l e s  

p e u v e n t  ê t r e  s é p a r é e s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  m i l i e u  SDS 
-& 

a p r è s  r é d u c t i o n  d e  l ' é c h a n t i l l o n .  La f o r m a t i o n  d'AT m o d i f i é e  n ' e s t  p a s  o b s e r v é e  

l o r s q u e  l ' A T  est  i n c u b é e  a v e c  d e  l a  t h r o m b i n e  p r é a l a b l e m e n t  i n a c t i v é e  p a r  l e  

PNSF. I l  a é té  d é m o n t r é  q u e  l ' A T  m o d i f i é e  e s t  l e  p r o d u i t  d e  l ' h y d r o l y s e  p a r  l a  

t h r o m b i n e  d e  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  A r g - S e r  [ r é s i d u s  385-3861  d e  l ' A T  q u e  ce s o i t  

l o r s q u e  l a  t h r o m b i n e  b o v i n e  r é a g i t  a v e c  l ' A T  b o v i n e  ( 1 0 2 1  ou l o r s q u e  l a  t h r o m b i n e  

h u m a i n e  r é a g i t  a v e c  l ' A T  h u m a i n e  ( 2 3  1 .  L'AT m o d i f i é e  a p e r d u  l a  c a p a c i t é  d ' i n -  

h i b e r  l a  t h r o m b i n e  e t  p o s s è d e  u n e  a f f i n i t é  r é d u i t e  p o u r  l ' h é p a r i n e ,  ce q u i  s e m b l e  

i n d i q u e r  q u ' u n  c h a n g e m e n t  d e  c o n f o r m a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  a  s u i v i  l a  c o u p u r e  p r o -  

t é o l y t i q u e .  C e s  mêmes a u t e u r s  é t u d i e n t  e n s u i t e  ( 61 1  l es  c o n s t i t u a n t s  o b t e n u s  

a p r è s  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  d o n t  l a  p u r i f i c a t i o n  est  t o u t  d ' a b o r d  

e f f e c t u é e  e n  m e t t a n t  à p r o f i t  l e  f a i t  q u e  l e  c o m p l e x e  p o s s è d e  u n e  a f f i n i t é  p o u r  

l ' h é p a r i n e - S e p h a r o s e  p l u s  f a i b l e  q u e  c e l l e  d e  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f ,  m a i s  c e p e n d a n t  

p l u s  f o r t e  q u e  c e l l e  d e  l a  f o r m e  m o d i f i é e  d 'AT. La d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  p e u t  

ê t r e  o b t e n u e  p a r  l ' h y d r o x y l a m i n e  ( 1  M l  o u  l ' a m m o n i a q u e  ( 1 . 5  Ml e n  p r é s e n c e  ou e n  

a b s e n c e  d e  SOS, o u  même p a r  u n  t r a i t e m e n t  p r o l o n g é  p a r  l e  SOS à 100°C.  Une d i s s o -  

c i a t i o n  s p o n t a n é e  mais b e a u c o u p  p l u s  l e n t e  du  c o m p l e x e  p e u t  é g a l e m e n t  se p r o d u i r e  

à 37OC ( 48 1 .  Dans  t o u s  les  c a s ,  i l  y  a , l o r s  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e ,  li- 

b é r a t i o n  d'AT s o u s  f o r m e  m o d i f i é e  p r é s e n t a n t  l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  q u e  l ' A T  

m o d i f i é e  o b t e n u e  d è s  l e  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n  d e  l ' A T  a v e c  l a  t h r o m b i n e .  L'AT n ' e s t  

e n  a u c u n  cas r e s t i t u é e  s o u s  f o r m e  a c t i v e .  S i  l a  d i s s o c i a t i o n  est  o p é r é e  d a n s  d e s  

c o n d i t i o n s  non d é n a t u r a n t e s ,  d e  l a  t h r o m b i n e  a c t i v e  est  a l o r s  r é c u p é r é e .  

Des e x p é r i e n c e s  d e  c o n t r ô l e  o n t  p e r m i s  d e  v é r i f i e r  q u e  l ' i n h i b i t e u r  

é t a i t  e f f e c t i v e m e n t  l i b é r é  d u  c o m p l e x e  s o u s  f o r m e  d ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  e t  n o n  

* C e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  c o n f i r m é s  p a r  LONGAS e t  F I N L A Y  ( 1 2 5 1  q u i  o n t ,  comme n o u s  

l e  v e r r o n s  d a n s  l a  f i g u r e  6 I p  : 3 7 1 ,  p r o p o s é  un s c h é m a  d e  f o r m a t i o n  e t  d e  d i s -  

s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e .  



s o u s  l a  f o r m e  n a t i v e  q u i  s e r a i t  e n s u i t e  m o d i f i é e ,  s o i t  p a r  les  a g e n t s  d i s s o c i a n t s ,  

s o i t  p a r  l a  t h r o m b i n e  a c t i v e  l i b é r é e .  Aucune  d e s  m é t h o d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

u t i l i s é e s  n e  p e u t  p e r m e t t r e  d e  d i f f é r e n c i e r  l ' A T  m o d i f i é e  o b t e n u e  a p r è s  d i s s o -  

c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  e t  l ' A T  m o d i f i é e  o b t e n u e  d ' e m b l é e  a u  c o u r s  d e  l a  r é a c t i o n  

d ' i n a c t i v a t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e  p a r  l ' A T .  C e s  o b s e r v a t i o n s  s u g g è r e n t  q u e  l a  p r o -  

t é o l y s e  l i m i t é e  d e  l ' A T  p a r  l a  t h r o m b i n e  i n t e r v i e n t  l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  d u  com- 

p l e x e .  

A  l ' i s s u e  d e  t o u t e s  ces e x p é r i e n c e s , F I S H  e t  BJORK ( 61 1 p r o p o s e n t  

p o u r  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e  p a r  l ' A T  l e  m é c a n i s m e  d ' a c t i o n  s u i v a n t  : l o r s  

d e  l a  p r e m i è r e  é t a p e , l 1 A T  j o u e  l e  r ô l e  d e  s u b s t r a t  s p é c i f i q u e  d e  l a  t h r o m b i n e .  

L e  c o m p l e x e  i n i t i a l  f o r m é  es t  un c o m p l e x e  d u  t y p e  " e n z y m e - s u b s t r a t "  ; u n e  l i a i s o n  

p e p t i d i q u e  d e  l ' i n h i b i t e u r  e s t  a l o r s  h y d r o l y s é e .  A p r è s  c e t t e  p r o t é o l y s e ,  l e  com- 

p l e x e  i n i t i a l  A T - t h r o m b i n e  d e v i e n t  t rès  i n s t a b l e .  La  m o l é c u l e  d 'AT a y a n t  s u b i  l a  

p r o t é o l y s e  p e u t  a l o r s , o u  b i e n  se  d i s s o c i e r  d u  c o m p l e x e  i n i t i a l  e t  d o n n e r  l ' i n h i -  

b i t e u r  m o d i f i é  l i b r e ,  o u  b i e n .  a p r è s  r é a r r a n g e m e n t  a u  c o u r s  d u q u e l  ses i n t e r a c t i o n s  

a v e c  l a  t h r o m b i n e  s o n t  m o d i f i é e s ,  f o r m e r  l e  c o m p l e x e  t h r o m b i n e - A T  p l u s  s t a b l e  e t  

i n a c t i f  q u i  p e u t  ê t r e  m i s  e n  é v i d e n c e  e n  SDS-PAGE. Ce r é a r r a n g e m e n t  met s a n s  

d o u t e  e n  j e u  u n e  l i a i s o n  c o v a l e n t e  a c y l - e s t e r  e n t r e  l ' e n z y m e  e t  l ' i n h i b i t e u r  mo- 

d i f i é .  L e s  d e u x  r é a c t i o n s  p o s s i b l e s  p o u r  l ' A T  m o d i f i é e  s o n t  s i m u l t a n é e s  e t  se  

p r o d u i s e n t  t o u t e s  d e u x  r a p i d e m e n t .  

En p r é s e n c e  d ' e x c è s  d e  t h r o m b i n e ,  l e  c o m p l e x e  e s t  d é g r a d é  e t  l ' o n  

a b o u t i t  à d e s  f o r m e s  i n t e r m é d i a i r e s  d e  c o m p l e x e s  ( 62 1 d a n s  l e s q u e l s  l a  throrn-  

b i n e  a  s u b i  u n e  a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  p l u s  o u  m o i n s  i m p o r t a n t e . 1 1  a d ' a i l l e u r s  

é t é  d é m o n t r é  q u e  l ' A T  n a t i v e  es t  c a p a b l e  d e  f o r m e r  d e s  c o m p l e x e s  a v e c  c e r t a i n s  

f r a g m e n t s  d e  t h r o m b i n e  o b t e n u s  à l a  s u i t e  d ' a u t o l y s e .  P a r  c o n t r e .  l ' A T  m o d i f i é e  

es t  i n c a p a b l e  d e  f o r m e r  un  c o m p l e x e  a v e c  l a  t h r o m b i n e .  

La  t h r o m b i n e  n ' e s t  p a s  m a i n t e n u e  d e  f a ç o n  p e r m a n e n t e  d a n s  l e  com- 

p l e x e  c o n t r a i r e m e n t  à ce q u ' a u r a i t  pu l a i s se r  p e n s e r  l a  r e l a t i v e  s t a b i l i t é  d u  

c o m p l e x e ,  e n  p a ' r t i c u l i e r  s a  r é s i s t a n c e  a u x  a g e n t s  d i s s o c i a n t s .  L e  c o m p l e x e  AT- 

t h r o m b i n e  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é  comme u n  c o m p l e x e  ' é n z y m e - s u b s t r a t "  p a r t i c u l i è r e m e n t  

s t a b l e  : sa d i s s o c i a t i o n  l e n t e  p r o d u i t , o u t r e  l a  f o r m e  m o d i f i é e  d ' i n h i b i t e u r ,  d e  

l ' e n z y m e  a u  m o i n s  p a r t i e l l e m e n t  a c t i f .  L ' i n a c t i v a t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e  p a r  l ' A T  

p e u t  d o n c  ê t r e  c o n s i d é r é e  comme u n e  i n h i b i t i o n  t e m p o r a i r e .  



E t u d i a n t  les i n t e r a c t i o n s  d e  l ' A T  a v e c  l e  f a c t e u r  I X  e t  l e  fac-  
a  

t e u r  X . BJORK et c o l 1  1 24 1 o b s e r v e n t ,  camme a p r è s  i n t e r a c t i o n  a v e c  l a  t h r o m -  
a  

b i n e ,  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  A T - p r o t é a s e  e t  l ' a p p a r i t i o n  s i m u l t a n é e  d ' u n e  

f o r m e  m o d i f i é e  d'AT q u i  r é s u l t e  d e  l a  c o u p u r e  p a r  l a  p r o t é a s e  d e  l a  l i a i s o n  Arg-  

S e r  [ r é s i d u s  385-3861.  T o u s  ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  d e  p e n s e r  q u e  c e t t e  l i a i s o n  

p e p t i d i q u e  s i t u é e  à 38 r é s i d u s  d e  l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  c o n s t i t u e  l a  l i a i s o n  

c i b l e  où  s ' e x e r c e  l ' a c t i o n  d e s  e n z y m e s  ; e l l e  e s t  a p p e l é e  é g a l e m e n t  s i t e  a c t i f  

d e  l a  m o l é c u l e .  

L'AT e t  l ' a  P I  p r é s e n t e n t  u n e  c e r t a i n e  h o m o l o g i e  d e  s é q u e n c e  d e  
1 

l e u r s  r é g i o n s  C - t e r m i n a l e s  ( 36 1  e t  p o s s è d e n t  d e  p l u s  l a  c a r a c t é r i s t i q u e  com- 

mune s u i v a n t e  : l a  l i a i s o n  c i b l e  se s i t u e  d a n s  c e t t e  p a r t i e  C - t e r m i n a l e  d e  l a  

m o l é c u l e .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  JESTY ( 9 3  1 s o n t  e n  a c c o r d  a v e c  c e u x  d e  l ' é q u i p e  

d e  B J ~ R K  : l a  d i s s o c i a t i o n  d e s  c o m p l e x e s  f o r m é s  e n t r e  l e  f a c t e u r  Xa e t  l ' A T  o u  

l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T  p r o d u i t  u n e  f o r m e  m o d i f i é e  d'AT q u i  c o n s i s t e  e n  2 c h a î n e s  

p o l y p e p t i d i q u e s  d o n t  l a  p l u s  p e t i t e  p o s s è d e  u n e  K i n f é r i e u r e  à 5 000 .  JESTY a ,  
r 

d e  p l u s ,  é t u d i é  les c o u p u r e s  p r o t é o l y t i q u e s  q u i  p e u v e n t  ê t r e  p r o v o q u é e s  d a n s  les  

c o m p l e x e s  p a r  l ' e n z y m e  n o n  i n h i b é  e n  e x c è s  d a n s  l e  m é l a n g e  d ' i n c u b a t i o n  : u n e  

s e u l e  c o u p u r e  i n t e r v i e n t  d a n s  l e  c o m p l e x e  A T - f a c t e u r  X J e l l e  se f a i t  a u  n i v e a u  
a  

d e  l ' e n z y m e  p r o v o q u a n t  l a  l i b é r a t i o n  d ' u n  f r a g m e n t  d e  M = 15  000 i s s u  d e  l a  c h a î -  
r 

n e  l o u r d e  d e  l ' e n z y m e .  P o u r  l e  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  , p l u s i e u r s  c o u p u r e s  

i n t e r v i e n n e n t ,  m a i s  t o u t e s  a u  n i v e a u  d e  l ' e n z y m e .  A p r è s  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e ,  

ce t  a u t e u r  n e  r e t r o u v e  p a s  d ' e n z y m e  a c t i f .  

En 1 9 8 0 ,  LONGAS e t  FINLAY I l 2 5  1 é t u d i e n t  l a  n a t u r e  d e  l a  l i a i s o n  

e n t r e  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T  e n  e f f e c t u a n t  l a  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  
14 à l ' a i d e  d ' u n  i n h i b i t e u r  r a d i o a c t i f  c o m p é t i t i f ,  O-[  ~ ] - r n é t h ~ l h ~ d r o x ~ l a m i n e  c h l o r h y -  

c i r a t e I l  y  a a l o r s  l i b é r a t i o n  d e  t h r o m b i n e  i n a c t i v e  e t  d 'AT m a r q u é e  p a r  l e  I4t q u i  

c o r r e s p o n d  à l ' A T  m o d i f i é e  d é c r i t e  p r é c é d e m m e n t .  P e n d a n t  l a  f o r m a t i o n  d u  c o m p l e x e  

A T - t h r o m b i n e .  l ' i n h i b i t e u r  s u b i t  u n e  c o u p u r e  p r o t é o l y t i q u e  a u  n i v e a u  d ' u n e  l i a i s o n  

Arg-X, c e t t e  a r g i n i n e  f o r m e  un es te r  c a r b o x y l i q u e  a v e c  l ' e n z y m e .  C e c i  a v a i t  d é j à  

é t é  s u g g é r é  p a r  OWEN I l 5 7  1 .  Le  f r a g m e n t  C - t e r m i n a l  d e  l ' A T  res te  c e p e n d a n t  l i é  

p a r  un p o n t  d i s u l f u r e  à l a  p a r t i e  N - t e r m i n a l e  d e  l l i n h i b i t e u r . U n  s c h é m a  d e  l a  

f o r m a t i o n  e t  d e  l a  c o u p u r e  d u  c o m p l e x e  a é t é  p r o p o s é  p a r  ces a u t e u r s  e t  e s t  re- 

p r o d u i t  d a n s  l a  f i g u r e  6 ( 1 2 5 1 .  
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F i g u r e  6 : Schéma de l a  f o r m a t i o n  du complexe a n t i t h r o m b i n e  I I I - t h r o m b i n e  e t  

d e  s a  d i s s o c i a t i o n  p a r  coupure  ch imique  s e l o n  LONGAS e t  FINLAY (125) .  



I l  es t  d i f f i c i l e  d ' e f f e c t u e r  u n e  s y n t h è s e  d e  t o u s  les  r é s u l t a t s  d e s  

é t u d e s  s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  A T - t h r o m b i n e  o u  A T - f a c t e u r  X a p r è s  l a  p u b l i c a t i o n  
a  

d e s  t r a v a u x  d e  GRIFFITH e t  LUNOBLAO ( 71 1 q u i  s o n t ,  e n  p a r t i e ,  e n  c o n t r a d i c t i o n  

a v e c  l e s  t r a v a u x  p r é c é d e n t s .  C e s  a u t e u r s  r e t r o u v e n t ,  e n  e f f e t ,  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  

d u  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e ,  à l a  f o i s  d e  l ' A T  i n a c t i v e  e t  d e  l ' A T  a c t i v e ,  ce q u i  

remet e n  c a u s e  l e  m é c a n i s m e  d ' a c t i o n  p r o p o s é  p a r  FISH e t  BJORK ( 6 1  1 .  De p l u s ,  

p a r  r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  d e  t h r o m b i n e  l i b é r é e ,  l a  q u a n t i t é  d'AT a c t i v e  d i s s o -  

c i ée  d u  c o m p l e x e  d i m i n u e  l o r s q u e  l e  pH a u g m e n t e  d e  7,O à 9,s. C e c i  s u g g è r e  q u e  

l a  f o r m a t i o n  d u  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  e s t  r é v e r s i b l e ;  l a  t r a n s f o r m a t i o n  e n  AT mo- 

d i f i é e  es t  p l u s  i m p o r t a n t e  l o r s q u e  l e  pH a u g m e n t e .  P o u r  ces a u t e u r s ,  l ' i n h i b i t i o n  

d e  l a  t h r o m b i n e  p a r  l ' A T  n e  n é c e s s i t e  d o n c  p a s  o b l i g a t o i r e m e n t  l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  

l i a i s o n  a c y l  e n t r e  l a  s é r i n e  du  s i t e  a c t i f  d e  l a  t h r o m b i n e  e t  un , c a r b o n e  c a r b o -  

n y l e  d e  l ' A T .  La  f o r m a t i o n  d ' u n e  l i a i s o n  a c y l  s e r a i t  d o n c  u n e  r é a c t i o n  s e c o n d a i -  

re q u i  p o u r r a i t  se p r o d u i r e  p e n d a n t  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e  p a r  l ' A T ,  mais 

n e  s e r a i t  p a s  a b s o l u m e n t  n é c e s s a i r e  p o u r  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e .  

L e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T  o n t  é t é  é g a l e m e n t  é t u -  

d i é e s  à l ' a i d e  d e  t e c h n i q u e s  i r n m u n o l o g i q u e s  p a r  p l u s i e u r s  é q u i p e s  I46,53,115,2111. 

L'AT m o d i f i é e , c o m m e  l e  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e , p o s s è d e n t  d e s  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i -  

q u e s  q u i  n ' e x i s t e n t  p a s  d a n s  l e s  m o l é c u l e s  n a t i v e s .  La c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  A r g -  

S e r  ( r é s i d u s  385-3861  d a n s  l a  m o l é c u l e  d 'AT p r o v o q u e r a i t  l a  f o r m a t i o n  d e  "néo-  

a n t i g è n e s " .  L o r s q u e  l e  c o m p l e x e  A T - t h r o m b i n e  p u r i f i é  e s t  i n j e c t é  à u n  a n i m a l ,  l ' a n -  

t i s é r u m  o b t e n u  n e  p r é s e n t e  q u e  très p e u  d e  r é a c t i v i t é  p o u r  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T  

n a t i v e ,  mais r é a g i t  a v e c  l e s  " n é o - a n t i g è n e s "  d e  l ' A T  m c , d i f i é e . C e s  e x p é r i e n c e s  

p r o u v e r a i e n t  d o n c  q u e ,  d a n s  l e  c o m p l e x e ,  l ' A T  se t r o u v e  s o u s  f o r m e  m o d i f i é e .  Mc 

DUFFIE e t  c o l 1  ( 53 1 s o n t  c e p e n d a n t  p r u d e n t s  d a n s  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  

q u ' i l s  o b t i e n n e n t  : i l s  o b s e r v e n t  e n  e f f e t  q u e  c h e z  l ' a n i m a l  h ô t e  p e u v e n t  se p r o -  

d u i r e  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e ,  d ' u n e  p a r t ,  l ' A T  e t  l a  t h r o m b i n e  p r é s e n t e s  d a n s  l e  

c o m p l e x e  i n j e c t é  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  p r o t é i n e s  r é a c t i v e s  c o r r e s p o n d a n t e s  d e  l ' a -  

n i m a l ,  r e s p e c t i v e m e n t  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' A T ,  ces  phénomènes  p o u v a n t  c o m p l i q u e r  l ' i n -  

t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s .  

- I n t e r a c t i o n s  a v e c  d ' a u t r e s  p r o t é a s e s .  

OANIELSSON e t  BJORK [ 49 1 o n t  é t u d i é  l a  r é a c t i o n  d e  l ' A T  a v e c  l a  

t r y p s i n e  p o u r  d é t e r m i n e r  s i  l e  m é c a n i s m e  d ' i n h i b i t i o n  es t  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e s  



p r o t é a s e s  i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  c o a g u l a t i o n .  En a b s e n c e  d ' h é p a r i n e ,  l ' i n h i b i t i o n  

d e  l a  t r y p s i n e  p a r  l ' A T  es t  20 f o i s  p l u s  r a p i d e  q u e  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  t h r o m b i n e ,  

c e p e n d a n t  l e  m é c a n i s m e  d ' a c t i o n  s e m b l e  ê t r e  l e  même : l a  r é a c t i o n  d e  l 'AT  a v e c  

l a ' t r y p s i n e  p r o v o q u e  s i m u l t a n é m e n t  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  e t  d ' u n e  AT m o d i -  

f i é e  q u i  e s t  i d e n t i q u e  à c e l l e  o b t e n u e  a p r è s  i n t e r a c t i o n  d e  l ' A T  a v e c  l a  th ro rn -  

b i n e  ou l e  f a c t e u r  X . a 

S e l o n  WONG e t  c o l 1  (2201, l a  r é a c t i o n  e n t r e  l a  t r y p s i n e  p a n c r k t i -  

q u e  b o v i n e  e t  l 'AT  h u m a i n e  p e u t  s e r v i r  d e  m o d è l e  p o u r  l a  r é a c t i o n  d e  l ' A T  a v e c  

les p r o t é a s e s  d e  l a  c o a g u l a t i o n .  L'AT i n h i b e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  e t  a m i d a s i -  

q u e  d e  l a  t r y p s i n e .  L a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  s t o e c h i o m é t r i q u e  A T - t r y p s i n e  est 

mise e n  é v i d e n c e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ; l ' h y d r o x y l a m i n e  

p r o v o q u e  l a  d i s s o c i a t i o n  d e  ce c o m p l e x e .  Mais ce c o m p l e x e  e s t  é g a l e m e n t  c a p a b l e  

d e  se d i s s o c i e r  s p o n t a n é m e n t  e t  r a p i d e m e n t  e n  l i b é r a n t  d e  l a  t r y p s i n e  a c t i v e  d o n t  

l a  d e m i - v i e  est d ' e n v i r o n  15 mn. L o r s q u e  l ' A T  e s t  e n  e x c è s  a u  d é b u t  d e  l a  réac- 

t i o n ,  l a  t r y p s i n e  l i b é r é e  d u  c o m p l e x e  r é a g i t  e n s u i t e  a v e c  les  m o l é c u l e s  d 'AT i n -  

t ac tes ,  a u c u n e  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l a  t h r o m b i n e  n e  p e u t  e n  e f f e t  ê t r e  r e t r o u -  

v é e  d a n s  ces m é l a n g e s ,  a l o r s  q u e  d e  l ' a c t i v i t é  t r y p s i q u e  p e u t  ê t r e  d é c e l é e .  P o u r  

é v i t e r  les p h é n o m è n e s  s e c o n d a i r e s  d u s  à l a  p r é s e n c e  d e  p r o t é a s e  a c t i v e  l i b r e  d a n s  

l e  m é l a n g e  r é a c t i o n n e l  e t  p o u v o i r  a i n s i  d é t e r m i n e r  s o u s  q u e l l e  f o r m e ,  a c t i v e  o u  

i n a c t i v e ,  l ' A T  est  l i b é r é e  d u  c o m p l e x e ,  ces a u t e u r s p r o c è d e n t à  u n e  p r i s e  e n  c h a r -  

g e  d e  l a  t r y p s i n e  p a r  u n  a u t r e  i n h i b i t e u r  d è s  sa l i b é r a t i o n  d u  c o m p l e x e .  L o r s q u e  

d u  S T I  e n  l a r g e  e x c è s  est  a j o u t é  a p r è s  u n  t e m p s  c o u r t  d e  r é a c t i o n  e n t r e  l a  t r y p -  

s i n e  e t  l ' A T ,  l ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  l a  t r y p s i n e  l i b é r é e  e t  l ' A T  e n  e x c è s  d e v i e n t  

n é g l i g e a b l e .  

A un m é l a n g e  é q u i v a l e n t  d 'AT e t  d e  t r y p s i n e  i n c u b é  p e n d a n t  20 

s e c o n d e s  e s t  a j o u t é  u n  l a r g e  e x c è s  d e  S T I .  On l a i s s e  s ' o p é r e r  l a  d i s s o c i a t i o n  du 

c o m p l e x e  p e n d a n t  48 h e u r e s ,  p u i s  l e s  c o n s t i t u a n t s  d u  m é l a n g e  s o n t  s é p a r é s  p a r  p a s -  

s a g e  s u r  u n e  c o l o n n e  d ' a g a r o s e - h é p a r i n e .  I l  est a l o r s  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  u n e  f o r -  

m e  d'AT q u i  a g a r d é  sa c a p a c i t é  d e  se  l i e r  à l ' h é p a r i n e  m a i s  q u i ,  p a r  c o n t r e ,  n e  

p e u t  p l u s  i n h i b e r  d e s  e n z y m e s  comme l a  t r y p s i n e  ou  l a  t h r o m b i n e .  C e t t e  f o r m e  d'AT 

n e  c o r r e s p o n d r a i t  n i  à l a  f o r m e  n a t i v e ,  n i  à l a  f o r m e  m o d i f i é e  t e l l e  q u e  c e l l e  

q u i  est  d é c r i t e  p a r  DANIELSSON e t  B J ~ R K  [ 49 1, m a i s  a u c u n e  c a r a c t é r i s t i q u e  s u p -  

p l é m e n t a i r e  n  ' e s t  d o n n é e .  



WONG e t  c o l 1  c o n c l u e n t  n é a n m o i n s  q u e  l a  t r y p s i n e  r é a g i t  a v e c  l ' A T  

d e  l a  même m a n i è r e  q u e  l a  t h r o m b i n e .  Le  c o m p l e x e  A T - t r y p s i n e  se  d i s s o c i e  c e p e n -  

d a n t  p l u s  r a p i d e m e n t  même s i  il s u b s i s t e , s e l o n  ces a u t e u r s ,  un  p e u  d e  c o m p l e x e  

A T - t r y p s i n e  s t a b l e .  L ' é q u a t i o n  q u i  p e r m e t  d e  r e p r é s e n t e r  l e  m i e u x  l es  r é a c t i o n s  

q u i  p e u v e n t  se  p r o d u i r e  l o r s  d e  l ' i n t e r a c t i o n  d e  l ' A T  ( I I  a v e c  les enzymes  ( E l  

q u ' e l l e  i n h i b e  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

o ù  L  est l e  c o m p l e x e  d u  t y p e l ' e n z y m e - s u b s t r a t ' :  C l e  c o m p l e x e  c o v a l e n t  e t  1* l ' i n -  

h i b i t e u r  m o d i f i é f 2 2 0 1 .  

KRESS e t  CATANESE ( 1 0 8 )  m o n t r e n t  q u e  l ' A T  est i n a c t i v é e  p a r  l e  

v e n i n  d e  s e r p e n t  c r o t a l i d e ,  v i p é r i d e  o u  c o l u b r i d e .  L e s  p r o t é a s e s  c a p a b l e s  d ' i n -  

a c t i v e r  l ' A T  s o n t  d o n c  l a r g e m e n t  r é p a n d u e s  p a r m i  les  f a m i l l e s  d e  s e r p e n t s  v e n i -  

meux. L ' i n a c t i v a t i o n  es t  d u e  à l ' a c t i o n  d e  m é t a l l o - p r o t é a s e s  p r é s e n t e s  d a n s  ces 

v e n i n s  p u i s q u e  l ' a d d i t i o n  d'EDTA a r r ê t e  l a  r é a c t i o n .  D a n s  l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  l a  

p r é i n c u b a t i o n  d e  l 'AT  a v e c  d e  l ' h é p a r i n e  a c c é l è r e  l a  r é a c t i o n .  C e s  a u t e u r s  mon- 

t r e n t  e n  SOS-PAGE q u ' a u c u n  c o m p l e x e  n e  se f o r m e  e n t r e  l a  p r o t é a s e  d e  v e n i n  e t  

l ' A T ,  mais q u e  l 'AT  es t  t r a n s f o r m é e  e n  u n e  f o r m e  i n a c t i v e  a p r è s  c o u p u r e  p r o t é o -  

l y t i q u e  p a r  l a  p r o t é a s e  d e  v e n i n  d e  s e r p e n t .  C e s  mêmes a u t e u r s  é t u d i e n t  e n s u i t e  * 
( 1 0 9 1  l ' i n a c t i v a t i o n  d e  l 'AT  p a r  l a  p r o t é a s e  II d u  v e n i n  d e  Crota lus  adamanteus.  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d i f f è r e n t  s u i v a n t  q u e  l a  r é a c t i o n  se d é r o u l e  e n  p r é s e n c e  

o u  e n  a b s e n c e  d ' h é p a r i n e .  En p r é s e n c e  d ' h é p a r i n e ,  l ' a c t i o n  d e  l a  p r o t é a s e  II s u r  

l ' A T  n a t i v e , d e  M = 6 0  0 0 0  s e l o n  ces a u t e u r s ,  p r o v o q u e  d ' a b o r d  l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  
r 

m o l é c u l e  d e  M = 56 0 0 0  q u i  a g a r d é  s o n  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e n v e r s  l a  t h r o m b i n e ;  
r 

u n e  p r o t é o l y s e  p l u s  p o u s s é e  a b o u t i t  à l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  M = 5 0  0 0 0  
r 

q u i ,  c e t t e  f o i s ,  n ' a  p l u s  d ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  L e s  a n a l y s e s  d e s  s é q u e n c e s  d e s  

p e p t i d e s  l i b é r é s  m o n t r e n t  q u e  t r o i s  c o u p u r e s  i n t e r v i e n n e n t  : d ' a b o r d  a u  n i v e a u  

d e  l a  l i a i s o n  Glu -Gln  ( r é s i d u s  3 7 - 3 6 ] ,  p u i s  a u  n i v e a u  d e s  l i a i s o n s  A l a - S e r  ( r é -  

s i d u s  375-3761  e t  A l a - V a l  ( r é s i d u s  370-3791 .  La  r é a c t i o n  d e  l a  p r o t é a s e  II s u r  

l ' A T  e n  a b s e n c e  d ' h é p a r i n e  p r o v o q u e  u n e  p e r t e  t r è s  l e n t e  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i -  

ce e t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  e n  un c o n s t i t u a n t  d e  M é g a l e  à 5 6  0 0 0  q u i  e s t  i n a c t i f .  
r 

Dans  ce cas. l a  p r o t é a s e  II h y d r o l y s e  u n i q u e m e n t  l a  l i a i s o n  A l a - S e r  ( r é s i d u s  375-  

3 7 6 1 .  La l i a i s o n  A r g - S e r  ( r é s i d u s  384-3851  q u i  c o n s t i t u e  l e  s i t e  ac t i f  d e  l ' A T  

n ' e s t  p a s  c o u p é e  p a r  l a  p r o t é a s e  II d e  v e n i n , q u e  ce s o i t  e n  p r é s e n c e  o u  e n  a b s e n -  

ce d ' h é p a r i n e .  La p r o t é a s e  II i n a c t i v e  d o n c  l ' A T  e n  e f f e c t u a n t  l a  c o u p u r e  d ' u n e  

* La p r o t é a s e  es t  u n e  m é t a l l o - p r o t é a s e .  



l i a i s o n  s i t u é e  d a n s  l a  p a r t i e  C - t e r m i n a l e  d e  l a  m o l é c u l e  à u n e  d i s t a n c e  d e  9  ré- 

s i d u s  du  s i t e  ac t i f .  

Une r é a c t i o n  a s s e z  s e m b l a b l e  se p r o d u i r a i t  a v e c  u n e  s é r i n e  p r o t é a s e ,  

l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e .  JOCHUN e t  c o l 1  ( 9 4  1 m o n t r e n t  q u e  l ' i n t e r a c t i o n  d e  ce t -  

t e  é l a s t a s e  a v e c  l ' A T  h u m a i n e  a b o u t i t  à l ' i n a c t i v a t i o n  d e  ce t  i n h i b i t e u r  : l ' A T  

n ' a  a u c u n e  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  s u r  l ' é l a s t a s e  m a i s  p e r d ,  p a r  c o n t r e ,  r a p i d e m e n t ,  

s o n  a c t i v i t é  e n v e r s  l a  t h r o m b i n e .  C e t t e  f o r m e  i n a c t i v e  d 'AT a  u n e  a f f i n i t é  r é d u i -  

t e  p o u r  l ' h é p a r i n e  m a i s  n ' e s t  p a s  d é g r a d é e  f o r t e m e n t  p a r  l ' é l a s t a s e  : il n ' y  a u -  

r a i t  p a s  p l u s  d e  2 l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  c o u p é e s  p a r  l ' é l as tase .  C e s  a u t e u r s  s u g -  

g è r e n t  q u e  l a  o u  les l i a i s o n s  c o u p é e s  p a r  l ' é l a s t a s e  se s i t u e n t  à p r o x i m i t é  

o u  même a u  n i v e a u  d u  s i t e  a c t i f  d e  l ' A T .  C e  p r o c e s s u s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l ' A T  p a r  

l ' é l a s t a s e  d e  g r a n u l o c y t e s  c o n s t i t u e  s a n s  d o u t e  u n e  d e s  e x p l i c a t i o n s  d u  t a u x  f a i -  

b l e  d'AT a c t i v e  d a n s  c e r t a i n e s  a f f e c t i o n s  ( 9 4 1 .  

La c a r a c t é r i s a t i o n  d ' u n  n o u v e l  i n h i b i t e u r  d e  p r o t é a s e  d u  p l a s m a  hu-  

m a i n  se  l i a n t  a u  p l a s m i n o g è n e  e s t  menée  à b i e n  s i m u l t a n é m e n t  p a r  t r o i s  g r o u p e s  d e  

c h e r c h e u r s  e n  1976  : NOROI e t  AOKI [ 1 4 0  1 ,  COLLEN ( 4 5  1. NÜLLERTZ e t  CLEMMENSEN 

( 1 4 3  1. 

1 - 3.4.1 P r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s .  

La c a p a c i t é  d e  ce c o n s t i t u a n t  d ' i n h i b e r  t rès  r a p i d e m e n t  l a  p l a s -  

m i n e  a  j u s t i f i é  s o n  nom, a - a n t i p l a s m i n e ,  e t  e x p l i q u e  l ' i n t é r ê t  q u e  l u i  p o r t e n t  
2 

d e  nombreux a u t e u r s  : e l l e  j o u e  e n  e f f e t  un r ô l e  i m p o r t a n t  a u  c o u r s  d u  p r o c e s s u s  

d e  f i b r i n o l y s e .  R a p p e l o n s  q u e  l a  f i b r i n o l y s e  e s t  l e  r é s u l t a t  d e  t o u t e  u n e  s é r i e  

d e  r é a c t i o n s  q u i  d é b u t e  p a r  l a  p r o t é o l y s e  l imi t ée  d ' u n  zymogène i n a c t i f ,  l e  p l a s -  

m i n o g è n e  ( f i g u r e  '11. C e t t e  p r o t é o l y s e  es t  e f f e c t u é e  p a r  l ' u r o k i n a s e  e t  a b o u t i t  à 

l a  f o r m a t i o n  d e  p l a s m i n e  a c t i v e .  M O R O 1  e t  AOKI ( 1 4 0 1  m o n t r e n t  q u e  1 ' A P  a g i t  b i e n  

s u r  l a  p l a s m i n e  l i b é r é e  q u i  se  t r o u v e  a i n s i  i n h i b é e  e t  non  s u r  l ' u r o k i n a s e  l o r s  

d e  l ' é t a p e  p r é c é d e n t e .  D a n s  l e  p l a s m a ,  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  comme l ' a  N, l ' a  P I ,  
2 1 

l ' A T .  l e  C  - 1 n a c t i v a t e u r .  1 'IaI.  p o s s è d e n t  u n e  a c t i v i t é  a n t i - p l a s r n i n e ,  mais 1 'AP  
1 

e s t  l ' i n h i b i t e u r  q u i  r é a g i t  l e  p l u s  r a p i d e m e n t .  La  c o n c e n t r a t i o n  n o r m a l e  d e  1 'AP  

d a n s  l e  p l a s m a  est d e  7 0  m g / l i t r e .  



C e t  i n h i b i t e u r  e s t  u n e  g l y c o p r o t é i n e  f o r m é e  d ' u n e  s e u l e  c h a i n e  p o -  

l y p e p t i d i q u e  d o n t  les  a c i d e s  a m i n é s  N-  e t  C - t e r m i n a u x  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  l ' a s -  

p a r a g i n e  e t  l a  l e u c i n e .  L'AP a u n e  M v o i s i n e  d e  70  0 0 0 .  L e s  s u c r e s  r e p r é s e n t e n t  
r 

à p e u  p r è s  14 % d e  l a  m o l é c u l e  q u i  c o n t i e n t  d o n c  e n v i r o n  500  a c i d e s  a m i n é s .  CLEM- 

NENSEN ( 4 2  1 a m o n t r é  q u e  1 'AP e x i s t e  s o u s  2 f o r m e s  m o l é c u l a i r e s  c a p a b l e s  t o u t e s  

d e u x  d ' i n a c t i v e r  l a  p l a s m i n e .  Une s e u l e  f o r m e  p o s s è d e  u n e  a f f i n i t é  p o u r  l e  p l a s -  

m i n o g è n e .  La  f o r m e  q u i  n ' a  p a s  d ' a f f i n i t é  p o u r  l e  p l a s m i n o g è n e  r e p r é s e n t e  e n v i -  

r o n  40  % d e  l ' i n h i b i t e u r  p r é s e n t  d a n s  l e  p l a s m a .  B e a u c o u p  d ' a u t e u r s  n ' o n t  p a s  

o b s e r v é  ces d e u x  f o r m e s  d 'AP,  c a r  i l s  u t i l i s a i e n t  u n e  é t a p e  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  

d ' a f f i n i t é  s u r  c o l o n n e  d e  p l a s m i n o g è n e  c o u p l é  à d u  S e p h a r o s e  l o r s  d e  l e u r  p r o -  

t o c o l e  d e  p u r i f i c a t i o n .  

1 - 3.4.2 I n t e r a c t i o n s  a v e c  les  s é r i n e - p r o t é a s e s .  

- I n t e r a c t i o n  a v e c  l a  p l a s m i n e .  

L'AP r é a g i t  a v e c  l a  p l a s m i n e  p o u r  f o r m e r  un  c o m p l e x e  s t o e c h i o m é t r i -  

q u e  d a n s  l e q u e l  l a  p l a s m i n e  a p e r d u  s o n  a c t i v i t é .  C e  c o m p l e x e  t r è s  s t a b l e  p o s s è -  

d e  u n e  M v o i s i n e  d e  1 4 0  0 0 0  d é t e r m i n é e  e n  SOS-PAGE d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  non ré- r 
d u c t r i c e s .  On p e u t  d o n c  p e n s e r  q u ' i l  e x i s t e  u n e  l i a i s o n  c o v a l e n t e  e n t r e  l e  s i t e  

a c t i f  d e  l a  p l a s m i n e  e t  l a  m o l é c u l e  d 'AP ( 45, 1 4 0 ,  1 4 3 1 .  

W I M A N  e t  COLLEN ( 2 1 8 1  p r é s e n t e n t  un s c h é m a  du c o m p l e x e  AP-p la smine  

( f i g u r e  7 A, p  : 451 s u r  l e q u e l  a p p a r a i s s e n t  les  d e u x  c h a î n e s  (A e t  BI d e  l a  

p l a s m i n e  re l iées  p a r  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e .  A p r è s  r é d u c t i o n ,  l e  c o m p l e x e  se s c i n -  

d e  e n  2  o u  3 p a r t i e s  ; d a n s  l e  cas où l a  r é a c t i o n  est  e f f e c t u é e  e n  e x c è s  d ' A P ,  

o n  o b t i e n t  d ' u n e  p a r t  l a  c h a î n e  A d e  l a  p l a s m i n e  ( M  = 6 0  0001  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  
r 

un c o m p l e x e  t r è s  s t a b l e  d e  fl = 8 0  000 f o r m é  p a r  l a  c h a î n e  B d e  l a  p l a s m i n e  e t  
r 

1'AP. P a r  c o n t r e ,  l o r s q u e  l a  r é a c t i o n  a  l i e u  e n  e x c è s  d e  p l a s m i n e ,  l a  r é d u c -  

t i o n  p r o v o q u e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d u  c o m p l e x e  AP - c h a î n e  B d e  l a  p l a s m i n e  e n  u n  

c o n s t i t u a n t  d e  M = 65 0 0 0 ,  t a n d i s  q u ' u n  p e p t i d e  d e  M 1 4  0 0 0  es t  l i b é r é .  Ce  p e p -  
r r 

t i d e  n e  j o u e r a i t  e n  f a i t  a u c u n ' r ô l e  d a n s  l a  f o r m a t i o n  du c o m p l e x e  m a i s  r é s u l t e -  

r a i t  d ' u n  phénomène s e c o n d a i r e  d e  d é g r a d a t i o n  d û  à l a  p l a s m i n e  e n  e x c è s  e x e r ç a n t  

s o n  a c t i o n  s u r  l a  p a r t i e  N - t e r m i n a l e  d e  l a  c h a i n e  B d e  l a  p l a s m i n e  e n g a g é e  d a n s  

l e  c o m p l e x e .  L e s  é t u d e s  c i n é t i q u e s  e f f e c t u é e s  p a r  WIMAN e t  COLLEN [ 217 ) i n d i -  

q u e n t  q u e  l a  r é a c t i o n  d o i t  se f a i r e  e n  2 é t a p e s  : l a  p r e m i è r e  r é a c t i o n  e s t  t rès  



r a p i d e ,  e l l e  es t  e n  e f f e t  u n e  d e s  r é a c t i o n s  l es  p l u s  r a p i d e s  q u i  se p r o d u i s e n t  

e n t r e  d e s  p r o t é i n e s  ; e l l e  es t  du  s e c o n d  o r d r e  e t  est  r é v e r s i b l e .  C e t t e  p r e m i è r e  

é t a p e  dépend  d e  l ' a c c e s s i b i l i t é  d ' u n e  p a r t  d e s  r é s i d u s  d e  l y s i n e  d u  s i t e  d e  l i a i -  

s o n  d e  l a  c h a î n e  A  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  du s i t e  a c t i f  s i t u é  d a n s  l a  c h a î n e  B d e  l a  

p l a s m i n e .  La d e u x i è m e  é t a p e  es t  u n e  t r a n s i t i o n  du p r e m i e r  o r d r e  p l u s  l e n t e  e t  Ir- 

r é v e r s i b l e  a u  c o u r s  d e  l a q u e l l e  l e  c o m p l e x e  i n i t i a l  se t r a n s f o r m e  e n  complexe  

m o d i f i é  [P ( A P ~ '  d a n s  l ' é q u a t i o n  s u i v a n t e  q u i  p e u t  s a n s  d o u t e  r e p r é s e n t e r  l a  r é a c -  

t i o n  : 

P + AP P ( A P I  - [ P ( A P ~ '  

où  P  est  l a  p l a s m i n e  e t  P(AP1 l e  complexe  i n i t i a l  ( 2 1 7 1 .  

En 1 9 7 9 ,  W I W A N  e t  COLLEN [ 219  1  m o n t r e n t  q u e  l a  r é a c t i o n  d e  l a  

p l a s m i n e  a v e c  l ' A P ,  l o r s q u ' e l l e  se  d é r o u l e  e n  e x c è s  d 'AP, e s t  accompagnée  d e  l a  1i- 

b é r a t i o n  d ' u n  p e p t i d e  d e  V é g a l e  à 8 000  q u i  n ' e s t  p a s  l i é  p a r  d e s  p o n t s  d i s u l -  r 
f u r e  p u i s q u ' i l  e s t  l i b é r é  e n  p r é s e n c e  d e  SOS s a n s  n é c e s s i t e r  d ' a g e n t  r é d u c t e u r .  

I l  p e u t  ê t r e  s é p a r é  du  complexe  AP-p lasmine  p a r  u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  g e l - f i l -  

t r a t i o n  s u r  S e p h a c r y l  5 2 0 0  e n  p r é s e n c e  d e  SOS 0 , 0 4  %. Ce p e p t i d e  a comme s é q u e n c e  

N - t e r m i n a l e  : Met-Ser-Leu-Ser-Gly-Phe e t  s a  s é q u e n c e  C - t e r m i n a l e  e s t  i d e n t i q u e  

à ce l l e  d e  1'AP n a t i v e .  Ce p e p t i d e  c o r r e s p o n d  d o n c  à l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  d e  

l a  m o l é c u l e  d 'AP. 

En p r é s e n c e  d 'ammoniaque 1 . 5  N , l e  complexe  AP-p lasmine  es t  d i s s o -  

c i é  e t  il y  a l i b é r a t i o n  d e  p l a s m i n e  a c t i v e  ( à  r a i s o n  d e  0 , 2  m o l e  p a r  mole  d e  

complexe1 e t  d ' u n e  f o r m e  m o d i f i é e  d ' i n h i b i t e u r  p r é s e n t a n t  u n e  M r  é g a l e  à 60 000 

( s o i t  i n f é r i e u r e  d e  1 0  000 à ce l l e  d e  1'AP n a t i v e  s e l o n  c e s  a u t e u r s l .  La s é q u e n c e  

N - t e r m i n a l e  d e  c e t t e  AP m o d i f i é e  es t  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  1'AP n a t i v e  t a n d i s  q u e  

sa s é q u e n c e  C - t e r m i n a l e  e s t  Ala-Leu.  La p l a s m i n e  a  d o n c  h y d r o l y s é  u n e  l i a i s o n  Leu- 

Met s i t u é e  d a n s  l a  r é g i o n  C - t e r m i n a l e  d e  1 'AP.  P a r  a n a l o g i e  a v e c  l e  p r o c e s s u s  d e  

l a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  e n t r e  l a  t r y p s i n e  e t  les  i n h i b i t e u r s  d e  t r y p s i n e ,  o n  

p e n s e  q u ' i l  d o i t  y  a v o i r ,  l o r s q u e  l a  p l a s m i n e  i n t e r a g i t  a v e c  l ' A P ,  f o r m a t i o n  d 'une  

l i a i s o n  c o v a l e n t e  e n t r e  l a  s e r i n e  du  s i t e  a c t i f  d e  l a  p l a s m i n e  e t  l e  c a r b o n y l  d u  

r é s i d u  d e  l e u c i n e  q u i  e n t r e  d a n s  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  c o u p é e  p a r  l a  p l a s m i n e .  

Ces a u t e u r s  n ' o n t  p a s  e n c o r e  pu d é t e r m i n e r  s i  c e t t e  l i a i s o n  c o v a l e n t e  es t  du  t y p e  

d e  c e l l e  q u i  e x i s t e  d a n s  un i n t e r m é d i a i r e  t é t r a h é d r i q u e  ou  s ' i l  s ' a g i t  d ' u n e  l i a i -  

s o n  e s t e r .  Dans l a  m e s u r e  où l a  c h a î n e  B d e  l a  p l a s m i n e  e s t  i n t a c t e ,  l a  d i s s o c i a -  

t i o n  du c o m p l e x e  p a r  l ' ammoniaque  1,s V p e u t  p r o v o q u e r  l a  l i b é r a t i o n  d e  p l a s m i n e  



a c t i v e .  Quand l a  p l a s m i n e  es t  e n  e x c è s ,  e l l e  e f f e c t u e  d e s  c o u p u r e s  s u p p l é m e n t a i -  

res d a n s  l e  c o m p l e x e  AP-p lasmine  q u e  c e  s o i t  d a n s  l a  c h a î n e  8 d e  l a  p l a s r n i n e ,  

d a n s  l a  p a r t i e  N - t e r m i n a l e  d e  1'AP ou  d a n s  l e  p e p t i d e  d e  fl é g a l e  à 8 000.  Dans 
r 

c e  cas, l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe  n e  l i b è r e  p a s  d ' enzyme a c t i f .  

PLOW e t  c o l l  I 1 6 3 )  o n t  r e c h e r c h é  les  m o d i f i c a t i o n s  é v e n t u e l l e s  

d e  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  d e  1 'AP p r o d u i t e s  a u  c o u r s  d e  l a  f o r m a t i o n  du c o m p l e x e  

a v e c  l a  p l a s m i n e  e n  a p p l i q u a n t  d e s  m é t h o d e s  irnmunochimiques q u a n t i t a t i v e s .  A 

l ' a i d e  d ' u n  immunsérum s p é c i f i q u e  d e  1'AP n a t i v e ,  i l s  c o m p a r e n t  l es  p r o p r i é t é s  

immunochimiques  d e  1'AP l i b r e ,  d e  1 'AP e n g a g é e  d a n s  un complexe  a v e c  l a  p l a s m i n e  

e t  d e  1'AP' o b t e n u e  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  du  c o m p l e x e  e t  q u i  c o r r e s p o n d  à 1'AP am- 

p u t é e  du p e p t i d e  C - t e r m i n a l .  PLOW e t  c o l l  [ 1 6 3 1  d i s t i n g u e n t  2 t y p e s  d e  complexe  : 

l e  complexe  f o r m é  e n  p r é s e n c e  d ' e x c è s  d 'AP,  PAP-A, e t  l e  c o m p l e x e  f o r m é  e n  p r é -  

s e n c e  d ' e x c è s  d e  p l a s m i n e ,  PAP-P. En f a i t ,  l ' immunsérum s p é c i f i q u e  d e  1'AP n a t i v e  

c o n t i e n t  d i f f é r e n t e s  p o p u l a t i o n s  d ' a n t i c o r p s  r e c o n n a i s s a n t  c h a c u n e  c e r t a i n s  d é -  

t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s .  Dans  l a  m o l é c u l e  d '  AP, 4  séries d e  d é t e r m i n a n t s  a n t i -  

g é n i q u e s  o n t  é t é  i n d i v i d u a l i s é s  e t  s o n t  l o c a l i s é s  s u i v a n t  l e  schéma d e  l a  f i g u r e  

76. L e s  d é t e r m i n a n t s  n o t é s  1 n e  s o n t  p a s  af fectés  l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  du com- 

p l e x e .  Les  d é t e r m i n a n t s  n o t é s  II s o n t  p r é s e n t s  d a n s  AP e t  d a n s  PAP-A, m a i s  n ' e -  

x i s t e n t  n i  d a n s  PAP-PB n i  d a n s  AP'.  L e s  d é t e r m i n a n t s  II d o i v e n t  c e p e n d a n t  ê t r e  

p a r t i e l l e m e n t  m a s q u é s  d a n s  PAP-A p a r  l a  c h a f n e  A d e  l a  p l a s m i n e  c a r  l a  r é a c t i o n  

o b t e n u e  e s t  f a i b l e .  L e s  d é t e r m i n a n t s  n o t é s  III e t  I V  e x i s t e n t  d a n s  1'AP n a t i v e ,  

m a i s  n ' e x i s t e n t  n i  d a n s  1 'AP e n g a g é e  d a n s  un  complexe  n i  d a n s  AP'.  L e u r  l o c a l i -  

s a t i o n  e s t  d i f f é r e n t e  : les  d é t e r m i n a n t s  III se t r o u v e n t  d a n s  l a  p a r t i e  C- te r rn i -  

n a l e ,  t a n d i s  q u e  l es  d é t e r m i n a n t s  I V  c o r r e s p o n d e n t  à u n e  r é g i o n  très p r o c h e  du 

s i t e  r é a c t i f  d e  l a  m o l é c u l e  d'AP. A p r è s  d e s  é t u d e s  d ' i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  e n  

r a d i o - i m m u n o - e s s a i ,  PLOW e t  c o l l  I 1 6 3 1  c o n c l u e n t  q u e  l o r s q u e  1 'AP f o r m e  un com- 

p l e x e  a v e c  l a  p l a s m i n e ,  les changements  d e  c o n f o r m a t i o n  e t  d e  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  

q u i  i n t e r v i e n n e n t  i n t é r e s s e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  l a  r é g i o n  C - t e r m i n a l e  d e  l a  molécu le .  

P l u s  récemment .  NILSSON e t  W I N A N  ( 1 4 6 1  d é m o n t r e n t  q u e  l a  l i a i s o n  

d e  l a  p l a s m i n e  a v e c  1'AP est d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  q u i  e x i s t e  e n t r e  l a  p l a s m i n e  e t  

l e  S T I .  Le c o m p l e x e  AP-p lasmine  est  b e a u c o u p  p l u s  s t a b l e  q u e  l e  c o m p l e x e  S T I -  

p l a s m i n e .  Le S T I  o b t e n u  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  p a r  1 'AP du complexe  S T I - p l a s m i n e  se 

t r o u v e  s o u s  f o r m e  i n t a c t e .  P a r  c o n t r e ,  ces a u t e u r s  o n t  pu m o n t r e r  q u ' a u  c o u r s  d e  

l a  f o r m a t i o n  d u  complexe  AP-p lasmine ,  il y a v a i t  b i e n  c o u p u r e  d ' u n e  l i a i s o n  pep-  

t i d i q u e  d a n s  l ' A P ,  p u i s q u e  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  n o u v e l  a c i d e  a m i n é  N - t e r m i n a l .  l a  

m é t h i o n i n e ,  est  b i e n  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  d e  c o m p l e x e  f o r m é .  Ceci p e r m e t  
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s i t e  r é a c t i f  

F i g u r e  7 8  : R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  d e s  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  m a j e u r s  

d e  l ' a  - a n t i p l a s m i n e  r e c o n n u s  p a r  l ' i m m u n s é r u m  a n t i - a  - a n t i p l a s m i n e  
2 2 

n a t i v e  d ' a p r è s  PLOW e t  c o l 1  (1631.  

L e s  signes/\, 0, e t  a r e p r é s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  les  d é -  

t e r m i n a n t s  n o t é s  I , II , III  e t  IV.  

PAP-P : c o m p l e x e  p l a s m i n e  - a - a n t i p l a s m i n e  f o r m é  e n  p r é s e n c e  2 
d ' e x c è s  d e  p l a s m i n e  

PAP-A : c o m p l e x e  p l a s m i n e  - a - a n t i p l a s m i n e  f o r m é  e n  p r é s e n c e  2 
d ' e x c è s  d 'AP 

AP ' : a - a n t i p l a s m i n e  a m p u t é e  d u  p e p t i d e  C - t e r m i n a l  
2 



a u x  a u t e u r s  d ' é c a r t e r  l ' h y p o t h è s e  d e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  i n t e r m é d i a i r e  t é t r a h é d r i -  

q u e  e t  d ' é t a b l i r  q u ' i l  d o i t  y  a v o i r  f o r m a t i o n  d ' u n e  l i a i s o n  es te r  e n t r e  l e  g r o u -  

pement  c a r b o x y l i q u e  d e  l ' a c i d e  a m i n é  e n g a g é  d a n s  l a  l i a i s o n  q b i  c o n s t i t u e  l e  s i t e  

réac t i f  d e  l ' i n h i b i t e u r  e t  l e  g r o u p e m e n t  h y d r o x y l e  du s i t e  a c t i f  d e  l a  p l a s m i n e .  

- I n t e r a c t i o n  a v e c  d ' a u t r e s  s é r i n e - p r o t é a s e s .  

L'AP e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  l a  t r y p s i n e  e n  f o r m a n t  un complexe  non 

d i s s o c i a b l e  e n  m i l i e u  SOS. EOY e t  COLLEN ( 55 1  m o n t r e n t  q u ' e n  i m m u n o é l e c t r o p h o -  

r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e ,  c e  c o m p l e x e  a v e c  l a  t r y p s i n e  a , à  pH 8 . 6 , u n e  m o b i l i t é  p l u s  

c a t h o d i q u e  q u e  c e l l e  d e  1'AP n a t i v e .  T o u t e f o i s ,  e n  e x c è s  d e  t r y p s i n e ,  l e  c o m p l s t e  

e s t  d é g r a d é  e n  un c o n s t i t u a n t  d e  m i g r a t i o n  p l u s  a n o d i q u e .  

N O R O I  e t  A O K I  [ 141 1  o n t  comparé  l a  r é a c t i o n  d e  1'AP a v e c  l ' a n h y -  
-]t 

d r o t r y p s i n e  d ' u n e  p a r t  e t  l a  t r y p s i n e  n a t i v e  d ' a u t r e  p a r t .  En é l e c t r o p h o r è s e  s u r  

g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e ,  un c o m p l e x e  e s t  m i s  e n  é v i d e n c e  d a n s  l es  deux  c a s ,  m a i s  

e n  p r é s e n c e  d e  SOS l e  c o m p l e x e  A P - a n h y d r o t r y p s i n e  e s t  d i s s o c i é .  P u i s q u e  l ' a n h y -  

d r o t r y p s i n e  p r é s e n t e  une  s t r u c t u r e  s e m b l a b l e  à c e l l e  d e  l a  t r y p s i n e  a c t i v e ,  l e s  

r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s  s u g g è r e n t  q u e  l a  f o r m a t i o n  du  c o m p l e x e  e n t r e  1 'AP e t  l a  

t r y p s i n e  f a i t  i n t e r v e n i r  d e s  l i a i s o n s  f a i b l e s  e n  p l u s  d e  l a  l i a i s o n  c o v a l e n t e  

d a n s  l a q u e l l e  est e n g a g é e  l a  s é r i n e  du s i t e  a c t i f  d e  l ' e n z y m e .  

Des é t u d e s  e f f e c t u é e s  p a r  BROWER e t  HARPEL [ 32 1  o n t  m o n t r é  ré- 

cemment que  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine i n a c t i v e  p r o g r e s s i v e m e n t  l ' a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  d e  1'AP e n v e r s  l a  p l a s m i n e  même d a n s  un r a p p o r t  m o l a i r e  é l a s t a s e /  

i n h i b i t e u r  f a i b l e  (0 ,141 .  C e t t e  i n a c t i v a t i o n  es t  p r o v o q u é e  p a r  deux  c o u p u r e s  p r o -  

t é o l y t i q u e s  e f f e c t u é e s  p a r  l ' é l a s t a s e  e n  deux  s i t e s  d i f f é r e n t s  ; d e s  f r a g m e n t s  

s e m b l a b l e s  à c e u x  o b t e n u s  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  6 - t r y p s i n e  b o v i n e  ou d e  l a  p l a s m i n e  

s u r  1 'AP s o n t  a i n s i  p r o d u i t s .  I l  e x i s t e  d o n c  d a n s  l a  m o l é c u l e  u n e  r é g i o n  p a r t i -  

c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  d e s  enzymes.  L o r s  d e  l a  l i b é r a t i o n  d e  l ' é l a s t a se  

l e u c o c y t a i r e  e n  g r a n d e  q u a n t i t é  a u  c o u r s  d e s  r é a c t i o n s  i n f l a m m a t o i r e s ,  l ' i n a c t i -  

v a t i o n  d e  1'AP q u ' e l l e  p r o v o q u e  p e u t  a v o i r  d e s  c o n s é q u e n c e s  i m p o r t a n t e s  : l e  

t a u x  f a i b l e  d'AP a c t i v e  n e  p e r m e t  p l u s  l a  r é g u l a t i o n  n o r m a l e  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  

p l a s m i n e .  

* A n h y d r o t r y p s i n e  : d é r i v é  c a t a l y t i q u e m e n t  i n a c t i f  d e  l a  t r y p s i n e  d a n s  l e q u e l  

l e  r é s i d u  d e  s é r i n e  du s i t e  a c t i f  a  é t é  c o n v e r t i  e n  r é s i d u  d e  d é h y d r o a l a n i n e .  



Dans  c e t t e  b r è v e  r e v u e  c o n s a c r é e  à cet  i n h i b i t e u r  d e  s é r i n e - p r o -  

téases. n o u s  r é s u m e r o n s  l es  c o n n a i s s a n c e s  a c q u i s e s  a v a n t  1 9 7 7 ,  d a t e  à l a q u e l l e  

n o u s  a v o n s  e n t r e p r i s  s o n  é t u d e .  L e s  t r a v a u x  u l t é r i e u r s  s u r  ce t  i n h i b i t e u r -  s o n t  

p e u  nombreux.  I l s  s e r o n t  p r é s e n t é s  a u  f u r  e t  à m e s u r e  e t  c o m p a r é s  a v e c  n o s  ré- 

s u l t a t s .  

L ' a  Achy es t  i s o l é e  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  p a r  SCHULTZE e t  c o l 1  e n  
1 

1 9 6 2  ( 1 7 9 1  s o u s  l ' a p p e l l a t i o n  d e  a , , - X - g l y c o p r o t é i n e .  L a  même é q u i p e  d é m o n t r e  3 

a n s  p l u s  t a r d  ( 75 1 q u e  l a  g l y c o p r o t é i n e  q u i  a  é t é  p u r i f i é e  e s t  un i n h i b i t e u r  d e  

c h y m o t r y p s i n e  e t  l u i  d o n n e  l e  nom d ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e .  Le  p r o t o c o l e  d e  p r é p a -  
1 

r a t i o n  u t i l i s é  a l o r s  e s t  a s s e z  c o m p l e x e  : n o u s  y  r e v i e n d r o n s  a u  d é b u t  du  d e u x i è m e  

c h a p i t r e .  S e l o n  ces a u t e u r s ,  l ' a  Achy p o s s è d e  u n e  N r  é g a l e  à 6 9  0 0 0  e n v i r o n  ; l e s  
1 

g l y c a n n e s  r e p r é s e n t e n t  2 4  % d u  p o i d s  d e  l a  m o l é c u l e .  C e  c o n s t i t u a n t  e s t  r e l a t i v e -  

m e n t  l a b i l e ,  e n  p a r t i c u l i e r  à d e s  pH i n f é r i e u r s  à 5,O ; il e s t  a u s s i  d é n a t u r é  a -  

p r è s  un s é j o u r  d e  30 m i n u t e s  à 56'. La m o l é c u l e  e s t  d é p o u r v u e  d e  c y s t é i n e .  E l l e  

i n h i b e  l a  c h y m o t r y p s i n e ,  m a i s  n ' a  p a s  d ' a c t i o n  s u r  l a  t r y p s i n e ,  l a  p l a s m i n e  o u  l a  

t h r o m b i n e .  L ' a  Achy e s t  u n  m a r q u e u r  d e  l ' i n f l a m m a t i o n  : s o n  t a u x  p e u t  d o u b l e r  e n  1  
l ' e s p a c e  d e  8 h e u r e s  a p r è s  u n e  a t t e i n t e  t i s s u l a i r e  ( 3 1 .  

RYLEY e t  BROGAN f o n t  e n  1 9 7 3  u n e  é t u d e  c o m p a r a t i v e  d e  c e r t a i n s  

c o n s t i t u a n t s  p r o t é i q u e s  d a n s  l e  p l a s m a  e t  d a n s  l a  s é c r é t i o n  b r o n c h i q u e  ( 1 7 0 ) .  I l s  

c o n s t a t e n t  q u e  l e  r a p p o r t  a P I / a  Achy e s t ,  d e  f a ç o n  s i g n i f i c a t i v e ,  p l u s  é l e v é  d a n s  
1  1 

l e  s é r u m  q u e  d a n s  l a  p h a s e  s o l u b l e  d u  mucus  b r o n c h i q u e  humain .  L ' a l A c h y  p e u t  v r a i -  

s e m b l a b l e m e n t  j o u e r  un r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l e  poumon : e l l e  p o s s è d e  e n  e f f e t  un 

p o u v o i r  d ' i n h i b i t i o n  s p é c i f i q u e  à l ' é g a r d  d e  3 p r o t é a s e s  n e u t r e s  i s o l é e s  d e  g r a -  

n u l o c y t e s  n e u t r o p h i l e s ,  a p p e l é e s  p r o t é a s e s  c a t i o n i q u e s .  q u i  p r é s e n t e n t  u n e  a c t i v i -  

t é  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e  ( 1 6 7  1 .  L e  r ô l e  p h y s i o l o g i q u e  d e  l ' a  Achy se ra i t  d ' a u t a n t  1  
p l u s  d é t e r m i n a n t  q u e  d è s  les  p r e m i e r s  s t a d e s  d u  p r o c e s s u s  i n f l a m m a t o i r e ,  les  fat- 

t e u r s  c h i m i o t a c t i q u e s  l i b é r é s  a t t i r e n t  les  n e u t r o p h i l e s .  

OHLSSON e t  AKESSON ( 1 5 1  1 o n t  c o m p a r é  l ' e f f i c a c i t é  d e  l l a l A c h y ,  d e  

l ' a  P I  e t  l ' a  f l  p o u r  l ' i n h i b i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  c a t i o n i q u e s  d e  g r a n u l o c y t e s  q u i  1  2  
o n t  u n e  a c t i v i t é  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e .  I ls  o n t  e f f e c t u é  d e s  m é l a n g e s  d e  s é r u m  

humain  e t  d u  c o m p o s a n t  3 [ d e  M r  é g a l e  à 2 8  5 0 0 1 ,  m a r q u é  p a r  l ' i s o t o p e  I Z 5 1 .  q u i  

e s t  l ' u n e  d e s  q u a t r e  p r o t é i n e s  c a t i o n i q u e s  i n d i v i d u a l i s é e s  p a r  ces a u t e u r s .  I ls  



o n t  e n s u i t e  d é t e r m i n é  l a  q u a n t i t é  d e  p r o t é i n e  m a r q u é e  l i é e  à l ' a  Achy, l ' a  P I  e t  
1  1 

l ' a  N e n  m e s u r a n t ,  a p r è s  i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  les immunsé- 
2 

rums s p é c i f i q u e s ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  c o n t e n u e  d a n s  les  d i f f é r e n t s  p i c s .  L e u r s  ré- 

s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  l a  p r o t é i n e  c a t i o n i q u e  se f i x e  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  s u r  l ' a  N 
2 

e t  q u ' e l l e  a u n e  a f f i n i t é  p l u s  f o r t e  p o u r  l ' a  Achy q u e  p o u r  l ' a  P I .  Les  c o m p l e x e s  
1 1  

a A c h y - p r o t é i n e  c a t i o n i q u e  o n t  une  m o b i l i t é  B - g l o b u l i n i q u e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  
1 2 

g e l  d ' a g a r o s e .  A i n s i  p o u r  OHLSSON e t  AKESSON ( 1511 .  l a  p r é s e n c e  d a n s  un l i q u i d e  

b i o l o g i q u e  d ' u n  c o n s t i t u a n t  a y a n t  u n e  m o b i l i t é  B - g l o b u l i n i q u e  e t  r é a g i s s a n t  a v e c  
2 

l ' immunsérum a n t i - a  Achy i n d i q u e  q u ' i l  y  a  e u  d a n s  ce l i q u i d e  l i b é r a t i o n  d e  p r o -  
1 

t é i n e s  c a t i o n i q u e s  a y a n t  u n e  a c t i v i t é  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e .  

La c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  d e  l ' a  Achy ( 4 0 0  m g / l i t r e )  e s t  b i e n  i n -  
1 

f é r i e u r e  à c e l l e  d e  l ' a  P I  ( 2  à 4 g / l i t r e l ,  mais l a  r a p i d i t é  a v e c  l a q u e l l e  s ' é -  
1 

l è v e  l e  t a u x  s é r i q u e  d e  l ' a  Achy l o r s  d ' u n e  r é a c t i o n  i n f l a m m a t o i r e  la isse  s u p p o -  
1 

s e r  un r ô l e  t rès  i m p o r t a n t  d e  l ' a  Achy d a n s  l a  d é f e n s e  d e s  t i s s u s  c o n t r e  l es  
1 

p r o t é i n e s  c a t i o n i q u e s  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e  l i b é r é e s  d e s  g r a n u l o c y t e s  n e u t r o -  

p h i l e s .  

Notons  e n f i n  q u e  ORJASAETER I I 5 5 1  a m o n t r é  q u e  l ' a  Achy é t a i t  p r é -  
1 

s e n t e  d a n s  d e s  e x t r a i t s  p e r c h l o r i q u e s  d e  t u m e u r s  m a l i g n e s .  De p l u s .  i l  a é t a b l i  

q u e  l ' a  Achy se  c a r a c t é r i s a i t  p a r  d e s  r é a c t i o n s  a n t i g é n i q u e s  c r o i s é e s  a v e c  l ' a n -  
1 

t i g è n e  c a r c i n o e m b r y o n n a i r e ,  ma is  c e l a  a  é t é  i n f i r m é  d e p u i s  ( 1 0 4 1 .  

P o u r  t e r m i n e r ,  m e n t i o n n o n s  q u e  BREHM e t  c o l 1  (311  o n t  i d e n t i f i é  

l ' a  Achy p a r m i  les p r o t é i n e s  s é r i q u e s  p r é s e n t a n t  d e  l ' a f f i n i t é  p o u r  l ' A D N .  C e t t e  
1 

p r o p r i é t é  a  d ' a i l l e u r s  é t é  u l t é r i e u r e m e n t  m i s e  à p r o f i t  p o u r  i s o l e r  l ' a  Achy sé- 
1 

r i q u e ,  nous r e v i e n d r o n s  s u r  les d i f f é r e n t s  p r o t o c o l e s  m i s  a u  p o i n t  d a n s  l e  c h a -  

p i t r e  II. 

Les c o n n a i s s a n c e s  s u r  l ' a  Achy é t a i e n t  d o n c  t r è s  l i m i t é e s  e t ,  e n  
1 

p a r t i c u l i e r ,  aucun  é l é m e n t  c o n c e r n a n t  l e  mécanisme d ' a c t i o n  d e  c e t  i n h i b i t e u r  

s u r  l e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  n ' é t a i t  d é t e r m i n é .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  les  q u a t r e  p r i n c i p a u x  i n h i b i t e u r s  d e  s é r i n e  

p r o t é a s e s  q u e  nous  a v o n s  p a s s é s  e n  r e v u e ,  d e u x  t y p e s  d e  mécanisme d ' a c t i o n  p e u -  

v e n t  ê t re  s c h é m a t i s é s  comme s u i t .  I l  y  a  t o u t  d ' a b o r d  l e  mécanisme p a r t i c u l i e r  

d e  l'a2M : l ' h y d r o l y s e  d ' u n e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  d a n s  l a  r é g i o n  c i b l e  d e  l a  molé -  

c u l e  ( d a n s  2 d e s  4  s o u s - u n i t é s  d e  M r  185 000 p o u r  l a  l i a i s o n  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  

t r y p s i n e )  e s t  s u i v i e  d ' u n  changement  d e  c o n f o r m a t i o n  q u i  e n t r a î n e  l a  r u p t u r e  d e s  



l i a i s o n s  t h i o e s t e r  ; l ' a  N p e u t  a l o r s  " e n c e r c l e r "  j u s q u ' a  2 m o l é c u l e s  d ' enzyme 
2 

p a r  m o l é c u l e  d ' i n h i b i t e u r  ; d a n s  ce c a s  l a  s é r i n e  du s i t e  a c t i f  d e  l ' e n z y m e  n ' e s t  

p a s  e n g a g é e  d a n s  u n e  l i a i s o n  a v e c  l ' i n h i b i t e u r  e t  l a  s é r i n e - p r o t é a s e  p o s s è d e  en-  

c o r e  u n e  a c t i v i t é  a u  moins  s u r  les p e t i t s  s u b s t r a t s .  En ce q u i  c o n c e r n e  les t r o i s  

a u t r e s  i n h i b i t e u r s ,  c ' e s t - à - d i r e  l ' a  P I ,  l ' A T  e t  l 'AP,  même s i  l e  c o n s e n s u s  n ' e s t  
1 

p a s  e n c o r e  g é n é r a l ,  un c e r t a i n  nombre d ' o b s e r v a t i o n s  communes l a i s s e n t  p e n s e r  

q u ' i l s  d o i v e n t  o b é i r  21 un mécanisme d ' a c t i o n  q u i  p o u r r a i t  ê t re  l e  s u i v a n t  : il y 

a  f o r m a t i o n  très r a p i d e  d ' u n  complexe  i n h i b i t e u r - e n z y m e  é q u i m o l é c u l a i r e  d e  t y p e  

" e n z y m e - s u b s t r a t "  s t a b l e  en  p r é s e n c e  d e  SDS, ce q u i  p o u r r a i t  s u g g é r e r  un complexe  

de  n a t u r e  c o v a l e n t e .  Les a u t e u r s  p e n s e n t  g é n é r a l e m e n t  q u ' u n e  l i a i s o n  s ' é t a b l i t  

e n t r e  l ' h y d r o x y l e  d e  l a  s é r i n e  du s i t e  a c t i f  d e  l ' e n z y m e  e t  l e  c a r b o n y l e  d e  l a  

l i a i s o n  c i b l e  q u i  a  é t é  c o u p é e  l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  du complexe.  C e t t e  r é a c t i o n  

d ' a c y l a t i o n  p o u v a n t  ê t r e  s u i v i e  d ' u n e  d é s a c y l a t i o n  p e r m e t t r a i t  d ' e x p l i q u e r  l a  

d i s s o c i a t i o n  s p o n t a n é e  q u i  a  pu ê t re  o b s e r v é e  d a n s  chacun  d e s  c a s ,  c o n d u i s a n t  à 

d e  l ' e n z y m e  a u  m o i n s  p a r t i e l l e m e n t  a c t i f  e t  à une fo rme d ' i n h i b i t e u r  a y a n t  p e r d u  

s e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s .  

Nous e s s a i e r o n s  d e  d é f i n i r  à q u e l  t y p e  d e  mécanisme p e u t  s e  r a t t a -  

c h e r  c e l u i  d e  l ' a  Achy. 
1 



Le premier chapitre rassemble les généralités sur les sérine-pro- 

téases et les connaissances actuelles sur leurs principaux inhibiteurs du sérum 

humain (a -macroglobuline, a -antiprotéase, antithrombine 2 1 
III et a -antiplasminel. 

2 

L'a2-macroglobuline se distingue nettement des autres inhibiteurs 

par sa taille, la grande variété des enzymes qu'elle inhibe et son mécanisme d'ac- 

tion : l'inhibition de l'activité protéasique de l'enzyme est due à un empêchement 

stérique dans le complexe formé entre l'inhibiteur et l'enzyme. Le site actif de 

l'enzyme n'est pas impliqué dans la liaison enzyme-inhibiteur. 

Les autres inhibiteurs diffèrent les uns des autres par leurs pro- 

priétés physico-chimiques, leurs taux sériques normaux et leurs enzymes-cibles. 

Ils peuvent néanmoins être rassemblés dans un même groupe car ils présentent un 

mécanisme d'action similaire. Le complexe équimoléculaire formé avec l'enzyme est 

de type "enzyme substrat" : après la coupure d'une liaison peptidique dans la par- 

tie C-terminale de l'inhibiteur, une liaison se forme entre le nouvel acide aminé 

en position C-terminale et la sérine du site actif de l'enzyme. L'instabilité des 

complexes a été mentionnée par de nombreux auteurs. 

Aucun mécanisme n'est décrit dans la littérature pour l'al-anti- 

chymotrypsine. 
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1 
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Biochimica e t  Biophysica Acta, 668 (1981) 429-438 
ElsevierINorth-Holland Biomedical Press 

BBA 38669 

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION O F  a l-ANTICHYMOTRYPSIN 
FROM HUMAN PLEURAL FLUID AND HUMAN SERUM 

A. LAINE and A. HAYEM 

Unité des  Proteines No. 1 6  INSERM, Place d e  Verdun, 59045 Lille Cédex (France) 

(Received October 14th, 1980) 

Key words: Human c u l  -antichymotrypsin; Chymotrypsin inhibitor; (Human serum) 

Summary 

Human a l-antichymotrypsin was purified from human pleural fluid and from 
human serum. Four affinity chromatographic steps were required t o  obtain 
pure a l  -antichymotrypsin. Pleural and serum a l  -antichymotrypsin have the 
same molecular weight, which was estimated by SDS-polyacrylamide gel elec- 
trophoresis to  be 58  000. The chernical composition of the two types of 
al-antichymotrypsin is the same. Using a technique for visualization of the chy- 
motrypsin inhibitors, we showed that  the pure al-antichymotrypsin obtained 
from the two physiological fluids had its inhibitory capacity preserved. 

Introduction 

Human protease inhibitors are extensively studied because of their possible 
role in the  development of diseases such as cystic fibrosis [ l ] ,  pulmonary em- 
physema [2] and thrombotic episodes [3]. However, as compared t o  other 
protease inhibitors, scant data have been reported concerning al-antichymo- 
trypsin. Interest upon this inhibitor lies in its specificity for chymotrypsin-like 
enzymes which seem to  play an important role in different physiological 
mechanisms [4,5 1. 

al-Antichymotrypsin was first isolated from human serum by Heimburger 
and Haupt [6] but their purification procedure was very complicated. More 
recently Travis et al. [7] have described another method for the purification 
of serum a ,-antichymotrypsin and reported some of its properties. This method 
was less complicated, but it was based upon a weak interaction between the 
inhibitor molecule and Cibacron Blue Sepharose which seemed difficult t o  con- 

Abbreviation: SDS. sodium dodecyl sulfate. 
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trol because it was dependent on factors such as temperature and pH. 
The present work describes an easier procedure to purify serum type al-anti- 

chymotrypsin from pleural fluid, which is easy to  obtain in large amounts. 
Since Our results were different from those of Travis et al. [7] obtained with 
serum a,-antichymotrypsin (particularly with regard to  the molecular weight), 
we also had t o  purify al-antichymotrypsin from human serum using the same 
procedure. 

During the isolation procedure of al-antichymotrypsin, a fraction contain- 
ing mainly al-antitrypsin was also obtained. Some of the chemical properties of 
pleural and serum purified al-antichymotrypsin are described and discussed in 
relation to the previous data [7]. 

Materials and Methods 

Materials. Thiopropyl-Sepharose, Thiol-Sepharose and Sepharose 4B were 
purchased from Pharmacia Fine Chemicals. Acrylamide, N,Nf-methylene bis- 
acrylamide and N,N,Nf,N'-tetramethylethylenediamine were from BDH chemi- 
cals LM. a-Chymotrypsin treated with N-a-p-tosyl-L-lysine-chloromethyl 
ketone hydrochloride, N-acetyl-DL-phenylalanine-P-naphthyl ester and Odiani- 
sidine tetrazotized were obtained from Sigma. Antisera to whole plasma and 
specific plasma proteins were purchased from Behring. Other chemicals were 
of analytical grade from Merck. 

Human pleural fluid was collected from a patient suffering from pleurisy, it 
was an exudate fluid (Hospital Calmette, Lille, Chest Unit Pr. Voisin). Normal 
human pooled serum was obtained from the Chemistry Laboratory of the Lille 
hospital. 

Immunoelectrophoretic studies. Crossed immunoelectrophoresis was carried 
out according to  Clarke and Freeman [8]. 

Fused rocket immunoelectrophoresis was performed according to Svendsen 
and Rose [9]. At each chromatographic step, this method was applied to follow 
the distribution of proteins among fractions obtained in the separation experi- 
ment. 

Using antiserum to  whole plasma and specific antisera to  a l-antichymotrypsin 
and al-antitrypsin, we were able to localize these two antigens and determine 
the presence of other contaminants. 

Polyacrylamide gel electrophoresis. Analytical electrophoresis was carried 
out on polyacrylamide slab gels using the technique described by Kerckaert 
[IO]. Electrophoresis was performed on 10% gels at pH 8.3 using the gel buffer 
system of Davis [ I l ] .  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed 
on 10% gels or on  10-20% gel gradient using Laemmli's buffer system [12]. 
The Pharmacia low molecular weight electrophoresis calibration kit was used 
for molecular weight determination. After migration, proteins were precipi- 
tated in the gel with 12.5% trichloroacetic acid for 5 min and then the gel slabs 
were stained overnight by adding 10 ml 0.25% aqueous solution of Coomassie 
Brilliant Blue G250 per 100 ml 12.5% trichloroacetic acid (slight modification 
of the method described by Diezel et al. [13]). 

Characterization o f  proteinase inhibitors in polyacry lamide gel. Chymotryp- 
sin inhibitors were made visible in polyacrylamide gels by the method of Urie1 



and Berges [14] which was slightly modified. After electrophoresis, the  gel was 
first washed with 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4) and then incubated 
a t  37°C for 1 h in 100 ml of the same buffer containing 2 mg a-chymotrypsin. 
After washing with the same buffer, staining was performed according to  Urie1 
and Berges [14]. 

Chromatographic separations 
These were performed a t  room temperature and monitored with absorbance 

at 280 nm. Concentrations were carried out  by ultrafiltration in a Diaflo appa- 
ratus with a YM 5 membrane. 

Preparation of the antihuman al-antichymotrypsin column. 1 0  ml of anti- 
plasma al-antichymotrypsin antiserum (No. 3502 A, 0.71 mg antibodieslml) 
were treated with 1.8 g Na2S04 and kept at 25°C for 1 h and then overnight at 
4°C. After centrifugation, the  precipitate was washed with 0.01 M sodium 
phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.3 M NaCl and 180 mg Na2S04/ml, and 
then centrifuged again. The precipitate was dissolved in deionized water, dial- 
yzed against water for 3 days (three changes a day) and then freezedried. 
These an&,-antichymotrypsin antibodies were coupled with 45 ml  Sepharose 
4B, previously activated according to  the  CNBr method of March et al. [15]. 

Preparation o f  the antihuman serum albumin column. 10 ml antihuman 
serum albumin antiserum (No. 3105 A, 1.06 mg antibodieslml) were treated 
using the same procedure as that used for the anti-a,-antichymotrypsin column. 

Carbohydrate and amino acid analyses. The amino acid analysis was per- 
formed with a Multichrom B Beckman analyzer after hydrolysis of the sarnple 
in 5.6 M HC1 for 24 h at 110°C in a tube sealed under vacuum. The cysteine 
content was measured as cystic acid after performic oxidation and hydrolysis. 

Quantitative gas-liquid chromatography of carbohydrate was performed by 
the  slightly modified method of Reinhold [16] according to  Roussel et al. [17] 
with columns containing 3% OV17 on Chromosorb W.AW.DMCS 80-100 mesh 
(Supelco). The sialic acid content was measured with the thiobarbituric acid 
assay of Aminoff [18] after hydrolysis with 0.05 M H2S04 for 30 min at 80°C. 

N-terminal amino acid determination. The N-terminal amino acid was anal- 
yzed after Edman degradation [19] as phenylthiohydantoin amino acid which 
was identified by HPLC according to  Hermann et al. [20] in a Hewlett Packard 
1084 B Chromatograph. 

Results 

( I )  al-Antichymotrypsin purification from human pleural fluid 
After filtration through a gauze, pleural fluid was kept frozen in 20 ml frac- 

tions until use. The pleural fluid contained 55-60 mg1100 ml of al-antichymo- 
trypsin (quantified by radial immunodiffusion [21] ). 

(1) The first step is affinity chromatography on a column of Thiopropyl- 
Sepharose (12 X 2.5 cm) equilibrated with 0.1 M Tris-HCl/O.Ol M EDTA 
buffer (pH 8.1). 20 ml pleural fluid were diluted with 60 ml buffer and applied 
o n  the column and then recycled overnight. Elution was performed with the 
same buffer until the AZ8onm returned t o  the baseline. 250 ml were collected, 
a ,-antichymotrypsin was found in the unbound fraction (fraction A) by fused 



rocket immunoelectrophoresis with monospecific antiserum. The column was 
then washed with 0.1 M Tris-HCl/O.Ol M EDTA (pH 8.1) containing 0.02 M 
mercaptoethanol. Fraction B contained mainly serum albumin (about 60% of 
the albumin present in pleural fluid). 

(2) The al-antichymotrypsin-containing fraction (fraction A),  mixed with 
1 pl mercaptoethanol, was then applied on a Thiol-Sepharose column (14 X 
2 cm) equilibrated in 0.1 M Tris-HCl/O.Ol M EDTA (pH 8.1) buffer. The 
column was washed with the equilibrium buffer until the returned 
to the baseiine. By fused rocket immunoelectrophoresis, al-antichymotrypsin 
was detected in the unbound fraction (fraction Al) .  When the column was sub- 
sequently washed with 0.1 M Tris-HCl/O.Ol M EDTA buffer (pH 8.1) contain- 
ing 0.02 M mercaptoethanol, fraction A2 was eluted. Fused rocket irnmunoelec- 
trophoresis indicated that this fraction consisted mainly of ar ,-antitrypsin, some 
serum albumin and traces of other proteins. 

Fraction Al was dialyzed against deionized water for 48 h at 4°C with six 
changes and the precipitated euglobulins were then removed by centrifugation. 
The supernatant was concentrated in a Diaflo apparatus to a final volume of 30 
ml: fraction Al conc. 

(3) Immunoaffinity chromatography on the antihuman-cuI-antichymotrypsin 
column. The antial-antichymotrypsin column was equilibrated with 0.01 M 
sodium phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.3 M NaCl and 0.02% NaN3 
(buffer 1). Fraction Al conc. was applied on this column in 20 ml fractions to  
which 2 ml of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.65) containing 3 M NaCl 
and 0.2% NaN3 were added, to adjust the ionic strength of the fraction to that 
of the column. 

The column was washed with buffer 1 until the A280nm returned to the base- 
line. The bound alantichymotrypsin was then desorbed with 0.2 M glycine 
hydrochloride (pH 2.8) containing 0.5 M NaCl (buffer 2). 40 3.5 ml fractions 
were collected and were adjusted to pH 7.5 at once by adding 0.1 M NaOH. 
The elution was followed by fused rocket immunoelectrophoresis with anti- 

Fig. 1. Fused rocket immunoelectrophoresis with antiserum to whole human plasma on the fractions 
eluted during immunoaffinity chromatography on a anti-a 1 antichymotrypsin column. Part A, washing of 
the column with 0.01 M sodium phosphate/0.3 M NaC1/0.02% NaN3 PH 7.4 (buffer 1). Part B, elution 
with 0.2 M glycine hydrochloride/0.5 M NaCl, PH 2.8. (buffer 2). 3 pl of every other fraction were placed 
in the slots. 



Fig. 2. Crossed immunoelectrophoresis with antiserum to whole human plasma of pleural al -antichymo- 
trypsin &action eluted by buffer 2 £rom anti-al-antichymotrypsin column (before the last step). 011- 
Achy, al antichymotrypsin; SA, serum albumin. 

Fig. 3. SDS gel electrophoresis in  a 10-20% gradient of polyacrylamide containing 1 %  SDS. Slots 1-8- 
1 5  (M), molecular weight markers: Phosphorylase b (94 OOO), bovine albumin (67 000). ovalbumin 
(43 000). carbonic anhydrase (30 000) and trypsin inhibitor (20 100). M and samples in part A of the gel 
were treated with 1% SDS/5% mercaptoethanol for 5 min, in boiling water. Samples in part B of the gel 
were treated with 1 %  SDS (without any mercaptoethanol) for 5 min in boiling water. Slots 2 and 9, frac- 
tion A1 conc.; Slots 3 and 10,  unbound proteins o n  anti-oll-antichymotrypsin column; Slots 4 and 11, 5 
and 12,  two samples of pleural al-antichymotrypsin fraction eluted from anti-al-antichymotrypsin 
column; Slots 6 and 13,  human serum albumin (Behring); Slots 7 and 14,  fraction A2 (containing mainly 
a 1 "ntitrypsin). 

serum to  whole human plasma (Fig. 1) or with antiserum t o  a l  -antichymotryp- 
sin. 

The fractions eluted with buffer 2 were the only ones reacting with anti-oll- 
antichymotrypsin antiserum; they were combined and concentrated in a Diaflo 
apparatus. The electrophoretic study of this fraction showed that a trace of 
serum albumin still persisted (Fig. 2, and Fig. 3, slots 4 and 5). The purification 
procedure was completed by affinity chromatography on  an antihuman serum 
albumin column in order t o  obtain pure al-antichymotrypsin for arnino acid 
and carbohydrate composition and for determination of its inhibitory capacity. 

(4) Immunoaffinity chromatography on anti-serum albumin column. The 
chromatography was performed according to  the same procedure and with the 
same buffers as in the third step. The al-antichymotrypsin-containing fraction 
was applied on the column which was then washed with buffer 1. Fractions of 
3.5 ml were collected. Only al-antichymotrypsin was detected by fused rocket 
immunoelectrophoresis in the  first 20 fractions. The bound serum albumin was 
eluted with buffer 2. The al-antichymotrypsin-containing fractions were com- 
bined, concentrated in a Diaflo apparatus and then stored frozen. 

(II) al-antichymotrypsin purification from human serum 
cul-Antichymotrypsin was obtained from human serum using the same puri- 

cation steps with 20 ml serum sarnples. 



(III) Study of the al-antichymotrypsin fractions 
In crossed immunoelectrophoresis with an antiserum against whole human 

plasma, the a,-antichymotrypsin fraction, obtained before the  last step (Fig. 2) 
from pleural fluid, showed a major peak of al-antichymotrypsin and a very 
small arc of serum albumin. 

The results of SDS-polyacrylamide gel electrophoresis on  a 10-20% gradient 
are shown in Fig. 3. In the left part of the gel, sarnples were treated with 1% 
SDS/5% 2-mercaptoethanol for 5 min in boiling water. This procedure is 
required for the calibration kit protein mixture (slots 1-8-15) used for the 
determination of protein molecular weight; otherwise al1 the  proteins in the kit 
could not be completely reduced and denatured. The two sarnples of the 
pleural a ,-antichymotrypsin fraction eluted from the anti-cr l-antichymotrypsin 
column (slots 4 and 5)  contained mainly al-antichymotrypsin and only a trace 
of serum albumin. al-Antichymotrypsin moved farther than human serum 
albumin (slot 6) but slightly less than a,-antitrypsin, which is the main compo- 
nent in fraction A, (slot 7). To evaluate the molecular weight of a,-antichymo- 
trypsin, a standard curve was made with the results obtained with the calibra- 
tion kit protein mixture. The apparent molecular weight of al-antichymotryp- 
sin was estimated to  be 5 8  000, while a value of 54 000 was obtained for a l -  
antitrypsin and 6 8  000 for human serum albumin. 

In the right part of the gel, samples were treated with 1% SDS (without any 
mercaptoethanol) for 5 min in boiling water. In slots 11 and 12,  al-antichymo- 
trypsin had the same mobility as in slots 4 and 5.  a,-Antitrypsin (slot 14)  

Fig. 4. SDS gel electrophoresis in 10% polyacrylamide containing 1% SDS. Samples were treated with 1% 
SDS/5% mercaptoethanol for 5 min in boiling water. Slots 1 and 9, molecular weight markers; Slots 2 and 
3. 01-antichymotrypsin from human pleural fluid (two different preparations; about 2.5 and 1.5 pg, 
respectively); Slots 4-5-6, al-antichymotrypsin Erom human serum (three different preparations; about 
1.5, 1 and 2.5 pg, respectively); Slot 7, fraction A2 ;  Slot 8,  purified cul-antitrypsin. The molecular weight 
markers are the same as in Fig. 3. 

Fig. 5. Analytical gel electrophoresis on 10% polyacrylamide gel at pH 8.3. Part A, coloration with Coo- 
massie Brilliant Blue G250: Part B, Visualization of chymotrypsin inhibitors by  the Urie1 technique: T, 
normal serum. Slots 1 and 2,  al-antichymotrypsin from pleural fluid; Slots 3 and 4, ffl-antichymotrypsin 
from serum: Slot 5, fraction A2 : Slot 6. pure a l  -antitrypsin. a l  -Achy, f f l  -antichymotrypsin: a l  ATr, 
ff 1 "ntitrypsin. 



also showed the same behavior as in the left part of the gel (slot 7). On the 
other hand, semm albumin (slot 1 3 )  did not have the same mobility as in the 
presence of mercaptoethanol (slot 6),  its molecular weight seemed to  be smal- 
ler here. Similar patterns were observed for the remaining albumin in the a , -  
antichymotrypsin fractions (slots 11 and 12), and more visible for the albumin 
present in fraction A, (slots 2 and 9), it is the major protein constituent of this 
fraction. 

In Fig. 4 are shown the results obtained upon SDS-polyacrylamide gel elec- 
trophoresis on a 10% polyacrylamide gel with pure al-antichymotrypsin from 
serum and from pleural fluid after removing the remaining albumin. 

Purified cul-antitrypsin obtained from fraction A, with an additional step 
(unpublished results) is also shown on this gel (slot 8).  It is useful as a reference 
for electrophoretic mobility and for inhibition capacity. The molecular weight 
previously estimated to  be 58 000 was confirmed on this gel for pleural and 
serum a ,  -antichymotrypsin. 

During gel electrophoresis in 10% polyacrylamide at pH 8.3 (Fig. 5,  part A), 
pleural a l  -antichymotrypsin and serum a ,-antichymotrypsin moved with the 
same a , mobility but distinctly slower than purified a l  -antitrypsin (slot 6). In 
Fig. 5,  part B, zones having antichymotrypsin activity were revealed with the 
Urie1 technique. This method allowed us t o  detect 0.5 pg of active a,-anti- 
chymotrypsin. I t  could be noticed that the purified a,-antichymotrypsin had 
the same mobility as in the serum (T). a,-Antitrypsin having an antichymotryp- 
sin activity was also visualized under these conditions (slots 5, 6 and in T, the 
faster band). 

TABLE 1 

A M I N 0  ACID COMPOSITION O F  al-ANTICHYMOTRYPSIN 

Results are expressed as residues per 100 residues. 

Serum * Pleural fluid Serum 

Asx 
Thr 
S er 
Glx 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
Val 
C Y S / ~  
Met 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 

LYS 
His 
Arg 
Tm 

* Calculated according to the data of Travis et al. [7]. n.d., not determined. 



TABLE II 

PERCENTAGE O F  CARBOHYDRATE RESIDUES IN al -ANTICHYMOTRYPSIN 

Results are expressed as g carbohydrate/100 g dry matenal. 

Serum * Pleural fluid Serum 
- -- - 

Neutra1 sugars 10.3 10.4 10.9 
N-acetyl hexosamines 9.8-11.3 6.9 7.3 
Sialic acid 4 - 5.1 5.9 5.8 

* calculated according to the data of Travis et al. [ I l .  

Amino acid and carbohydrate composition 
The amino acid composition was determined on five different preparations 

of pleural and serum al-antichymotrypsin. The results were very similar and the 
averages are given in Table 1. No important difference was observed in the 
amino acid composition of a ,  -antichymotrypsin from human pleural fluid and 
from human serum. Under the conditions used for hydrolysis, no residue of 
cysteine was observed in the amino acid analysis. The amino acids represented 
62 g/100 g of the dry material. 

The carbohydrate composition was also very similar for the both al-anti- 
chymotrypsin (Table II). 

N-terminal amino acid determination 
The amino terminal group determination gave arginine. Until now it had 

only been carried out on a,-antichymotrypsin from serum. 

Discussion 

The procedure presently described for the purification of a l  -antichymotryp- 
sin from the human pleural fluid and from human serum requires only four 
affinity chromatographic steps. It  carefully avoids al1 stages which may destroy 
the inhibitory capacity of the glycoprotein. Because of the high content of 
serum albumin in pleural fluid and serum, it is preferable to  eliminate this pro- 
tein as much as possible before the immunoaffinity chromatography in order 
to  avoid nonspecific interactions, and to prolong the life of the anti-al-anti- 
chymotrypsin column. Thiopropyl-Sepharose was chosen for this purpose 
because of the high number of its reactive groups. The second step was inserted 
in order to eliminate a ,-antitrypsin from the a -antichymotrypsin fraction. But 
it appeared also interesting to  have al-antitrypsin from the same fractionated 
fluid to serve as reference in enzyme inhibition experiments. 

The use of buffer 2 (pH 2.8) to  elute al-antichymotrypsin, in the third step, 
did not destroy the inhibitory capacity if the pH was quickly adjusted to  pH 7.5 
after elution. Other less acidic buffers were also able to elute a l-antichymotryp- 
sin from the immunoaffinity column, but yields obtained were too low. Im- 
munoaffinity chromatography usually results in the preparation of pure 
antigen. But in the present case, the interactions between serum albumin and 
al-antichymotrypsin are too strong and a trace of serum albumin (better 
stained on polyacrylamide gel than a,-antichymotrypsin which is a glycopro- 



tein) still persists. Thus, the fourth step was essential tcs obtain pure al-anti- 
chymotrypsin even if a loss of some a,-antichymotrypsin occurred. In fact, 
75% of the a,-antichymotrypsin pxesent in the starting matesial was recovered 
in fraction Al conc., and 50% still remained before the chromatography on the 
anti-serum albumin column. A final recovery of 25-30 per 100 was obtained. 
This fact might be due to the several concentration steps and to the centrifuga- 
tion sometimes needed to discard some precipitated material. Thus, with the 
present procedure, about 15  mg of pure a,-antichymotrypsin were obtained 
£rom 100 ml pleural fluid containing 55-68 mg of a ,-antichymotrypsin. 

As regards molecular weight, Our results are different from those presented 
in previous data [7]. Instead of a molecular weight of 68 080 found by these 
authoss, we obtained a value of 58000 for both pleural and serum al-anti- 
chymotrypsin, and these molecules had their complete inhibitory capacity. It 
seemed possible that al-antichymotrypsin from pleural fluid might be partially 
destroyed by some proteases but the serum a,-antichymotrypsin gave the same 
result. This difference could be explained by the way these authors carxied out 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis; they used serum albumin as reference 
but without mercaptoethanol treatment. We have shown (Fig. 3) that the 
behavior of serum albumin during SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was 
very different depending on whetherit was treated with mercaptoethanol, while 
a l  -antichymotrypsin behavior remained unchanged. The apparent molecular 
weight of serum albumin studied without mercaptoethanol seemed to be smd- 
ler; thus, taking semm albumin without mercaptoethanol as reference would 
lead to an error in the estimation of al-antichymotrypsin molecular weight. 
Under these conditions, a ,  -antichymotrypsin molecular weight would appear 
greater. 

Concerning the chemical composition of al-antichymotrypsin, we found no 
halfcystine in both molecules, while Travis et al. [7] found 0.5 per 100 half- 
cystine, Heirnburger et al. [22] also did not find any half-cystine in the mole- 
cule. No significant difference was observed concerning the other amino acids. 
Concerning the carbohydrate content, we found less N-acetyl-hexosamine and 
slightly more sialic acid than Travis et al. The characterization of the inhibitory 
capacity with the technique of Urie1 and Berges [14] is an easy way to deter- 
mine if the inhibitor molecule is damaged. Since Our results on serum and 
pleural a ,-antichymotrypsin are alike, the pleural fluid can be chosen as starting 
material to purify serum type a ,  -antichymotrypsin . 

We sometimes noticed some splitting of the pure a ,-antichymotrypsin band in 
analytical polyacrylamide gel electrophoresis (for example, Fig. 5, slot 1). We 
still have no explanation for the occurxence of this minor faster band, but it 
was found that lyoghilized samples gave two bands more often than nonlyophi- 
lized material. The band which appeared after lyophilization moved faster at 
pH 8.6, so it is doubtful that desialylation occurred. Further studies will prob- 
ably explain the splitting process. 
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PURIFICATION DE L'al-ANTICHYWOTRYPSINE. 

Quand nous avons  e n t r e p r i s  l e  t r a v a i l  de  c e t t e  t h è s e ,  l e  s e u l  p r o -  

t o c o l e  d e  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' a  Achy s é r i q u e  d o n t  nous d i s p o s i o n s  a v a i t  é t é  p u b l i é  
1 

en  1962  (1791. Il é t a i t  p a r t i c u l i è r e m e n t  complexe. I l  f a i s a i t  a p p e l  e n  p r e m i e r  

l i e u  3 l a  d i f f é r e n c e  de s o l u b i l i t é  des  c o n s t i t u a n t s  du sé rum dans  l e  s u l f a t e  d'am- 

monium ( l ' a  Achy e s t  s o l u b l e  d a n s  une s o l u t i o n  à 50 % en  s u l f a t e  d'ammonium). 
1 

Un f r a c t i o n n e m e n t  p a r  l e  R i v a n o l  c o n s t i t u a i t  l ' é t a p e  s u i v a n t e ,  p u i s  une  é l e c t r o -  

p h o r è s e  d e  zone  é t a i t  e f f e c t u é e  à pH 5 , 2  e t  l a  d e r n i è r e  é t a p e  c o n s i s t a i t  en une  

ch roma tog raph ie  d e  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  co lonne  d e  Sephadex G 100.  

De 1962 à 1977 ,  l e  c h o i x  d e s  t e c h n i q u e s  pouvant  ê t r e  u t i l i s é e s  

pou r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  s ' e s t  c o n s i d é r a b l e m e n t  é l a r g i .  Le ma- 

t é r i e l  d e  d é p a r t  que nous a v i o n s  i n i t i a l e m e n t  c h o i s i  é t a i t  l e  l i q u i d e  p l e u r a l .  

Cet  e x s u d a t  p e u t  ê t r e  o b t e n u  en  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  ; i l  c o n t i e n t  d e s  c o n s t i t u a n t s  

p r o t é i q u e s  e t  g l y c o p r o t é i q u e s  p o u r  l a  p l u p a r t  i d e n t i q u e s  à ceux du sérum. 

En r a i s o n  d e  d i v e r g e n c e s  e n t r e  c e r t a i n e s  p r o p r i é t é s  phys i co -ch imi -  

ques  de l ' a lAchy  que nous avons  i s o l é e  du l i q u i d e  p l e u r a l  e t  c e l l e s  d e  l f a l A c h y  

i s o l é e  du sérum p a r  TRAVIS e t  c o l 1  [ 2021 e t  p u b l i é e s  pendan t  l ' avancement  d e  n o s  

t r a v a u x ,  nous avons  é t é  amenée à a p p l i q u e r  n o t r e  p r o t o c o l e  d e  p u r i f i c a t i o n  à du 

sérum humain normal .  Après a v o i r  mont ré  que  l ' a  Achy du sérum p r é s e n t e  l e s  mêmes 1  
c a r a c t é r i s t i q u e s  que c e l l e s  d e  lPa1Achy du l i q u i d e  p l e u r a l ,  nous avons  p r é f é r é  

p o u r s u i v r e  n o t r e  t r a v a i l  s u r  d e  l ' a  Achy i s o l é e  du sérum. 
1  

Dans c e  c h a p i t r e .  nous d é c r i r o n s  l a  mise  au  p o i n t  du p r o t o c o l e  d e  

p r é p a r a t i o n  a b o u t i s s a n t  à l a  p u b l i c a t i o n  nO1 dans  l a q u e l l e  q u e l q u e s  p r o p r i é t é s  

phys i co -ch imiques  o n t  éga l emen t  é t é  d é c r i t e s .  C e r t a i n e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i -  

miques s e r o n t  e n s u i t e  é t u d i é e s  p l u s  en d é t a i l  e t  nous comparerons  au f u r  e t  à 

mesure nos  r é s u l t a t s  avec  ceux  q u i  o n t  é t é  p u b l i é s  pendan t  l e  déroulement  d e  n o s  

r e c h e r c h e s .  

Choix d e s  méthodes .  

Nous i n s i s t e r o n s  d a n s  c e t t e  p a r t i e  s u r  l e s  d i f f é r e n t e s  méthodes 

de  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' a  Achy que  nous  avons  e s s a y é e s  e t  s u r  les d i f f i c u l t é s  r e n -  1  
c o n t r é e s  pou r  o b t e n i r  un c o n s t i t u a n t  a y a n t  c o n s e r v é  s e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s .  



La d i f f i c u l t é  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  g r a n d e  que,  d a n s  un sérum normal. l ' a  Achy r e p r é -  
1  

s e n t e  en moyenne moins d e  1 % d s s p r o t é i n e s  t o t a l e s  ( s o i t  40 à 60 mg/100 m l ) .  

Se lon  HEINBURGER e t  c o l 1  [ 75 1 ,  18a lAchy  e s t  une g l y c o p r o t é i n e  

p o s s é d a n t  une  M é g a l e  à 69 000 e t  a y a n t  une m o b i l i t é  a - g l o b u l i n i q u e  en é l e c t r o -  r 1 
p h o r è s e  à pH 8 , 2 .  D ' ap rè s  ces i n d i c a t i o n s  nous  pouv ions  nous a t t e n d r e  à c e  q u e  l a  

s é p a r a t i o n  e n t r e  l ' a  Achy e t  d e s  c o n s t i t u a n t s  t e l s  que  l ' a  P I ,  l ' a  - g l y c o p r o t é i n e  
1  1  1 

a c i d e ,  l a  p r éa lbumine  e t  l a  sérumalbumine p o s e  d e s  problèmes  : en  e f f e t ,  c e s  cons -  

t i t u a n t s  p r é s e n t e n t  un c e r t a i n  nombre de  p r o p r i é t é s  phys i co -ch imiques  v o i s i n e s  

de  c e l l e s  de  l ' a  Achy, te l les  que  l a  M e t  l e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  
1 r 

T o u t e f o i s ,  s e l o n  les mêmes a u t e u r s ,  l a  molécu le  d ' a  Achy s e r a i t  
1  

dépourvue  d e  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e ,  t a n d i s  que  les c o n s t i t u a n t s  c i t é s  précédemment 

en  possèden t .  Cec i  nous a amenée à c h o i s i r  l a  ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e .  Cette 

t e c h n i q u e  p e u t  Q t r e  employée dans  d i v e r s  domaines e t  en  p a r t i c u l i e r  pour  s é p a r e r  

d e s  p r o t é i n e s  ou d e s  p e p t i d e s  c o n t e n a n t  d e s  groupements  t h i o l  d e  p o l y p e p t i d e s  

q u i  en  s o n t  dépourvus .  Dans c e t t e  méthode, l e  p r o d u i t  pos sédan t  d e s  groupements  

t h i o l  e s t  f i x é  de  façon  c o v a l e n t e  a u  s u p p o r t  chromatographique .  Le s u p p o r t  c h r o -  

ma tog raph ique  est  une m a t r i c e  de  Sepha rose  s u r  l a q u e l l e  est g r e f f é  un d é r i v é  con- 

t e n a n t  un groupement  t h i o l  : il s ' a g i t  s o i t  d ' u n  groupement  p r o p a n e t h i o l .  s o i t  du 

g l u t a t h i o n .  Legroupernent t h i o l  d u p r o p a n e t h i o l  ou d u g l u t a t h i o n  e s t  engagé d a n s  un 

p o n t  d i s u l f u r e  avec  un reste  mercap to -2 -py r id ine  q u i  p e u t  ê t r e  f a c i l e m e n t  échangé  

a u  c o u r s  de  l a  ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e  a v e c  d e s  p r o t é i n e s  ou d e s  p e p t i d e s  c o n t e -  

n a n t  des  groupements  t h i o l  l i b r e s .  I l  s ' e n s u i t  l a  f o r m a t i o n  d ' a u t r e s  p o n t s  d i s u l -  

f u r e  m i x t e s  r e l i a n t  de  f a ç o n  c o v a l e n t e  c e s  p r o t é i n e s  o u  c e s  p e p t i d e s  à l a  m a t r i c e  

d e  Sepha rose  m o d i f i é e .  Après  l a v a g e  de l a  c o l o n n e  p o u r  é l i m i n e r  l e s  s u b s t a n c e s  non 

combinées,  l e  p r o d u i t  c o n t e n a n t  l e  ou l e s  groupements  t h i o l  peu t  ê t r e  s é p a r é  d e  l a  

m a t r i c e  de S e p h a r o s e  p a r  r é d u c t i o n  d e s  l i a i s o n s  d i s u l f u r e .  

Deux p r o d u i t s  o n t  é t é  s p é c i f i q u e m e n t  m i s  a u  p o i n t  p a r  PHARMACIA pour 

c e t t e  t e c h n i q u e  : Act iva ted-Th io l -Sepharose 4 B ,  d é r i v é  d e  f a i b l e  c a p a c i t é  e t  Thio-  

p ropy l -Sepha rose  6 8, d é r i v é  d e  g r a n d e  c a p a c i t é i i l ç  p o s s è d e n t  r e s p e c t i v e m e n t  1 pmo- 

l e  e t  20 pmoles d e  g roupes  2 - p y r i d y l - d i s u l f u r e  p a r  m i l l i l i t r e  de  g e l .  

Une ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e  s u r  une c o l o n n e  de  Th iop ropy l - sepha -  

r o s e  6 8 c o n s t i t u e  l a  p r e m i è r e  é t a p e  de  n o t r e  p r o t o c o l e .  E l l e  permet  d ' é l i m i n e r ,  

e n t r e  a u t r e s ,  e n v i r o n  60 % d e  l a  sérumalbumine du sérum q u i  e s t  a i n s i  f i x é e  s u r  l a  

co lonne .  L 'a  Achy s e  t r o u v e  dans  l a  f r a c t i o n  non r e t e n u e  s u r  l a  c o l o n n e  : c e l l e - c i  
1 



e s t  soumise  à une  n o u v e l l e  ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e  s u r  une c o l o n n e  d e  A c t i v a t e d -  

Th io l -Sepha rose  4 B. Comme d a n s  l e s  t r a v a u x  d e  LAURELL e t  c o l 1  ( 1 1 9 1 ,  l a  f r a c -  

t i o n  e s t ,  avan t  c e t t e  é t a p e .  soumise  à une r é d u c t i o n  douce p a r  l e  B-mercaptoétha-  

no1 ( m o l a r i t é  f i n a l e  0 ,07  mM1 avan t  d ' ê t r e  déposée  s u r  l a  co lonne .  L'a Achy se 
1 

t r o u v e  dans  l a  f r a c t i o n  q u i  n ' e s t  p a s  r e t e n u e  sur l a  co lonne  d e  A c t i v a t e d - T h i o l -  

S e p h a r o s e  4  B. Le m a t é r i e l  f i x é  p a r  l a  c o l o n n e  p e u t  ê t re  é l u é  en  l a v a n t  l a  c o l o n -  

ne p a r  du tampon c o n t e n a n t  du B-mercaptoé thanol  (0.02 R I .  La f r a c t i o n  a l o r s  é l u é e  

c o n t i e n t  une p r o p o r t i o n  i m p o r t a n t e  d ' a  P I  d o n t  l a  p u r i f i c a t i o n  a  pu ê t r e  achevée  1  
p a r  un procédé o r i g i n a l  (161 . 

L ' a  Achy se t r o u v e  donc d a n s  l a  f r a c t i o n  du sérum q u i  n ' e s t  r e t e -  
1 

nue n i  s u r  l a  c o l o n n e  de  Th iop ropy l -Sepha rose  6  8, n i  s u r  l a  c o l o n n e  d 1 A c t i v a t e d -  

Th io l -Sepha rose  4 B. C e t t e  f r a c t i o n  e s t  d i a l y s é e  pendant  3  j o u r s  c o n t r e  d e  l ' e a u  

d é s i o n i s é e .  Les e u g l o b u l i n e s  p r é c i p i t é e s  s o n t  a l o r s  é l i m i n é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

à 6  000 t o u r s  /minu t$pendan t  20 minu te s  [ t a b l e a u  III. 

D e  nombreux e s s a i s  o n t  e n s u i t e  é t é  e f f e c t u é s , a v a n t  d e  c h o i s i r  en  

d é f i n i t i v e ,  l a  ch roma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é  pour  p u r i f i e r  l ' a  Achy. I l  f a l l a i t  
1 

en e f f e t ,  o b t e n i r ,  a v e c  un bon rendement ,  d e  l ' a  Achy p u r i f i é e  a y a n t  c o n s e r v é  s e s  1  
p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s .  

La p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium, méthode a s s e z  c l a s s i -  

que u t i l i s é e  d a n s  l a  p r é p a r a t i o n  de  nombreuses p r o t é i n e s  s é r i q u e s ,  a  d ' a b o r d  é t é  

employée. Le s u r n a g e a n t  o b t e n u  a p r è s  é l i m i n a t i o n  d e s  e u g l o b u l i n e s  p a r  c e n t r i f u g a -  

t i o n  est  amené à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  2 , 4  M en  s u l f a t e  d'ammonium e t  l a i s s é  à 4OC 

pendant  24 h e u r e s .  Après é l i m i n a t i o n  du p r é c i p i t é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  ( p e n d a n t  20 

minu te s  à 6 000 t o u r s / m i n u t &  , l e  s u r n a g e a n t  e s t  amené à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  3 , 2  R 

en s u l f a t e  d'ammonium p u i s  c o n s e r v é  à 4OC pendan t  24 heu re s .  Le p r é c i p i t é  r e c u e i l -  * 
li a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  [ p e n d a n t  20 m i n u t e s  à 6 000 t o u r s / m i n u t e l  e s t  r e p r i s  p a r  

de l ' e a u  d é s i o n i s é e ,  d i a l y s é  pendant  3  j o u r s  c o n t r e  d e  l ' e a u  d é s i o n i s é e  p u i s  l y o -  

p h i l i s é .  L ' a n a l y s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de  c e t t e  f r a c t i o n  i n d i q u e  q u ' e l l e  c o n t i e n t  

des  c o n s t i t u a n t s  a y a n t  d e s  p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  I p I l  d i f f é r e n t s .  c e  q u i  p e u t  

ê t r e  m i s  à p r o f i t  pou r  l e u r  s é p a r a t i o n .  Nous avons  a l o r s  c h o i s i  l ' i s o t a c h o p h o r è s e  

pour t e n t e r  de  mener  à b i e n  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' a lAchy.  

En e f f e t ,  l ' i s o t a c h o p h o r è s e  permet  d e  s é p a r e r  d a n s  un champ é l e c -  

t r i q u e ,  l e s  i o n s  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r i q u e .  Les i o n s  d e  l ' é c h a n t i l -  

lon  se " rangen t "  e n  zones  d e r r i è r e  l ' i o n  d e  t ê t e  ( " l e a d i n g  i o n " ]  c h o i s i  pou r  

* 6 000 t o u r s / m i n u t e  = 4  000 g a v e c  l e  r o t o r  u t i l i s é .  
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s a  m o b i l i t é  p l u s  é l e v é e  que  c e l l e  d e s  i o n s  d e  l ' é c h a n t i l l o n  ; l o r s q u e  t o u s  l e s  

i o n s  s o n t  r a n g é s  e n  zones  s u i v a n t  l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d a n s  l e  s y s t è -  

me c h o i s i ,  i l s  se d é p l a c e n t  à l a  même v i t e s s e  d a n s  l e  champ é l e c t r i q u e .  La sépa -  

r a t i o n  en  i s o t a c h o p h o r è s e  s e  f a i t  dans  une  c o l o n n e  de  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ; 

l e s  z o n e s  c o r r e s p o n d a n t  aux i o n s  de  p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  v o i s i n s  s o n t  " é c a r t é e s "  

l e s  unes  d e s  a u t r e s  p a r  l ' a d d i t i o n  à l ' é c h a n t i l l o n  d ' ampho ly t e s  d o n t  les  mobi- 

l i t é s  s o n t  compr i se s  e n t r e  c e l l e s  d e s  i o n s  d e  l ' é c h a n t i l l o n  (Ampholines LKBI. 

De t r è s  nombreux e s s a i s  o n t  é té  e f f e c t u é s  en  u t i l i s a n t  c e t t e  t e c h -  

n ique ,  mais  en f a i t ,  s i  l a  méthode s e m b l a i t  t r è s  s é d u i s a n t e ,  l e s  rendements  ob-  

t e n u s  o n t  é t é  t rès méd ioc re s  e t .  de p l u s , l ' é l i m i n a t i o n  d e s  Ampholines e s t  d i f f i -  

c i l e m e n t  complè te  : c e s  c o n s t i t u a n t s  peuven t  en e f f e t  r e s t e r  f i x é s  s u r  l e s  

p r o t é i n e s  même a p r è s  une é t a p e  d e  g e l - f i l t r a t i o n .  

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons pu o b s e r v e r  que l ' a  Achy e s t  un c o n s t i -  
1 

t u a n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  f r a g i l e  : l a  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

s u i v i e  d ' é t a p e s  d e  d i a l y s e  e t  d e  l y o p h i l i s a t i o n  f a i t  p e r d r e  à l ' a  Achy une  p a r t i e  
1 

i m p o r t a n t e  de son  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  C e t t e  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium 

e t  l ' i s o t a c h o p h o r è s e  o n t  é t é  a i n s i  é l i m i n é e s .  

La ch roma tog raph ie  d ' i r nmunoa f f in i t é  c o n n a i s s a i t  a l o r s  un i m p o r t a n t  

développement .  A p a r t i r  d ' u n  immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy ( f a b r i q u é  p a r  les 
1 

l a b o r a t o i r e s  B E H R I N G ) ,  nous avons  p r é p a r é  les  immunoglobulines q u i  o n t  e n s u i t e  

é t é  c o u p l é e s  à du g e l  de  S e p h a r o s e  4 B a c t i v é  p a r  l e  bromure d e  cyanogène .  Les 

méthodes d e  p r é p a r a t i o n  d e s  immunoglobulines,  d ' a c t i v a t i o n  du g e l ,  d e  c o u p l a g e  

a i n s i  que  l e  p r o t o c o l e  de l a  ch roma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é  s o n t  d é c r i t s  dans  

l a  p a r t i e  t e c h n i q u e  [p :T21. Malgré l a  g r a n d e  s p é c i f i c i t é  q u i  é t a i t  r econnue  à 

l a  ch roma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é ,  nous  avons  p r é f é r é  c o n s e r v e r  les  deux p r e -  

m i è r e s  é t a p e s  d e  ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e .  Ces é t a p e s  s e  d é r o u l e n t  en  e f f e t  d a n s  

l e s  c o n d i t i o n s  d e  pH e t  d e  f o r c e  i o n i q u e  q u i  ne r i s q u e n t  p a s  d e  d é n a t u r e r  l ' a  Achy 
1 

e t  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r  une f r a c t i o n  e n r i c h i e  en a Achy a v a n t  d ' a b o r d e r  l ' é t a p e  
1 

d ' i m m u n o a f f i n i t é  ; il e s t  d e  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t  d ' é l i m i n e r  l e  p l u s  

p o s s i b l e  de  sérumalbumine q u i ,  ayan t  t o u j o u r s  t e n d a n c e  à s e  l i e r  d e  f a ç o n  non 

s p é c i f i q u e  y  compr i s  s u r  l a  co lonne  d ' i m m u n o a f f i n i t é ,  p o u r r a i t  donc d i m i n u e r  l e  

rendement  d e  c e t t e  é t a p e  e t  e n t r a î n e r  une  c o n t a m i n a t i o n  p l u s  i m p o r t a n t e .  Tout  au 

l ong  du p r o t o c o l e  d e  p r é p a r a t i o n ,  il f a u t  v e i l l e r  à c e  que les f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  

l ' a  Achy r e s t e n t  un minimum d e  temps à un pH i n f é r i e u r  à 7,O ou en  m i l i e u  d é s i o -  
1 

n i s é  pou r  é v i t e r  une  a l t é r a t i o n  de s e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s .  Dès l a  f i n  d e  

l ' é l u t i o n  d e  l a  c o l o n n e  d ' i m m u n o a f f i n i t é  p a r  l e  tampon g l y c o c o l l e  0 , 2  M ,  NaCl 
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0 , 5  M d e  pH 2.8,  l e s  f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  l ' a  Achy s o n t  a j u s t é e s  à pH 7 , 4  a v e c  
1  

d e  l a  s o u d e  0 , l  N p u i s  abondamment l a v é e s  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n  d a n s  un a p p a r e i l  

D i a f l o  (membrane Y M  51 p a r  l e  tampon phospha te  d e  sodium 0.01 M. NaCl 0 , 3  M 

pH 7.4 c o n t e n a n t  0.02 % d ' a z i d e  d e  sodium que  nous a p p e l l e r o n s  PBS dans  l a  s u i t e .  

La d e r n i è r e  é t a p e  i n d i q u é e  d a n s  l a  p u b l i c a t i o n  no 1 c o n s i s t e  e n  

une ch roma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é  s u r  une  c o l o n n e  d e  S e p h a r o s e  4 8 à l a q u e l l e  

d e s  a n t i c o r p s  an t i - s é ruma lbumine  o n t  é t é  c o u p l é s  s e l o n  l a  méthode p r é s e n t é e  page  

T 2  . C e t t e  é t a p e  permet  d ' é l i m i n e r  de  l a  p r é p a r a t i o n  d ' a  Achy les  t r a c e s  d e  
1  

sérumalbumine q u i  s u b s i s t e n t .  

P u b l i c a t i o n  no 1 .  

II - 1 .2  P r o t o c o l e s  a c t u e l s .  

La p l u p a r t  d e s  é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n s  a  Achy-p ro t éases  q u i  s e r o n t  
1  

p r é s e n t é e s  d a n s  l e  c h a p i t r e  III o n t  é t é  e f f e c t u é e s  avec  d e  l ' a  Achy ob tenue  en  
1 

a p p l i q u a n t  à du sérum l e  p r o t o c o l e  p r é s e n t é  d a n s  l a  p u b l i c a t i o n  no 1 auque l  e s t  

a j o u t é e  une  é t a p e  d ' i m m u n o a f f i n i t é  s u r  une c o l o n n e  d e  S e p h a r o s e  4  8 - a n t i - a  P I .  
1  

Dans c e r t a i n e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy s u b s i s t a i e n t  en e f f e t  d e s  t r a c e s  d ' a  P I ,  i l  
1  1  

é t a i t  i n d i s p e n s a b l e  d e  l e s  é l i m i n e r  a v a n t  d ' a b o r d e r  les é t u d e s  d ' i n h i b i t i o n  en-  

zymat ique  q u i  a u r a i e n t  pu ê t r e  f a u s s é e s .  Le t a b l e a u  11 p r é s e n t e  en  d é t a i l  l e  p r o -  

t o c o l e  comple t .  

T r é s  récemment, nous  avons é t é  amenée à m o d i f i e r  un peu c e  p r o t o -  

c o l e  d e  p u r i f i c a t i o n  c a r  nous a v o n s  m i s  en  é v i d e n c e  l a  p r é s e n c e  d e  r é s i d u s  d e  

c y s t é i n e  d a n s  l ' a  Achy ( v o i r  p : 6 9 1  e t  nous avons  vou lu  d o s e r  les groupements  
1  

t h i o l  l i b r e s .  Af in  d e  n e  l a i s s e r  s u b s i s t e r  aucun d o u t e  s u r  nos  r é s u l t a t s ,  nous 

avons  p r é f é r é  suppr imer  l e s  é t a p e s  d e  ch roma tog raph ie  c o v a l e n t e  ( é t a p e s  no 1  e t  

2  du t a b l e a u  II 1 .  c a r  a v a n t  l ' é t a p e  no 2 ,  un peu d e  r é d u c t e u r  es t  a j o u t é  à l a  

f r a c t i o n ,  d e  p l u s  l o r s  d e  c e s  deux é t a p e s ,  l ' a  Achy e s t  en  c o n t a c t  avec  d e s  sup -  1  
p o r t s  ch roma tog raph iques  pour  l ' é l u t i o n  d e s q u e l s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  i m p o r t a n t e s  

de B-mercaptoé thanol  s o n t  u t i l i s é e s .  Un p r o t o c o l e  un peu d i f f é r e n t  a  donc é t é  

m i s  au p o i n t  récemment. i l  e s t  p r é s e n t é  dans  l e  t a b l e a u  III. Après une d i a l y s e  

de t r o i s  j o u r s  c o n t r e  l e  tampon PBS, l e  sé rum e s t  immédiatement  soumis  à l a  ch ro -  

ma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é  s u r  c o l o n n e  de  Sepha rose  4 8 - a n t i - a  Achy. La f r a c t i o n  1  
c o n t e n a n t  l ' a  Achy e s t  e n s u i t e  soumise  à une é t a p e  de  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une co-  

1  
l onne  de S e p h a c r y l  S  200 (100  x  2.5 cm1 en  tampon T r i s  O,? M H C 1 ,  NaCl 0 ,2  N 

pH 8,O. L ' é l u a t  de  c e t t e  co lonne  e s t  é t u d i é  p a r  l a  méthode d ' é l e c t r d m m u n o d i f f u s i o n  



avec p r é d i f f u s i o n  de l ' a n t i g è n e  en u t i l i s a n t  un immunsérum a n t i - p r o t é i n e s  s é r i -  

ques t o t a l e s  e t  un immunsérum s p é c i f i q u e  de l ' a  Achy. Au cours  de c e t t e  étape. 
1 

l'a,,Achy e s t  séparée de p l u s i e u r s  c o n s t i t u a n t s  de t a i l l e  m o l é c u l a i r e  p l u s  é levée.  

Les f r a c t i o n s  contenant  l ' a  Achy sont  rassemblées. C e t t e  s o l u t i o n  e s t  a l o r s  con- 
1 

cen t rée  dans un  a p p a r e i l  D i a f l o  [membrane YM 51 e t  é q u i l i b r é e  en tampon PBS.E l le  

e s t  soumise e n s u i t e  aux deux chromatographies d ' i m m u n o a f f i n i t é  [é tapes i d e n t i q u e s  

aux étapes 4 e t  5  du t a b l e a u  II). 

II - 1.3 P r o t o c o l e s  de p u r i f i c a t i o n  de l ' a  Achy p u b l i é s  p a r  d ' a u t r e s  au teu rs .  
1  

Un p r o t o c o l e  de p r é p a r a t i o n  de l ' a  Achy a  é t é  p récon isé  p a r  TRA- 
1 

VIS e t  c o l l  [ 202 1 en 1978. Il c o n s i s t e  e s s e n t i e l l e m e n t  en t r o i s  étapes séparées 

p a r  des d i a l y s e s  e t  u l t r a f i l t r a t i o n s  nécessa i res  à l ' é q u i l i b r a t i o n  de l a  prépa-  

r a t i o n  p o u r  l ' é t a p e  su ivan te .  Ces t r o i s  étapes sont  successivement un f r a c t i o n n e -  

ment p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium [ l a  f r a c t i o n  p r é c i p i t a n t  e n t r e  50 % e t  80 % de 

s a t u r a t i o n  e s t  conservée l ,  une chromatographie s u r  co lonne  de C ibac ron  B l u e  S e -  

pharose en tampon phosphate de sodium 0,03 M pH 7,O ( s u r  l a q u e l l e  l ' a  Achy e s t  
1  

re tenue  p u i s  é luée p a r  augmentat ion de l a  f o r c e  i o n i q u e )  e t  e n f i n  une chromato- 

g r a p h i e  s u r  colonne de SP-Sephadex C-50 en tampon c i t r a t e  de sodium 0,025 M à 

pH 5,5. La s o l u t i o n  d ' a  Achy p u r e  e s t  a l o r s  é q u i l i b r é e  p a r  d i a l y s e  en tampon T r i s  
1 

0,05 M NaCl 0,05 M pH 8,0,puis e s t  conservée congelée. Ce p r o t o c o l e  a  é t é  récern- 

ment m o d i f i é  p a r  TRAVIS e t  M O R I I  [2041 : l ' é t a p e  de chromatographie à pH 5,5 

e s t  supprimée. En 1980, KATSUNUMA e t  c o l l  ( 104 1 p u r i f i e n t  à p a r t i r  du sérum 

humain une g l y c o p r o t é i n e  c a r a c t é r i s é e  p a r  sa  c a p a c i t é  à se l i e r  à de l'ADN. 

SIDDIQUI e t  c o l l  [ 184 1 mont rent ,  peu après, que c e t t e  g l y c o p r o t é i n e  e s t  i d e n -  

t i q u e  à l ' a  Achy. Les p r o t o c o l e s  de p u r i f i c a t i o n  p récon isés  p a r  ces deux équ ipes 
1 

sont  t r è s  semblables. E n t r e  chaque étape, une d i a l y s e  permet d ' é q u i l i b r e r  l a  p r é -  

p a r a t i o n  dans l e  tampon u t i l i s é  pour  l ' é t a p e  su ivan te .  Dans l e  p r o t o c o l e  de KAT- 

SUNUMA e t  c o l l  [ 104 1, l a  p remiè re  étape e s t  une chromatographie d'échange i o n i -  

que s u r  co lonne de DEAE-Sephadex A  50 en tampon phosphate de potass ium 0,01 M 

pH 6,5 NaCl 0.15 U; l ' é l u t i o n  de l a  f r a c t i o n  contenant  l ' a  Achy e s t  e f f e c t u é e  
1 

avec du tampon contenant du NaCl 0,225 M. C e t t e  f r a c t i o n  e s t  a l o r s  déposée s u r  

une co lonne de DNA-ce l lu lose en tampon phosphate de potass ium 0,01 M pH 6,8. 

Le m a t é r i e l  é l u é  en augmentant l a  f o r c e  i o n i q u e  [NaCl 0.3 M l  e s t  soumis à un  

f rac t i onnement  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium ; l a  f r a c t i o n  p r é c i p i t a n t  e n t r e  50 e t  

70 % de s a t u r a t i o n  e s t  e n s u i t e  déposée. pour  l ' é t a p e  f i n a l e ,  s u r  une colonne de 

Sephadex G 150 é q u i l i b r é e  e t  é luée en tampon T r i s  0,01 M HC1 pH 7,8, K C 1  0, l  M. 



La p r e m i è r e  é t a p e  du p r o t o c o l e  m i s  au  p o i n t  p a r  SIDDIQUI e t  c o l l  

( 1841  c o n s i s t e  en une é t a p e  d e  ch roma tog raph ie  d ' é c h a n g e  i o n i q u e  s u r  une c o l o n n e  

d e  QAE-Sephadex é q u i l i b r é e  en  tampon phospha te  d e  po ta s s ium 0 ,01  M pH 6 , s .  Un 

g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  m o l a r i t é  en NaCl [O à 0.5 Ml e s t  a l o r s  a p p l i q u é  à l a  c o l o n -  

ne .  La f r a c t i o n  é l u é e  p a r  une m o l a r i t é  en NaCl compr i se  e n t r e  0 ,125  e t  0 ,225  fl 

est d i a l y s é e  c o n t r e  l e  tampon d e  d é p a r t  e t  soumise  à une deuxième chromatogra-  

p h i e  i d e n t i q u e .  L ' é t a p e  s u i v a n t e  c o n s i s t e  en une ch roma tog raph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  

une co lonne  d e  DNA-cel lulose en  tampon phospha te  d e  po ta s s ium 0 ,01  N pH 6 , 8 ,  d o n t  

l ' é l u t i o n  est  e f f e c t u é e  en  augmentant  l a  f o r c e  i o n i q u e .  La p u r i f i c a t i o n  s e  te r -  

mine p a r  une  ch roma tog raph ie  de  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une co lonne  d e  Sephadex G 200 

é q u i l i b r é e  e t  é l u é e  en  tampon phospha te  d e  po ta s s ium 0 , l  M pH 7,O. 

A p a r t i r  d e  100 m l  de  sérum, TRAVIS e t  c o l l  ( 202 1 o b t i e n n e n t  

9 mg d ' a  Achy pure  ; KATSUNUMA e t  c o l l  ( 104 1 p u r i f i e n t  3,5 mg d l a lAchy  à p a r -  1  
t i r  de l a  même q u a n t i t é  d e  sérum. t a n d i s  que  SIODIQUI e t  c o l l  ( 184  1 en  o b t i e n -  

n e n t  4  mg. Les  rendements  o b t e n u s  p a r  c e s  t r o i s  é q u i p e s  s o n t  p l u s  f a i b l e s  que  l e  

n ô t r e  p u i s q u e  nous o b t e n o n s  16  à 20 mg d ' a  Achy à p a r t i r  de  100 m l  d e  sérum. P a r  
1  

a i l l e u r s ,  n o t r e  méthode é v i t e  l a  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium e t  un 

s é j o u r  p r o l o n g é  à un pH i n f é r i e u r  à 7,O q u i  s emblen t  p r é j u d i c i a b l e s  à l ' a c t i v i t é .  

PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES. 

P l u s i e u r s  p r o p r i é t é s  phys i co -ch imiques  s o n t  d é c r i t e s  d a n s  l a  p u b l i -  

c a t i o n  no 1, mais nous r evenons  s u r  c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  pou r  l e s  p r é c i s e r  ou 

p o u r  c o r r i g e r  que lques  i n e x a c t i t u d e s  don t  nous nous sommes r endue  compte en  u t i -  

l i s a n t  d e s  t e c h n i q u e s  d ' a n a l y s e  p l u s  p r é c i s e s  m i s e s  a u  p o i n t  ou a p p l i q u é e s  d e p u i s  

l a  r é d a c t i o n  d e  c e t  a r t i c l e .  

II - 2.1 Masse m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e .  

La d é t e r m i n a t i o n  de  l a  masse m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e  a  é t é  e f f e c t u é e  

a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  en  m i l i e u  SOS s u r  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  (SOS-PAGE1 en  g r a -  

d i e n t  de 1 0  à 20 % d ' a c r y l a m i d e  comme dans  l a  p u b l i c a t i o n  no 1  ou en  g r a d i e n t  d e  

5 à 30 % d ' a c r y l a m i d e  comme nous  l ' e f f e c t u o n s  m a i n t e n a n t .  Que l a  mo lécu le  d la lAchy 

s o i t  ou non t r a i t é e  p a r  l e  6 -mercap toé thano l  a v a n t  l ' é l e c t r o p h o r è s e ,  e l l e  c o n s e r -  

ve  l a  même m i g r a t i o n  d a n s  c e  sys t ème .  C o n t r a i r e m e n t  à l ' a  P I  q u i  mig re  s o u s  l a  1  



forme d ' u n e  bande é t r o i t e .  l ' ,?Achy s e  p r é s e n t e  s o u s  l a  forme d ' u n e  bande a s s e z  

l a r g e ,  moins b i e n  d é f i n i e  ( f i g u r e  8 1 ; c e c i  e s t  p e u t - ê t r e  dû à l ' i m p o r t a n c e  d e  

l a  p a r t i e  g l y c a n n i q u e  q u i  r e p r é s e n t e  à peu p r è s  l e  q u a r t  de  l a  molécule.' La masse 

m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e  est  e s t i m é e  à 58 000 + 1  000. TRAVIS e t  c o l l  [ 2021 o n t  

t r o u v é  une M p roche  d e  69 000. Nous avons  donc  c h e r c h é  à v é r i f i e r  p a r  deux moyens r 
d i f f é r e n t s  l a  v a l e u r  que  nous a v i o n s  d é t e r m i n é e .  

En p r e m i e r  l i e u ,  a p r è s  a v o i r  r é d u i t  l e s  é v e n t u e l s  p o n t s  d i s u l f u r e  

p a r  un e x c è s  m o l a i r e  d e  d i t h i o t h r é i t o l  de  40  f o i s ,  nous avons  a l k y l é  l ' a  Achy 
1 

p a r  a m i n o é t h y l a t i o n  ( v o i r  page T  151 .  La M d e  l ' a  Achy r é d u i t e  e t  a m i n o é t h y l é e  
r 1  

e s t  d é t e r m i n é e  en  SDS-PAGE ; e l l e  e s t  é g a l e  à c e l l e  q u i  a  é t é  e s t i m é e  pour  l a  

mo lécu le  n a t i v e  s o i t  58 000 ( f i g u r e  9 1 .  

En second  l i e u ,  nous avons c h e r c h é  à m o d i f i e r  au  moins p a r t i e l l e -  

ment l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d e  l a  mo lécu le  d ' a  Achy. La s u c c i n y l a t i o n  d e s  amines 
1  

p r i m a i r e s ,  souven t  u t i l i s é e  pou r  l i m i t e r  l ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  aux s e u l e s  l i a i -  

s o n s  a r g i n y l .  permet  éga l emen t  d e  " d é p l i e r "  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e .  En se f o n -  

d a n t  s u r  l a  v a l e u r  e s t i m é e  pour  l a  M r  e t  s u r  l a  t e n e u r  en g l u c i d e s  d e  l ' a l A c h y ,  

l e  nombre t o t a l  de  r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés p a r  m o l é c u l e  d ' a  Achy s e r a i t  d ' e n v i -  
1  

ron  400 e t  l e  nombre d e  r é s i d u s  d e  l y s i n e  s ' é l è v e r a i t  à 26 d ' a p r è s  l e  p o u r c e n t a g e  

d é t e r m i n é  d a n s  l a  p u b l i c a t i o n  no 1. La m o l é c u l e  p o r t e r a i t  donc 27 groupements  

amine p r i m a i r e .  La m o l é c u l e  d ' a  Achy s u c c i n y l é e  d e v r a i t  a v o i r  une N de 58  000 
1  r 

+ 2 700 s o i t  60 700, p u i s q u e  chaque  groupement s u c c i n y l  a j o u t é  r e p r é s e n t e  une  

masse m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e  de 100 .  En SDS-PAGE ( e n  g r a d i e n t  de  5 à 30 % d ' a c r y l a -  

m i d e l ,  l a  M r  d e  l ' a  Achy s u c c i n y l é e  e s t  e s t i m é e  à 61 000 [ f i g u r e 1 0  1. La concor -  
1 

dance  e n t r e  c e t t e  v a l e u r  e x p é r i m e n t a l e  e t  l a  v a l e u r  c a l c u l é e  e s t  t o u t  à f a i t  s a -  

t i s f a i s a n t e .  

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  l e s  deux t y p e s  de  m o d i f i c a t i o n  ch imi -  

que nous p e r m e t t e n t  d e  p e n s e r  que  l a  v a l e u r  58  000 q u e  nous a v i o n s  o b t e n u e  e s t  

c o r r e c t e .  Une e x p l i c a t i o n  d u  f a i t  que  TRAVIS e t  c o l l  ( 202 1 a i e n t  t r o u v é  une  M r  

é g a l e  à 69 000 p o u r r a i t  ê t r e  que l e  témoin d ' a l b u m i n e  humaine q u ' i l s  o n t  employé 

comme r é f é r e n c e  n ' a  p e u t - ê t r e  p a s  é t é  su f f i s ammen t  r é d u i t  e t  t r a i t é  p a r  l e  SDS : 

dans  c e  c a s ,  1 a . m o l é c u l e  n ' e s t  p a s  su f f i s ammen t  d é r o u l é e  e t  s e  compor te  a l o r s  com- 

me une p r o t é i n e  d e  fl i n f é r i e u r e .  L ' u t i l i s a t i o n  de  t e l s  témoins  pou r  d é t e r m i n e r  
r 

une M en SDS-PAGE c o n d u i t  à d e s  e r r e u r s  p a r  e x c è s .  r 

* Deux bandes  d e  N r  n e t t e m e n t  s u p é r i e u r e s  à 94 000 s o n t  p a r f o i s  v i s i b l e s ,  e t  

d o i v e n t  c o r r e s p o n d r e  à d e s  a g r é g a t s  d ' a  Achy. E l l e s  n e  s o n t  en  e f f e t  p l u s  o b s e r -  1  
vées  dans  d e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy e f f e c t u é e s  en  a p p l i q u a n t  l e  nouveau p r o t o c o l e  1  
( t a b l e a u  1111. 



phosphorylase b 94 000-  a 

sérumalbumine bovine 67 O O O + -  - 
ovalbumine  43 O00 -, v 

anhydrase carbon ique  3 0  O00 +'- 
i n h i b i t e u r  t ryps ique du  soja 20 100 - - 
&-lacta lbumine 1 4 4 0 0  +, 

F i g u r e  B : M i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de  l t a l A c h y  e t  d e  l ' a  P I  en  g e l  de 
1 

p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  de 5 à 30 % d ' a c r y l a m i d e l  en  p ré sence  

de  SOS. 

M' : Témoins d e  M ( a p r è s  r é d u c t i o n )  PHARMACIA r 
1 : a Achy 

1  
2 : a ,PI  



F igu re  9 : M ig ra t i on  é lec t rophoré t ique  de l ' a  Achy après d i v e r s  t r a i t emen ts  
1 

chimiques. L 'étude e s t  e f f ec tuée  en g e l  de po lyacry lamide ( g r a d i e n t  

de 5 à 30 % d 'ac ry lamide l  en présence de SOS. 

N 9  : Témoins de M 
r 

1 : a Achy en tampon PBS : a Achy n a t i v e  
1 1 

1 : a  Achy après lavage par  NH HCO 0,005 M en a p p a r e i l  D i a f l o ,  
1 4 3 
l y o p h i l i s a t i o n  e t  remise en s o l u t i o n  en PBS 

2 : a  Achy aminoéthylée 
1 

p a r t i e  A : en présence de SOS 

p a r t i e  B  : en présence de SOS e t  de 6-mercaptoékhanol. 



F i g u r e  1 0  : D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  N d e  l ' a  Achy s u c c i n y l é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  r 1 
e n  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  5 à 30 % d ' a c r y l a m i d e l  e n  p r é -  

s e n c e  d e  SDS. 

Pl' : t é m o i n s  d e  M r  a p r è s  r é d u c t i o n  

1 : a Achy c o n s e r v é e  e n  tampon PBS : a Achy n a t i v e  
1 1 

2 : a Achy s u c c i n y l é e  
1 

A : é c h a n t i l l o n s  r é d u i t s  

B : é c h a n t i l l o n s  non r é d u i t s  



II - 2 .2  Comportement en é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  (10  %1 à 

pH 8,3 e t  en  immunoélec t rophorèse  b i d i m e n s i o n n e l l e .  

Une f r a c t i o n  d ' a  Achy p u r i f i é e p r é s e n t e  b i e n  souven t  p l u s i e u r s  ban- 
1  

d e s  en g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8,3. D'une p r é p a r a t i o n  à l ' a u t r e ,  l e  r a p p o r t  

d e n s i t o m é t r i q u e  d e  c e s  d i f f é r e n t e s  bandes  v a r i e  ( f i g u r e  11 1. Les bandes  peu i m -  

p o r t a n t e s  en  y e t  en  B s o n t  v ra i s emblab lemen t  d u e s  à l a  f o r m a t i o n  d e  polymères  

d ' a  Achy. Les deux bandes mig ran t  en  a r é a g i s s e n t  avec  l'irnmunsérum a n t i - a  Achy 1  1  1  
ma i s  s e u l e  l a  bande  l a  moins r a p i d e  possède  une a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e n v e r s  l a  

chyrnotrypsine.  Nous r e v e r r o n s  u l t é r i e u r e m e n t  ( p a g e  7 5 1 1 e s  c o n d i t i o n s  q u i  peuven t  

provoquer  l ' i n a c t i v a t i o n  d e  l ' a  Achy. 
1  

Un peu d ' a  - g l y c o p r o t é i n e  a c i d e  contamine  g é n é r a l e m e n t  n o t r e  p r é -  
1  

p a r a t i o n ,  nous avons  pu l ' i d e n t i f i e r  en immunoélec t rophorèse  b i d i m e n s i o n n e l l e  

a v e c  l'irnrnunsérum s p é c i f i q u e .  L ' a - g l y c o p r o t é i n e  a c i d e  d o s é e  p a r  l a  t e c h n i q u e  d ' é -  
1  

l ec t ro - imrnunod i f fu s ion  [ou r o c k e t s l  p a r  r a p p o r t  à d e s  d i l u t i o n s  d ' u n  sérum s t a n -  

d a r d  BEHRING, r e p r é s e n t e  3 à 4  % de  l a  p r é p a r a t i o n  d 'alAchy.  

En imrnunoélectrophorèse b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  un imrnunsérum a n t i -  

p r o t é i n e s  s é r i q u e s  t o t a l e s ,  l e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy ne donnent  en  g é n é r a l q u ' u n  
1  

s e u l  a r c .  En e f f e t  l a  q u a n t i t é  d'irnmunsérum n é c e s s a i r e  pour  a v o i r  un r a p p o r t  an-  

t i g è n e - a n t i c o r p s  p e r m e t t a n t  l e  développement  d ' u n  beau p i c  d e  p r é c i p i t a t i o n  p o u r  

l ' a  Achy ne  c o r r e s p o n d  p a s  à l a  q u a n t i t é  n é c e s s a i r e  pou r  l a  v i s u a l i s a t i o n  de  
1  

l ' a  - g l y c o p r o t é i n e  a c i d e .  Le p i c  de  p r é c i p i t a t i o n  de l ' a  Achy a v e c  l ' immunsérum 1  1  
a n t i p r o t é i n e s  s é r i q u e s  t o t a l e s  a  une forme i d e n t i q u e  à c e l l e  du p i c  ob t enu  a v e c  

l'immunsérurn s p é c i f i q u e  de  l ' a  Achy BEHRING ou DAKO ( f i g u r e 1 2 1 .  
1 

II - 2.3  D é t e r m i n a t i o n  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  

La d é t e r m i n a t i o n  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  e s t  e f f e c t u é e  p a r  i s o é l e c -  

t r o f o c a l i s a t i o n  en  p l a q u e  d ' I s o g e l ,  a g a r o s e  dépourvu  d ' é l ec t roendos rnose  (F  M C 

C o r p o r a t i o n  Mar ine  C o l l o i d s 1 , d a n s  l e q u e l  o n t  é t é  a j o u t é s  d e s  arnpholytes  c h o i s i s  

pou r  o b t e n i r  un g r a d i e n t  d e  pH p r a t i q u e m e n t  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  v a l e u r s  de  pH 3 

e t  7. A 21 m l  d ' I s o g e l  à 1  % dans  l ' e a u  d é m i n é r a l i s é e ,  nous a j o u t o n s  l e s  q u a n t i -  

t é s  s u i v a n t e s  d e  P h a r m a l y t e s  (PHARMACIAI pour  chacune  d e s  gammes d e  pH i n d i q u é e s  : 

0 , 5  m l  (pH 2.5 - 51 

0 , 4  m l  (pH 4  - 6.51 

0 , 5  m l  (pH 6 , 5  - 91 



P-I b *  

alAchy a c t i v e  - ,r 

I) 
- œ .  

alAchy i n a c t i v e  - 4 3 

œ 

F i g u r e  11 : Comparaison de d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy e n  é l e c t r o p h o r è s e  
1 

en  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  [ I O  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8 , 3 .  

S : s é rum témoin .  

Les a u t r e s  d é p ô t s  c o r r e s p o n d e n t  à d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy . 
1 



a v a n t  l a  2 e  d i m e n s i o n  
< 

F i g u r e  1 2  : Compara i son  d e s  diagrammes o b t e n u s  a v e c  l ' a  Achy p u r i f i g e  e n  immu- 
1 

n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  d i f f é r e n t s  imrnunsérums. 

a  : irnmunsérum a n t i - p r o t é i n e s  s é r i q u e s  t o t a l e s  (BEHRING) 

b : immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy [DAKOI 
1 

c : immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy (BEHRING) 
1 

P o u r  un d é p ô t  d e  2 ?Jg d ' a l A c h y  p u r i f i é e .  n o u s  a v o n s  a j o u t é  8 0  
2  

d ' immunsérum à 1 2  m l  d ' a g a r o s e  ( p o u r  80 cm 1 p o u r  les imnunsérurns  

s p é c i f i q u e s  u t i l i s é s  d o n t  les t i t r e s  s o n t  les  s u i v a n t s  : 

T : 0,511 mg/ml p o u r  l ' immunsérum BEHR1NG:C 

T : 0 , 6 0  mg/ml p o u r  l ' immunsérurn DAK0:b 

( l e  t i t r e  T d é s i g n e  l a  q u a n t i t é  e n  mg d e  l ' a n t i g è n e  p r o t é i n i q u e  p r é -  

c i p i t é  d a n s  1 m l  d ' a n t i s é r u m  a u  moyen d e  l ' i m m u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e  

s i m p l e ) .  



,P. C e t t e  s o l u t i o n  d ' I s o g e l  e s t  c o u l é e  s u r  u n " ~ e 1  Bond [12 ,5  X 11  cm]. 

Après g é l i f i c a t i o n ,  d e s  p u i t s  s o n t  ménagés a u  m i l i e u  d e  l a  p l aque .  Le c o n t a c t  a u  

n iveau  d e s  é l e c t r o d e s  est e f f e c t u é  p a r  une mèche imb ibée  p a r  d e  l ' a c i d e  phospho- 

r i q u e  1 N du c 8 t é  d e  l ' a n o d e  e t  p a r  de l a  soude  1  N du c ô t é  de  l a  c a t h o d e .  Les 

é c h a n t i l l o n s  que l ' o n  a n a l y s e  d a n s  c e t t e  t e c h n i q u e  s o n t  géné ra l emen t  m i s  en  s o -  

l u t i o n  d a n s  l ' e a u .  Or,comme nous  l e  v e r r o n s  u l t é r i e u r e m e n t  [page  7 6 1 , s i  on d e s s a -  

l e  l ' a  Achy e t  s i  on l a  g a r d e  e n  s o l u t i o n  d a n s  l ' e a u ,  l ' a  Achy p a s s e  d e  l a  fo rme  
1  1  

a c t i v e  à l a  forme i n a c t i v e  q u i ,  devenue p l u s  a c i d e ,  mig re  p l u s  r ap idemen t  en g e l  

a l c a l i n .  Nous avons donc  é t u d i é  en  i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  d ' u n e  p a r t  d e  l ' a  Achy 1  
n a t i v e  q u i  e s t  c o n s e r v é e  en PBS,et  d ' a u t r e  p a r t  d e  l ' a  Achy q u i ,  a p r è s  a v o i r  é t é  1  
d i a l y s é e  c o n t r e  de  l ' e a u  d é s i o n i s é e  p u i s  l y o p h i l i s é e ,  a  é t é  mise en  s o l u t i o n  dans  

d e  l ' e a u  d é s i o n i s é e ;  il s ' a g i t  a l o r s  d ' a  Achy i n a c t i v e .  1  

On commence l ' é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  s o u s  un ampérage c o n s t a n t  d e  

25 mA pendan t  15 m i n u t e s  ( l e  v o l t a g e  s ' é l è v e  à 200 v o l t s  e n v i r o n  au d é p a r t ] .  

P u i s  l a  p u i s s a n c e  e s t  ma in t enue  c o n s t a n t e  e t  é g a l e  à 1 0  w a t t s .  On a r r ê t e  l ' é l e c -  

t r o f o c a l i s a t i o n  l o r s q u e  l ' ampérage ,  a p r è s  a v o i r  d iminué ,  r e s t e  c o n s t a n t  pendan t  

1 5  m i n u t e s  au moins. L ' e x p é r i e n c e  d u r e  e n v i r o n  1  h e u r e  e t  demie. La mesure  du pH 

e s t  e f f e c t u é e  à l ' a i d e  d ' une  é l e c t r o d e  de  c o n t a c t  e t  l a  cou rbe  du g r a d i e n t  d e  pH 

est t r a c é e  en f o n c t i o n  de  l a  d i s t a n c e  de m i g r a t i o n .  La p l aque  d r I s o g e l  e s t  e n s u i -  

t e  p l a c é e  dans  l a  s o l u t i o n  de  f i x a t i o n  ( p a g e  T 111  pendant  2  h e u r e s ,  au minimum. 

Après a v o i r  é t é  s é c h é e ,  l a  p l a q u e  e s t  c o l o r é e  (page  T 1 2 1 .  

L ' a  Achy n a t i v e  a p p a r a î t  s o u s  l a  forme d e  d e u x b a n d e s d e  p I  moyens 
1 

d i f f é r e n t s  : l a b a n d e l a  p l u s  i m p o r t a n t e  a  un p I  moyen é g a l  à 4,O. l ' a u t r e  bande 

a  un p I  moyen p roche  d e  3.75. L'a,Achy q u i  a  é t é  d e s s a l é e ,  l y o p h i l i s é e  p u i s  r e -  

mise  en s o l u t i o n  d a n s  l ' e a u  s e  p r é s e n t e  s o u s  une forme unique  de  p I  moyen é g a l  

à 3,75.  La forme a c t i v e  d'a,Achy a  donc un p I  moyen é g a l  à 4,O t a n d i s  que l ' a  Achy 1 
i n a c t i v e  possède  un p I  moyen é g a l  à 3,751. Des r é s u l t a t s  ana logues  o n t  é t é  o b t e n u s  

a v e c  un g r a d i e n t  d e  pH un peu d i f f é r e n t  12,5 - 1 0 , 5 )  ; i l s  s o n t  p r é s e n t é s  f i g u r e  

34 ,  page 142.  

En é t u d i a n t  du sérum humain p a r  i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  en  g e l  d e  

po lyac ry l amide  s u i v i e  d ' immunof ixa t ion  a v e c  l ' immunsérum s p é c i f i q u e  de  l ' a  Achy, 
1 

G I A N A Z Z A  e t  ARNAUD [ 68 1 o n t  mont ré  que l ' a  Achy m i g r e  sous  l a  forme de  7  ban-  1  
d e s  don t  l e s  p I  s o n t  compr is  e n t r e  4 , l  e t  4 ,45 .  Après t r a i t e m e n t  p a r  l a  neurami-  

n i d a s e ,  il r e s t e  4  bandes  de p I  p l u s  é l e v é s .  Des d i f f é r e n c e s  d a n s  l e  t a u x  de  s i a -  

l y l a t i o n  d e  l P a  Achy n ' e x p l i q u e r a i e n t  donc que  p a r t i e l l e m e n t  l a  m i c r o h é t é r o g é n é i t é  
1  

de  c e t t e  g l y c o p r o t é i n e .  

* "Gel bond" : f i l m  p o l y e s t e r  s e r v a n t  d e  s u p p o r t  [FMC Corpora t ion ,  Mar ine  c o l l o i d s  d i v i s i o n )  . 



II - 2 . 4  C o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e .  
1 

II - 2.4.1 C o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s .  

Depuis  l a  r é d a c t i o n  d e  l a  p u b l i c a t i o n  n o  1, un c e r t a i n  nombre d e  

d é t e r m i n a t i o n s  c o m p l é m e n t a i r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  p o u r  mieux  d é f i n i r  l a  compos i -  

t i o n  e n  , a c i d e s  a m i n é s .  

II - 2.4.1 .1  Dosage du t r y p t o p h a n e  e t  d e  l a  m é t h i o n i n e .  

Le t r y p t o p h a n e  a é t é  d o s é  a p r è s  u n e  h y d r o l y s e  d e  2 2  h e u r e s  p a r  

l ' a c i d e  m e r c a p t o é t h a n e  s u l f o n i q u e  3  N à l l O ° C  [ 1 5 9 )  : l e  t r y p t o p h a n e  r e p r é s e n t e  

0,94 % d e s  r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  d o s é s  d a n s  l a  même a n a l y s e .  

PENKE et  c o l l  [ 1 5 9  1 o n t  p a r  a i l l e u r s  c o n s t a t é  q u e  c e t t e  h y d r o l y s e  

p e r m e t t a i t  é g a l e m e n t  l e  d o s a g e  p r é c i s  d e s  r é s i d u s  d e  m é t h i o n i n e  d e  l a  m o l é c u l e .  

A p r è s  u n e  h y d r o l y s e  p a r  HC1 5 , 6  N ,  c e t  a c i d e  aminé  e s t  t r è s  s o u v e n t  d o s é  p a r  d é -  

f a u t  p u i s q u ' u n e  o x y d a t i o n  p a r t i e l l e  p e u t  l e  t r a n s f o r m e r  e n  m é t h i o n i n e  s u l f o x y d e .  

A p r è s  h y d r o l y s e  d e  l ' a  Achy p a r  HC1 5 , 6  N ,  n o u s  a v o n s  r e m a r q u é ,  d ' u n e  e x p é r i e n c e  
1 

à l ' a u t r e ,  d e s  v a r i a t i o n s  i m p o r t a n t e s  du t a u x  d e  m é t h i o n i n e .  L o r s q u e  l e  p o u r c e n -  

t a g e  d e  m é t h i o n i n e  é t a i t  f a i b l e ,  n o u s  o b s e r v i o n s  d a n s  l e  diagramme,  e n  a v a n t  d u  

p i c  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e ,  un p i c  c o r r e s p o n d a n t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  à d e  l a  m é t h i o n i n e  

o x y d é e  s o u s  f o r m e  d e  m é t h i o n i n e  s u l f o x y d e .  L o r s  d e  l ' h y d r o l y s e  p a r  l ' a c i d e  mer- 

c a p t o é t h a n e  s u l f o n i q u e ,  l ' e f f e t  r é d u c t e u r  d e  cet a c i d e  p r o t è g e  l a  m é t h i o n i n e  

c o n t r e  l ' o x y d a t i o n .  La m é t h i o n i n e  r e p r é s e n t e  3 , l  % d e s  r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  

d o s é s  a p r è s  c e t t e  h y d r o l y s e .  

II - 2.4.1 .2  Dosage d e  l a  c y s t é i n e .  

L o r s  d e s  é t u d e s  e f f e c t u é e s  p o u r  l a  p u b l i c a t i o n  n o  1 ,  nous  n ' a v o n s  

p a s  d é c e l é  d e  c y s t i n e  d a n s  l e  diagramme d ' a n a l y s e  e n  a c i d e s  a m i n é s  ; l a  compos i -  

t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  é t a i t  à ce t t e  époque  d é t e r m i n é e  a p r è s  a n a l y s e  s u r  un a u t o -  

a n a l y s e u r  BECKNAN m u l t i c h r o m e  B. P a r  c o n t r e ,  d a n s  c e r t a i n e s  a n a l y s e s  f a i t e s  u l -  

t é r i e u r e m e n t  s u r  un a u t o a n a l y s e u r  p l u s  p e r f o r m a n t ,  l ' a p p a r e i l  BECKNAN 1 1 9  CL, 

un p i c  p e u  i m p o r t a n t  d e  c y s t i n e  a pu ê t r e  o b s e r v é .  Le p o u r c e n t a g e  d e  c y s t é i n e  

d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' a  A c h y c o n s t i t u e  un p o i n t  d e  d é s a c c o r d  e n t r e  HEINBURGER e t  c o l l  
1 

( 7 5 1 ,  q u i  n ' e n  t r o u v e n t  p a s ,  e t  TRAVIS e t  c o l l  (2021 q u i  d é c r i v e n t  l a  p r é s e n c e  d e  



deux r é s i d u s  de  c y s t é i n e  p a r  m l é c u l e  d ' a  Achy. P o u r  p r é c i s e r  l e  p o u r c e n t a g e  
1 

que  p e u t  r e p r é s e n t e r  c e t  a c i d e  aminé dans  l a  m o l é c u l e ,  nous avons  donc e f f e c -  

t u é  d ' une  p a r t  une t r a n s f o r m a t i o n  de  l a  c y s t é i n e  e n  a c i d e  c y s t é i q u e  p a r  oxy- 

d a t i o n  pe r fo rmique  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l a  t r a n s f o r m a t i o n  en a m i n o é t h y l c y s t é i n e .  

L 'oxyda t ion  pe r fo rmique  est e f f e c t u é e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  HIRS 

(801 e t  nous nous sommes i n s p i r é e  de l a  s t r a t é g i e  a d o p t é e  p a r  GLASER e t  c o l l .  

(691 p o u r  l ' a  P I . :  l e  p r o d u i t  ob t enu  a p r è s  o x y d a t i o n  pe r fo rmique  e s t ,  ou  b i e n  
1  

soumis  d 'emblée à l ' h y d r o l y s e  p a r  HCI 5 , 6  N ,  ou b i e n  soumis au  p r é a l a b l e  à une 

d i a l y s e  c o n t r e  de  l ' e a u  d é s i o n i s é e  ; d a n s  c e  d e r n i e r  c a s ,  l ' h y d r o l y s e  p a r  H C 1  

5 ,6  N est e f f e c t u é e  sur l e  m a t é r i e l  a d i a l y s a b l e  e t  s u r  l e  m a t é r i e l  d i a l y s a b l e .  

Il s e  p o u r r a i t  en  e f f e t ,  comme c e l a  a  é t é  o b s e r v é  p o u r  l ' a  P I ,  qu'un p o n t  d i -  
1 

s u l f u r e  e x i s t â t  e n t r e  un r é s i d u  de c y s t é i n e  de l ' a  Achy e t  un r é s i d u  de c y s t é i n e  
1 

d'un p e p t i d e  comme l e  g l u t a t h i o n  p r é s e n t  dans l e  sé rum.  La d i a l y s e  e f f e c t u é e  

a p r è s  l ' o x y d a t i o n  p e r f o r m i q u e  d o i t  p e r m e t t r e  d ' é l i m i n e r  c e t  é v e n t u e l  p e p t i d e .  

Les r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que  l ' a c i d e  c y s t é i q u e  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  0,9 % d e s  r é -  

s i d u s  d ' a c i d e s  aminés  du p r o d u i t  ob t enu  a p r è s  o x y d a t i o n  pe r fo rmique  e t  q u i  n ' a  

p a s  s u b i  de  d i a l y s e .  Il n ' y  a  pas  de  p e r t e  d ' une  q u a n t i t é  s i g n i f i c a t i v e  d ' a c i d e  

c y s t é i q u e  l o r s  de  l a  d i a l y s e .  L ' a c i d e  c y s t é i q u e  d o s é  d o i t  donc  b i e n  a p p a r t e n i r  

à l a  molécule  d ' a  Achy. 
1 

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons  soumis l ' a  Achy à une r é d u c t i o n  s u i v i e  
1 

d ' u n e  a m i n o é t h y l a t i o n  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  d a n s  l a  p a r t i e  t e c h n i q u e  [page  

T 151.  Nous avons p r é f é r é  e f f e c t u e r  l ' a m i n o é t h y l a t i o n  p l u t S t  q u e  l a  S-carboxy-  

m é t h y l a t i o n ,  c a r  d a n s  l e  diagramme d ' a c i d e s  aminés,  l a  S-carboxyrnéthylcystéine 

est é l u é e  j u s t e  a v a n t  l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  ; o r ,  nous  avons vu q u ' a p r è s  h y d r o l y s e  

de l ' a  Achy n a t i v e  p a r  H C 1  5.6 N,  nous o b t e n i o n s  très s o u v e n t  à c e t t e  même p l a c e  
1  

un p i c  v ra i s emblab lemen t  dû à de  l a  mé th ion ine  s u l f o x y d e ,  ce q u i  r e n d  moins a i s é e  

l a  compara ison  e n t r e  l e s  diagrammes o b t e n u s  a v a n t  e t  a p r è s  l a  m o d i f i c a t i o n  c h i -  

mique. L ' a m i n o é t h y l c y s t é i n e ,  é l u é e  e n t r e  l a  l y s i n e  e t  l ' a r g i n i n e ,  e s t  p a r  c o n t r e  

b i e n  i n d i v i d u a l i s é e  : e l l e  r e p r é s e n t e  d a n s  l ' a  Achy 0,s % d e s  r é s i d u s  d ' a c i d e s  
1 

aminés.  En f a i t ,  l a  r é a c t i o n  d ' a m i n o é t h y l a t i o n  p e u t  n ' a v o i r  p a s  é t é  c o m p l è t e  : 

c e l a  e x p l i q u e r a i t  que  l e  p o u r c e n t a g e  d ' a m i n o é t h y l c y s t é i n e  s o i t  i n f é r i e u r  a u  pour-  

c e n t a g e  d ' a c i d e  c y s t é i q u e .  



I 
TABLEAU I V  

Composi t ion ch imique  de  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  s é r i q u e  
1  

I I 

R é s u l t a t s  p e r s o n n e l s  1 HEINSURGER I TRAVISet  
1 e t  c o l l  [751 c o l l  [2021 
I 

I 1 

ACIDES AMINES Nombre de I Nombre d e  l Nombre de Nombre d e  
r é s i d u s  pour 1 0 0  : r é s i d u s  p a r  mole ! r é s i d u s  p a r  mole*: r e s i d u s  p a r  mole 

I 1 

I I 1 
I 4  6  I 47 

I 
Acide  a s p a r t i q u e  i 1 1 , 4  I 4  9  

a  I I 1 I 

Th réon ine  I 7,7  I 31 I 32 I 
I I I I 

3  1  

S é r i n e  
a  I I I 

I 7B2 I 29 I 3 1  
I 
I 

3  2  
I I 
I 43 Acide g lu t amique  1 0 B 7  I 5  4  I 5  O I 

I I I 
I I I 

I 1 5  
I 

P r o l i n e  3 , 5  1 4  I 1 5  
I I 

l I I 
G l y c o c o l l e  I I 4 ,1  I 1 6  I 1 6  I 1 8  

I I 1 

Alan ine  
I I 
I 7,7  I 31 I 3 1  I 

I I 
34 

b I I I C y s t i n e / 2  I OB9 I 4 I O I 

I I I 
2  

I 
I I I 

I 
2  1  2  5  

I 
V a l i n e  

I 582 I 
2  7  

I 
C I I I 

Méth ion ine  I 
I Z B 6  I 1  O I 1 2  I I I  
1 I I I 

I s o l e u c i n e  I 4,3  I 1 7  I 20 I 2  3  
I I I I 

Leucine  I 1 3 , 4  I 1 
I 5  3  

I 
54 I 

I 56 I 
I 

T y r o s i n e  I 
l 1 

I 2,7  I 
11 I 1 O I 9  

I 1 I I 

P h é n y l a l a n i n e  I 5,1 I 2  O I 26 I 26 
1 

I I t 
I I I 

I 
9 H i s t i d i n e  I 2 , 2  I 9  I 9  

I 
I I I 
I 

I 2  8  Lys ine  I 6 , 4  2 6  I 
I 

2  7  
I 

I I 

A r g i n i n e  I 
4, O I 1 6  I 1 5  

I I 
I 1 5  

I 
C I 

I I 

Tryptophane  O, 9  I 4  I 3 I 
I I 

4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I 
Nonbre t o t a l  I I 

I 4  01 I 428 
I 1 

438 
i 

I 
I I I 

SUCRES 
en  g pour  100  g: Nombre d e  :en  g  p o u r  100  g 1 Nombre d e  

[ p o i d s  s ec1  r é s i d u s  p a r m l e ~  [ p o i d s  s ec1  b é s i d u s  p a r  mole 
I 

Fucose  I / I / I I O. 7  I 
I I I I 

Mannose I 4 , 7  1 1 5  à 1 6  I 38 à 4 0  ! j I I 9B9 I 
G a l a c t o s e  I 5 , 4  1 7  à 1 8  I 

I 

d l  I I 

21 à 22 
I 

Wacé ty  1- g l u c o s  amine: 8 , l  I 7.4 I 30 à 35 I 
I 

I I I I 
Ac ide  N-acé ty l  I I I t 

n eu ramin ique  I S B 4  1 1 0  à 11 6 ,6  I 
I 

I I I 
11 à 1 4  

I * 

* R é s u l t a t s  i n d i q u é s  s o u s  c e t t e  forme p a r  TRAVIS e t  c o l l  [2021.  

a  La v a l e u r  est  d é d u i t e  p a r  e x t r a p o l a t i o n  l i n é a i r e  au temps  z é r o  d e s  v a l e u r s  o b t e -  
nues  a p r è s  24 e t  72  h e u r e s  d ' h y d r o l y s e .  

J La c y s t i n e  n ' e s t  p a s  d o s a b l e  a p r è s  h y d r o l y s e  de 24 h e u r e s  p a r  H C 1  5.6 N ; l e  
p o u r c e n t a g e  de  c y s t i n e / 2  a  é t é  d é t e r m i n é  a p r è s  t r a n s f o r m a t i o n  en  a c i d e  c y s t é i q u e  
p a r  o x y d a t i o n  per for rn ique .  

c Acide aminé dosé a p r è s  h y d r o l y s e  d e  22 h e u r e s  p a r  l ' a c i d e  mercapto-é thane  s u l f o -  
n i q u e  3 N à 110' C. 

d  Les osamines  s o n t  d o s é e s  s u r  a u t o a n a l y s e u r  a p r è s  4  h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  p a r  H C 1  4  N 



Après ces d é t e r m i n a t i o n s ,  l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés  d e  

l ' a  Achy p e u t  ê t r e  r e c a l c u l é e ,  e l l e  f i g u r e  dans  l e  t a b l e a u  I V ,  a i n s i  q u e  les 
1 

c o m p o s i t i o n s  p u b l i é e s  p a r  HEIMBURGER e t  c o l l .  (751  e t  TRAVIS e t  c o l l .  I2021. 

L ' e x i s t e n c e  d e  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e  d a n s  l a  m o l é c u l e  d0a lAchy  n e  

s e m b l e  donc  p l u s  à mettre en d o u t e  a p r è s  c e s  r é s u l t a t s ,  l e u r  nombre s ' é l e v e r a i t  

à 4 r é s i d u s  p a r  m o l é c u l e  s i  l ' o n  c o n s i d è r e  l e  p o u r c e n t a g e  d ' a c i d e  c y s t é i q u e  d o s é .  

Nous avons  vu que ,  l o r s  d e s  é t a p e s  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  c o v a l e n t e  du p r o t o c o l e  d e  

p u r i f i c a t i o n ,  l ' a  Achy n ' e s t  p a s  r e t e n u e  s u r  l e s  deux c o l o n n e s  u t i l i s é e s  ; o n  
1 

p e u t  donc  p e n s e r  que  les  g roupemen t s  t h i o l  d e  l ' a  Achy ne s o n t  p a s  f a c i l e m e n t  1  
a c c e s s i b l e s .  L ' a d d i t i o n  d ' u n e  f a i b l e  q u a n t i t é  d e  6 - m e r c a p t o é t h a n o l  i n d i s p e n s a b l e  

p o u r  l a  f i x a t i o n  d e  l ' a  P I  s u r  l a  c o l o n n e  d e  Act ivated-Th io l -Sepharose 4 B  [ é t a p e  
1  

no 2 du p r o t o c o l e  du t a b l e a u  II page  54 1 ne  d o i t  p a s  ê t r e  s u f f i s a n t e  p o u r  ou -  

v r i r  l e s  é v e n t u e l s  p o n t s  d i s u l f u r e  d e  l ' a  Achy. 
1 

P a r  a i l l e u r s ,  nous  pouv ions  nous  demander  s i  nous  n ' a v i o n s  p a s  

d a n s  l ' a  Achy une ou p l u s i e u r s  l i a i s o n s  t h i o e s t e r  comme ce l les  q u i  e x i s t e n t  d a n s  
1  

l ' a  M [ 1 8 6 ) .  L o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  du complexe a M-p ro t éa se ,  c e s  l i a i s o n s  t h i o e s -  
2 2 

t e r  s o n t  coupées  e t  q u a t r e  g roupemen t s  t h i o l  l i b r e s  peuven t  a l o r s  ê t r e  d o s é s  p a r  

m o l é c u l e  d ' a  M .  
2 

Le d o s a g e  d e  groupement  t h i o l  l i b r e  p a r  l a  méthode au  DTNB [ou  

r é a c t i f  dlELLMAN [ 56 1 : a c i d e  5 , 5 '  d i t h i o b i s  - (2-nitrobenzolque)lindique 

q u ' i l  n ' e x i s t e  p a s  de  groupement  t h i o l  l i b r e  d a n s  l ' a  Achy n a t i v e .  Cependan t ,  1 
p o u r  c o n t i n u e r  dans  c e t t e  v o i e ,  i l  nous  a  s emb lé  n é c e s s a i r e  d ' e s s a y e r  d e  p u r i f i e r  

l ' a  Achy s a n s  u t i l i s e r  les  deux é t a p e s  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  c o v a l e n t e  q u i  n é c e s s i -  
1 

t e n t  un c o n t a c t  a v e c  du 6 - m e r c a p t o é t h a n o l  [ v o i r  11-1.2 page  56 1. Ce p r o t o c o l e  

m o d i f i é  est m a i n t e n a n t  au  p o i n t  e t  nous  p o u r r o n s  a p p l i q u e r  l e  d o s a g e  d e  g r o u p e -  

ment t h i o l  l i b r e  à l ' a  Achy p u r i f i é e  s e l o n  ce p r o t o c o l e .  Il s e r a  e n s u i t e  i n t é r e s -  1  
s a n t  d e  v o i r  s i  a p r è s  a c t i o n  d ' u n  enzyme ou a p r è s  t r a n s f o r m a t i o n  en  forme i n a c t i v e  

p a r  d i f f é r e n t s  p r o c é d é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s ,  il es t  p o s s i b l e ,  comme d a n s  l e  c a s  d e  

l ' a  M [ 186  1 d e  m e t t r e  en  é v i d e n c e  un ou p l u s i e u r s  g roupemen t s  t h i o l  l i b r e s .  2 

II - 2.4.2 Compos i t ion  e n  s u c r e s .  

P o u r  comparer  nos  r é s u l t a t s  a v e c  c e u x  d e  TRAVIS e t  c o l l .  ( 2021 ,  

nous avons ,  d a n s  l a  p u b l i c a t i o n  no  1 ,  p r é s e n t é  l a  c o m p o s i t i o n  e n  s u c r e s  d e  l ' a  Achy 
1 

en  e x p r i m a n t  l a  c o m p o s i t i o n  g l o b a l e  e n  s u c r e s  n e u t r e s  e t  e n  N-acé ty lhexosamines .  

Cependant ,  les  méthodes d ' a n a l y s e  u t i l i s é e s ,  p r é c i s é e s  dans  ce t te  même p u b l i c a t i o n  



p e r m e t t e n t  d e  d é f i n i r  l a  compos i t i on  d é t a i l l é e  en  s u c r e s  ; e l l e  est i n d i q u é e  

dans  l e  t a b l e a u  I V .  

S i  nous c o n s i d é r o n s  que l a  M moyenne de  l ' a  Achy e s t  é g a l e  à 
r 1  

58 000 e t  que  s a  t e n e u r  en g l u c i d e s  s ' é l è v e  à 24 % ( e n  p o i d s ) ,  nous pouvons en  

d é d u i r e  q u e  l a  c o n t r i b u t i o n  en  s u c r e s  r e p r é s e n t e  une M d ' e n v i r o n  1 4  000. S i l ' o n  r 
e s t i m e  que  l a  M moyenne d ' une  c h a f n e  g l y c a n n i q u e  d e  g l y c o p r o t é i n e  s é r i q u e  humai- r 
ne  e s t  d ' e n v i r o n  2  500, i l  e s t  p o s s i b l e  d e  d é t e r m i n e r  l e  nombre de  c h a f n e s  g ly -  

cann iques  p a r  mo lécu le  : il d o i t  ê t r e  de l ' o r d r e  de  4 à 5. 11 s ' a g i t  très v r a i -  

semblablement  de g l y c a n n e s  de  t y p e  N - a c e t y l l a c t o s a m i n i q u e  ou complexe. 

II - 2.5 I n t e r a c t i o n s  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A. 

La l e c t i n e  de f è v e  J ack  ou c o n c a n a v a l i n e  A p o s s è d e  q u a t r e  s i t e s  

de  l i a i s o n  ; e l l e  r é a g i t  s p é c i f i q u e m e n t  a v e c  l e s  s t r u c t u r e s  g l u c i d i q u e s  a y a n t  l a  

c o n f i g u r a t i o n  d 'un a-O-mannopyranoside ou une c o n f i g u r a t i o n  ana logue  [ d ' a p r è s  l a  

r e v u e  de  LIS e t  SHARON 112211. Pu i sque  l e  mannose r e p r é s e n t e  une p a r t i e  impor t an -  

t e  des  g lycannes  de  nonbreuses  g l y c o p r o t é i n e s ,  l ' i n t e r a c t i o n  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i -  

n e  A p e u t  ê t r e  u t i l i s é e  pou r  une c a r a c t é r i s a t i o n  s t r u c t u r a l e  p a r t i e l l e  d e  ces 

g l y c o p r o t é i n e s .  

KRUSIUS e t  c o l l  (1101 o n t  mont ré ,  en  u t i l i s a n t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

d e  f é t u i n e  e t  de t r a n s f e r r i n e  que  l e s  g l y c a n n e s  a y a n t  une s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  

s o n t  c a p a b l e s  de r é a g i r  avec  l a  c o n c a n a v a l i n e  A, t a n d i s  que les g lycannes  a y a n t  

une s t r u c t u r e  t r i a n t e n n é e  ne l e  s o n t  p a s .  Les t r a v a u x  de  BAYARD e t  KERCKAERTsur 

1 ' a l - f o e t o p r o t é i n e  ( 1  51 e t  l 'a l  - g l y c o p r o t é i n e  a c i d e  (141 e t  ceux  de  BAYARD e t  

c o l l  s u r  l ' a  P I  [161 o n t  permis  de  c o n f i r m e r  c e t t e  o b s e r v a t i o n  p o u r  chacune  d e s  
1  

g l y c o p r o t é i n e s  é t u d i é e s  : l a  f r a c t i o n  r é a g i s s a n t  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A c o n t i e n t  

uniquement  d e s  g l y c a n n e s  a y a n t  une s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e ,  t a n d i s  que  l a  f r a c t i o n  

n e  r é a g i s s a n t  pas  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A p e u t  ê t re  un mélange d e  p l u s i e u r s  t y p e s  

d e  g lycannes ,  à l ' e x c e p t i o n  des  g lycannes  a y a n t  une  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e .  

L ' é t u d e  des  i n t e r a c t i o n s  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A p e u t  ê t r e  e f f e c -  

t u é e  en  a p p l i q u a n t  l a  t e c h n i q u e  d'immune-affinoélectrophorèse b i d i m e n s i o n n e l l e  

q u i  permet  s imu l t anémen t  l a  d é t e c t i o n  e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  de g l y c o p r o t é i n e s  pou- 

v a n t  s e  l i e r  à l a  l e c t i n e  ; e l l e  combine en  e f f e t  l ' i n t e r a c t i o n  s p é c i f i q u e  a v e c  

l a  l e c t i n e  e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p a r  l ' i m m u n o p r é c i p i t a t i o n .  La 

t e c h n i q u e  o r i g i n a l e  a  é t é  d é c r i t e  en  1973  p a r  BBG-HANSEN e t  c o l l  (261,  l a  modi- 



f i c a t i o n  q u i  c o n s i s t e  à i n c o r p o r e r  l a  l e c t i n e  d i r e c t e m e n t  d a n s  l a  bande d e  g e l  

d e  l a  p r e m i è r e  d imens ion  a  é t é  i n t r o d u i t e  u l t é r i e u r e m e n t  (271 : e l l e  augmente en-  

c o r e  l a  s e n s i b i l i t é  de  l a  t e c h n i q u e .  Le p r o t o c o l e  q u e  nous avons u t i l i s é  est dé- 

c r i t  dans  l a  p a r t i e  t e c h n i q u e  (page  T 121. 

La c o n c a n a v a l i n e  A i n c o r p o r é e  dans  l e  g e l  d e  l a  p r e m i è r e  d imens ion  

est  immobile  l o r s  de  l ' é l e c t r o p h o r è s e .  Sa p r é s e n c e  provoque un r e t a r d  de  m i g r a t i o n  

de  l a  g l y c o p r o t é i n e  e t  c e  r e t a r d  e s t  p r o p o r t i o n n e l  à l ' a f f i n i t é  d e  l a  g l y c o p r o t é i -  

ne  p o u r  l a  l e c t i n e .  I l  f a u t  donc q u e  l a  q u a n t i t é  d e  c o n c a n a v a l i n e  A i n c o r p o r é e  

dans  l e  g e l  d e  l a  p r e m i è r e  d imens ion  s o i t  s u f f i s a n t e  pou r  q u e  t o u t e s  les m l é c u -  

l e s  p r é s e n t e s  dans  l e  d é p ô t  p u i s s e n t  r é a g i r  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A,  s i  e l les  o n t  

une a f f i n i t é  pou r  e l l e .  Cec i  n é c e s s i t e  donc un c e r t a i n  nombre d ' e s s a i s  p r é l i m i -  

n a i r e s .  Pour  un d é p ô t  d e  1 à 1,s pg d '  a lAchy,  i l  f a u t  i n c o r p o r e r  100  p l  d ' u n e  

s o l u t i o n  d e  c o n c a n a v a l i n e  A à 1 0  mg/ml dans 1 , l  m l  d ' a g a r o s e  q u i  r e c o u v r i r a  en- 

s u i t e  un e s p a c e  de  1 x 8  cm ménagé dans l a  bande d e  p r e m i è r e  d imens ion .  L'immun- 

sérum s p é c i f i q u e  de l ' a  Achy e s t  u t i l i s é  dans  l a  deuxième d imens ion .  
1  

Nous avons  a n a l y s é ,  en  a p p l i q u a n t  c e t t e  t e c h n i q u e ,  l e  s é rum de dé- 

p a r t .  l ' a  Achy p u r i f i é e  e t  l ' a  Achy q u i  a  r é a g i  a v e c  l a  chymot ryps ine  b o v i n e  ou 
1 1  

a v e c  l a  c a t h e p s i n e  GP Une immunoélec t rophorèse ,  s a n s  c o n c a n a v a l i n e  A d a n s  l e  g e l  

de  p r e m i è r e  d imens ion ,  e s t  e f f e c t u é e  en témoin p o u r  l ' a  Achy p u r e  e t  l ' a  Achy q u i  
1 1 

a  r é a g i  a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G .  Les diagrammes o b t e n u s  s o n t  p r é s e n t é s  dans  l a  f i g u -  

re 13 .  En p r é s e n c e  de c o n c a n a v a l i n e  A, l e s  p r o f i l s  d e  p r é c i p i t a t i o n  o b t e n u s  s o n t  

t r è s  s e m b l a b l e s ,  que  c e  s o i t  a v e c  l e  sérum, l ' a  Achy p u r i f i é e ,  l l a lAchy  q u i  a  
1 

r é a g i  a v e c  l a  chymot ryps ine  ou a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G .  Le p i c  l e  p l u s  a n o d i q u e  c o r -  

r e spond  à d e  l ' a  Achy q u i  n ' e s t  p a s  r e t e n u e  p a r  l a  c o n c a n a v a l i n e  A. Lorsque  y a  - 
1 1  

Achy a  r é a g i  a v e c  l a  chymot ryps ine  ou l a  c a t h e p s i n e  G ,  l a  m i g r a t i o n  de  ce p i c  e s t  

p l u s  é l e v é e  que  c e l l e  du p i c  o b t e n u  avec  l ' a  Achy n a t i v e  ou l e  sérum. Le p i c  i n -  
1 

t e r m é d i a i r e  c o r r e s p o n d  à de  l ' a  Achy f a i b l e m e n t  r e t e n u e  p a r  l a  c o n c a n a v a l i n e  A. 
1 

Une c e r t a i n e  h é t é r o g é n é i t é  est  o b s e r v é e  pour  l e  p i c  l e  moins anodique  q u i  c o r r e s -  

pond à l ' a  Achy r e t e n u e  p a r  l a  c o n c a n a v a l i n e  A .  
1 

Dans l e  c a s  de  l ' a  - f o e t o p r o t é i n e  (151 ,  d e  l ' a  - g l y c o p r o t é i n e  a c i -  
1  1 

d e  ( 1 4 )  e t  d e  l ' a  P I  (161 ,  l a  p r é s e n c e  du p i c  i n t e r m é d i a i r e  c a r a c t é r i s é  p a r  des  
1 

i n t e r a c t i o n s  f a i b l e s  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A est  due  à des  i n t e r a c t i o n s  hydropho- 

b e s  e t / o u  à l a  con fo rma t ion  de l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  de  l a  mo lécu le  q u i  empê- 

c h e  l ' i n t e r a c t i o n  d e s  g l y c a n n e s  a v e c  l a  c o n c a n a v a l i n e  A.  Pour  chacune  de  ces g l y -  

c o p r o t é i n e s ,  i l  a  en  e f f e t  é t é  démontré que  l a  r é d u c t i o n  s u i v i e  d e  l ' a l k y l a t i o n  

* c a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  humaine, v o i r  P  : 85.  



F i g u r e  13 : Diagrammes d ' immunoé lec t ropho rèse  l a  e t  c l  e t  d ' imrnuno-a f f i noé lec -  

t r o p h o r è s e  avec l a  c o n c a n a v a l i n e  A  Ib ,  d, e, e t  f l  en u t i l i s a n t  

l ' i rnmunsérum s p é c i f i q u e  de l ' a  Achy (DAKOI dans l a  deuxième dirnen- 
1 

s i o n .  

a  e t  d  : a Achy n a t i v e  ; b  : sérum humain no rma l  ; c  e t  e  : a Ac.hy 
1 1 

ayan t  r é a g i  avec l a  c a t h e p s i n e  G ; f : a Achy ayan t  r é a g i  avec 
1 

l a  chymot ryps ine .  

Un t r a i t  i n d i q u e  l a  p o s i t i o n  du sommet du p i c  de l'a Achy n a t i v e  
1 

ob tenu  en ( a l  p r i s e  comme p o i n t  de r e p è r e .  



t ransforme l e  diagramme obtenu en imuno -a f f i noé lec t r opho rèse  : l e s  i n t e r a c t i o n s  

f a i b l e s  avec l a  concanavaline A ne se c réen t  p l u s  e t  il n ' e x i s t e  p l u s  que l e  p i c  

re tenu  e t  l e  p i c  non retenu. 

Les essa is  d ' immuno-af f inoélectrophorèse b id imens ionne l le  e f f e c -  

tués s u r  l ' a  Achy r é d u i t e  e t  aminoéthylée n ' o n t  pas permis d ' o b t e n i r  des r é s u l t a t s  
1 

i n té ressan t s .  En ef fe t ,  après c e t t e  m o d i f i c a t i o n  chimique, l e s  déterminants a n t i -  

géniques de l ' a  Achy sont  mod i f i és  de façon t r o p  impor tan te  pour  que l ' o n  pu isse  
1 

o b t e n i r  des r éac t i ons  d ' immunopréc ip i ta t ion  co r rec tes .  

Le p i c  l e  moins anodique correspond aux molécules d ' a  Achy possé- 
1  

dant des s t r u c t u r e s  glycanniques capables de r é a g i r  avec l a  concanaval ine A, c ' e s t -  

à -d i r e  des s t r u c t u r e s  biantennées. L 'hé té rogéné i té  de ce p i c  peu t  ê t r e  due à deux 

phénomènes supplémentaires : d  'une pa r t ,  des l i a i s o n s  hydrophobes peuvent s  'a jou-  

t e r  à l ' a f f i n i t é  des chaînes glycanniques e t  donc augmenter encore l ' i n t e r a c t i o n  

des molécules avec l a  concanaval ine A : d ' a u t r e  pa r t .  l a  conformat ion de l a  cha i -  

ne po l ypep t i d i que  peut  gêner l a  r é a c t i o n  des glycannes, dans ce cas l ' i n t e r a c t i o n  

des molécules avec l a  concanavaline A e s t  moins f o r t e .  

Ces études des i n t e r a c t i o n s  de l ' a  Achy avec l a  concanaval ine Ane  
1  

peuvent permet t re  une d é f i n i t i o n  p l u s  p r é c i s e  de l a  s t r u c t u r e  des glycannes de l a  

molécule. E l l e s  permettent,  p a r  cont re ,  de montrer que : 

11 l e  t r a i t e m e n t  s u b i  p a r  l ' a  Achy pendant l e  p ro toco le  de p u r i f i c a t i o n  n ' i n d u i t  
1  

pas dans l e s  glycannes de m o d i f i c a t i o n  q u i  pe r t u rbe  l e u r s  i n t e r a c t i o n s  avec l a  

concanaval ine A, 

21 l a  r é a c t i o n  de l ' a  Achy avec l a  catheps ine G l e u c o c y t a i r e  ou l a  chymotrypsine 
1  

bovine q u i  a b o u t i t  à l a  t r ans fo rma t i on  de l ' i n h i b i t e u r  en a  Achy modif iée [ v o i r  
1 

l e  c h a p i t r e  III1 ne change pas l e  taux  r e s p e c t i f  des formes d ' a  Achy q u i  se d i f -  
1  

f é renc ien t  p a r  l e u r  i n t e r a c t i o n  avec l a  concanaval ine A. 

II - 2.6 Déterminat ion de l a  séquence amino-terminale de l ' a  -antichymo- 
1  

t r v ~ s i n e .  

A chaque c y c l e  de l a  dégradat ion r écu r ren te  de EDNAN (541, l a  

chaîne po l ypep t i d i que  e s t  amputée à son ex t r ém i t é  N- termina le  d 'un ac ide aminé 

e t  un d é r i v é  c y c l i q u e  i n s t a b l e  e s t  l i b é r é  : l a  2 - a n i l i n o - 5 - t h i a z o l i n o n e  d 'ac ide  

aminé. Ce composé e s t  c o n v e r t i  en d é r i v é  p l u s  s t a b l e  : l a  pheny l th iohydantoïne 



d ' a c i d e  aminé [PTH a c i d e  aminé] .  Les PTH d ' a c i d e s  aminés  s o n t  i d e n t i f i é e s  e t  

q u a n t i f i é e s  p a r  HPLC. 

L ' a  Achy [35  nanomolesl  a é t é  soumise  à l a  méthode manue l l e  de  l a  
1  

d é g r a d a t i o n  d e  EDMAN. L ' ac ide  aminé en  p o s i t i o n  N- termina le  e s t  l ' a s p a r a g i n e .  Le 

rendement o b t e n u  e s t  f a i b l e  ( 6  %),  c e c i  e s t  s a n s  d o u t e  dû à l a  mauvaise  s o l u b i l i -  

t é  de l ' a  Achy dans  l e  tampon de  coup lage  ( l a  d i m é t h y l a l l y l a m i n e l .  La mauvaise  
1  

s o l u b i l i t é  e t  l a  p r o p o r t i o n  é l e v é e  de  s u c r e s  dans  l a  molécule  d ' a  Achy s o n t  s a n s  
1 

d o u t e  les c a u s e s  de  l ' e r r e u r  que nous avons  f a i t e  a u p a r a v a n t  ( p u b l i c a t i o n  no  I l  

dans  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l ' a c i d e  aminé N- t e rmina l .  

Un é c h a n t i l l o n  d ' a  Achy ( 1 3 0  nanomolesl  a  e n s u i t e  é t é  soumis  à l a  
1 

d é g r a d a t i o n  a u t o m a t i q u e  de EDMAN s u r  un s é q u e n c e u r  BECKMAN 890 C. Le tampon qua-  

d r o l  1  M pH 9,O (programme BECKMAN 1229741 a  é t é  u t i l i s é  en  e s p é r a n t  o b t e n i r  une 

m e i l l e u r e  s o l u b i l i s a t i o n  de l ' a  Achy. Au d é p a r t  un c y c l e  comple t ,  s a n s  c l i v a g e ,  
1  

e s t  e f f e c t u é  p o u r  é l i m i n e r  l e s  a c i d e s  aminés l i b r e s  é v e n t u e l l e m e n t  a d s o r b é s  s u r  

l ' é c h a n t i l l o n .  La p r é s e n c e  de l ' a s p a r a g i n e  en  p o s i t i o n  N- t e rmina l e  e s t  c o n f i r m é e  

s a n s  a m b i g u i t é .  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  p e r m e t t e n t  de p r o p o s e r  p o u r  19a lAchy l a  

séquence  amino- t e rmina l e  s u i v a n t e  : 

Asn-Pro-Asn-Leu-Asp- 

Il s e r a  t o u t e f o i s  n é c e s s a i r e  de c o n f i r m e r  c e t t e  s équence  c a r  nous  avons é t é  con- 

f r o n t é e  à deux problèmes  : d ' a b o r d ,  l a  r é a c t i o n  de c l i v a g e  p o u r  l i b é r e r  l e  d é r i -  

vé d ' a c i d e  aminé p r o l i n e  en p o s i t i o n  2  a  é t é  i n c o m p l è t e  e t  d è s  l e  t r o i s i è m e  cyc le  

nous obse rvons  un recouvrement  i m p o r t a n t  dû à une remanence d e s  a c i d e s  aminés  des  

c y c l e s  p r é c é d e n t s .  E n s u i t e ,  i l  semble  q u ' i l  y  a i t  eu  coupure  p a r t i e l l e  d ' une  

l i a i s o n  i n t e r n e  de  l a  molécule ,  p u i s q u l i l  y  a  a p p a r i t i o n  d ' une  séquence  mineu re  

dès  l e  deuxième c y c l e  de l a  d é g r a d a t i o n .  La coupure  de  c e t t e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  

p o u r r a i t  r é s u l t e r  de s  c o n d i t i o n s  n é c e s s a i r e s  à l a  r é a c t i o n  de c l i v a g e  [ en  p r é s e n -  

c e  d ' a c i d e  h e p t a f l u o r o b u t y r i q u e  e t  à 57' C l .  Nous v e r r o n s  en e f f e t  dans l a  s u i t e  

de n o t r e  t r a v a i l  que l ' a  Achy p u r i f i é e  es t  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a b i l e  dans d e s  con- 
1  

d i t i o n s  a n a l o g u e s  d ' a c i d i t é  e t  de  t e m p é r a t u r e .  

La séquence  que nous avons dé t e rminée  p r é s e n t e  une  s i m i l i t u d e  

avec  c e l l e  p u b l i é e  récemment p a r  N O R 1 1  e t  TRAVIS (1381 e t  q u i  e s t  p r é s e n t é e  c i -  

des sous  s o u s  l ' i n t i t u l é  s équence  l .  Une a u t r e  s équence  amino- t e rmina l e  de  l 'a , -  

Achy, p r é s e n t é e  c i - d e s s o u s  sous  l ' i n t i t u l é  s équence  2, a v a i t  é t é  p u b l i é e  e n  

1978 p a r  TRAVIS e t  c o l 1  ( 2 0 2 ) .  C'est d i r e  que  l e s  é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  de l a  mo- 

l é c u l e  n a t i v e  p o s e n t  des  problèmes .  



séquence  1  : 

Asp-Pro-Asn-Leu-Asn-Glu-Asp-Asp-Leu-Thr-Glu-Gly-Asp-Glu-Asn-Arg-Gly-Thr-His- 
10 15 16 

séquence  2 : 

Arg-Gly-Thr-His- 

En f a i t .  l a  s équence  1  p u b l i é e  p a r  M O R I I  e t  TRAVIS (138)  a l l o n g e  

de  1 5  a c i d e s  aminés  du c ô t é  N- t e rmina l  l a  s équence  2 p u b l i é e  e n  1978.  L1alAchy 

u t i l i s é e  à c e t t e  époque a v a i t  é t é  p r é p a r é e  à p a r t i r  d e  sérum d e  s u j e t s  a t t e i n t s  

de p o l y a r t h r i t e  rhumatoyde ; de p l u s ,  l e  p r o t o c o l e  d e  p u r i f i c a t i o n  c o m p o r t a i t  

une é t a p e  de  ch roma tog raph ie  à pH 5.5 q u i  a u r a i t  pu,  s e l o n  M O R I I  e t  TRAVIS 11381 

a c t i v e r  un enzyme c a p a b l e  d ' h y d r o l y s e r  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  e n t r e  les a c i d e s  

aminés en p o s i t i o n  1 5  e t  16 .  

Cependant ,  M O R I I  e t  TRAVIS (138)  mon t r en t  que m ê m e  en  e f f e c t u a n t  

t o u t e s  l e s  é t a p e s  de  p u r i f i c a t i o n  à un pH é g a l  à 8,O, l ' a  Achy p r é s e n t e  l e s  deux 
1  

s équences  amino- t e rmina l e s  d é c r i t e s ,  que l ' a  Achy s o i t  p r é p a r é e  à p a r t i r  d e  sé- 
1  

rum normal ou  d e  sérum de  s u j e t s  a t t e i n t s  d e  p o l y a r t h r i t e  rhuma to lde .  90 % d e s  

mo lécu le s  d ' a  Achy p u r i f i é e  à p a r t i r  du s é rum normal p o s s è d e n t  l a  séquence  1, 
1  

l e s  1 0  % de molécu le s  r e s t a n t e s  p r é s e n t e n t  l a  s équence  2 ; quand l ' a  Achy e s t  
1 

p r é p a r é e  à p a r t i r  de sérum de s u j e t s  a t t e i n t s  de p o l y a r t h r i t e  rhumato lde .  55 % 

des  mo lécu le s  p o s s è d e n t  c e t t e  f o i s  l a  s équence  2 .  M O R I I  e t  TRAVIS [1381 e n v i s a -  

g e n t ,  en c o n c l u s i o n .  l ' e x i s t e n c e  é v e n t u e l l e  s o i t  d 'un  sys tème enzymat ique  p a r t i -  

c u l i e r  pouvant  p rovoque r  l a  l i b é r a t i o n  du p e p t i d e ,  s o i t  d ' un  deuxième g è n e , l l u n  

ou l ' a u t r e  pouvan t  ê t r e  a c t i v é  quand i n t e r v i e n t  une r é a c t i o n  i n f l a m m a t o i r e .  

La p r e m i è r e  d é t e r m i n a t i o n  de  s équence  amino- t e rmina l e  de l ' a  Achy 
1 

nous permet  d e  t i r e r  q u e l q u e s  ense ignemen t s  q u i  s e r o n t  m i s  à p r o f i t  l o r s  d ' u n e  

é t u d e  u l t é r i e u r e  : 

1 )  Le remplacement  de  l a  d i m é t h y l a l l y l a m i n e  u t i l i s é e  en  méthode manue l l e  p a r  l e  

q u a d r o l  u t i l i s é  en  méthode au toma t ique  a  pe rmis  d ' a m é l i o r e r  un peu  l e  rendement  

du p r e m i e r  c y c l e  q u i  r e s t e  cependan t  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  (25 %). Nous env i sageons  

donc de  d é t r u i r e  l a  con fo rma t ion  d e  l a  m o l é c u l e  d ' a  Achy p a r  r é d u c t i o n  e t  a l k y -  
1  

l a t i o n  c e  q u i  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d ' o b t e n i r  une m e i l l e u r e  s o l u b i l i s a t i o n .  

2) L ' i d e n t i f i c a t i o n  d ' un  r é s i d u  d e  p r o l i n e  en deuxième p o s i t i o n  nous  c o n d u i r a  

à e f f e c t u e r  un doub le  c l i v a g e  a f i n  d ' o b t e n i r  une m e i l l e u r e  l i b é r a t i o n  du d é r i v é  

p r o l i n e  e t  d ' é v i t e r  a i n s i  l e s  r ecouvremen t s  aux  c y c l e s  s u i v a n t s .  



II - 2 . 7  S t a b i l i t é  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a  Achy a p r è s  d i v e r s  t r a i -  1 
t e m e n t s  p h y s i q u e s  o u  c h i m i q u e s .  

Nous r e v e r r o n s  b e a u c o u p  p l u s  e n  d é t a i l  d a n s  l e  c h a p i t r e  III les  

é t u d e s  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a  Achy.  Dans  c e t t e  p a r t i e ,  n o u s  n o u s  l i m i -  1 
t o n s  à s u i v r e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a  Achy l o r s q u e  l a  m o l é c u l e  e s t  s o u m i s e  1 
à d i f f é r e n t s  t r a i t e m e n t s  p h y s i q u e s  o u  c h i m i q u e s .  L ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  es t  m i s e  

e n  é v i d e n c e  s o i t  a p r è s  m i g r a t i o n  e n  g e l  d ' a g a r o s e  ou  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  s a n s  

a g e n t  d é n a t u r a n t  s e l o n  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  d a n s  l a  p a r t i e  t e c h n i q u e  ( p a g e  T 1 3 1  

s o i t  p a r  l a  m e s u r e .  à l ' a i d e  d e  l a  m é t h o d e  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  d e  l ' a c t i v i t é  ré- 

s i d u e l l e  d e  l ' e n z y m e  d a n s  d e s  m é l a n g e s  i n h i b i t e u r - e n z y m e  ( v o i r  p a g e  T 1 6  ) .  

Nous a v o n s  v é r i f i é  e n  SDS-PAGE s i  l ' a  Achy c o n s e r v e ,  a p r è s  c e r t a i n s  1 

t r a i t e m e n t s ,  s a  c a p a c i t é  d e  f o r m e r  un c o m p l e x e  a v e c  l a  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  o u  l a  

c a t h e p s i n e  G d ' o r i g i n e  l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e .  

II - 2 . 7 . 1  E f f e t  d e  l a  t e m p é r a t u r e .  

L ' a  Achy se  t r o u v e  d a n s  t o u s  l e s  c a s  e n  s o l u t i o n  d a n s  l e  PBS. 
1  

L o r s q u e  l ' a  Achy est  c o n g e l é e  e t  c o n s e r v é e  à -2S°C, e l l e  c o n s e r v e  ses p r o p r i é t é s  
1 

i n h i b i t r i c e s  p e n d a n t  a u  m o i n s  2 a n s .  C o n s e r v é e  à 4OC, l ' a  Achy g a r d e  ses p r o p r i é -  
1 

t é s  i n h i b i t r i c e s  p e n d a n t  2 à 3 m o i s  a u  minimum. Aucune  p e r t e  d ' a c t i v i t é i n h i b i t r i c e  

s i g n i f i c a t i v e  n ' a  pu  ê t r e  d é c e l é e  a p r è s  u n e  c o n s e r v a t i o n  d e  l ' a  Achy p e n d a n t  4 
1 

j o u r s  à 25OC o u  à 37OC. Dans  t o u s  les  cas, n o u s  a v o n s  pu  c o n s t a t e r  a p r è s  é l e c t r o -  

p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8,3 s a n s  a g e n t  d é n a t u r a n t  q u e  l e  r a p p o r t  

d e n s i t o m é t r i q u e  d e s  b a n d e s  o b t e n u e s  a u  n i v e a u  d e s  a - g l o b u l i n e s  r e s t e  l e  même, ce 

q u i  i n d i q u e  q u e  l a  p r o p o r t i o n  d ' a  Achy a c t i v e  n e  v a r i e  p a s .  N o t o n s  c e p e n d a n t  q u e  
1 

l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a  Achy est  d é t r u i t e  a p r è s  t r a i t e m e n t  à 100°C p e n d a n t  
1 

3 m i n u t e s .  

Récemment ,  MATSUMOTO e t  c o l l  ( 1 3 0  1 o n t  m o n t r é  q u e  l ' a  Achy g a r d é e  
1 

à 60°C p e n d a n t  1 5  m i n u t e s  p e r d  t o t a l e m e n t  s o n  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e ,  t a n d i s  q u ' u n  

t r a i t e m e n t  d e  1 5  m i n u t e s  à 5S°C f a i t  d i s p a r a î t r e  s e u l e m e n t  l a  m o i t i é  d e  s o n  a c t i -  

v i t é .  HEIMBURGER e t  c o l l  ( 7 5  1 p o u r  l e u r  p a r t  o n t  o b s e r v é  q u e  l ' a l A c h y  p e r d  s a  

c a p a c i t é  d ' i n h i b e r  l a  c h y m o t r y p s i n e  a p r è s  30  m i n u t e s  à 5 6 ' ~  (56OC es t  l a  t e m p é r a -  

t u r e  u t i l i s é e  p o u r  i n a c t i v e r  l e  complémen t  d a n s  un  s é r u m ) .  



II - 2.7.2 E f f e t  du  d e s s a l a g e  e t  d e  l a  l y o p h i l i s a t i o n .  

Une d i a l y s e  c o n t r e  d e  l ' e a u  d é s i o n i s é e  ou un l a v a g e  p a r  l ' e a u  d é -  

s i o n i s é e  d a n s  u n e  c e l l u l e  d ' u l t r a f i l t r a t i o n  ( a v e c  u n e  membrane Y M  5 1 s u i v i  d ' u n e  

l y o p h i l i s a t i o n  e t  d ' u n e  r e m i s e  e n  s o l u t i o n  d a n s  l ' e a u  d é s i o n i s é e  p r o v o q u e  l a  p e r -  

t e  d e  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l ' a .  Achy. I l  est  p o u r t a n t  né -  
1  

c e s s a i r e  p o u r  c e r t a i n e s  é t u d e s  t e l l e s  q u e  l e s  a n a l y s e s  c h i m i q u e s  [ c o m p o s i t i o n  c h i -  

m i q u e  ou  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s é q u e n c e  N - t e r m i n a l e  p a r  exemple )  d e  d i s p o s e r  d e  

m a t é r i e l  l y o p h i l i s é .  

Nous t e n i o n s  à c e  q u e  l e  m a t é r i e l  a i t  c o n s e r v é  l e  maximum d e s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e ,  y  c o m p r i s  les  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s .  

A p r è s  d e  nombreux e s s a i s ,  i l  s ' e s t  a v é r é  q u ' u n  l a v a g e  d a n s  u n e  ce l -  

l u l e  d ' u l t r a f i l t r a t i o n  (membrane Y M 51 p a r  1 0 0  vo lumes  a u  moins  d e  b i c a r b o n a t e  

d'ammonium 0 , 0 0 5  M [pH 7 ,41  p e r m e t  d ' é l i m i n e r  les  se l s  e n  n ' a l t é r a n t  p a s  les p r o -  

p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l ' a  Achy a c q u i e r t ,  à pH 8 , 6 ,  u n e  mo- 
1 

b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  un peu  p l u s  a n o d i q u e ,  m a i s  c o n s e r v e  s o n  a c t i v i t é  i n h i -  

b i t r i c e .  Le b i c a r b o n a t e  d'ammonium p e u t  ê t r e  é l i m i n é  p a r  l y o p h i l i s a t i o n .  La l y o -  

p h i l i s a t i o n  p r o v o q u e  néanmoins  une  a u g m e n t a t i o n  d ' e n v i r o n  1 0  % d e  l a  bande  d'a. Achy 
1 

i n a c t i v e  o b s e r v é e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8 , 3  s a n s  a g e n t  d é n a t u r a n t .  

Le b i c a r b o n a t e  d'ammonium 0 .1  M d e  pH 8 , 3  a  é t é  u t i l i s é  p a r  PETER- 

SEN e t  c o l 1  1 1 6 2  1  p o u r  l a  c o n s e r v a t i o n  d e  1 ' a n t i t h r o m b i n e  III .  CARP e t  c o l 1  ( 341 

c o n s e r v e n t  é g a l e m e n t  l ' a .  P I  e n  s o l u t i o n  d a n s  du b i c a r b o n a t e  d'ammonium [ 0 , 0 5  M ,  
1 

pH 7 , 8 1 .  

II - 2 . 7 . 3  E f f e t  d e  l a  s u c c i n y l a t i o n .  

L ' a  Achy s u c c i n y l é e  n e  p r é s e n t e  p l u s  d ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  Ce 
1 

r é s u l t a t  a  é t é  o b t e n u  p a r  d e s  m e s u r e s  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e s  e t  p a r  r é v é l a t i o n  

a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  e n  p l a q u e  d ' a g a r o s e  ou  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8 , 3 .  

Aucune f o r m a t i o n  d e  complexe  n ' e s t  o b s e r v é e  e n  SDS-PAGE quand l ' a  Achy s u c c i n y l é e  
1 

e s t  i n c u b é e  a v e c  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  [ f i g u r e  1 4 1 .  

II - 2 .7 .4  E f f e t  d e  l ' o x y d a t i o n  p e r f o r m i q u e .  

A p r è s  o x y d a t i o n  p e r f o r m i q u e ,  d i a l y s e  e t  l y o p h i l i s a t i o n ,  t r è s  p e u  

d ' a  Achy p e u t  ê t r e  o b s e r v é e  en SOS-PAGE ou a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a -  
1 



F igu re  14 : I n a c t i v a t i o n  de l ' a  Achy par  l a  s u c c i n y l a t i o n .  L 'é tude e s t  
1 

ef fectuée en é lect rophorèse en g e l  de po lyacry lamide [ g r a d i e n t  

de 5 à 30 % d 'ac ry lamide l  en présence de SDS. 

1 : a  Achy n a t i v e  
1  

2 : a  Achy succ iny lée  
1 

3 : chymotrypsine 

4  : chymotrypsine succ iny lée  

5 : mélange d ' a  Achy + chymotrypsine 
1  

6 : mélange d ' a  Achy succ iny lée  + chymotrypsine. 
1 



c r y l a m i d e  à pH 8 , 3  s a n s  a g e n t  d é n a t u r a n t .  Dans ce d e r n i e r  sy s t ème ,  nous  o b s e r v o n s  

un m a t é r i e l  i n s o l u b l e  i m p o r t a n t  q u i  ne  p é n è t r e  p a s  d a n s  l e  g e l .  Aucune bande  p r é -  

s e n t a n t  une  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e n v e r s  l a  c h y m o t r y p s i n e  ne  p e u t  ê t r e  mise en  é v i -  

d e n c e  d a n s  ce t  é c h a n t i l l o n .  

II - 2 .7 .5  E f f e t  d e  l ' a m i n o é t h y l a t i o n .  

Nous a v o n s  mon t r é  q u e  l ' a  Achy a m i n o é t h y l é e  p r é s e n t e  u n e  N é g a l e  
1 r 

à c e l l e  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e  ( f i g u r e  91.  E l l e  n ' e s t  p l u s  c a p a b l e  c e p e n d a n t  d e  

f o r m e r  un complexe a v e c  l a  chymot ryps ine  ou l a  c a t h e p s i n e  G .  Ap rè s  é l e c t r o p h o r è s e  

en  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8,3 en l ' a b s e n c e  d ' a g e n t  d é n a t u r a n t ,  aucune  a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  n ' e s t  mise en  é v i d e n c e  dans  ce t  é c h a n t i l l o n .  

II - 2 .7 .6  E f f e t  d ' u n  a g e n t  d é n a t u r a n t  : l e  SDS. 

I l  a u r a i t  é t é  i n t é r e s s a n t  d e  p o u v o i r  r é v é l e r  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i -  

c e  de  l ' a  Achy a p r è s  SOS-PAGE d ' a u t a n t  p l u s  q u e  d e s  t e c h n i q u e s  d ' é l i m i n a t i o n  du 
1 

SOS s o n t  d é c r i t e s  [ 59 ,701 .  Mais i l  ne f a u t  p a s  f a i r e  s u b i r  à l ' a  Achy l e  t r a i t e -  
1  

ment g é n é r a l e m e n t  a p p l i q u é  aux é c h a n t i l l o n s  q u e  l ' o n  é t u d i e  en SOS-PAGE, e t  q u i  

c o n s i s t e  à m a i n t e n i r  l ' é c h a n t i l l o n  à 100°C p e n d a n t  3 m i n u t e s  en p r é s e n c e  d ' u n e  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  1  % en  SDS. En e f f e t ,  nous  a v o n s  vu que  l ' a c t i v i t é  i n h i -  

b i t r i c e  d e  l ' a  Achy est d é t r u i t e  a p r è s  3 m i n u t e s  à 100°C ( v o i r  II - 2.7 .1  p .761 .  
1  

L ' a  Achy a  donc  é t é  t r a i t é e  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p a r  l e  SDS ( c o n c e n t r a t i o n  f i -  1  
n a l e  d e  1  %1 e t  é t u d i é e  en SOS-PAGE. Dans ces c o n d i t i o n s ,  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d e  

l ' a  Achy a une m i g r a t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  q u ' e l l e  a  a p r è s  a v o i r  s u b i  l e  t r a i t e -  
1  

ment à 100°C, ma i s  l a  r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  a p r è s  é l i m i n a t i o n  du 

SOS p a r  l a  t e c h n i q u e  d e  GRANELLI-PIPERNO e t  REICH ( 70  1  mon t r e  q u e  l ' a l A c h y  a  

perdu  s a  c a p a c i t é  i n h i b i t r i c e .  La p r é s e n c e  d e  SDS p rovoque ,  même à t e m p é r a t u r e  

amb ian t e ,  l a  p e r t e  d e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  d e  l ' a  Achy. 
1 

Nous pouvons  donc  c o n s t a t e r  q u e  l ' a  Achy p e r d  r e l a t i v e m e n t  f a c i l e -  
1 

ment s o n  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  HEIMBURGER e t  c o l l  ( 7 5  1 o n t  i n d i q u é  q u e  l ' a  Achy 
1 

es t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n s t a b l e  en  m i l i e u  a c i d e  [pH < 5 , 0 ) ,  c e c i  e x p l i q u e r a i t  d ' a i l -  

l e u r s  que  l ' a  Achy d o n t  l e  p I  est  i n f é r i e u r  à 4 , 0 ,  p e r d e  son  a c t i v i t é  l o r s q u ' e l l e  
1 

est  en s o l u t i o n  d a n s  l ' e a u .  TRAVIS e t  c o l l  ( 2 0 2 1  o n t  p r é c i s é  q u ' i l s  s t o c k e n t  

l ' a  Achy p u r i f i é e  en  s o l u t i o n  c o n g e l é e  d a n s  un tampon T r i s  0 , 05  N,NaCl 0 , 0 5  N d e  
1  

pH 8,O e t  q u e  s ' i l s  p o u r s u i v a i e n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l e u r  s o l u t i o n  p a r  u l t r a f i l -  

t r a t i o n  a u - d e l à  d e  3 mg / m l ,  u n e  p r é c i p i t a t i o n  v r a i s e m b l a b l e m e n t  due  à l a  p o l y -  

m é r i s a t i o n  d e  l ' i n h i b i t e u r  i n t e r v e n a i t .  



Nous avons c o n s t a t é  une augmentation impor tan te  de  l a  forme 

i n a c t i v e  de l ' a  Achy l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d 'une  s o l u t i o n  d ' a  Achy p u r i f i é e  
1 1  

dépasse  1 , 5  mg/ml. Nous ne pouvons ac tue l l ement  e x p l i q u e r  c e  phénomène. 

Pa r  c o n t r e ,  l ' a  P I  que nous avons également p u r i f i é e  e t  d o n t  
1  

nous commençons à é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  suppor te  mieux l a  d i a l y s e  

c o n t r e  l ' e a u  d é s i o n i s é e  e t  l a  l y o p h i l i s a t i o n .  De p l u s ,  c e t  i n h i b i t e u r  conse rve  

au moins en p a r t i e  son a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  a p r è s  a v o i r  s u b i  un s é j o u r  de 3 m i -  

n u t e s  à 100' C en p résence  de 1  % de SOS. 

D ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  de s é r i n e - p r o t é a s e s  s o n t  c a r a c t é r i s é s  p a r  

une grande i n s t a b i l i t é .  Ains i  l ' a  W s e  t r ans fo rme  f a c i l e m e n t  en forme i n a c t i v e  
2 

( v o i r  1 - 3.11. L'AP (Pir = 67 0001 s e  t r ans fo rme  spontanément " i n  v i t r o "  en une 

forme modifiée de W r  = 60 000 [431. Ces changements s o n t  a s s o c i é s  à l a  f o i s  à 

une diminut ion de l a  Pi e t  à une augmentation de  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  r 
en g e l  d ' aga rose  à pH 8,6.  Les processus  a b o u t i s s a n t  à ces  t r a n s f o r m a t i o n s  ne 

s o n t  pas connus ( 4 3 ) .  



Le deuxième c h a p i t r e  p r é s e n t e  : 

11 l a  mise a u  p o i n t  d e  deux  p r o t o c o l e s  d e  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' a  - a n t i -  1 
c h y m o t r y p s i n e  s é r i q u e  f o n d é s  s u r  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' i m m u n o - a f f i n i t é  ; l ' u n  d ' e n -  

t r e  e u x  p e r m e t  e n  o u t r e  d ' o b t e n i r  u n e  f r a c t i o n  t r è s  e n r i c h i e  e n  a - a n t i p r o t é a s e .  
1 

21 les cr i tères  d e  p u r e t é  d e  l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  a i n s i  o b t e n u e  : 
1 

- un s e u l  a r c  d e  p r é c i p i t a t i o n  a v e c  un immunsérum a n t i - s é r u m  humain 

t o t a l .  

- u n e  s e u l e  b a n d e  a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  

p r é s e n c e  d e  SDS (Plr = 58 0001. 

- un s e u l  a c i d e  a m i n é  en  p o s i t i o n  N - t e r m i n a l e  ( A s n l .  

3) les p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  : 

- l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  es t  d é t a i l l é e ,  
1 

es t  une  g l y c o p r o t é i n e  c o n t e n a n t  2 4  % d e  s u c r e s  [ e n  p o i d s ) ,  s o i t  4  o u  5 c h a l n e s  g l y -  

c a n n i q u e s .  Son p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  est v o i s i n  d e  4,O. 

4 )  l ' é t u d e  d e  l a  s t a b i l i t é  d e  l a  m o l é c u l e  : 

- l ' a  - a n t i c h y m o t r y p s i n e  p e r d  r e l a t i v e m e n t  f a c i l e m e n t  ses p r o p r i é -  
1 

tés  i n h i b i t r i c e s .  La m o l é c u l e  i n a c t i v e  es t  c a r a c t é r i s é e  p a r  un p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  

p l u s  b a s  e t  une  M r  p l u s  f a i b l e  q u e  c e u x  d e  l a  m o l é c u l e  n a t i v e .  



CHAPITRE III 
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1 
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1 
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1 
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1 
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1 
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1  
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1 
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1 
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SUMMARY. The  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  l e u k o c y t e  c a t h e p s i n  G  b y  
s e r u m  a  - a n t i c h y m o t r y p s i n  was d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  t o  b e  1 : 1. 
Complex ' f o r m a t i o n  was a s s e s s e d  b y  b o t h  SDS a n d  a l k a l i n e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s e s  a t  v a r i o u s  m o l a r  r a t i o s  o f  i n h i b i t o r  t o  enzyme ; f o r m a t i o n  o f  
a  comp lex  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  n e a r  80,000 was d e m o n s t r a t e d .  E v e n  i n  
e x c e s s  o f  enzyme a  m o d i f i e d  i n a c t i v e  f o r m  o f  a - a n t i c h y m o t r y p s i n  was shown t o  

1 .  
b e  p r o d u c e d  f r e e  i n  s o l u t i o n  d u r i n g  t h e  r e a c t ~ o n .  M o r e o v e r  t h i s  m o d i f i e d  
i n h i b i t o r  c o u l d  n o t  be  d i f f e r e n t i a t e d  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a n d  i m m u n o l o g i c a l l y  
f r o m  i n h i b i t o r  s p o n t a n e o u s l y  d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  c o m p l e x .  

P l a s m a  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  3 - m a c r o g l o b u l i n ,  a  - p r o t e a s e  
1 

i n h i b i t o r  a n d  more r e c e n t l y  a n t i t h r o m b i n  III h a v e  been  g i v e n  g r e a t  a t t e n t i o n  

a n d  t h e  m a n n e r s  i n  whic1-1 t h e s e  i n h i b i t o r s  r e a c t  w i t h  p r o t e a s e s  h a v e  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  b y  s e v e r a l  a u t h o r s  ( 1 - 1 2 ) .  W i t h  r e g a r d  t o  t h e  mechan ism f o r  

i n h i b i t i o n  o f  c a t h e p s i n  G  b y  alAchy, d e t a i l s  have  n o t  b e e n  w o r k e d  o u t .  

A c c o r d i n g  t o  T r a v i s  e t  c. ( 1 3 1 ,  t h e  r e a c t i o n  r e s u l t s  i n  a  c o m p l e x  o f  M r  n e a r  

90,000 b y  SDS-PAGE. P r e v i o u s l y  t h e y  h a d  n o t i c e d  ( 1 4 )  t h a t  t h e  r e a c t i o n  

r e q u i r e d  a n  e x c e s s  o f  i n h i b i t o r  t a  i n a c t i v a t e  a l 1  o f  t h e  c a t h e p s i n  G, w i t h o u t  

g i v i n g  m o r e  e x p l a n a t i o n s  e x c e p t  f o r  t h e  p o s s i b l e  p r e s e n c e  o f  an  unknown 

c o f a c t o r  n e e d e d  t o  a c t i v a t e  a l 1  o f  t h e  i n h i b i t o r  m o l e c u l e s  i n  t h e  p u r i f i e d  

p r e p a r a t i o n .  

A  s e a r c h  f o r  a  p o s s i b l e  mechan ism o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n a  A c h y  
1 

a n d  c a t h e p s i n  G  l e d  u s  t a  e x a m i n e  t h e  p r o d u c t s  o b t a l n e d  f o r  d i f f e r e n t  m o l a r  

r a t i o s  o f  t h e s e  t w o  cornponen ts  u n d e r  v a r i o u s  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  T h i s  

p a p e r  d e m o n s t r a t e s  t h a t ,  a s  f o r  a n t i t h r o m b i n  III ( I l ) ,  we o b t a i n  c o n c u r r e n t l y  

t h e  f o r m a t i o n  o f  an i n h i b i t o r - e n z y m e  c o m p l e x  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a  f r e e  

m o d i f i e d  i n a c t i v e  i n h i b i t o r .  M o r e o v e r  when t h e  enzyme e x c e s s  i s  n o t  i n a c t i v a -  

t e d  a f t e r  f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x ,  some d e g r a d e d  c o m p l e x  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  

SDS-PAGE a s  f o r  a n t i t h r o m b i n  III ( 1 2 ) .  

A b b r e v i a t i o n s :  SDS, s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  ; PMSF, p h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  f l u o -  
r i d e  ; Suc-A la -A la -Pro -Phe-NA,N-  succinyl-L-alanyl-L-alanyl-prolyl-L-phenyl- 
a l a n y l - p - n i t r o a n i l i d e  ; a  A c h y ,  a  - a n t i c h y m o t r y p s i n  ; PAGE, p o l y a c r y l a m i d e  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  

1 1 
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MATERIAL AND METHODS 

Human serum ~ A c h y  was p r e p a r e d  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e t a i l e d  
p r e v i o u s l y  ( 1 5 ) .  Human l e u k o c y t e  c a t h e p s i n  G  (EC 3 .4 .21 .20)  was o b t a i n e d  i n  
o u r  l a b o r a t o r y  f r o m  p u r u l e n t  s p u t u m  u s i n g  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  
( 1 6 ) .  a  A c h y  was k e p t  f r o z e n  i n  0 .01  M s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  0 . 3  M  N a C l ,  

1 
pH 7 .5  ; t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n  ( 1 . 0 5  m g / m l )  was m e a s u r e d  a f t e r  
e l e c t r o i m m u n o d i f f u s i o n  a c c o r d i n g  t o  Weeke ( 1 7 )  ( w i t h  d i l u t i o n s  o f  a  s t a n d a r d  
s e r u m  B e h r i n g )  and  w i t h  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e t  a l .  ( 1 8 ) .  C a t h e p s i n  G, w h i c h  
was s t o r e d  l y o p h i l i z e d ,  was d i s s o l v e d  j u s t  b e f o r e t h e  a s s a y s  i n  0 .05  M  s o d i u m  
a c e t a t e  b u f f e r  pH 5.5 c o n t a i n i n g  0 .45  M N a C l .  I t s  c o n c e n t r a t i o n  was m e a s u r e d  
w i t h  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e t  e. ( 1 8 )  w h i c h  gave  r e s u l t s  i n  g o o d  a g r e e m e n t  
w i t h  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  u s i n g  an  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  ( ~ ~ 8 0 )  
o f  1 0 . 0  ( 1 9 ) .  The s o l u t i o n  we u s e d  was 1 . 3  mg/ml .  

C a t h e p s i n  G  a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  b y  a  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  
m e t h o d  i n  w h i c h  t h e  r e l e a s e  o f  p - n i t r o a n i l i n e  f rom a  s y n t h e t i c  c h r o m o g e n i c  
s u b s t r a t e ,  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA, was  measured  a t  4 1 0  nm. The  c o n d i t i o  s  -8 
w e r e  0 .1  M  H e p  s  b u f f e r ,  pH 7 .5 ,  0 .5  M  N a C l ,  1 % d i r n e t h y l s u l f o x i d e ,  9 x  1 0  M - 5 
enzyme and  1 0  M  s u b s t r a t e  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) ,  a t  25OC. The  c o n c e n t r a t i o n  
o f  c a t h e p s i n  G  was d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  above  s u b s t r a t e  u s i n g  t h e  k i n e t i c  
c o n s t a n t s  w h i c h  a r e  b a s e d  o n  t i t r a t e d  enzyme ( 2 0 ) .  

A n a l y t i c a l  e l e c t r o p h o r e s e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  p o l y a c r y l a m i d e  
s l a b  g e l s  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  b y  K e r c k a e r t  ( 2 1 ) .  A l k a l i n e  PAGE was 
p e r f o r m e d  o n  1 0  % a c r y l a m i d e  g e l s ,  a t  pH 8 .3 ,  u s i n g  t h e  g e l  b i i f f e r  s y s t e m  o f  
D a v i s  ( 2 2 ) .  SDS PAGE was p e r f o r m e d  o n  a  5-30 % g e l  g r a d i e n t  u s i n g  t h e  b u f f e r  
s y s t e m  o f  L a e m m l i  ( 2 3 ) .  B e f o r e  SDS-PAGE, s a m p l e s  w e r e  h e a t e d  f o r  3  m i n  i n  a  
b o i l i n g  w a t e r  b a t h ,  i n  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  1 % SDS a n d  2  % r n e r c a p t o e t h a n o l .  
P r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  a n d  s t a i n i n g  w e r e  p e r f o r m e d  a s  i n  o u r  p r e v i o u s  w o r k  
( 1 5 ) .  Mr w e r e  d e t e r m i n e d  i n  SDS PAGE u s i n g  t h e  P h a r m a c i a  l o w  Mr  c a l i b r a t i o n  
k i t  and  w e r e  e s t i m a t e d  t o  b e  5 8 , 0 0 0  a n d  27 ,500  f o r  a  A c h y  a n d  l e u k o c y t e  
c a t h e p s i n  G r e s p e c t i v e l y .  

1 

RESULTS 

A  c o n s t a n t  a m o u n t  o f  c a t h e p s i n  G  was i n c u b a t e d  w i t h  i n c r e a s i n g  

a m o u n t s  o f  a,Achy f o r  5  m i n  a t  25OC a n d  t h e  r e m a i n i n g  c a t h e p s i n  G  a c t i v i t y  

was measured  b y  t h e  s p e c t r o p h o t o r n e t r i c  a s s a y  d e s c r i b e d  u n d e r  " M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s " .  The  r e s u l t s  w e r e  p l o t t e d  a n d  l e d  t o  an  e s t i m a t i o n  o f  t h e  m o l a r  

r a t i o  b e t w e e n  alAchy a n d  c a t h e p s i n  G  o f  1.1 : 1 a t  t h e  p o i n t  o f  f u l l  

i n h i b i t i o n .  I n  s p i t e  o f  t h e  p r e c a u t i o n s  t a k e n  d u r i n g  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u -  

r e ,  a  s r n a i l  p a r t  o f  t h e  p u r i f i e d  a  A c h y  ( l e s s  t h a n  1 0  % )  i s  i n a c t i v e .  
1 

T h e r e f o r e  a  A c h y  and c a t h e p s i n  G  m u s t  f o r m  a  1  : 1 s t o i c h i o m e t r i c  c o m p l e x .  
1 

F u r t h e r m o r e ,  we o b s e r v e d  t h a t  a,Achy c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  c a t h e p s i n  G  a t  a  

m o l a r  r a t i o  1.1 : 1 a f t e r  a n  i n c u b a t i o n  t i m e  a s  s h o r t  a s  1 m i n  a t  25OC. The 

same r e s u l t s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  a f t e r  1 0  m i n  i n c u b a t i o n  a t  O°C, s o  t h e s e  more  

p r a c t i c a l  c o n d i t i o n s  w e r e  u s e d  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .  

Complex  f o r m a t i o n  was a s s e s s e d  b y  SDS PAGE. A  c o n s t a n t  amount  o f  

~ A c h y  ( 4  n a n o m o l e s )  was i n c u b a t e d  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  c a t h e p s i n  G. The 

i n c u b a t i o n  was p e r f o r m e d  f o r  1 0  m i n  a t  O°C a t  pH 7 . 5 .  F o u r  d i f f e r e n t  

i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  w e r e  made and  l e d  t o  t h e  f o l l o w i n g  m o l a r  r a t i o s  o f  a  A c h y  
1 

t o  c a t h e p s i n  G  = 0.46 : 1, 0 . 9 2  : 1, 1 . 8 5  : 1, 4.6 : 1. The r e m a i n i n g  

c a t h e p s i n  G a c t i v i t y  w h i c h  was m e a s u r e d  a t  t h e  end o f  t h e  i n c u b a t i o n  t i m e  f o r  

t h e  m o l a r  r a t i o  o f  0 .92  : 1 was e q u a l  t o  20  % o f  t h e  i n i t i a l  a c t i v i t y .  T h a t  

was i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s  s p e c t r o p h o t o r n e t r i c  a s s a y s .  
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An a l i q u o t  o f  e a c h  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  was i m m e d i a t e l y  t r e a t e d  f o r  

SDS PAGE a s  d e s c r i b e d  u n d e r  " M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s " .  T o  t h e  r e r n a i n i n g  p a r t  o f  

e a c h  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  was  added  a  h u n d r e d - f o l d  r n o l a r  e x c e s s  o f  PMSF o v e r  

c a t h e p s i n  G  i n i t i a l l y  p r e s e n t  i n  o r d e r  t o  s t o p  t h e  e n z y r n a t i c  a c t i o n  o f  e x c e s s  

c a t h e p s i n  G  o r  o f  c a t h e p s i n  G w h i c h  r n i g h t  h a v e  d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  c o m p l e x .  

T h i s  e n z y r n a t i c  a c t i o n  a c t u a l l y  c o u l d  o c c u r  when t h e  sa rnp les  w e r e  h e a t e d  

b e f o r e  SDS PAGE. A f t e r  15 m i n  o f  c o n t a c t  w i t h  PMSF, a n  a l i q u o t  o f  e a c h  o f  

t h e s e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  was t r e a t e d  f o r  SDS PAGE. The  f o l l o w i n g  c o n t r o l s  

w e r e  a l s o  a n a l y z e d  : a A c h y  a l o n e ,  c a t h e p s i n  G  a l o n e  a n d  a  m i x t u r e  ( r n o l a r  
1 

r a t i o  1 . 8 5  : 1 )  o f  a  A c h y  a n d  c a t h e p s i n  G w h i c h  h a d  b e e n  i n a c t i v a t e d  b e f o r e  
1 

m i x i n g  w i t h  t h e  i n h i b i t o r  b y  t r e a t m e n t  w i t h  a  h u n d r e d  f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  

PMSF f o r  1 5  m i n  a t  O°C. T h e  SDS PAGE r e s u l t s  a r e  shown i n  F i g  1. The s a m p l e  

v o l u m e s  a n a l y z e d  w e r e  c a l c u l a t e d  t o  h a v e  t h e  same i n i t i a l  arnount  o f  i n h i b i t o r  

( 2  p g ) .  We o b t a i n e d  t h e  same r e s u l t s  when  r n e r c a p t o e t h a n o l  was o m i t t e d  d u r i n g  

t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  s a r n p l e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  I n  s l o t  2  a n d  9 ,  c a t h e p s i n  G  

h a s  n o t  b e e n  i n h i b i t e d  w i t h  PMSF b e f o r e  t h e  t r e a t r n e n t  f o r  SDS PAGE, t h u s  some 

a u t o l y s i s  o c c u r r e d  d u r i n g  t h i s  t r e a t r n e n t  a n d  s r n a l l e r  c o m p o n e n t s  a r e  v i s i b l e .  

I n  a l 1  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s ,  we o b s e r v e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  co rnponen t  h a v i n g  

a  l o w e r  e l e c t r o p h o r e t i c  r n o b i l i t y ,  t h u s  a  h i g h e r  M r  ( e s t i m a t e d  t o  b e  8 0 , 0 0 0 )  

t h a n  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r .  S i n c e  i t s  a m o u n t  i n  e a c h  m i x t u r e  d e p e n d s  o n  t h e  

i n h i b i t o r - e n z y m e  m o l a r  r a t i o ,  i t  m u s t  b e  a  c o m p l e x  b e t w e e n  a  A c h y  a n d  
1 

c a t h e p s i n  G. I n  t h e  m i x t u r e s  w i t h  m o l a r  r a t i o  o f  0 . 4 6  : 1 a  s r n a l l e r  arnount  o f  

t h e  80 ,000  co rnp lex  i s  d e t e c t e d  i n  s l o t  4 t h a n  i n  s l o t  1 0  w h e r e  PMSF was a d d e d  

t o  t h e  m i x t u r e  a t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  t i r n e .  B u t  i n  s l o t  4  a n o t h e r  f o r m  

( o f  Mr n e a r  6 9 , 0 0 0 )  i s  c l e a r l y  v i s u a l i z e d .  T h i s  f o r m  rnus t  b e  t h e  r e s u l t  o f  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  8 0 , 0 0 0  c o m p l e x ,  when  t h e  sa rnp les  w e r e  h e a t e d ,  b y  t h e  

u n t r e a t e d  w i t h  PMSF c a t h e p s i n  G i n  e x c e s s .  I n  a l 1  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  we 

c a n  see  a  co rnponen t  w h i c h  r n i g r a t e s  i n  n e a r l y  t h e  same p o s i t i o n  a s  t h e  n a t i v e  

i n h i b i t o r .  When t h e r e  i s  a n  e x c e s s  o f  enzyme ( F i g  1, s l o t s  4 ,  5 ,  1 0  a n d  1 1 )  

t h i s  p r o t e i n  b a n d  moves s l i g h t l y  f a s t e r  t h a n  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r  ; i n  e x c e s s  

F i q u r e  1  

SDS PAGE. 
T  : Mr markers  : phosphory lase  B ( 9 4 , 0 0 0 ) ,  b o v i n e  a l b u m i n  ( 6 7 , 0 0 0 ) ,  ova lbumin  
(43 ,000) ,  c a r b o n i c  anhydrase  (30,000) ,  t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 2 0 , 1 0 O ) , ~ l a c t a l b u -  
min (14 ,400) .  
S l o t s  1, 8 ,  14  : a Achy. S l o t s  2, 9  : l e u k o c y t e  c a t h e p s i n  G.  S l o t s  3, 15 : 

1 
m i x t u r e  o f  a Achy w i t h  p r e v i o u s l y  i n a c t i v a t e d  l e u k o c y t e  c a t h e p s i n  G. S l o t s  4  
t o  7  : i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  w i t h o u t  PMSF. S l o t s  10 t o  13 : i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  
w i t h  PMSF. 
M o l a r  r a t i o s  : a Achy : c a t h e p s i n  G = S l o t s  4 ,  10  : 0.46 : 1 ,  S l o t s  5 ,  1 1  : 

1 
0.92 : 1, S l o t s  6, 12  : 1.85 : 1, S l o t s  7 ,  13  : 4.6 : 1. ( 2  p g  o f  i n i t i a l  
i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  each s l o t . )  
The s t a i n e d  g e l  was scanned w i t h  a  d e n s i t o m e t e r  Vernon PHI4. D e n s i t o m e t r i c  
t r a c e s  a r e  shown f o r  s l o t s  3 ,  4 ,  10 and  T .  The m a j o r  band o f  c a t h e p s i n  G was 
chosen as  r e f e r e n c e  f o r  t h e  s l o t s  3, 4  and 10 i n  o r d e r  t o  compare t h e  
m o b i l i t i e s  more p r e c i s e l y .  The r n o b i l i t i e s  o f  t h e  r e f e r e n c e  p r o t e i n s  ( i n  s l o t  
T )  were p l o t t e d  ve rsus  t h e  l o g a r l t h m  o f  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t .  Then t h e  
cornparison o f  t h e  r n o l e c u l a r  w e i g h t  of t h e  two fo rms  o f  a Achy was made w i t h  
c a t h e p s i n  G (Mr : 27,500)  as  r e f e r e n c e .  

1 
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F l q u r e  2 

A l k a l i n e  PAGE 
S  : normal  serum. S l o t s  1, 7 : a Achy. S l o t  2 : ' m i x t u r e  o f  alAchy and 
p r e v i o u s l y  i n a c t i v a t e d  c a t h e p s i n  G. A l o t s  3 t o  6  : i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  w i t h  
PMSF. M o l a r  r a t i o s  a Achy : c a t h e p s i n  G = s l o t  3 = 0.46 : 1 ,  s l o t  4  = 0.92 : 

1 
1, s l o t  5 = 1.85 : 1 ,  s l o t  6 = 4.6 : 1 .  (31i g o f  i n i t i a l  i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  
each s l o t . )  

o f  i n h i b i t o r  ( F i g  1, s l o t s  6 ,  7 ,  1 2  a n d  1 3 )  t h i s  b a n d  i s  b r o a d e r  a n d  c o n s i s t s  

o f  a  m i x t u r e  o f  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r  a n d  t h e  o t h e r  f a s t e r  m i g r a t i n g  compo- 

n e n t .  D e n s i t o m e t r i c  t r a c e s  o f  s l o t s  3 ,  4 a n d  1 0  a r e  shown a s  t h e  t r a c e  o f  

s l o t  T w h i c h  a l l o w s  u s  t o  e s t i r n a t e  t h e  Mr  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s l i g h t l y  

f a s t e r  b a n d  a n d  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r  : a b o u t  3 , 0 0 0 .  I n  t h e  m i x t u r e s  w i t h  

a c t i v e  c a t h e p s i n  G we a r e  a b l e  t o  o b s e r v e  a  d i f f u s e  b a n d  o f  M r  n e a r  6 , 0 0 0 ,  

s l i g h t l y  s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s i e  B l u e  ( m a r k e d  w i t h  an  a r r o w ,  F i g  1 ) .  

The i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  t r e a t e d  w i t h  PMSF w e r e  s t u d i e d  i n  a l k a l i -  

n e  PAGE ( F i g  2 ) .  The m i x t u r e  o f  a Achy  w i t h  i n a c t i v a t e d  c a t h e p s i n  G g i v e s  t h e  
1 

same p a t t e r n  a s  a A c h y  a l o n e  ( F i g  2,  s l o t s  1 a n d  2 ) .  A t  pH 8 . 3  c a t h e p s i n  G  
1 

( P I  > 1 0 )  i s  n o t  a b l e  t o  r n i g r a t e  t o w a r d s  t h e  anode .  The v o l u m e s  o f  t h e  

a n a l y z e d  sarnp les  w e r e  c a l c u l a t e d  t o  have  t h e  same i n i t i a l  amount  o f  i n h i b i t o r  

i n  each  s l o t  ( 3  U g ) .  I n  t h e  f i r s t  t w o  m i x t u r e s  ( r n o l a r  r a t i o s  0 . 4 6  : 1, 0 . 9 2  : 

1)  ( F i g  2 ,  s l o t s  3  and  4 )  t h e  b a n d  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r  h a s  

d i s a p p e a r e d .  We o n l y  c a n  s e e  a  more  l i g h t l y  s t a i n e d  b a n d  w h i c h  rnoves f a s t e r  

t h a n  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r .  I t s  PI, d e t e r m i n e d  b y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  i s  

e q u a l  t a  3.75 i n s t e a d  o f  3 . 9  f o r  n a t i v e  i n h i b i t o r .  I n  c r o s s e d  i m r n u n o e l e c t r o -  

p h o r e s i s  t h e s e  sarnples g i v e  a  p r e c i p i t a t i o n  c u r v e  w i t h  s p e c i f i c  a n t i s e r u m  



Vol. 105, No. 1, 1982 BlOCHEMlCAL AND BlOPHYSlCAL RESEARCH COMMUNICATIONS 

a g a i n s t  a  A c h y  w i t h  a  m o b i l i t y  a t  pH 8.6 ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h i s  f a s t e r  b a n d  
1 1 

c o r r e s p o n d s  t o  a  m o d i f i e d  f o r m  o f  a  A c h y .  I n  t h e  l a s t  t w o  m i x t u r e s  ( s l o t s  5  
1 

a n d  6 ) ,  when t h e r e  i s  a n  e x c e s s  o f  i n h i b i t o r ,  n a t i v e  i n h i b i t o r  s t i l l  e x i s t s  

i n  a d d i t i o n  t o  t h e  f a s t e r  band .  C o n t r a r y  t o  t h e  f a s t e r  b a n d ,  t h i s  n a t i v e  

i n h i b i t o r  h a s  k e p t  t h e  a b i l i t y  t o  i n a c t i v a t e  c a t h e p s i n  G o r  b o v i n e  c h y m o t r y p -  

s i n  when we u s e  t h e  m e t h o d  f o r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  p r o t e a s e  

i n h i b i t o r s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 1 5 ) .  I n  t h i s  e l e c t r o p h o r e t i c  s y s t e m  t h e  

complex  c a n n o t  be  e a s i l y  shown b e c a u s e  i t  t e n d s  t o  a g g r e g a t e  : t h e  m i x t u r e  

s o l u t i o n s  a r e  more  t u r b i d  t h a n  t h e  i n i t i a l  i n h i b i t o r  a n d  enzyme s o l u t i o n s .  

Thus  t h i s  a g g r e g a t e d  c o m p l e x  d o e s  n o t  e a s i l y  e n t e r  t h e  g e l .  

I n  o r d e r  t o  know how t h e  r e a c t i o n  was g o i n g  o n ,  a  m i x t u r e  w i t h  

r n o l a r  r a t i o  o f  1 .85  : 1 was  l e f t  i n  t h e  b u f f e r  u s e d  f o r  t h e  c o m p l e x  f o r m a t i o n  

( p H  7 . 5 )  w i t h o u t  PMSF a t  4OC f o r  7 d a y s .  As c o n t r o l  n a t i v e  i n h i b i t o r  was k e p t  

i n  t h e  same c o n d i t i o n s .  A f t e r  2 4  h  some cornplex p e r s i s t e d ,  a f t e r  7  d a y s  t h e  

c o m p l e x  p r e v i o u s l y  shown b y  SDS PAGE ( F i g  1 s l o t  6 )  h a s  c o m p l e t e l y  d i s a p p e a -  

r e d  ( F i g  3A,  s l o t  1 )  ; t h e  f o l l o w i n g  cornponen ts  a r e  s e e n  : one  b a n d  m i g r a t i n g  

s l i g h t l y  f a s t e r  t h a n  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r  ( o f  Mr  n e a r  5 5 , 0 0 0 )  a n d  t h e  d i f f u s e  

b a n d  o f  M r  n e a r  6 , 0 0 0  t h a t  we have  s e e n  b e f o r e .  When t h e  m i x t u r e  was s t u d i e d  

i n  a l k a l i n e  PAGE ( F i g  3 8 ,  s l o t  1 )  a n d  cornpared t o  t h e  sarne m i x t u r e  l e f t  f o r  

1 0  mn a t  O°C ( F i g  2 ,  s l o t  5 )  o n l y  t h e  f a s t e r  c o m p o n e n t  was v i s u a l i z e d .  T h i s  

cornponent  r e a c t e d  w i t h  a n t i s e r u m  a g a i n s t  ?Achy .  

DISCUSSION. The s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y s  b r i n g  t o  t h e  f o r e  t h e  f a c t  t h a t  

e q u i m o l a r  a m o u n t s  o f  a A c h y  a n d  c a t h e p s i n  G  a r e  r e q u i r e d  f o r  f u l l  i n h i b i t i o n  
1 

of  t h e  enzyme. The c o m p l e x  f o r m e d  h a s  a  Mr  ( 8 0 , 0 0 0 )  i n  SDS PAGE s m a l l e r  t h a n  

t h e  one e x p e c t e d  ( 5 8 , 0 0 0  + 2 7 , 5 0 0  = 8 5 , 5 0 0 )  ; h o w e v e r  i t s  M r  c o n f i r m s  a  1 : 1 

s t o i c h i o m e t r i c  r e a c t i o n .  T h e  d i f f u s e  b a n d  o f  M r  n e a r  6 , 0 0 0  c o r r e s p o n d s  

p r o b a b l y  t o  t h e  r n i s s i n g  p e p t i d e .  B e s i d e s  t h e s e  t w o  cornponen ts ,  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  e x c e s s  enzyme, w h i l e  a l 1  o f  t h e  i n h i b i t o r  s h o u l d  be  c o m p l e x e d ,  an  

u n e x p e c t e d  b a n d  i s  o b s e r v e d  a f t e r  SDS PAGE, h a v i n g  a  s l i g h t l y  f a s t e r  m o b i l i t y  

t h a n  t h e  n a t i v e  i n h i b i t o r .  C o n s i d e r i n g  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  a l k a l i n e  PAGE, 

w i t h o u t  d i s s o c i a t i o n  a g e n t ,  t h i s  f o r m  d o e s  n o t  r e p r e s e n t  t h e  r e s u l t  o f  a  

p a r t i a l  c o m p l e x  d i s s o c i a t i o n  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  SDS i n  t h e  g e l  a n d  i n  t h e  

samp les .  A c t u a l l y ,  i n  t h e s e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  n o  n a t i v e  i n h i b i t o r  i s  f o u n d  

u s i n g  t h e  a l k a l i n e  PAGE, o n l y  a  new f a s t e r  m o v i n g  c o m p o n e n t  i s  d e t e c t e d  ; i t  

r e a c t s  w i t h  a n t i s e r u m  a g a i n s t  u A c h y  b u t  h a s  l o s t  t h e  a b i l i t y  t a  i n h i b i t  
1 

c a t h e p s i n  G  o r  b o v i n e  c h y r n o t r y p s i n .  T h i s  m o d i f i e d a  A c h y  i s  p r o b a b l y  a  p r o d u c t  
1 

o f  c a t h e p s i n  G  a c t i o n  b e c a u s e  none o f  i t  i s  f o r m e d  w h e n a  A c h y  i s  i n c u b a t e d  
1 

w i t h  c a t h e p s i n  G  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  i n a c t i v a t e d  w i t h  PMSF. 

I n  t h e  l a s t  e x p e r i m e n t ,  we d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  d i s s o c i a t i o n  o r  a  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  o c c u r r e d  s p o n t a n e o u s l y  i n  7 d a y s  ; i t  l e a d s  t o  a  
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F igure  3 -- 
PAGE p a t t e r n s  o f  a  m i x t u r e  of a,Achy and l e u k o c y t e  c a t h e p s i n  G m o l a r  r a t i o  
1.85 : 1 k e p t  f o r  7 days a t  4 O C  a t  pH 7.5  ( s l o t s  l), and o f  a Achy a l o n e  

1 
( s l o t s  2 ) .  
A  - SDS PAGE. T = Mr markers  ( t h e  same a s  i n  F i g .  1 ) .  ( t h e  d l f f u s e  band w i t h  
a  m o l e c u l a r  we igh t  o f  abou t  6,000 i s  marked w i t h  an a r r o w ) .  
B - A l k a l i n e  PAGE. S = norma l  serum. 

r n o d i f i e d  f o r m  o f  a A c h y ,  w h i c h  c a n n o t  b e  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a n d  irnrnunolo- 
1 

g i c a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  t h e  m o d i f i e d  i n h i b i t o r  d e t e c t e d  a f t e r  1 0  m i n  

i n c u b a t i o n  a t  O°C. 

A l 1  t h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  a s  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n t i -  

t h r o r n b i n  III a n d  t h r o m b i n  (24), l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  i n h i b i t o r  b y  t h e  

enzyme rnay b e  i n v o l v e d  i n  t h e  rnechanism b y  w h i c h  a A c h y  i n h i b i t s  l e u k o c y t e  
1 

c a t h e p s i n  G. S u c h  a  rnechan ism h a s  b e e n  much d e b a t e d  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  y - p r o t e a s e  i n h i b i t o r  a n d  p r o t e a s e s  ( 5 - 8 ) .  T e n t a t i v e  h y p o t h e s i s  g i v e n  

b y  F i s h  a n d  B j o r k  ( 2 4 )  f o r  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  a n t i t h r o m b i n  III i n  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h r o r n b i n  w o u l d  seern t o  b e  s u i t a b l e ,  i n  t h e  b r o a d  l i n e s ,  i n  t h i s  

c a s e .  The r a t i o s  b e t w e e n  t h e  t w o  p o s s i b l e  ways t h e s e  a u t h o r s  h a v e  s u g g e s t e d  

f o r  t h e  m o d i f i e d  i n h i b i t o r  p r e s e n t  i n  t h e  i n i t i a l  cornplex a r e  p r o b a b l y  

d e p e n d i n g  o n  t h e  a s s o c i a t i o n  a n d  d i s s o c i a t i o n  r a t e  c o n s t a n t s  o f  t h e  r e a c t i o n s .  

A c k n o w l e d g e m e n t s  

The  s k i l f u l  a s s i s t a n c e  o f  M r s  M.P. D u c o u r o u b l e  a n d  M. L o h e r  i s  
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SUMMARY - The i n t e r a c t i o n s  o f  human a - a n t i c h y m o t r y p s i n  w i t h  human l e u k o c y t e  
ca theps in  G and bov ine  chymotryps i  n  wkre i n v e s t i g a t e d  by means o f  c i r c u l  a r  
d i  c h r o i  sm spectroscopy and concur ren t  p o l y a c r y l  amide g e l  e l  e c t r o p h o r e s i  S .  The 
m i x t u r e s  were made i n  i n h i b i t o r  excess a t  0°C and s t u d i e d  a t  d i f f e r e n t  t imes .  
C i r c u l a r  d i c h r o i s m  analyses i n d i c a t e d  t h a t  w i t h i n  10 n l in  s i g n i f i c a n t  m o d i f i c a -  
t i o n s  had occur red  i n  t h e  aromat ic  environment o f  t h e  components upon 
i n t e r a c t i o n .  By SDS-polyacryl  amide g e l  e l e c t r o p h o r e s i  s  a  complex hav ing  a  Mr 
near  80,000 was observed i n  b o t h  m i x t u r e s .  By b o t h  methods i t  was demonstra- 
t e d  t h a t  these  complexes were n o t  s t a b l e .  

INTRODUCTION 

Human alAchy i s  a  serum g l y c o p r o t e i n  wh ich  i s  known t o  i n h i b i t  

chymotryps in and c h y m o t r y p s i n - l i k e  enzymes such as l e u k o c y t e  ca theps in  G 

(1 ,2 ) .  L i m i t e d  d a t a  were ava i  1  a b l e  concern ing t h e  f o r m a t i o n  o f  complexes 

between t h i s  i n h i b i t o r  and t h e  enzymes. Our p r e v i o u s  work ( 3 )  d e a l t  w i t h  t h e  

fo rmat ion  of complexes between human leukocy te  c a t h e p s i n  G and a,Achy and 

showed t h a t  p r o d u c t i o n  o f  a  m o d i f i e d  i n h i b i t o r  o c c u r r e d  c o n c u r r e n t l y  w i t h  t h e  

f o r m a t i o n  o f  a  1  :1 complex o f  Mr equal t o  about 80,000. When .,Achy was 

a l lowed t o  r e a c t  w i t h  bov ine  c h y i o t r y p s i n  i n  d i f f e r e n t  molar  r a t i o s  (41, a  

1 : l  complex and a  m o d i f i e d  i n h i b i t o r  were a l s o  ob ta ined .  

CD spectroscopy i s  a  d i r e c t  method o f  observ ing  t h e  i n t e r a c t i o n  between 

t h e  components o f  an equi  1 i br ium m i x t u r e ,  wi t h o u t  p h y s i c a l  separa t ion  o f  t h e  

components such as e l e c t r o p h o r e s i  s  which may p e r t u r b  t h e  equi  1  i br ium. CD 

s p e c t r a  m o d i f i c a t i o n s  have a l ready  been used t o  f o l  low t h e  mi nor  con fo rmat io -  

na1 changes induced by  t h e  i n t e r a c t i o n  of a l -p ro tease  i n h i b i t o r  w i t h  bov ine  

t r y p s i n  and chymot ryps in  ( 5 - 7 ) .  Recen t l y  compl ex f o r m a t i o n  between chymotryp- 

s i n  and r a t a l  i n h i b i t o r 3  ( 8 )  was shown t o  l e a d  t o  a  s i g n i f i c a n t  m o d i f i c a t i o n  

of t h e  CD s p e c t r a  i n  t h e  near UV. 

Abbrev ia t ions .  a  lAchy, al an t i chymot ryps in  ; Mr, r e l a t i v e  mo lecu la r  mass ; 
TLCK, N  a  - p - T o s y l - L - l y s i n e  ch lo romethy l  ketone ; PAGE, po lyac ry lamide  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i  s  ; CD, c i r c u l  a r  d i c h r o i  sm ; PMSF, phenylmethyl s u l f o n y l  
f l u o r i d e  ; SDS, sodium dodecyl s u l f a t e  ; UV, u l t r a v i o l e t .  
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Such a  s tudy was though t  t o  be h e l p f u l  i n  f o l l o w i n g  t h e  alAchy 

i n t e r a c t i o n  w i t h  human 1  eukocyte c a t h e p s i n  G o r  bov ine  a-chymotryps i  n, s i  nce 

o n l y  protease i n h i b i t i o n  measurement u s i  ng a  chromogenic s u b s t r a t e  and ana ly -  

t i c a l  e l e c t r o p h o r e t i c  methods have been c a r r i e d  ou t  i n  Our o t h e r  s t u d i e s  

(3 ,4 ) .  I n  t h e  p resen t  work t h e  same enzyme- inh ib i to r  m i x t u r e s  ( i n  i n h i b i t o r  

excess)  were c o n c u r r e n t l y  analyzed a t  d i f f e r e n t  t imes  by CD spectroscopy and 

e l e c t r o p h o r e t i c  methods. 

1,IATERIALS AND METHODS 

Human a  Achy was i s o l a t e d  and kep t  accord ing t o  a  procgdure p r e v i o u s l y  1  descr ibed  ( 2 ) .  I t s  c o n c e n t r a t i o n  (1.35 mg/ml i .e. 2.33 x  10 Ml was neasured 
by  e lec t ro immunod i f fus ion  and w i t h  t h e  method o f  Lowry e t  a l .  ( g l a s  descr ibed  
i n  ( 3 ) .  Leukocyte c a t h e p s i n  G (EC 3-4.21.20) was obtained7n Our l a b o r a t o r y  
f r o m  p u r u l e n t  sputum u s i n g  t h e  procedure descr ibed  by Martodam e t  a l .  ( 1 0 ) .  
Bovine a  -chymotryps in (TLCK-treated, t y p e  V I I )  was f rom Sigma. BotlTenzymes 
were d i s s o l v e d  i n  0.01 M sodium phos8hate b u f f e r ,  0.3 M NaCl, 0.2%. N-Y (pH 
7.5).  The s o l u t i o n s  were 2.18 x 10 M f o r  ca theps in  G and 2.9 x  10 d f o r  
bov ine  chymotryps i  n. 

A n a l y t i c a l  e lec t rophoreses  were c a r r i e d  ou t  on po lyac ry lamide  s l a b  g e l s  
u s i n g  t h e  techn ique  d e s c r i  bed by Kerckaer t  ( 1  1 ) .  A l  ka1 ine-PAGE was performed 
on 10% po lyac ry lamide  g e l s  a t  pH 8.3 u s i n g  t h e  g e l  b u f f e r  system o f  Dav is  
( 1 2 ) .  SDS-PAGE was performed on a  5-30% g e l  g r a d i e n t  u s i n g  t h e  k u f f e r  system 
o f  Laemml i (13) .  Samples t r e a t m e n t  b e f o r e  e l e c t r o p h o r e s i  s, p r o t e i n  p r e c i p i t a -  
t i o n  and s t a i n i n g ,  Mr d e t e r m i n a t i o n  were c a r r i e d  o u t  as p r e v i o u s l y  descr ibed  
( 3 ) .  M were es t imated  t o  be 58,000, 27,500 and 26,500 f o r  alAchy, l e u k o c y t e  
c a t  h e p r i  n  G and bov ine  a-chymotryps i  n  r e s p e c t i  v e l y  . 
Chymotrypsin i n h i b i t o r s  were made v i s i b l e  i n  po lyac ry lamide  g e l s  u s i n g  t h e  
s l i g h t l y  m o d i f i e d  ( 2 )  method o f  U r i e 1  and Berges ( 1 4 ) .  
The CD spec t ra  were recorded  u s i n g  a  Jobin-Yvon Mark I I I  d ich rograph  i n  c e l l s  
o f  1  cm p a t h l e n g t h  i n  t h e  near  UV (350 t o  255 nm) and 0.01 cm i n  t h e  f a r  UV 
(260 t o  200 nm) which were t h e r m o s t a t i z e d  a t  4°C. 
The b u f f e r  b a s e l i n e  was recorded  b e f o r e  and a f t e r  t h e  measurement of t h e  
co r respond i  ng s o l  u t i o n  and automat i  c a l  l y  sub t rac ted .  The e j  1  i p t i c j  t y  was 
expressed as mean r e s i d u a l  molar  e l l i p t i c i t y  [BI i n  degree. cm .dm01 t a k i n g  
111, 112, 113 as mean r e s i d u e  we igh t  f o r  chymotrypsin, alAchy and c a t h e p s i n  G 
r e s p e c t i v e l y .  The s o - c a l l e d  t h e o r e t i c a l  spectrum o f  t h e  m i x t u r e  corresponds 
t o  t h e  sum o f  i n d i v i d u a l  s p e c t r a  o f  i t s  components a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
p r e s e n t  i n  each r e a c t i o n  m i x t u r e .  

Enzyme- inh ib i to r  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  were made a t  0°C. The i n h i b i t o r -  
enzyme molar  r a t i o  was equal  t o  1.6 f o r  t h e  m i x t u r e  o f  a  Achy and c a t h e p s i n  G 
and t o  1.36 f o r  t h e  m i x t u r e  o f  O, Achy and a-chymotryp!sin, b u t  due t o  more 
i n a c t i v e  m a t e r i a l  i n  commercial chJmotrypsin (20%) t h a n  i n  c a t h e p s i n  G ( l e s s  
than  10%) we considered t h a t  t h e  a c t i v e  components mo la r  r a t i o  was about t h e  
same i n  b o t h  cases. 
CD s p e c t r a  were recorded a f t e r  10 min, 19 h, 48 h  and 6  days f o r  b o t h  
i n c u b a t i o n  m ix tu res .  A t  every  t i m e  an a l i q u o t  o f  these  m i x t u r e s  was immedia- 
t e l y  added w i t h  a  hundred- fo ld  mo la r  excess o f  PMSF over  enzyme i n i t i a l l y  
p r e s e n t  f o r  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  t o  be c a r r i e d  o u t  a  few hours l a t e r .  

RESULTS AND DISCUSSION 

The near UV CD s p e c t r a  o f  c a t h e p s i n  G, chymot ryps in  and alAchy a r e  

p resen ted  i n  F i g .  1A and 16. The spectrum o f  chymotryps in i s  v e r y  s i m i l a r  t o  

pub1 i shed s p e c t r a  (5 -7 ) .  Concern ing t h e  spectrum o f  ca theps in  G, i n  accordan- 

c e  w i t h  S t r i c k l a n d  (15)  t h e  p o s i t i v e  band a t  262 nm and t h e  shou lder  a t  275 

nm a r e  assigned t o  Phe res idues .  The l a r g e  nega t i ve  band w i t h  i t s  maximum a t  
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290 nm c o n t a i n s  unresolved c o n t r i b u t i o n s  f r o m  T r p  and Tyr  and t h e  shou lder  

a t  297 nm i s  due t o  Trp. The spectrum o f  alAchy e x h i b i t s  t h r e e  bands. The 

p o s i t i v e  band a t  298 nm i s  p o s s i b l y  due t o  t h e  T rp  res idues ,  t h e  n e g a t i v e  cne 

a t  284 nm con ta ins  t h e  c o n t r i b u t i o n s  o f  T rp  and Tyr .  The p o s i t i v e  band a t  267 

nm i n  a d d i t i o n  t o  t h e  shoulders a t  262 and 272 nm correspond t o  t h e  f i n e  

s t r u c t u r e  o f  Phe r e s i d u e s .  The n u l l p o i n t s  a r e  observed a t  277 and 292 nm. 

The f a r  UV CD spec t ra  o f  c a t h e p s i n  G, chymotryps in and alAchy a r e  

shown i n  F i g .  1C. Cathepsin G and chymot ryps in  secondary s t r u c t u r e s  c o n s i s t  

o f  6 sheet ,  unordered s t r u c t u r e  and o n l y  a weak percentage o f  cx h e l i c a l  form. 

On t h e  c o n t r a r y  ?Achy has an a p p r e c i a b l e  a h e l i c a l  c o n t e n t  i n  a d d i t i o n  t o  

unordered s t r u c t u r e .  The a lAchy spect rum shows a minimum a t  220 nm Ce] = 
2 9,600 deg.cm .dmol-'1 and a s h o u l d e r  a t  214 nm which migh t  be due t o  t h e  
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Figure 1 - CD spectra i n  0.01 M sodium phosphate buffer, 0.3 M NaCl, 0.2 "/,, 
m H  7 . 5 )  o f  a Achy (- ) , human cathepsin G ( ----- ) and bovine 
chyl?iotrypsin (......... ) i n  'the near UV ( A  and B )  and i n  the f a r  UV ( C l .  
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Figure 2 - Near UV spectra of the mixtures a f t e r  10 min incubation : (-1 
experimental spectrum ; ( - - - - - - )  t heore t i ca l  spectrum ; (.........-) d i f ference 
spectrum. A : a,Achy-cathepsin G mixture ; fi : a lAchy-chymotrypsin mixture. 

presence o f  s l i g h t l y  deformed a  h e l i x .  The c o n t r i  b u t i o n  t o  CD f r o m  acetamido 

groups i n  t h e  ca rbohydra te  p a r t  can be neg lec ted  as p r e v i o u s l y  shown ( 1 6 ) .  

S tud ies  o f  t h e  m i x t u r e s  a f t e r  10 mi nutes i n c u b a t i o n  

CD s p e c t r a  o f  t h e  10 min-mixtures,  p repared  as descr ibed  under "Mate- 

r i a l s  and Nethods", a r e  shown i n  F i g .  2. The exper imenta l  CD s p e c t r a  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h e  t h e o r e t i c a l  s p e c t r a  i n  t h e  near UV r e g i o n  and t h e  

d i f f e r e n c e  spectrum between t h e  c a l c u l a t e d  and t h e  observed s p e c t r a  has been 

drawn f o r  each m i x t u r e .  The d i f f e r e n c e s  a r e  t h u s  r e f l e c t i o n s  o f  p e r t u r b a t i o n s  

t h a t  have o c c u r r e d  upon i n t e r a c t i o n .  Bo th  d i f f e r e n c e  spec t ra  show one e x t r e -  

mum a t  about 295 nm which i s  due t o  t h e  d i s t u r b a n c e  o f  a t  l e a s t  one T r p  

res idue .  Other  extrema a r e  observed around 285 nm and a t  280 and 290 nm f o r  

t h e  alAchy-chymotrypsin and alAchy-cathepsin G  m i x t u r e s  r e s p e c t i v e l y .  I n  b o t h  

cases these bands a re  r e f l e c t i n g  changes i n  t h e  T r p  and Tyr  res idues .  The 

changes i n  t h e  270-255 nm r e g i o n  a r e  more d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  ; indeed a  

p e r t u r b a t i o n  a r i s i n g  f rom S-S bond can a l s o  be i n v o l v e d  i n  t h i s  domain ( 1 4 ) .  

No marked change was observed i n  t h e  f a r  UV spec t ra  o f  b o t h  m ix tu res ,  

i n d i c a t i n g  t h e  l a c k  o f  m o d i f i c a t i o n  i n  t h e  secondary s t r u c t u r e  consecu t i ve  t o  

t h e  i n t e r a c t i o n .  

I n  alkal ine-PAGE, excess o f  a c t i v e  i n h i b i t o r  i s  seen i n  t h e  10 min 

m i x t u r e s  ( F i g .  3A, s l o t s  4 and 7 ) .  A new conponent hav ing  a  k - m o b i l i t y  i s  

shown i n  t h e  alAchy-chymotrypsin m i x t u r e  ( F i g .  38 ,  s l o t  7 )  : i t  i s  a  complex 

s i  nce coex is tence  of Achy and chymotryps i  n  has been demonstrated i n  t h i  s  

component (more d e t a i l s  w i l l  be g iven  e lsewhere ( 4 ) ) .  No v i s i b l e  complex can 

b e  seen i n  t h e s e  c o n d i t i o n s  i n  t h e  alAchy-cathepsin G  m i x t u r e  ( 3 )  ( F i g .  38, 
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Figure 3 - Alkaline-PAGE. 1 : normal serum ; 2 and 5 : a Achy ; 3 : a Achy 
+ i n a c t i v a t e d  cathepsin G ; 4:  10 min m ix tu re  o f  a Achy and cathepsin ?î ; 6 
: a,Achy t i n a c t i v a t e d  chymotrypsin ; 7 : I O  mi!i m ix ture  o f  alAchy and 
chymotrypsin. A ; v i s u a l i z a t i o n  o f  chymotrypsin i n h i b i t o r s .  : p r o t e i n  
s ta in ing .  a : GIAchy-chymotrypsin complex ; b : a c t i v e  a lAchy,; c : i n a c t i v e  
a Achy. Some a Achy polymers are v i s i b l e  i n  s l o t s  2, 3, 5 and 6 between t h e  

tob  o f  t h e  ge l  anb band b. 

s l o t  4 ) .  Formation of a modified a lAchy (band c more acid than activealAchy) 

i s  visualized i n  both cases  and t h i s  modified form has no inhibi tory  a c t i v i t y  

(Fig.  3A and 36,  s l o t s  4 and 7 ) .  

Free or  compl exed chymotrypsi n i s spl i t when reduced, un1 i ke cathepsi  n 

G ( 3 ) ,  thus reduction before SDS-PAGE i s  avoided f o r  chymotrypsin containing 

samples ; f o r  valid comparison we do not reduce the  ~Achy-cathepsin  G 

Figure  4 - SDS-PAGE. Only  T, 1 and 2 were reduced before  e lec t rophores is .  T 
an ' : M markers : phosphorylase b (94,0001, bovine albumin (67,000), 
ovda1b:min (63,0001, carbon ic  anhydrase (30,000), t r y p s i n  i n h i b i t o r  (20,100), 
a - l ac ta lbumin  (14,400). Slab A : 1 : n Achy ; 2 : a Achy t i n a c t i v a t e d  

cathepsin G ; 3 : 10 min mix ture  o f  alAchy and cathepkin G ; 4 : I O  min 
m ix tu re  o f  a Achy and chymotrypsin. Slab B : 5 : chymotrypsin ; 6 : a l A ~ h y  
t i n a c t i  vated Ehymotrypsi n. 
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Figure  5 - Time-course s tud ies  o f  t h e  incubat ion  mix tures .  The d i f f e r e n c e  
spectra were drawn a f t e r  : (.-...... ) 10 min ; (-) 19 h ; (-----) 48 h ; (-4 
6 days incubat ion .  The mix tures  were a l so  analyzed by SDS-PAGE w i thou t  p r i o r  
reduct ion  a f t e r  : 10 min ( 1  and 5 ; 5 was used as cont ra1 i n  t he  g e l  made f o r  
t he  t ime 6 days), 19 h (21,  48 h (31,  6 days ( 6 ) .  4 : n a t i v e  a ,Achy. A : - 

aiAchy-cathepsin G mix ture  ; : alAchy-chymotrypsin mix ture .  

m i x t u r e  e i t h e r .  Complex f o r m a t i o n  w i t h  b o t h  enzymes i s  seen i n  F i g .  4. The 

es t imated  Mr of alAchy-cathepsin G complex and o f  alAchy-chymotrypsin complex 

a r e  r e s p e c t i v e l y  80,000 and 79,000 i n s t e a d  o f  85,500 and 84,500 as expected 

f o r  1 : l  complexes. A d i f f u s e  band m i g r a t i n g  as a component o f  Mr near  6,000 

( n o t  e a s i l y  v i s i b l e  on t h e  photograph)  p robab ly  corresponds t o  t h e  m i s s i n g  

p e p t i d e  (3 ,4 ) .  No f r e e  c a t h e p s i n  G s u b s i s t s  ( s l o t  3 )  and j u s t  a weak 

chymotryps in band i s  seen ( s l o t  41, i t  i s  p robab ly  due t o  i n a c t i v e  enzyme 

which i s  always s i g n i f i c a n t l y  p resen t  i n  commercial p r e p a r a t i o n s .  
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Figure 6 - Comparison o f  the experimental near U V  spectra recorded a f te r  19 h  
f o r  the . lAchy-cathepsin G mixture (- ) and a f te r  6 days f o r  the . lAchy-chymotrypsin mixture (-----1 . 

Time-course s t u d i e s  o f  t h e  m i x t u r e s  

The m i x t u r e s  k e p t  a t  O°C, were analyzed by CD spectroscopy and SDS-PAGE 

a f t e r  19 h, 48 h and 6  days. Only d i f f e r e n c e  spectra,  i n  t h e  near UV, a r e  

p resen ted  i n  F i g .  5 f o r  each t ime,  w i t h  SDS-PAGE p a t t e r n s .  No e v o l v i n g  was 

observed i n  t h e  f a r  UV s p e c t r a  o f  b o t h  m i x t u r e s .  

M i x t u r e  w i t h  c a t h e p s i n  G ( F i g .  5Al - D i f f e r e n c e  CD s p e c t r a  have s l i g h t l y  

evo lved  between 10 min  and 19 h  b u t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  between t h e o r e t i -  

c a l  and exper imenta l  s p e c t r a  p e r s i s t .  Except  i n  t h e  range of 290 nm, a  

s t a t i o n a r y  s t a t e  i s  observed as w e l l  a f t e r  19 h  as 6  days i n d i c a t i n g  t h a t  no 

i m p o r t a n t  m o d i f i c a t i o n  has occurred i n  t h e  aromat ic  environment of t h e  

components. However a f t e r  6  days a  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  i s  observed a t  290 

nm i n  accordance w i t h  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  env i ronment  o f  a t  l e a s t  one T r p  

r e s i d u e .  I n  SDS-PAGE p a t t e r n s ,  disappearance o f  t h e  complex o f  Mr = 80,000 i s  

observed a f t e r  19 h  ( s l o t  2 )  and a  s lower  m i g r a t i n g  component ( o f  Mr near  

67,000) i s  seen i n  a d d i t i o n  t o  a  band m i g r a t i n g  j u s t  a  b i t  f a s t e r  t h a n  

alAchy. A f t e r  6  days ( s l o t  6 )  we observe t h e  same r e s u l t s  as i n  Our p r e v i o u s  

work ( 3 )  : m o d i f i e d  i n h i b i t o r  (Mr = 55,000) and t h e  component o f  Mr near  

6,000 ( n o t  e a s i l y  v i s i b l e )  a re  o n l y  p resen t .  No f r e e  enzyme i s  d e t e c t e d  

e i t h e r  by SDS-PAGE o r  by  a c t i v i t y  measurement. 

M i x t u r e  w i t h  chymot ryps in  ( F i g .  58) - D i f f e r e n c e  CD s p e c t r a  show no i m p o r t a n t  

m o d i f i c a t i o n  between 10 min and 19 h. Between 48 h  and 6  days some 

d i f f e r e n c e s  appear i n  t h e  range 255-275 nm and t h e  exper imenta l  spectrum çets 

f a r t h e r  f r o m  t h e  t h e o r e t i c a l  spectrum. As shown i n  SDS-PAGE a  n o t i c e a b l e  

decrease i n  complex amount occurs o n l y  a f t e r  more t h a n  48 h. J u s t  a  few 
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complex remains a f t e r  6  days ( s l o t  6 ) .  The most i m p o r t a n t  component m i g r a t e s  

j u s t  a  b i t  f a s t e r  than  n a t i v e  i n h i b i t o r  ; i n  alkal ine-PAGE and i n  e l e c t r o p h o -  

r e s i s  on agarose p l a t e  a t  pH 8.6 ( d a t a  n o t  shown) i t  has t h e  same behav iour  

as t h e  m o d i f i e d  i n h i b i t o r  p r e v i o u s l y  descr ibed  ( 3 ) .  

Comparison o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i  ned w i t h  t h e  two enzymes 

Using SDS-PAGE i t  has been p o s s i b l e  t o  show complex f o r m a t i o n  between 

ulAchy and b o t h  enzymes and t o  demonstrate t h a t  some spontaneous d i s s o c i a t i o n  

of these complexes occurs ; however w,Achy-chymotrypsin complex d i s s o c i a t e s  

more s l o w l y  than  a  Achy-cathepsin G complex. 
1  

Since i n  SDS-PAGE p a t t e r n s  t h e  m a t e r i a l  observed i n  t h e  19 h a lAchy-cathepsin 

G m i x t u r e  ( F i g .  5A, s l o t  2 )  and i n  t h e  6  days alAchy-chymotrypsin m i x t u r e  

( F i g .  58, s l o t  6 )  c o n s i s t s  m a i n l y  o f  m o d i f i e d  i n h i b i t o r ,  i t  seems i n t e r e s t i n g  

t o  compare t h e  exper i inenta l  s p e c t r a  o f  these  mix tu res .  Simi 1  a r i  ti es between 

t h e  two s p e c t r a  of F i g .  6  prove t h a t  t h e  environments o f  t h e  aromat ic  

r e s i d u e s  a r e  a l i k e  i n  t h e  two m i x t u r e s .  I t i s ,  t h e r e f o r e ,  p o s s i b l e  t o  t h i n k  

t h a t  t h e  m o d i f i e d  alAchy mo lecu le  would be r e s p o n s i b l e  f o r  t h e s e  s i m i l a r  

s p e c t r a  s i n c e  t h e  CD spec t ra  o f  t h e  two proteases,  as shown i n  F i g .  lA ,  a re  

v e r y  d i  f f e r e n t  . 
I n  conc lus ion ,  i t  has been p o i n t e d  ou t  t h a t  some i n t e r a c t i o n s  occur  

between alAchy and b o t h  enzymes l e a d i n g  t o  complexes ; f u r t h e r m o r e  these  

components evo lve  i n  t i m e  b u t  do n o t  go back t o  t h e  i n i t i a l  s t a t e .  CD 

spectroscopy r e s u l t s  a r e  i n  agreement w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  

s t u d i e s .  There fo re  i t  appears t h a t  e l e c t r o p h o r e t i c  methods do n o t  d i s t u r b  t h e  

equi  li br ium and a re  p r o p e r l y  usab le  i n  t h e  s tudy o f  i n t e r a c t i o n s  between 

p ro teases  and an t ip ro teases .  
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III - 1 C H O I X  ET PROPRIETES PRINCIPALES DES PROTEASES UTILISEES AU 

COURS DE NOTRE ETUDE. 

III - 1.1 Choix d e s  p r o t é a s e s .  

Pa rmi  les  d i f f é r e n t e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  q u i  p e u v e n t  ê t re  u t i l i s é e s  

p o u r  é t u d i e r  les i n t e r a c t i o n s  a v e c  l ' a  Achy, les enzymes  d ' o r i g i n e  b o v i n e  o n t  l ' a -  
l 

v a n t a g e  d ' ê t r e  c o m m e r c i a l i s é s  . Comme n o u s  l ' a v o n s  v u  d a n s  l e  p r e m i e r  c h a p i t r e ,  

les  enzymes d ' o r i g i n e  b o v i n e  o n t  é t é  l a r g e m e n t  u t i l i s é s  d a n s  les é t u d e s  d ' i n t e r -  

a c t i o n  e n t r e  p r o t é a s e s  e t  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  humains  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  comme 

l ' a  PI .  l ' a  N, l 'AT e t  1'AP. Ce n ' e s t  p a s  l ' i n t é r ê t  p h y s i o l o g i q u e  q u i  j u s t i f i e  
1 2 

ces é t u d e s .  m a i s  c e s  r é a c t i o n s  s e r v e n t  s o u v e n t  de  m o d è l e s  p o u r  l a  d é t e r m i n a t i o n  

d u  mécanisme d e s  r é a c t i o n s  p l u s  s p é c i f i q u e s  d e  c e s  i n h i b i t e u r s  a v e c  l e s  p r o t é a s e s  

d ' o r i g i n e  humaine .  

Nous a v o n s  c h o i s i  l a  c h y m o t r y p s i n e  e t  l a  t r y p s i n e  b o v i n e s  ; s e u l  

l e  p r e m i e r  enzyme e s t  i n h i b é  p a r  l ' a  Achy, mais  i l  n o u s  a  s e m b l é  i n t é r e s s a n t  d ' é -  
1 

t u d i e r  l e s  m o d i f i c a t i o n s  q u e  s u b i t  l ' a  Achy a p r è s  l ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e .  C e s  e n -  
1 

zymes p r o t é o l y t i q u e s  s o n t  e x t r a i t s  e n  g r a n d e  q u a n t i t é  à p a r t i r  du  p a n c r é a s  d e  b o e u f  

e t  s o n t  c o m m e r c i a l i s é s  à l ' é t a t  c r i s t a l l i s é .  

Oeux enzymes d ' o r i g i n e  humaine ,  l a  c a t h e p s i n e  G e t  l ' é l a s t a s e ,  o n t  

é g a l e m e n t  é t é  u t i l i s é s  p o u r  les é t u d e s  d ' i n t e r a c t i o n .  Ils s o n t  p r é p a r é s  a u  l a b o r a -  

t o i r e  à p a r t i r  d e  mucus b r o n c h i q u e  p u r u l e n t  o b t e n u  p a r  e x p e c t o r a t i o n  de m a l a d e s  

a t t e i n t s  d e  d i l a t a t i o n  d e s  b r o n c h e s  ou d e  m u c o v i s c i d o s e .  Ces enzymes p r o v i e n n e n t  

d e s  l e u c o c y t e s  q u e  l ' o n  t r o u v e  e n  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  d a n s  c e s  s é c r é t i o n s .  

LIa  Achy e s t  donc  s u s c e p t i b l e  d ' e n t r e r  e n  c o n t a c t  " i n  v i v o "  a v e c  c e s  p r o t é a s e s  q u e  
1 

c e  s o i t  d a n s  l e  sérum,  d a n s  l es  s é c r é t i o n s  ou l e s  t i s s u s .  Comme n o u s  l e  v e r r o n s ,  

l ' a  Achy e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  l a  c a t h e p s i n e  G ,  a l o r s  q u ' e l l e  n ' a  a u c u n e  a c t i v i t é  
1 

i n h i b i t r i c e  e n v e r s  l ' é l a s t a s e .  

Les i n t e r a c t i o n s  d e  l ' a  Achy a v e c  c e s  d e u x  enzymes s o n t  p a r t i c u l i è -  
1 

r e m e n t  i n t é r e s s a n t e s  à é t u d i e r  s i  l ' o n  d é s i r e  c o m p r e n d r e  l e s  mécan i smes  p a r  les- 

q u e l s  un d é s é q u i l i b r e  d e s  c o u p l e s  p r o t é a s e s - a n t i p r o t é a s e s  a u  n i v e a u  b r o n c h i q u e  e t  

b r o n c h o a l v é o l a i r e  e n g e n d r e  d e s  a l t é r a t i o n s  du t i s s u  p u l m o n a i r e  1661 .  



III - 1 . 2  P r o p r i é t é s  p r i n c i p a l e s  d e s  p r o t é a s e s  c h o i s i e s .  

III - 1 . 2 . 1  a - C h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  (E.C.3.4.21 . I l  ( d ' a p r è s  BARRETT (911. 

C e t  enzyme  es t  p r o d u i t  p a r  l ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  s u r  un  p r é c u r -  

s e u r ,  l e  c h y m o t r y p s i n o g è n e .  L ' a - c h y m o t r y p s i n e  es t  f o r m é e  d e  3 c h a î n e s  p o l y p e p t i -  

d i q u e s  re l iées  e n t r e  e l les  p a r  5  p o n t s  d i s u l f u r e  ( f i g u r e  1 5 1 .  La c h y m o t r y p s i n e  

m i g r e ,  e n  SDS-PAGE, comme u n  c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  Vr é g a l e  à 2 6  000. S i  a v a n t  

d ' ê t r e  d é p o s é e  e n  g e l .  l a  c h y m o t r y p s i n e  es t  t r a i t é e  p a r  l e  6 - m e r c a p t o é t h a n o l ,  les 

t r o i s  c h a r n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  s o n t  d i s s o c i é e s  ; l a  c h y m o t r y p s i n e  a p p a r a î t  a l o r s  

s o u s  l a  f o r m e  d e  d e u x  b a n d e s  c o r r e s p o n d a n t  à d e s  V r  d e  1 5  0 0 0  e t  1 2  0 0 0  e n v i r o n ,  

l a  t r o i s i è m e  c h a î n e  ( c h a i n e  Al q u i  e s t  u n  p e p t i d e  d e  1 5  a c i d e s  a m i n é s  s o r t  d u  gel 

d a n s  les  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  

On c o n n a î t  l a  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  c o m p l è t e  d e  ce t  enzyme  e t  

s a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  a  é t é  é t a b l i e  g r â c e  à d e s  é t u d e s  d e  d i f f r a c t i o n  d e s  

r a y o n s  X. La c h y r n o t r y p s i n e  a  un  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  é g a l  à 8 , 6  e t  un c o e f f i c i e n t  

d ' e x t i n c t i o n  t r è s  é l e v é  : E  1 %  = 2 0 , ~  C 2 1 6  1. La c h y r n o t r y p s i n e  c o u p e  p r é f é -  
2 8 0  nm 

r e n t i e l l e m e n t  les  l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  i m p l i q u a n t  l e  g r o u p e m e n t  c a r b o x y l i q u e  d ' u n  

a c i d e  a m i n é  a r o m a t i q u e  o u  d e  l a  l e u c i n e  ( T a b l e a u  V I .  Un s u b s t r a t  s p é c i f i q u e  s o u -  
* v e n t  u t i l i s é  e s t  l e  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA [ S I ] .  

III - 1 . 2 . 2  C a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  (E.C.  3 . 4 . 2 1 . 2 0 1  

L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  p r o t é a s e  d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e  d a n s  les l e u c o -  

c y t e s  n e u t r o p h i l e s  h u m a i n s  e s t  é t a b l i e  d è s  1 9 7 4  ( 6 7 ,  1 6 7 ,  1 7 5 1 .  

En 1 9 7 6 ,  STARKEY e t  BARRETT ( 1 9 2  1 i s o l e n t  un enzyme d e  t y p e  c h y -  

m o t r y p s i q u e  à p a r t i r  d e  l a  r a t e  humaine  e t  m o n t r e n t  q u ' i l  es t  i d e n t i q u e  à l ' e n z y m e  

d e  t y p e  c h y m o t r y p s i q u e  c a r a c t é r i s é  d a n s  les  n e u t r o p h i l e s .  C e t  enzyme  p r é s e n t e  u n  

c e r t a i n  nombre  d e  c a r a c t é r i s t i q u e s  d i f f é r e n t e s  d e  c e l l e s  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  e t  es t  

i n d i v i d u a l i s é  s o u s  l e  nom d e  c a t h e p s i n e  G .  La c a t h e p s i n e  G e s t  un c o n s t i t u a n t  d e s  

g r a n u l e s  a z u r o p h i l e s  d e s  l e u c o c y t e s  n e u t r o p h i l e s  h u m a i n s  e t  c ' e s t  u n e  d e s  p r o t é i n e s  

m a j e u r e s  d e  ces o r g a n e l l e s .  

++ Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA : N - s u c c i n y l - L - a l a n y 1 - L - a l a n y l - p r o l y l - L - p h e n y l a l a n y l - p -  

n i t r o a n i l i d e .  



F i g u r e  15 : Représen ta t ion  schématique de 1' ci -chymotrypsine bov ine  m e t t a n t  

en év idence l e s  3  chaînes p o l y p e p t i d i q u e s  q u i  l a  composent ( d ' a -  

p rès  BERNHARD, S.A. S t r u c t u r e  e t  f o n c t i o n  des enzymes. Ed isc ience  

1969, p : 2781. 

chaîne A - r g s i d u s  1 à 13 

chaîne B ---- r é s i d u s  16 à 146 

cha ine C - - - r é s i d u s  149 à 245 

- - p o n t  d i s u l f u r e  

Les ac ides  aminés His, Asp, Ser (en  p o s i t i o n s  57. 102 e t  195 r e s -  

pec t i vement ]  s o n t  l e s  éléments du s i t e  a c t i f  de l a  chymotrypsine.  



TABLEAU V 

S p é c i f i c i t é s  d e s  enzymes  u t i l i s é s  d a n s  n o t r e  é t u d e .  

C h y r n o t r y p s i n e  b o v i n e  : a g i t  e s s e n t i e l l e m e n t  s u r  les l i a i s o n s  : 

T y r  - X 

P h e  - X 

T r p  - X 

Leu - X 

C a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  : a g i t  e s s e n t i e l l e m e n t  s u r  les l i a i s o n s  : 

T y r  - X 

P h e  - X 

Leu - X 

I l e  - X 

Met - X 

T r y p s i n e  b o v i n e  : a  u n e  a c t i v i t é  l imi tée  a u x  l i a i s o n s  : 

Lys - X 

Arg  - X 

E l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  : a g i t  e s s e n t i e l l e m e n t  s u r  l e s  l i a i s o n s  : 

V a l  - X 

e t  A l a  - X 

Met - X mais m o i n s  r a p i d e m e n t .  



La p u r i f i c a t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  G e s t  e f f e c t u é e  a u  l a b o r a t o i r e  

à p a r t i r  d u  mucus  b r o n c h i q u e  p u r u l e n t  e n  a p p l i q u a n t  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  p a r  MAR- 

TODAN e t  c o l l  [ 1 2 8 1  e t  p r é s e n t é  d a n s  l e  t a b l e a u  V I .  La c a t h e p s i n e  G e s t  s é p a r é e  

d e  l ' é l a s t a s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  d e  c a r b o x y m é t h y l  c e l l u l o s e  e n  u t i l i -  

s a n t  un g r a d i e n t  d e  f o r c e  i o n i q u e  c r o i s s a n t e  ; l ' é l a s t a s e  e s t  é l u é e  l a  p r e m i è r e .  

La c a t h e p s i n e  G n ' e s t  q u e  t rès  f a i b l e m e n t  g l y c o s y l é e  ( 201 1 .  E l l e  

p o s s è d e  un p o u r c e n t a g e  d e  r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  é l e v é  ( 1 5  % ) .  E l l e  e s t  t r è s  b a s i q u e  : 

s o n  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  se s i t u e  a u x  e n v i r o n s  d e  pH 1 0 . 0 .  En é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  

d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a c i d e ,  e l l e  a  d o n c  u n e  m o b i l i t é  t r è s  c a t h o d i q u e  e t  m i g r e  

p l u s  r a p i d e m e n t  q u e  l e  l y s o z y m e  d e  b l a n c  d ' o e u f  d e  p o u l e .  En SOS-PAGE [ g r a d i e n t  d e  

5 à 3 0  % d ' a c r y l a m i d e l ,  l a  c a t h e p s i n e  G d o n n e  4  b a n d e s  q u i  c o r r e s p o n d e n t  à 4 i s o -  

e n z y m e s .  La N r  d e  l ' i s o e n z y m e  m a j e u r  e s t  estimée à 2 7  5 0 0 .  La m o l é c u l e  e s t  c o n s t i -  

t u é e  d ' u n e  s e u l e  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  e t  c o n t i e n t  3 p o n t s  d i s u l f u r e  i n t r a c h a i n e s .  

Des v a l e u r s  d i f f é r e n t e s  d u  c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  (E 1 % 1  o n t  é t é  d o n n é e s  p a r  2 8 0  nm 
p l u s i e u r s  a u t e u r s  : il est  é g a l  à 6 , 6 4  s e l o n  TRAVIS e t  c o l l  1 201 1 e t  à 10,O se- 

l o n  STARKEY e t  BARRETT ( 1 9 2  l .  La c a t h e p s i n e  G e s t  u n e  p r o t é a s e  r e l a t i v e m e n t  p e u  

s p é c i f i q u e  [ t a b l e a u  V p .  8 7 1 .  Les  s u b s t r a t s  s y n t h é t i q u e s  d e  cet  enzyme  s o n t  rare- 

m e n t  s o l u b l e s  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e x c é d a n t  l e  Km à c a u s e  d e  l a  p r é s e n c e  d e s  rési-  

d u s  h y d r o p h o b e s  q u i  s o n t  les s i t e s  p o t e n t i e l s  d e  c o u p u r e  p a r  l ' e n z y m e .  NAKAJIMA e t  

c o l l  ( 1 4 4  1  o n t  é t u d i é  l ' a c t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  G s u r  u n e  sé r ie  d e  p e p t i d e s  n i -  

t r o a n i l i d e s  b l o q u é s .  Mais l e  s u b s t r a t  s y n t h é t i q u e  l e  p l u s  s o u v e n t  u t i l i s é  e s t  l e  

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA.  s u b s t r a t  u t i l i s é  p o u r  l a  c h y m o t r y p s i n e  [ v o i r  p .  851 

La c a t h e p s i n e  G p e u t  h y d r o l y s e r  d e  nombreux  c o n s t i t u a n t s  comme les  

p r o t é o g l y c a n n e s  d e  c a r t i l a g e  e t  l e  c o l l a g è n e  n a t i f  d e  t e n d o n  o u  d e  c a r t i l a g e  (1931 .  

L ' a c t i v i t é  é l a s t o l y t i q u e  d e  l a  c a t h e p s i n e  G e s t  res tée  l o n g t e m p s  m é c o n n u e  ; c 'est  

e n  1980 q u e  REILLY e t  TRAVIS I 1 6 6 1  o n t  m o n t r é  q u e  l a  c a t h e p s i n e  G e s t  c a p a b l e  d e  

d é g r a d e r  l ' é l a s t i n e ,  m a i s  b e a u c o u p  p l u s  l e n t e m e n t  q u e  n e  l e  f a i t  l ' é l a s t a s e  l e u c o -  

c y t a i r e .  C e t t e  p r o p r i é t é  e s t  très i m p o r t a n t e .  c a r  i l  a  é t é  s u g g é r é  q u ' u n  r é s i d u  d e  

p h é n y l a l a n i n e ,  s i t e  p o t e n t i e l  d e  c o u p u r e  p a r  l a  c a t h e p s i n e  G D  e s t  l o c a l i s é  p r è s  d e s  

d e s m o s i n e s  q u i  f o r m e n t  les l i a i s o n s  c r o i s é e s  d e  l ' é l a s t i n e  ( 6 3  1 .  La  d é g r a d a t i o n  

d e  l ' é l a s t i n e  p o u r r a i t  d o n c  ê t r e  i n i t i é e  p a r  l ' a c t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  G. 

P l u s  r é c e m m e n t ,  BOUDIER e t  c o l l  [ 3 0  1 o n t  m o n t r é  q u e  b i e n  q u ' e l -  

l e  n ' a i t  q u ' u n e  f a i b l e  a c t i v i t é  é l a s t o l y t i q u e ,  l a  c a t h e p s i n e  G j o u e  u n  r ô l e  i m p o r -  

t a n t  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l ' é l a s t i n e ,  p u i s q u ' e l l e  a c c r o î t  f o r t e m e n t  l a  s o l u b i l i -  



TABLEAU VI 

P r o t o c o l e  de  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' é l a s t a s e  e t  de l a  

c a t h e p s i n e  G à p a r t i r  du mucus b ronch ique .  

(12e1 

l - homogénéisa t ion  e n T r i s  0 ,05  M , H C l ,  pH 8,O. 

E t a p e  no  2 NaCl 1  M 

- c e n t r i f u g a t i o n  

S u r n a g e a n t s  

Mucus b ronch ique  

E t a p e  no 3  

E tape  no  1 

E tape  no  4  

+ NaCl 2  M (1 volume1 

- homogénéisa t ion ,  2 mn I a v e c  POLYTRONI 1 2 f o i s  

- c e n t r i f u g a t i o n ,  20 mn à 30 000 g  (às 5  O Cl 

I - dépô t  s u r  co lonne  de T r a s y l o l - S e p h a r o s e  (111 

~ u r n a g e a n t s  

1 - t r a i t e m e n t  p a r  l a  DNase (2051 

- c e n t r i f u g a t i o n ,  20 mn à 30 000 g (à  5  O Cl 

P r é c i p i  t é  

1 en  Tris 0 ,05  M .  HCl ,  pH 8. O, NaC1 1  M 

I - é l u t i o n  p a r  a c é t a t e  de  sodium 0 ,05  M pH 5.0 

NaCl 1 M .  

~ r a c t i o n  é l u é e  

- c o n c e n t r a t i o n  p u i s  é q u i l i b r a t i o n  p a r  d i a l y s e  

en  a c é t a t e  de  sodium 0.05 M,pH 5.5,NaCl 0 , l  Pl 

- dépô t  s u r  co lonne  de  CM Sephadex C 50 dans  l e  

même tampon 

- é l u t i o n  p a r  a c é t a t e  de  sodium 0 ,05  M,pH 5 , 5 ,  

n NaCl 0 ,45  M 

- é l u t i o n  p a r  a c é t a t e  de  sodium 0,05 M, pH 5 , 5 ,  

1 4  f o i s  

de  

s u i t e  

E l a s t a s e  f l  NaCl 1  M .  



sa t ion  de l ' é l a s t i n e  pulmonaire ca ta lysée  p a r  l ' é l a s t a s e  : un mélange équimolé- 

c u l a i r e  d ' é l a s t a s e  e t  de cathepsine G ,  r appor t  observé dans l e s  leucocytes humains 

présente une a c t i v i t é  5 à 6 f o i s  supérieure à c e l l e  de l ' é l a s t a s e  s e u l e  en même 

quant i té .  Selon ces au teurs ,  on peut donc également a t t r i b u e r  à l a  cathepsine G un 

rô l e  dans l e  développement de l'emphysème pulmonaire, en act ion avec l ' é l a s t a s e .  

III - 1.2.3. Trypsine bovine [E.C. 3.4.21.41 [d 'après  BARRETT [ 8  ) 1 .  

Cet enzyme e s t  s é c r é t é  pa r  l e s  a c i n i  pancréatiques sous forme d'un 

zymogène, l e  trypsinogène. L 'ac t iva t ion  s ' e f f e c t u e  dans l ' i n t e s t i n  grâce à l ' en -  

térokinase,  enzyme lui-même s é c r é t é  par  l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  sous forme de pro- 

entérokinase qui  e s t  ensu i t e  activée.L'amorçage du processus d ' ac t iva t ion  du t ryp-  

sinogène par  l ' en té rokinase  e s t  relativement l e n t ,  mais l a  t ryps ine  elle-même e s t  

un puissant  ac t iva t eu r  du trypsinogène e t  poursu i t  a l o r s  c e t t e  ac t iva t ion  t r è s  ra- 

pidement. La fi-trypsine e s t  l a  forme majeure. E l l e  e s t  cons t i tuée  par  une seu le  

chaîne polypeptidique possédant 6 ponts d i s u l f u r e  in t racha înes .  La t ryps ine  migre 

en SDS-PAGE comme un cons t i t uan t  protéique de Br éga le  à 24 000. On connaî t  l a  

séquence complète en ac ides  aminés de ce t  enzyme a i n s i  que s a  s t r u c t u r e  tridimen- 

s ionne l l e . ,Le  point i s o é l e c t r i q u e  de l a  t ryps ine  e s t  éga l  à 10,8 e t  l e  c o e f f i c i e n t  

d 'ex t inc t ion  E 1 % 
280 nm e s t  égal  à 15.4. 

La t ryps ine  coupe sélect ivement  l e s  l i a i s o n s  ly sy l  e t  a rg inyl  dans 

une chaîne polypeptidique [ tab leau  V p.87 1 à l ' except ion  des l i a i s o n s  Lys-Pro e t  

Arg-Pro. Notons que c e r t a i n s  e s t e r s  ou c e r t a i n s  amides de s u b s t r a t s  synthét iques 

peuvent ê t r e  hydrolysés : a i n s i  l e  N-acéty l -DL-phény la lan ine-  B-naphtyl e s t e r  u t i -  

l i s é  dans l a  méthode de révé la t ion  des i n h i b i t e u r s  de chymotrypsine de URIEL e t  

BERGES 12061. 

III - 1 .2 .4  E la s t a se  leucocytaire  humaine f E . C .  3.4.21.371 [d 'après  BARRETT (101) 

JANOFF e t  SCHERER ( 88 1 on t  é t é  à l ' o r i g i n e  de l ' i n t é r ê t  por té  à 

c e t  enzyme : i l s  ont i d e n t i f i é  l ' é l a s t a s e  e t  montré q u ' e l l e  e s t  capable de jouer  

un  rô l e  dans un  grand nombre d ' a f f ec t ions  y  compris l'emphysème pulmonaire. 

L ' é l a s t a se  leucocytaire  e s t  comme l a  cathepsine G l ' une  des pro- 

té ines  majeures des granules  azurophiles des neutrophi les  humains. E l l e  e s t  prépa- 

rée au labora to i re  conjointement avec l a  cathepsine G à p a r t i r  du mucus bronchique 



purulent  ( tab leau  V I  p. 89 1 .  Trois ou q u a t r e  formes majeures d ' é l a s t a s e  ont  pu 

ê t r e  ind iv idua l i sées  que ce s o i t  en i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  ou en é lec t rophorèse  

en ge l  de polyacrylamide à pH acide I 10 1 .  L ' é l a s t a se  e s t  u n  const i tu 'ant  bas i -  

que dont l e  p I  s e  s i t u e  e n t r e  8,75 e t  9.15. Aucune d i f fé rence  d ' a c t i v i t é  ca ta ly-  

t i que  n ' a  pu ê t r e  démontrée e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  isoenzymes. Contrairement à 

l ' é l a s t a s e  pancréatique qui  e s t  une holoprotéine, l ' é l a s t a s e  leucocyta i re  e s t  une 

glycoprotéine : l e  pourcentage de glucides combinés s ' é l è v e  à 22 % selon BAUGH 

e t  TRAVIS ( 11 1 ,  a l o r s  que selon OHLSSON e t  OLSSON I 1491, l e s  t r o i s  e l a s t a s e s  

q u ' i l s  ont i s o l é e s  possèdent respectivement des pourcentages eh glucides combi- 

nés de 6 , 6  %, 8,3 % e t  3,2 %. La préparat ion d ' é l a s t a s e  que nous avons u t i l i s é e  

cont ien t  environ 5  % de sucres .  

En SOS-PAGE. nous avons estimé à 29 000 l a  M r  de l'isoenzyrne ma- 

j eu r  d ' é l a s t a se .  Ceci e s t  en accord avec l e s  r é s u l t a t s  de BAUGH e t  TRAVIS (111- 

Le coe f f i c i en t  d 'ex t inc t ion  de l ' é l a s t a s e  E 1  % e s t  égal  à 9.85. 
280 nm 

L ' é l a s t a se  leucocytaire  e s t  formée d'une seu le  chaîne polypepti-  

dique. Contrairement à ce qu i  a  é t é  d é c r i t  pour l ' é l a s t a s e  pancréatique porcine 

qui  e s t  obtenue après  ac t iva t ion  d'une p roé l a s t a se ,  aucun proenzyme de l ' é l a s t a -  

s e  leucocytaire  n ' a  é t é  d é c r i t  jusqu'à p ré sen t .  L ' é l a s t a se  coupe p r é f é r e n t i e l l e -  

ment l e s  l i a i sons  Val-X e t  peut couper également l e s  l i a i sons  Ala-X, mais moins 

faci lement  ( tab leau  V I .  Le Boc-Ala-NP* e s t  u n  s u b s t r a t  qui  permet un dosage 

spectrophotométrique avec une grande s e n s i b i l i t é ,  mais i l  n ' e s t  pas spéc i f ique  

e t  ne peut donc ê t r e  u t i l i s é  que pour l ' é l a s t a s e  leucocytaire  p u r i f i é e .  Le sub- 

s t r a t  Suc-IAlal -NA** ( 19 1 e s t  p l u s  spéc i f ique ,  mais l a  réact ion avec l ' é l a s -  
3  

t a s e  leucocytaire  e s t  plus l en t e  qu'avec l ' é l a s t a s e  pancréatique. L ' a c t i v i t é  de 

l ' é l a s t a s e  leucocyta i re  e s t  considérablement inf luencée par  l a  force  ionique 

I 29 1 : plus l a  fo rce  ionique e s t  é levée,  plus l ' é l a s t a s e  leucocyta i re  hydro- 

lyse  rapidement l e  s u b s t r a t  Suc-(Alal -NA**. C'es t  a i n s i  qu'en présence de NaCl 
3  

5  Pl, l ' a c t i v i t é  e s t  augmentée de 20 f o i s  par  rapport  à l ' a c t i v i t é  observée en 

l 'absence de NaCl ; on peut dans ces condit ions doser avec préc is ion  des concen- 

t r a t i o n s  d ' é l a s t a s e  de l ' o r d r e  de 35 ng/ml. La force  ionique du mil ieu réact ion-  

nel a  également un e f f e t  important s u r  l a  s o l u b i l i s a t i o n  de l ' é l a s t i n e  par  1 '6-  

l a s t a s e  leucocytaire .  En  présence d'une concentrat ion en NaCl i n f é r i e u r e  à 0.2 M, 

l ' é l a s t a s e  leucocyta i re  n 'a  pas d 'ac t ion  s u r  l ' é l a s t i n e .  Par contre  l ' a c t i o n  e s t  

maximale en présence de NaCl 0,75 M ,  puis diminue avec des concentrat ions plus 

* Boc-Ala-NP : : t - b u t o x y c a r b o n y l - L - a l a n i n e - p - n i t r o p h e n y l  e s t e r  

*%- Suc-IAla13-NA : Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanyl-p-nitroanilide 



élevées.  Ceci d i s t ingue  nettement l ' é l a s t a s e  leucocytaire  de l ' é l a s t a s e  pancréa- 

t i que  dont l ' a c t i v i t é  s u r  l ' é l a s t i n e  e s t  progressivement inhibée lorsque l a  mola- 

r i t é  en NaCl augmente de O à 1  W I 29 1 ,  L 'é l a s t a se  leucocyta i re  e s t  également 

capable de dégrader l e s  pmtéoglycannes de c a r t i l a g e  bovin e t  l a  f i b r i n e .  

III - 2 APPROCHE TECHNOLOGIQUE DES PHENONENES D'INTERACTION. 

APPORT ET LIMITES DES DIFFERENTES TECHNIQUES UTILISEES. 

L'étude de l a  r éac t ion  d'un i n h i b i t e u r  avec un enzyme peut ê t r e  

abordée d'une pa r t  en su ivant  l a  va r i a t i on  de l ' a c t i v i t é  enzymatique, d ' au t r e  

pa r t  en su ivan t  auss i  bien l e  devenir  des deux antagonistes  que c e l u i  du complexe 

enzyme-inhibiteur qu i  a  pu s e  former : i l  s ' a g i t  d'une i n t e r a c t i o n  e n t r e  des ma- 

cromolécules qui  peuvent ê t r e  v i sua l i s ées  pa r  co lora t ion  aprgs sépara t ion  pa r  

d i f f é r en te s  techniques. 

Nous a l lons  f a i r e  un inven ta i r e  rapide des techniques u t i l i s é e s  

en i n s i s t a n t  s u r  l e s  renseignements q u ' e l l e s  permettent d ' ob ten i r  e t  s u r  l eu r s  

l imi t e s .  

III - 2.1 Dosage spectrophotométrique de l ' a c t i v i t é  enzymatique. 

On dose souvent l ' a c t i v i t é  es té ras ique  des enzymes. Les protoco- 

l e s  u t i l i s é s  sont  indiqués dans l a  p a r t i e  technique (p .  T 1 6 ) .  Ce dosage a  l ' a -  

vantage d ' ê t r e  rapide e t  de néces s i t e r  des concentrat ions protéiques 10 à 100 

f o i s  i n f é r i e u r e s  à c e l l e s  qu i  doivent ê t r e  u t i l i s é e s  en SDS-PAGE par  exemple. Ce 

dosage e s t  indispensable  pour déterminer l e  rapport molaire inhibiteur/enzyme 

pour lequel  l ' i n h i b i t i o n  t o t a l e  de l'enzyme e s t  obtenue, mais c e t t e  technique 

présente l ' inconvénient  de ne donner aucune information s u r  l e s  transformations 

que peut a v o i r  subies  l'enzyme ou l ' i n h i b i t e u r .  

III - 2.2 Révélation de l . ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e t  révé la t ion  de l ' a c t i v i t é  

e s t é r a s ique  après sépara t ion  é lec t rophoré t ique .  

La r évé l a t ion  de l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  ou de l ' a c t i v i t é  e s t é r a -  

s ique après sépara t ion  électrophorét ique des cons t i tuants  permet de déterminer 



à q u e l  c o n s t i t u a n t  p e u t  ê t re  a t t r i b u é e  u n e  a c t i v i t é  d é c e l é e  a u p a r a v a n t  d a n s  l e  

m é l a n g e  p a r  l e  d o s a g e  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  Le p r o t o c o l e  d e  ces r é v é l a t i o n s  s p é c i -  

f i q u e s  e s t  i n d i q u é  p a g e  T 1 3 .  Ces  t e c h n i q u e s  d e  r é v é l a t i o n  p r é s e n t e n t  t o u t e f o i s  u n  

i n c o n v é n i e n t  : e l les  n é c e s s i t e n t  un  t e m p s  a s s e z  l o n g  p o u r  l e u r  mise e n  o e u v r e  e t  

l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  p e u t ,  d e  ce f a i t ,  ê t r e  p l u s  d é l i c a t e .  

III - 2.3  M é t h o d e s  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  l a  p r é c i p i t a t i o n  a n t i g è n e  - a n t i c o r p s .  

Les  t e c h n i q u e s  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é e s  s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  l ' i m -  

m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  e t  l ' é l e c t r o i m m u n o d i f f u s i o n  a p p l i q u é e s  à l ' é t u -  

d e  d e  l ' i n h i b i t e u r  : n o u s  a v o n s  u t i l i s é  d e u x  immunsérums c o m m e r c i a u x  s p é c i f i q u e s  

d e  l ' a  Achy ( L a b o r a t o i r e s  BEHRING e t  DAKOI. Ces  t e c h n i q u e s  p e r m e t t e n t  d e  d é t e r m i n e r  
1  

e n  p a r t i c u l i e r  s i  les s i t e s  a n t i g é n i q u e s  d e  l'a Achy s o n t  e n c o r e  a c c e s s i b l e s  a u x  
1 

a n t i c o r p s  p e n d a n t  l a  r é a c t i o n  i n h i b i t e u r - e n z y m e .  Comme l ' a  m o n t r é  WEEKE (2141,  

l ' i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  p e u t  ê t re  u t i l i s é e  p o u r  d e s  m e s u r e s  s e m i -  

q u a n t i t a t i v e s  e t  p e r m e t  d o n c  d e  j u g e r  à l a  f o i s  d e s  m o d i f i c a t i o n s  q u a l i t a t i v e s  

e t  q u a n t i t a t i v e s .  S u r  un même é c h a n t i l l o n ,  o n  p e u t  e f f e c t u e r  e n  d o u b l e  l ' é l e c t r o -  

p h o r è s e  d e  l a  p r e m i è r e  d i m e n s i o n .  S u r  u n e  d e s  d e u x  b a n d e s  d e  g e l ,  o n  r é v è l e  1 ' a c t i -  

v i t é  e s t é r a s i q u e  o u  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e ,  ce q u i  p e r m e t t r a  d e  r e p é r e r  s u r  l ' immu-  

n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  e f f e c t u é e  a v e c  l a  d e u x i è m e  b a n d e ,  l e  c o n s t i t u a n t  

q u i  p r é s e n t e  l ' a c t i v i t é  d é c e l é e .  C e c i  n ' e s t  a p p l i c a b l e  n é a n m o i n s  q u ' à  un  é c h a n t i l -  

l o n  c o n t e n a n t  un nombre  l i m i t é  d e  c o n s t i t u a n t s .  

Un immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l a  c a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  a 

é t é  p r é p a r é  a u  l a b o r a t o i r e  : a v a n t  d ' ê t r e  i n j e c t é .  l ' e n z y m e  es t  i n a c t i v é  p a r  l e  

~ ~ S P p o u r  é v i t e r  u n e  r é a c t i o n  i n f l a m m a t o i r e  du  L a p i n .  Ma i s  1 ' e m p l o i  d e  ce t  immunsé- 

rum e n  i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  o u  e n  é l e c t r o i m m u n o d i f f u s i o n  p o s e  un 

c e r t a i n  nombre  d e  p r o b l è m e s  l i é s  e n  p a r t i c u l i e r  à l a  p r é c i p i t a t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  

G d a n s  l e  t a m p o n  g é n é r a l e m ~ t n t  u t i l i s é  p o u r  l e  g e l  d ' a g a r o s e .  Nous e s p é r o n s  p o u v o i r  

à l ' a v e n i r  s u r m o n t e r  ces p r o b l è m e s .  En ce q u i  c o n c e r n e  l a  c h y m o t r y p s i n e ,  il n ' e x i s -  

t e  p a s  à n o t r e  c o n n a i s s a n c e  d ' immunsé rum c o m m e r c i a l i s é  s p é c i f i q u e  d e  cet enzyme.  

III - 2 . 4  M o d i f i c a t i o n s  d e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d e  l ' i n h i b i t e u r  e t  

d e s  e n z y m e s .  

Nous a v o n s  c h e r c h é  à mettre e n  é v i d e n c e  les  m o d i f i c a t i o n s  d e  c h a r -  

g e ,  d e  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e ,  d e  masse m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e  e t  l e s  c h a n g e m e n t s  d e s  

* Le PMSF es t  un i n h i b i t e u r  i r r é v e r s i b l e  d e s  s e r i n e  p r o t é a s e s .  



p r o p r i é t é s  o p t i q u e s  d e s  c o n s t i t u a n t s  a u  c o u r s  d e  l e u r  i n t e r a c t i o n .  

L ' é t u d e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y  l a m i d e  ( 1  0 % d ' a c r y  la-  

m i d e l  à pH 8,3 o u  e n  g e l  d ' a g a r u s e  à pH 8.6 p e r m e t  d e  mettre e n  é v i d e n c e  un é v e n -  

t u e l  c h a n g e m e n t  d e  c h a r g e  d e s  m o l é c u l e s  se  t r a d u i s a n t  p a r  u n e  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  

m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  

L ' i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  p e r m e t  d e  d é t e r m i n e r  t rès  p r é c i s é m e n t  

les p I  d e s  c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  m é l a n g e s .  Une d e u x i è m e  m i g r a t i o n  d a n s  un  

g e l  c o n t e n a n t  d e s  a n t i c o r p s  p e u t  p e r m e t t r e  u n e  i d e n t i f i c a t i o n  d e s  c o n s t i t u a n t s .  

L ' é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  p r é s e n c e  d e  SOS e t  e n  g r a d i e n t  d ' a -  

c r y l a m i d e  15 21 30 %) p e r m e t  d e  d é t e r m i n e r  les  v a l e u r s  d e s  Ur d e s  c o n s t i t u a n t s  e t  

d e  s u i v r e  l e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  ces v a l e u r s  l o r s  d e  l a  r é a c t i o n  i n h i b i t e u r - e n z y m e .  

La c o m p a r a i s o n  d ' é c h a n t i l l o n s  t r a i t é s  o u  n o n  p a r  l e  B - m e r c a p t o é t h a n o l  d o n n e r a  d e s  

i n d i c a t i o n s  s u p p l é m e n t a i r e s  c o n c e r n a n t  l ' e x i s t e n c e  é v e n t u e l l e  d e  p o n t s  d i s u l f u r e  

i n t e r c h a î n e s .  S u r  ce t y p e  d e  g e l  e t  p o u r  l ' i n h i b i t e u r  é t u d i é ,  i l  n ' e s t  p l u s  p o s s i -  

b l e  d e  mettre e n  é v i d e n c e  u n e  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e ,  c a r  e l l e  e s t  d é t r u i t e  e n  p r é -  

s e n c e  d e  SOS ( v o i r  p .  791 

Les  p r o p r i é t é s  o p t i q u e s  d e s  m o l é c u l e s  s o n t  é t r o i t e m e n t  re l iées  à 

l e u r  s t r u c t u r e .  Les  v a r i a t i o n s  d e s  s p e c t r e s  d i c h r o i q u e s  r e f l è t e n t  d e s  m o d i f i c a t i o n s  

d a n s  l ' e n v i r o n n e m e n t  d e s  g r o u p e s  a b s o r b a n t s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  d a n s  l ' e n v i r o n n e m e n t  

d e s  a c i d e s  a m i n é s  a r o m a t i q u e s  q u i  p e u v e n t  i n t e r v e n i r  l o r s  d e s  i n t e r a c t i o n s  i n h i b i -  

t e u r - e n z y m e .  L ' é t u d e  e n  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  n e  p r o v o q u e  a u c u n e  p e r t u r b a t i o n  d e  

l ' é c h a n t i l l o n  l o r s  d e  s o n  a n a l y s e  ce q u i  r e p r é s e n t e  un  a v a n t a g e  s u r  les a n a l y s e s  

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  a u  c o u r s  d e s q u e l l e s  l ' é q u i l i b r e  d u  m é l a n g e  r é a c t i o n n e l  r i s q u e  

d ' ê t r e  p e r t u r b é  e t  où les  l i a i s o n s  f a i b l e s  e n t r e  l e s  c o n s t i t u a n t s  p e u v e n t  ê t r e  

d é t r u i t e s .  Les  a n a l y s e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  c o n s t i t u e n t  n é a n m o i n s  d e s  m é t h o d e s  

d ' é t u d e  t r è s  l a r g e m e n t  u t i l i s é e s .  

III - 3 DEFINITION DES CONDITIONS OPERATOIRES CHOISIES POUR LES ETUDES DES 

INTERACTIONS OE L'U~ANTICHYMOTRYPÇINE AVEC LES ENZYMES. 

L e s  phénomènes  d ' i n t e r a c t i o n  s o n t  é t u d i é s  e n  m é l a n g e a n t  d e s  s o l u -  

t i o n s  d ' a  Achy e t  d ' e n z y m e  d a n s  d e s  p r o p o r t i o n s  p r é c i s e s .  Nous a l l o n s  d o n c  d é c r i r e  
1 

les d é t e r m i n a t i o n s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  s o l u t i o n s  a i n s i  q u e  les  c o n d i t i o n s  o p é -  

r a t o i r e s  q u i  s e r o n t  a d o p t é e s  p o u r  c h a q u e  s y s t è m e  a Achy-enzyme é t u d i é .  
1 



III - 3.1 Tampon u t i l i s é .  

L 1 a A c h y  e s t  en s o l u t i o n  dans  l e  PBS : tampon phospha te  d e  sodium 
1 

0.01 Pi, NaCl 0,3 M.NaN 0,02 % pH 7,4. Les enzymes s o n t  m i s  en s o l u t i o n  d a n s  c e  
3 

même tampon j u s t e  a v a n t  l e s  e x p é r i e n c e s .  

III - 3.2 D é t e r m i n a t i o n  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  s o l u t i o n s  d ' i n h i b i t e u r  e t  

d  ' enzvme . 
C e t t e  d é t e r m i n a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  e n  employant '  au  minimum deux  

t e c h n i q u e s  d e  dosage  d i f f é r e n t e s .  

III - 3.2.1 Déte rmina t ion  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d ' a  - a n t i c h y m -  
1 

t r y p s i n e .  

- Dosage p a r  é l e c t r o - i m m u n o d i f f u s i o n .  ( p  : T 1 2 ) .  

L'a Achy p u r i f i é e  est d o s é e  en  é l e c t r o - i m m u n o d i f f u s i o n  a v e c  l ' i m -  
1 

munsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy [BEHRING) p a r  r a p p o r t  à une gamme p r é p a r é e  p a r  
1 

d e s  d i l u t i o n s  d 'un  p lasma s t a n d a r d  (BEHRING). 

- Dosage d e  l a  t e n e u r  en p r o t é i n e s  p a r  l a  méthode de  LOWRY e t  c o l 1  

(1261. 

La p a r t i e  p r o t é i q u e  r e p r é s e n t a n t  75 % d e  l a  mo lécu le ,  l a  v a l e u r  

o b t e n u e  l o r s  de c e  dosage  e s t  m u l t i p l i é e  p a r  1,33. 

- Dosage s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  

Le s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  de  l a  s o l u t i o n  d ' a  Achy e s t  t r a c é  e n t r e  
1 

360 nm e t  230 nm. On s o u s t r a i t  l a  v a l e u r  de  l ' a b s o r b a n c e  à 350 nm de  c e l l e  q u i  

e s t  mesurée à 280 nm, a f i n  d ' é v i t e r  une e r r e u r  due  à l a  t u r b i d i t é  é v e n t u e l l e  d e  

l a  s o l u t i o n .  La c o n c e n t r a t i o n  de l a  s o l u t i o n  d ' a  Achy e s t  a l o r s  mesurée en u t i - -  
1 

l i s a n t  l e  c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  E % é g a l  à 6.2 i n d i q u é  p a r  TRAVIS e t  
280 nm 

c o l 1  (202) .  

Les v a l e u r s  d e  c o n c e n t r a t i o n  des  s o l u t i o n s  d ' a  Achy o b t e n u e s  p a r  
1 

les t r o i s  méthodes p r é s e n t e n t  des  é c a r t s  d ' e n v i r o n  15  %. 



III - 3.2.2 D é t e r m i n a t i o n  de l a  c o n c e n t r a t i o n  de  l a  s o l u t i o n  d'enzyme. 

- Dosage d e  l a  t e n e u r  en  p r o t é i n e s  p a r  l a  méthode d e  LOWRY e t  c o l l  

(1261. 

La chymot ryps ine  e t  l a  t r y p s i n e  b o v i n e s  s o n t  des  h o l o p r o t é i n e s ,  

l e  c h i f f r e  obtenu  n ' e s t  donc  pas à c o r r i g e r .  E t a n t  donné que  l e  p o u r c e n t a g e  d e  

s u c r e s  p r é s e n t s  dans nos  p r é p a r a t i o n s  de  c a t h e p s i n e  G e t  d ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  

e s t  f a i b l e  [ r e s p e c t i v e m e n t  1  % e t  5  % l ,  nous n ' avons  pas  j ugé  n é c e s s a i r e  d e  c o r -  

r i g e r  les v a l e u r s  de c o n c e n t r a t i o n s  ob t enues .  

- Dosage s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  

Les s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e s  s o l u t i o n s  enzymat iques  s o n t  t r a c é s .  

Le c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  de chacun des  enzymes e s t  connu : i l  e s t  de 2 0 , 5  p o u r  

l a  chymotryps ine  bov ine  ( 216 1, 1 5 , 8  pour  l a  t r y p s i n e  bov ine  ( 212 1  e t  9 , 8 5  

p o u r  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  ( 11 1 .  Pour  l e  dosage  d e  l a  c a t h e p s i n e  G D  nous p ré -  

f é r o n s  u t i l i s e r  l e  c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  i n d i q u é  p a r  STARKEY e t  BARRETT [1921 
1  % 

[ E  280 nm = 10,Ol p l u t ô t  que  c e l u i  p u b l i é  p a r  TRAVIS e t  c o l l  ( 201 1  ; en e f f e t ,  

l e  p r emie r  donne des  v a l e u r s  de c o n c e n t r a t i o n  p l u s  p roches  de c e l l e s  o b t e n u e s  p a r  

l a  méthode d e  LOWRY e t  c o l l  (1261. 

III - 3.3  Mélange de  c o n t r ô l e  : ci - a n t i c h y m o t r y p s i n e  - enzyme i n a c t i v é .  
1  

Lors d e  chaque  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  un mélange de  c o n t r ô l e  es t  

p r é p a r é  de  l a  façon  s u i v a n t e  : une p a r t i e  a l i q u o t e  de  l a  s o l u t i o n  d'enzyme es t  

i n a c t i v é e  en  a j o u t a n t  d a n s  un e x c è s  m o l a i r e  d e  1 0 0  f o i s  un i n h i b i t e u r  i r r é v e r -  

s i b l e  des s é r i n e  p r o t é a s e s ,  l e  PMSF, p r é a l a b l e m e n t  s o l u b i l i s é  dans  l ' i s o p r o p a -  

no1  pour  c o n s t i t u e r  une s o l u t i o n  1 0 0  mM ; a p r è s  un minimum de 1 0  minu te s  d ' a c -  

t i o n  du PMSF à t e m p é r a t u r e  ambiante ,  l ' enzyme i n a c t i v é  e s t  a j o u t é  à de  l ' c i  Achy 
1 

d e  f açon  à o b t e n i r  un r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à c e l u i  q u i  s e r a  u t i l i s é  

a v e c  l 'enzyme a c t i f  l o r s  d e  l ' é t u d e ,  Ce mélange d e  c o n t r ô l e  permet  d e  d é t e r m i n e r  

s ' i l  y  a  e n t r e  l ' i n h i b i t e u r  e t  l ' enzyme des  i n t e r a c t i o n s  a u t r e s  q u e  c e l l e s  q u i  

s o n t  dues à l ' a c t i v i t é  de l 'enzyme.  Les d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  e n t r e  l e  mélange 

d e  c o n t r ô l e  e t  l e s  mélanges  p r é p a r é s  a v e c  l ' enzyme a c t i f  peuvent  a l o r s  être a t -  

t r i b u é e s  à l ' a c t i v i t é  de  l 'enzyme.  



III - 3.4 Arrêt d e  l a  r é a c t i o n .  

Oas les p r e m i e r s  e s s a i s  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l ' a  Achy e t  l a  chy- 1  
m o t r y p s i n e  ou l a  c a t h e p s i n e  G. nous nous sommes r endue  compte q u ' i l  f a l l a i t  

i n a c t i v e r  l ' e x c è s  d 'enzyme ou l ' enzyme q u i  a u r a i t  pu se d i s s o c i e r  du complexe 

s o u s  forme a c t i v e ,  pou r  ne  pas  r i s q u e r  de d é g r a d a t i o n s  u l t é r i e u r e s .  P o r t e r  l e  

mélange à é b u l l i t i o n  pendan t  3 minu te s ,  p l a c e r  l e  mélange dans  un b a i n  d e  g l a c e  

s o n t  deux p rocédés  couramment u t i l i s é s  pou r  a r r ê t e r  une r é a c t i o n  enzymat ique  ; 

i l s  n ' o n t  p a s  donné de  r é s u l t a t s  t r è s  r e p r o d u c t i b l e s .  Nous avons  donc e s s a y é  

p u i s  a d o p t é  un t r a i t e m e n t  p a r  l e  PMSF. Cet  i n h i b i t e u r  (100  mM dans  l ' i s o p r o p a -  

no11 e s t  a j o u t é  en e x c è s  m o l a i r e  de  100  f o i s  p a r  r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  

d'enzyme dans  l e  mélange. Le volume d ' i s o p r o p a n o l  à a j o u t e r  dans  l e s  mélanges 
-6 

c o n t e n a n t  géné ra l emen t  une m o l a r i t é  en  enzyme de  2  à 20 x  1 0  W n ' e x c è d e  p a s  

2  % du volume t o t a l  e t  n e  r i s q u e  pas  de  p rovoque r  de  phénomène de  p r é c i p i t a t i o n .  

Nous avons  pu cependan t  c o n s t a t e q  e t  c e l a  a v a i t  d ' a i l l e u r s  é t é  

s i g n a l é  p a r  JAMES ( 86 ] ,que  l e  PNSF en s o l u t i o n  aqueuse  d e v i e n t  a s s e z  v i t e  i n a c -  

t i f .  JAMES a  montré q u ' a p r è s  d i l u t i o n  en tampon ~ e ~ e s * d e  pH 7,5, l a  p e r t e  de  

l ' a c t i v i t é  du PMSF e n v e r s  l a  chymotryps ine  ( r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 5/11 e s t  

t o t a l e  en  l ' e s p a c e  d e  2 h  30 ; e l l e  s e r a i t  due  à l ' a c t i o n  des  i o n s  h y d r o x y l e  de  

l ' e a u .  L ' a d d i t i o n  de PNSF à une s é r i n e - p r o t é a s e  d é j à  en  s o l u t i o n  dans  un t e l  tam- 

pon permet  l ' i n h i b i t i o n  d e  c e t  enzyme, mais s i  de  l ' enzyme c o n t i n u e  à s e  l i b é r e r ,  

p r o g r e s s i v e m e n t  dans l e  m i l i e u  à p a r t i r  d ' un  complexe p a r  exemple,  l e  PMSF n ' a u r a  

peu à peu p l u s  d ' a c t i o n  s u r  l ' enzyme.  

III - 3.5 Tempéra ture  c h o i s i e  pou r  l ' i n c u b a t i o n .  

Il nous a v a i t  d ' a b o r d  semblé  s o u h a i t a b l e  de  r a l e n t i r  l a  v i t e s s e  

d e  l a  r é a c t i o n  de  l ' a  Achy avec  l e s  enzymes e n  e f f e c t u a n t  l ' i n c u b a t i o n  d e s  mé- 
1 

l a n g e s  à O°C. P a r  l a  s u i t e ,  pou r  é v i t e r  que l e s  mélanges ne s u b i s s e n t  un é c a r t  

de  t e m p é r a t u r e  t r o p  i m p o r t a n t  e n t r e  l ' i n c u b a t i o n  e t  l ' é t u d e .  nous avons e f f e c t u é  

d ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s  à l a  t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i r e  (25'  C l .  

L ' a c t i o n  des  enzymes q u i  ne s o n t  pas  i n h i b é s  p a r  l ' a  Achy a  de  
1 

p l u s  é t é  t e s t é e  à 37O, t e m p é r a t u r e  du c o r p s  humain, q u i  e s t  éga lement  couram- 

ment u t i l i s é e  pou r  une h y d r o l y s e  enzymat ique .  

* Hepes : a c i d e  [ [ h y d r o x y - 2 - é t h y l )  - 4 - p i p é r a z i n y l  - 1 ] - 2  - é t h a n e  s u l f o n i q u ~  



III - 3.6 D i s p o s i t i o n s  généra les .  

Toutes l e s  expér iences o n t  é t é  répétées p l u s i e u r s  f o i s .  Nous 

avons donc é t é  amenée à u t i l i s e r  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d ' a  Achy p u r i f i é e  ayant  
1 

donc des c o n c e n t r a t i o n s  v a r i a b l e s .  Deux p r é p a r a t i o n s  d i f f é r e n t e s  de ca theps ine  G 

p u r i f i é e  o n t  é t é  employées ; une i m p o r t a n t e  v a r i a t i o n  de l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

de l 'enzyme e n t r e  ces deux p r é p a r a t i o n s  a  é t é  observée e t  nous y  rev iendrons .  

L ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de l a  chymotrypsine ou de l a  catheps ine G e s t  v é r i f i é e  un 

grand nombre de f o i s  au cours des expér iences pour  d é c e l e r  une é v e n t u e l l e  dégra- 

d a t i o n  de l 'enzyme avec l e  temps. 

Lorsque des études a n a l y t i q u e s  en é lec t rophorèse  s o n t  e f fec tuées 

s u r  une s é r i e  d ' é c h a n t i l l o n s ,  l e  volume des dépôts u t i l i s é  e s t  t e l  que nous avons 

dans chaque dépôt l a  même q u a n t i t é  i n i t i a l e  d'ulAchy. 

L ' a c t i v i t é  enzymatique r é s i d u e l l e  d ' u n  mélange inh ib i teu r -enzyme 

e s t  exprimée en pourcentage de l ' a c t i v i t é  d'une s o l u t i o n  du même enzyme p u r  à 

l a  même c o n c e n t r a t i o n .  

III - 4  REACTION AVEC LA CHYMOTRYPSINE BOVINE. 

Après a v o i r  déterminé l a  p r o p o r t i o n  d'enzyme a c t i f  dans l a  

p a r a t i o n  que nous u t i l i s o n s ,  nous é t a b l i s s o n s  l a  courbe d ' i n h i b i t i o n  de l a  chymo- 

t r y p s i n e  p a r  l ' a  Achy. La r é a c t i o n  inh ib i teu r -enzyme e s t  e n s u i t e  abordée en é tu -  
1 

d i a n t  des mélanges d ' i n h i b i t e u r  e t  d'enzyme en r a p p o r t s  m o l a i r e s  d i f f é r e n t s ,  p u i s  

en s u i v a n t  dans l e  temps un mélange dans l e q u e l  l ' i n h i b i t e u r  e s t  en excès. 

Nous u t i l i s o n s  l a  chymotryps ine de t y p e  V I 1  de SIGMA (49 u n i t é s /  

mg], t r a i t é e  p a r  l a  TLCK. 

III - 4.1 T i t r a t i o n  des s i t e s  a c t i f s  de l a  chymotrypsine.  

C e t t e  t i t r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  en u t i l i s a n t  l a  méthode de KEZDY 

e t  KAISER ( 107 1 avec une s o l u t i o n  de chymotrypsine à 10 mg/ml en tampon a c é t a t e  

de sodium 0,02 M de pH 4,2. Le s u b s t r a t  e s t  l e  p - n i t r o  phény l  a c é t a t e  (SIGMA), 

d issous dans l ' a c é t o n i t r i l e .  La r é a c t i o n  e s t  e f f e c t u é e  en tampon phosphate de so- 

dium 0,067 U de pH 7,8. Les r é s u l t a t s  obtenus i n d i q u e n t  que l a  chymotryps ine 

c o n t i e n t  70 % d'enzyme a c t i f ,  pourcentage généralement t r o u v é  p o u r  un enzyme 

commercial de ce type.  



III - 4 . 2  C o u r b e  d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  p a r  l l a l a n t i c h y m o t r y p s i n e  

Le b u t  d e  c e t t e  e x p é r i e n c e  es t  d e  d é t e r m i n e r  s i  l a  c o u r b e  d ' i n -  

h i b i t i o n  e s t  l i n é a i r e .  E l l e  p e r m e t  d e  d é f i n i r  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r /  

enzyme p o u r  1 e q u e l l " i n h i b i t i o n  t o t a l e  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  es t  o b t e n u e .  Nous cal-  

c u l o n s  d o n c  i c i  les  r a p p o r t s  m o l a i r e s  e n  p r e n a n t  e n  c o m p t e  u n i q u e m e n t  l a  q u a n t i t é  

d e  m a t é r i e l  a c t i f  : l a  s o l u t i o n  d e  c h y m o t r y p s i n e  c o n t i e n t  e n  f a i t  7 0  % d ' e n z y m e  

a c t i f ,  l a  s o l u t i o n  d ' a  Achy c o n t i e n t  e n v i r o n  85 % d ' i n h i b i t e u r  a c t i f ,  ce p o u r c e n -  
1 

t a g e  e s t  d é t e r m i n é  e n  m e s u r a n t  l e  r a p p o r t  d e  l ' i n t e n s i t é  d e s  b a n d e s  d ' i n h i b i t e u r  

a c t i f  e t  d ' i n h i b i t e u r  i n a c t i f  s é p a r é s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  

à pH 8 , 3 .  

Des q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d ' a  Achy s o n t  a j o u t é e s  à u n e  q u a n t i t é  
- 7 

1 
c o n s t a n t e  d e  c h y m o t r y p s i n e  I 7 , 4  x 1 0  N e n  enzyme  a c t i f  d a n s  les  m é l a n g e s ] .  

Une i n c u b a t i o n  p r é a l a b l e  e n  PBS (pH 7,41 est  e f f e c t u é e  à 25' C p e n d a n t  5 m i n u t e s .  

L ' a c t i v i t é  c h y m o t r y p s i q u e  r é s i d u e l l e  e s t  m e s u r é e  p a r  d o s a g e  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  

( p a g e  T 1 6 1  a p r è s  d i l u t i o n  a u  1 : 1 0 0 .  L ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  e s t  e x p r i m é e  e n  

p o u r c e n t a g e  d e  l ' a c t i v i t é  m e s u r é e  s u r  u n e  s o l u t i o n  t é m o i n  d e  c h y m o t r y p s i n e .  La 

c o u r b e  o b t e n u e  e s t  p r é s e n t é e  f i g u r e  1 6 .  E l l e  e s t  l i n é a i r e  j u s q u ' à  e n v i r o n  25 % 

d ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e .  L ' e x t r a p o l a t i o n  d e  c e t t e  p a r t i e  l i n é a i r e  d o n n e  u n e  a c t i -  

v i t é  n u l l e  p o u r  un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 1,45/1. On p e u t  ob -  

s e r v e r  d e  p l u s  q u ' i l  r e s t e  u n e  f a i b l e  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  même l o r s -  

q u e  l e  r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  e s t  s u p é r i e u r  à 2. P u i s q u e  n o u s  a v i o n s  t e n u  

c o m p t e  d e s  q u a n t i t é s  d e  m a t é r i e l  a c t i f ,  d ' a p r è s  les d é t e r m i n a t i o n s  i n d i q u é e s  

a u p a r a v a n t ,  n o u s  a u r i o n s  d û  a b o u t i r ,  p o u r  u n e  r é a c t i o n  s t o e c h i o m é t r i q u e ,  à un 

r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 1/1. Il s e  p e u t  q u e  n o u s  a y i o n s  s o u s -  

estimé l a  p r o p o r t i o n  d ' a  Achy i n a c t i v e ,  l a  d i f f é r e n c e  d e  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o -  
1 

r é t i q u e ,  à pH 8 . 3  e n t r e  l a  f o r m e  a c t i v e  e t  l a  f o r m e  i n a c t i v e  n ' é t a n t  p e u t - ê t r e  

p a s  un c r i t è r e  a b s o l u .  En f a i t ,  n o u s  v e r r o n s  d a n s  l a  s u i t e  d e  n o t r e  t r a v a i l  q u e  

ces r é s u l t a t s  p e u v e n t  ê t r e  e x p l i q u é s  p a r  un a u t r e  phénomène.  

III - 4 . 3  E t u d e  d e  l ' i n h i b i t i o n  à 0' C  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  p a r  l ' a  - a n t i -  1- 
c h y m o t r y p s i n e .  

L ' é t u d e  v a  ê t r e  e s s e n t i e l l e m e n t  s u i v i e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e .  P u i s -  

q u e  p a r  c e t t e  t e c h n i q u e  n o u s  v i s u a l i s o n s  t o u t  l e  m a t é r i e l  p r o t é i q u e  ( a c t i f  o u  

i n a c t i f )  p r é s e n t  d a n s  les  m é l a n g e s ,  n o u s  e x p r i m o n s  d a n s  c e t t e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  

comme d a n s  celles q u i  s u i v r o n t  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  e n  t e n a n t  c o m p t e  du  c o n t e n u  

p r o t é i q u e  t o t a l .  



2 1  1 r a p p o r t  
m o l a i r e  I / E  

F i g u r e  1 6  : I n h i b i t i o n  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  p a r  l ' a  Achy . 
1 

L ' i n c u b a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p e n d a n t  5 m i n u t e s  à 25' C ,  p u i s  l ' a c t i v i t é  

c h y m o t r y p s i q u e  r é s i d u e l l e  e s t  d o s é e  p a r  l a  méthode  s p e c t r o p h o t o r n é -  

t r i q u e .  Le r a p p o r t  m o l a i r e  inhibiteur/enzyme(I/E)est e x p r i m é  e n  t e n a n t  

compte  d e  l a  q u a n t i t é  d e  matériel a c t i f  d a n s  l a  s o l u t i o n  d ' i n h i b i t e u r  

e t  l a  s o l u t i o n  d ' enzyme.  Avant  l e  d o s a g e ,  les  é c h a n t i l l o n s  s o n t  d i l u é s  

11 : 1001 d a n s  l e  tampon Hepes .  



III - 4 . 3 . 1  P r é p a r a t i o n  d e s  m é l a n g e s .  

Des m é l a n g e s  d ' a  Achy e t  d e  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  s o n t  p r é p a r é s  
1  

d a n s  4  r a p p o r t s  m o l a i r e s  i n h i b i t e u r / e n z y m e  d i f f é r e n t s  : 0 ,35 /1  ; 0 , 7 / 1  ; 1 , 4 / 1  ; 

3 ,5 /1 .  Un m é l a n g e  d e  c o n t r ô l e  e s t  e f f e c t u é  d a n s  l e  r a p p o r t  1 , 4 / 1 .  Les m é l a n g e s  

s o n t  g a r d é s  à 0' C. Après  1 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n ,  u n e  p a r t i e  a l i q u o t e  d e  c h a q u e  

mélange  es t  p r é l e v é e  p o u r  l e  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  e t  a u  

volume r e s t a n t  d e  c h a q u e  m é l a n g e ,  on  a j o u t e  a l o r s  du  PMSF e n  e x c è s  m o l a i r e  d e  

1 0 0  f o i s  p a r  r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  d ' enzyme.  

III - 4 .3 .2  Dosage d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e .  

La p a r t i e  a l i q u o t e  p r é l é v é e  d a n s  c h a c u n  d e s  m é l a n g e s  e s t  d i l u é e  

1 0 0  f o i s  p a r  du tampon Hepes .  S u r  c e t t e  d i l u t i o n  o n  m e s u r e  à 25O C  l ' a c t i v i t é  

e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  p a r  l a  méthode  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  Les  r é s u l t a t s  s o n t  

i n d i q u é s  d a n s  l e  t a b l e a u  V I I .  Ces  r é s u l t a t s  n e  s o n t  p a s  à c o m p a r e r  a v e c  c e u x  

p r é s e n t é s  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  p r é c é d e n t ,  i l s  p e r m e t t e n t  u n i q u e m e n t  d e  d é t e r m i n e r  

l e  t a u x  d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  d a n s  les m é l a n g e s  q u i  s e r o n t  s i m u l t a n é -  

ment é t u d i é s  e n  é l e c t r o p h o r è s e .  

III - 4 . 3 . 3  E t u d e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  d e  

5  à 30 % d ' a c r y l a m i d e )  e n  p r é s e n c e  d e  SOS. 

La f i g u r e  1 7  m o n t r e  les r é s u l t a t s  o b t e n u s  e n  SOS-PAGE p o u r  les  

4  m é l a n g e s .  Ils d i f f è r e n t  s u i v a n t  q u e  les  é c h a n t i l l o n s  s o n t ,  p r é a l a b l e m e n t  à l ' é -  

l e c t r o p h o r è s e ,  s o u m i s  ( p a r t i e  Al o u  non ( p a r t i e  BI à l a  r é d u c t i o n  p a r  l e  B-mer- 

c a p t a é t h a n o l .  Dans c h a c u n  d e s  4 m é l a n g e s ,  i l  y  a  a p p a r i t i o n  d ' u n  c o n s t i t u a n t  pos -  

s é d a n t  une  M s u p é r i e u r e  à ce l l e  d e  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  : e l l e  e s t  e s t i m é e  à en-  
r 

v i r o n  67  000 d a n s  les é c h a n t i l l o n s  r é d u i t s ,  t a n d i s  q u ' e l l e  e s t  p r o c h e  d e  76 000- 

77 000 d a n s  les  é c h a n t i l l o n s  non r é d u i t s .  Ce c o n s t i t u a n t  d o n t  l ' i m p o r t a n c e  dépend  

d e  l a  q u a n t i t é  d 'enzyme p r é s e n t e  l o r s q u e  l ' i n h i b i t e u r  e s t  e n  e x c è s ,  e s t  l e  com- 

p l e x e  a Achy-chyrnotrypsine.  Dans l e  m é l a n g e  d e  c o n t r ô l e  [ d é p ô t  CI O Ù  l ' e n z y m e  a  
1 

é t é  a u  p r é a l a b l e  i n h i b é  p a r  l e  PMSF, l a  f o r m a t i o n  d e  c e  c o n s t i t u a n t  n ' e s t  p a s  

o b s e r v é e .  

La r é d u c t i o n  a p o u r  e f f e t  d e  s é p a r e r  l e s  t r o i s  c h a î n e s  p o l y p e p -  



94000- - - - 4 complexe 
67- - 

~ W ~ w ~ & - œ  9- w Y .il4 olAchy 
43000- -. 0 

30000-- - 
- 0 -  4 chymotrypsine 

20100-(i36 0 

, 144- O 

F i g u r e  1 7  : Diagrammes é l e c t r o p h o r é t i q u e s  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  d e  
5 à 30 % d ' a c r y l a m i d e )  e n  p r é s e n c e  d e  SOS d e  4  m é l a n g e s  d l a l A c h y  e t  
d e  c h y m t r y p s i n e  e n  r a p p o r t s  m o l a i r e s  d i f f é r e n t s .  

A p r è s  1 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à O0 CD du PMSF es t  a j o u t é  à c h a q u e  
m é l a n g e .  

P a r t i e  A : é c h a n t i l l o n s  r é d u i t s  
P a r t i e  B : é c h a n t i l l o n s  non r é d u i t s .  

1 : a Achy n a t i v e  
C  1 

: m e l a n g e  d e  c o n t r ô l e  ( r a p p o r t  m o l a i r e  I / E  = 1 , 4 / 1 ,  v o i r  
p:96 et  101 1 

M ' : t é m o i n s  d e  M r  
l à 4  : m é l a n g e s  d o n t  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  I / E  s o n t  r e s p e c t i -  

vement  
1 : 0 ,35 /1  ; 2 : 0 ,7 /1  ; 3 : 1 4 1  ; 4  : 3 , 5 / 1  

La bande  d i f f u s e  m i g r a n t  comme un c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  Mr  p r o c h e  
d e  6 000 e s t  i n d i q u é e  p a r  l a  f l è c h e .  

( I / E  s i g n i f i e  i n h i b i t e u r / e n z y m e l .  



TABLEAU VI1 

A c t i v i t é  chymotryps ique  r é s i d u e l l e  d e s  mélanges p r é p a r é s  

dans  d e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  i n h i b i t e u r / e n z y m e  d i f f é r e n t s .  

C e t t e  a c t i v i t é  e s t  mesurée p a r  l a  méthode s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  

a p r è s  1 0  minu te s  d ' i n c u b a t i o n  à 0' C e t  exprimée en  p o u r c e n t a g e  

d e  l ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  de  l a  s o l u t i o n  d e  chymotryps ine .  

Rappor t  m o l a i r e  

i n h i b i t e u r / e n z y m e  

0 ,35/1  

0 ,70/1  

1 , 4 0 / 1  

3 ,50/1  

Mélange de  c o n t r ô l e  

A c t i v i t é  r é s i d u e l l e  



t i d i q u e s  d e  l a  chymot ryps ine  que c e l l e - c i  s o i t  s o u s  forme l i b r e  ou engagée  d a n s  

l e  complexe. Dans l e s  d é p ô t s  3  e t  4 ,  p a r t i e  B  d e  l a  f i g u r e  17 ,  il y  a  r e s p e c t i -  

vement peu e t  p a s  d'enzyme en e x c è s .  Dans l e s  mëmes é c h a n t i l l o n s  r é d u i t s  ( p a r t i e  

A d e  l a  f i g u r e  171. on o b s e r v e  une bande c o r r e s p o n d a n t  à une Pl, d ' e n v i r o n  1 5  000 

q u i  e s t  d i s s o c i é e  du complexe a Achy-chymotrypsine p a r  l a  r é d u c t i o n .  C e t t e  bande  
1  

d o i t  c o r r e s p o n d r e  à l a  c h a î n e  B d e  l a  chymot ryps ine  ( v o i r  f i g u r e  1 5  p . 8 6  1 ,  il 

est  v r a i s e m b l a b l e  en  e f f e t  que l a  c h a î n e  C d e  l a  chymot ryps ine  ( r é s i d u s  1 4 9  à 

2451 dans l a q u e l l e  s e  t r o u v e  l a  s é r i n e  195 du s i t e  a c t i f  r e s t e  l i é e  à 1' Achy. 
a 1  

Même d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s  non r é d u i t s ,  l a  Pl, e s t i m é e  p o u r  l e  

complexe ( 7 6  000-77 000) e s t  un peu i n f é r i e u r e  à l a  v a l e u r  t h é o r i q u e  de l a  Plr 

d 'un complexe é q u i m o l é c u l a i r e  (58  000 + 26 000 = 84 0001. Dans t o u s  l e s  mélanges  

d ' a  Achy e t  d e  chymot ryps ine  a c t i v e .  on p e u t  n o t e r  l a  p r é s e n c e  d ' u n e  bande d i f -  
1  

f u s e  ( i n d i q u é e  p a r  une f l è c h e l a y a n t  l a  m i g r a t i o n  d ' u n  c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  

N r  p roche  d e  5 à 6 000 : l a  p e r t e  de  c e  f r agmen t  r end  v ra i s emblab lemen t  compte 

d e  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l a  M t h é o r i q u e  e t  l a  M r  o b s e r v é e  pour  l e  complexe.  r 

En p r é s e n c e  d 'un  n e t  excès  d e  chymot ryps ine ,  on p e u t  o b s e r v e r  

un c o n s t i t u a n t  q u i  mig re  j u s t e  un peu p l u s  r ap idemen t  q u e  l a  bande moyenne 

d ' a  Achy n a t i v e .  L ' é t u d e  q u i  s u i t  c a r a c t é r i s e r a  mieux c e  c o n s t i t u a n t .  Dans l e  1  
d é p ô t  no 4,  l a  bande m i g r a n t  à c e  n iveau  e s t  n e t t e m e n t  é l a r g i e  du c ô t é  des  M r  

p l u s  é l e v é e s ,  à cause  d e  l a  p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f  en  e x c è s .  

III - 4.3.4 E l e c t r o p h o r è s e  à pH a l c a l i n  en  a b s e n c e  d ' a g e n t  d é n a t u r a n t .  

Ces mêmes mélanges o n t  é t é  é t u d i é s  en  é l e c t r o p h o r è s e  en  p l a q u e  

d e  g e l  d ' a g a r o s e  (pH 8.61 e t  en  g e l  a l c a l i n  d e  p o l y a c r y l a m i d e  (pH 8 ,31 .  T r o i s  

s é r i e s  i d e n t i q u e s  de  d é p ô t s  o n t  é t é  f a i t e s  en  p l a q u e  d ' a g a r o s e .  Après é l e c t r o -  

p h o r è s e ,  une s é r i e  e s t  u t i l i s é e  p o u r  l a  r é v é l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  

( f i g u r e  1 8  Al,  une a u t r e  a p r è s  f i x a t i o n  e s t  c o l o r é e  p a r  l e  b l e u  Coomassie ( f i -  

g u r e  1 8  BI  ; s u r  l a  t r o i s i è m e  e s t  e f f e c t u é e  l a  r é v é l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  e s t é r a -  

s i q u e  ( f i g u r e  1 8  Cl .  Une q u a t r i è m e  s é r i e  i d e n t i q u e  de  d é p ô t s  e s t  é t u d i é e  en  g e l  

d e  po lyac ry l amide  à pH 8.3 ( f i g u r e  1 8  Dl.  

Dans l a  f i g u r e  1 8  A ,  on ne p e u t  m e t t r e  en  é v i d e n c e  d e  l ' i n h i b i -  

t e u r  a c t i f  q u e  dans l e  mélange du d é p ô t  n o  4 ,  i l  y  en a  t r o p  peu dans  l e  d é p ô t  

no  3 pour  p o u v o i r  ê t r e  v i s u a l i s é  p a r  c e t t e  méthode.  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  





c o l o r a t i o n  des  p r o t é i n e s  en  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 8 , 3  ( f i g u r e  1 8  Dl ou e n  

p l a q u e  de g e l  d ' a g a m s e  ( f i g u r e  1 8  81 s o n t  a s s e z  s e m b l a b l e s ,  m i s  à p a r t  l e  f a i t  

que  l a  chymotryps ine  p e u t  ê t re  v i s u a l i s é e  en  p l a q u e  d ' a g a r o s e  où e l l e  a  une m i -  

g r a t i o n  l égè remen t  c a t h o d i q u e ,  a l o r s  q u ' e l l e  s o r t  du g e l  d e  po lyac ry l amide .  Dans  

c e  d e r n i e r  sys t ème  é l e c t r o p h o r é t i q u e  p a r  c o n t r e ,  on  p e u t  t r è s  b i e n  i n d i v i d u a l i s e r  

l ' a  Achy a c t i v e  e t  l ' a  Achy i n a c t i v e  ( P u b l i c a t i o n  no  I l .  
1  1 

Lorsque  l ' a  Achy e s t  mélangée à d e  l a  chymot ryps ine  a c t i v e ,  il 
1  

y  a  a p p a r i t i o n  d ' un  c o n s t i t u a n t  ( n o t é  "a" dans  l a  f i g u r e  181 q u i  a  une  m i g r a t i o n  

p l u s  c a t h o d i q u e  que  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  e t  d o n t  l ' i m p o r t a n c e  dépend de  l a  q u a n t i t é  

d'enzyme quand . o n  e s t  en  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  d ' i n h i b i t e u r .  Ce c o n s t i t u a n t  n ' e -  

x i s t e  pas  dans  l e  mélange  de c o n t r ô l e ,  il c o r r e s p o n d  donc au  complexe a Achy- 
1  

chymotryps ine .  

La r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  e f f e c t u é e  a p r è s  é l e c t r o -  

p h o r è s e  en  p l a q u e  d ' a g a r o s e  a  permis  de  m e t t r e  en  é v i d e n c e  une a c t i v i t é  e s t é r a s i -  

que  au n i v e a u  de  c e  complexe ( f i g u r e  1 8  C l .  Ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  d e  démon t r e r  

que  de l 'enzyme s e  t r o u v e  e f f e c t i v e m e n t  dans  l e - c o n s t i t u a n t  "a".  Cependant ,  il 

est d i f f i c i l e  d ' e x p l i q u e r  l a  p r é s e n c e  d'enzyme a y a n t  e n c o r e  une  a c t i v i t é  e s t é r a s i -  

que  dans  des  mélanges a u x q u e l s  a  é t é  a j o u t é  du PMSF. Nous r e v e r r o n s  u l t é r i e u r e m e n t  

le développement  a p p o r t é  à c e t t e  o b s e r v a t i o n .  

En g e l  de  po lyac ry l amide  ( f i g u r e  1 8  D l ,  il n ' y  a  p l u s  d ' a  Achy 
1  

s o u s  forme a c t i v e  [bande  b l  dans  l e s  d é p ô t s  no  1 e t  2 ( r a p p o r t  I/E = 0,35/1 e t  

0,7/11 : t o u t e  l ' a  Achy a c t i v e  q u i  é t a i t  d i s p o n i b l e  dans  c e s  mélanges a . r é a g i  
1 

a v e c  l a  chymotryps ine  e t  n ' e s t  p l u s  r e t r o u v é e  dans  l ' é l ec t rophorég ramrne .  P a r  con- 

t r e  une t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  d ' a  Achy a c t i v e  e x i s t e  e n c o r e  dans  l e  d é p ô t  no  3 
1  

( r a p p o r t  1 ,4 /11 ,  un t r è s  n e t  e x c è s  e x i s t e  dans  l e  d é p ô t  no 4 [ r a p p o r t  3 ,5/11.  

Les r é s u l t a t s  ob t enus  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  a l c a l i n  mon t r en t  

que  l a  bande o b t e n u e  au  n iveau  de l ' a  Achy n a t i v e  en SOS-PAGE ( f i g u r e  171  pour  d e s  
1  

r a p p o r t s  i n h i b i t e u r / e n z y m e  i n f é r i e u r s  à 1  ( d é p ô t s  1  e t  21 ne p e u t  pas  ê t r e  de  

l ' a  Achy a c t i v e ,  mais  d o i t  s a n s  d o u t e  c o r r e s p o n d r e  à l a  forme i n a c t i v e  d ' a  Achy 
1  1  

o b s e r v é e  dans  l a  f i g u r e  1 8  0 .  

L'ensemble  de  c e s  r é s u l t a t s  nous a amenée à p r o c é d e r  à d e s  é t u -  

d e s  t r è s  p r é c i s e s  d e  l a  s t a b i l i t é  du complexe d a n s  l e  temps.  



III - 4 .4  S t a b i l i t é  dans  l e  temps du complexe a Achy-chymotrypsine.  
1 

Nous nous sommes t r è s  v i t e  r endue  compte que l e  p r o f i l  é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e  de  mélanges  d ' a  Achy e t  de  chymot ryps ine  v a r i e  avec  l e  temps ma lg ré  
1 

l ' a d d i t i o n  d e  PWSF : on o b s e r v e  en  e f f e t  l a  d i s p a r i t i o n  p r o g r e s s i v e  du complexe . 
Nous a v i o n s  d e  p l u s  o b s e r v é  que  même en e x c è s  d ' a  Achy une a c t i v i t é  enzyma t ique  

1  
r é s i d u e l l e  p o u v a i t  ê t r e  mesurée.  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  en  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  

e t  p r é s e n t é s  dans  l a  p u b l i c a t i o n  no  3 démon t r en t  que  l e  complexe fo rmé  e n t r e  

l ' a  Achy e t  l a  chymot ryps ine  n ' e s t  pa s  s t a b l e  dans  l e  temps e t  que  l ' i n s t a b i l i t é  
1  

o b s e r v é e  p a r a l l è l e m e n t  en  SOS-PAGE n ' e s t  p robablement  p a s  a r t i f i c i e l l e .  I l  f a u t  

n o t e r  que l ' é v o l u t i o n  o b s e r v é e  à l ' a i d e  des  deux t e c h n i q u e s  ne pe rme t  jamais  d e  

r e v e n i r  à l a  s i t u a t i o n  i n i t i a l e .  

Nous avons e n t r e p r i s  de s  é t u d e s  dans  l e s q u e l l e s  nous  avons s u i -  

v i ,  en  f o n c t i o n  du temps d ' i n c u b a t i o n  du mélange ,  l e  d e v e n i r  d e s  deux  a n t a g o n i s t e s .  

Les p remiè re s  é t u d e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  mélanges ga rdés  à O0C . Nous avons 

e n s u i t e  p r é f é r é  é v i t e r  l e s  é c a r t s  de  t e m p é r a t u r e  e n t r e  l ' i n c u b a t i o n  e t  l ' a n a l y s e  

e t  t r a v a i l l e r , d o n c , à  l a  t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i r e .  

III - 4.4.1 S t a b i l i t é  d 'un  mélange g a r d é  à 0' C .  

Un mélange d ' a  Achy e t  d e  chymot ryps ine  bovine  ( r a p p o r t  m o l a i r e  
1  

1 ,6 /11  e s t  p r é p a r é  e t  g a r d é  à O 0  C. 

III - 4.4.1.1 Mesure de l ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  en f o n c t i o n  du 

temps d  ' i n c u b a t i o n .  

L ' a c t i v i t é  chyrnotrypsique r é s i d u e l l e  es t  mesurée p a r  dosage  

s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  s u r  des  p a r t i e s  a l i q u o t e s  du mélange p r é l e v é e s  a p r è s  1 0  mn, 

1  h, 27 h, 48 h, 6 j o u r s  e t  11 j o u r s .  E l l e  e s t  r e s p e c t i v e m e n t  de 7  %, 2 %, 8  %, 

1 0 , 5  %. 2 2 , 5  % e t  24  %. 

III - 4.4 .1 .2  E t u d e  en é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  d ' a g a r o s e  à pH 8 , 6 .  

A d e s  temps v a r i a b l e s  (10  mn . 1  h ,  3 h, 5 h, 27 h ,  48 h, 72 h .  

6 j o u r s  e t  11 j o u r s ) ,  une  p a r t i e  a l i q u o t e  du mélange e s t  p r é l e v é e .  E l l e  f a i t  



a l o r s  immédiatement l ' o b j e t  de  deux d é p ô t s  i d e n t i q u e s  e n  p l aque  d e  g e l  d ' a g a r o s e .  

Après é l e c t r o p h o r è s e ,  u n e  bande d e  d é p ô t  e s t - u t i l i s é e  p o u r  l a  f i x a t i o n  e t  l a  c o l o -  

r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s ,  s u r  l ' a u t r e  bande on p r a t i q u e  une r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  

e s t é r a s i q u e .  Les r é s u l t a t s  ob t enus  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l a  f i g u r e  19  ; l e s  d i a -  

grammes d ' immuno6 lec t rophorèse  b i d i m e n s i o n n e l l e  d e  l ' a  Achy n a t i v e  e t  du mélange 
1 

a p r è s  11 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  à 0' C y  f i g u r e n t  éga l emen t .  

Dans l a  f i g u r e  1 9  A, i l  est  p o s s i b l e  d è s  l e  temps 1 0  minu te s  

d ' i n c u b a t i o n ,  d e  mettre e n  é v i d e n c e  l e  c o n s t i t u a n t  que  nous  avons i d e n t i f i é  a u  

complexe. Il d i s p a r a î t  e n s u i t e  p r o g r e s s i v e m e n t  au  c o u r s  du temps t a n d i s  que  s ' a c -  

c r o î t  l ' i m p o r t a n c e  d ' un  c o n s t i t u a n t  m i g r a n t  l égè remen t  p l u s  r ap idemen t  que l ' a  A- 
1 

chy n a t i v e .  Au b o u t  d e  11 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  à 0' C [ f i g u r e  19  B I ,  il n'y a  p l u s  

d e  complexe, l e  s e u l  c o n s t i t u a n t  v i s i b l e  mig re  p l u s  rap idement  que  l ' a  Achy n a t i -  
1  

v e  e t  r é a g i t  a v e c  l e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  d e  l ' a  Achy. Ces c a r a c t é r i s t i q u e s  
1 

p e r m e t t e n t  d e  p e n s e r  q u ' i l  s ' a g i t  d e  l a  forme i n a c t i v e  d ' a  Achy d é j à  o b s e r v é e  en  
1 

g e l  de p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n  ( f i g u r e  1 8  D l  . 

L a  r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  ( f i g u r e  1 9  Cl montre  que  

l ' a c t i v i t é  m i s e  en  é v i d e n c e  au n iveau  du complexe d iminue  dans  l e  temps p o u r  d i s -  

p a r a î t r e  t o t a l e m e n t  a p r è s  6 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  ; p a r a l l è l e r n e n t , d e s  q u a n t i t é s  c r o i s -  

s a n t e s  de chymot ryps ine  l i b r e  e t  a c t i v e  s o n t  v i s u a l i s é e s  du c ô t é  c a t h o d i q u e  d e  l'é- 

l e c t r o p h o r è s e .  

On p e u t  c o n c l u r e  q u ' a v e c  l e  temps,  l e  complexe fo rmé  e n t r e  I 'aA- 
1  

chy  e t  l a  chymot ryps ine  se  d i s s o c i e  p o u r  donne r  a l a  f o i s  de  l ' a  Achy m o d i f i é e  
1 

i n a c t i v e  e t  d e  l ' enzyme l i b r e  a y a n t  g a r d é  s o n  a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  comme l ' o n t  

mont ré  l e s  dosages  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e s  e t  l a  r é v é l a t i o n  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  

URIEL e t  BERGES ( 2 0 6  1 ; l a  chymotryps ine  d i s s o c i é e  du complexe e s t  éga l emen t  ca -  

p a b l e  de d i g é r e r  de l a  f i b r i n e  i n c o r p o r é e  d a n s  un g e l  d ' a g a r o s e  ( r é s u l t a t  non il- 

l u s t r é )  c e  q u i  prouve q u ' e l l e  a  c o n s e r v é  éga l emen t  s o n  a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e .  

S i  à un mélange q u i  a  é t é  i n c u b é  au  minimum 24 h e u r e s ,  on a j o u t e  

du PMSF a v a n t  l a  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  on p e u t  t o u j o u r s  m e t t r e  en  é v i d e n c e  

une a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  au n iveau  du complexe,  p a r  c o n t r e  on n ' o b s e r v e  p l u s  d ' a c -  

t i v i t é  au n i v e a u  de l a  chymot ryps ine  l i b r e  : l e  PMSF a  i n h i b é  l a  chymot ryps ine  dé-  

jà l i b é r é e  d a n s  l e  mélange au moment de  son  a d d i t i o n ,  mais  ne s emble  pas  p o u v o i r  

i n h i b e r  l ' a c t i v i t é  q u e  l ' o n  v i s u a l i s e  au  n i v e a u  du complexe, c e  phénomène a v a i t  

d é j à  é t é  o b s e r v é  f i g u r e  18 C. 

Nous a v i o n s  d ' a b o r d  pensé  que ,  comme dans  l e  c a s  d e s  complexes 



a., Achy 

1 0  mn 

5h 

48 h 

72 h 

6 jours 

72 h 

6 jours 

11 jours 

11 jours 

11 jours +m 



a M-sér ine-pro téase  ( 1 9 4 1 ,  l ' enzyme engage  d a n s  l e  complexe p o u v a i t  a v o i r  c o n s e r v é  2  
une c e r t a i n e  p a r t i e  d e  s o n  a c t i v i t é  e n v e r s  d e s  s u b s t r a t s  d e  p e t i t e  t a i l l e  molé- 

c u l a i r e  ; mais on p e u t  a u s s i  s e  demander s i  c e t t e  a c t i v i t é  n ' e s t  p a s  p l u t ô t  due 

à d e  l ' enzyme  q u i  se s e r a i t  d i s s o c i é  du complexe pendan t  l e  temps n é c e s s a i r e  à 

l a  r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e ,  c e  phénomène pouvant  ê t r e  a c c é l é r é  p a r  

l ' a u g m e n t a t i o n  de l a  t e m p é r a t u r e  I d e  O à 25' Cl r e q u i s e  pou r  l a  r é v é l a t i o n .  Ce t  

é c a r t  d e  t e m p é r a t u r e  p o u r r a i t  en  e f f e t  p rovoque r  une p e r t u r b a t i o n  d e  l ' b q u i l i b r e .  

Nous avons donc  é t é  amenée à t r a v a i l l e r  à t e m p é r a t u r e  c o n s t a n t e  (25'  Cl. 

III - 4 .4 .2  S t a b i l i t é  d 'un  mélange à 25' C .  

Nous avons a i n s i  s u i v i  l ' é v o l u t i o n  dans  l e  temps d 'un  mélange 

a Achy-chymotrypsine b o v i n e  c o n s e r v é  à 2S0 C,  avec  un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r /  1  
enzyme un peu  s u p é r i e u r  (2/11 p o u r  p o u v o i r  saisir  l e  dé rou lemen t  d e s  phénomènes 

a b o u t i s s a n t  e n t r e  a u t r e s  à l ' é p u i s e m e n t  de l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e n  e x c è s  au  d é p a r t  

d e  l a  r é a c t i o n .  

III - 4.4.2.1 Mesure de  l ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  en  f o n c t i o n  du temps 

d ' i n c u b a t i o n .  

L ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  e s t  mesurée p a r  dosage  s p e c t r o -  

pho tomé t r ique  s u r  des  p a r t i e s  a l i q u o t e s  d ' u n  même mélange p r é l e v é e s  à des temps 

d i f f é r e n t s .  La courbe  ob tenue  [ f i g u r e  201 i n d i q u e  q u ' a p r è s  l e s  deux  p r e m i è r e s  rninu- 

t e s  d e  c o n t a c t ,  l ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  d é c r o i t  de f a ç o n  i m p o r t a n t e  ; 

a p r è s  1  h  d ' i n c u b a t i o n  p a r  c o n t r e ,  on p e u t  o b s e r v e r  q u ' i l  y a  r é g é n é r a t i o n  d ' a c t i -  

v i t é  enzymat ique  q u i ,  a p r è s  24 e t  48 h, a t t e i n t  e n v i m n  20 % de  l ' a c t i v i t é  i n i t i a l e  

d e  l 'enzyme s e u l .  Nous a v i o n s  a u p a r a v a n t  v é r i f i é  que  l ' enzyme  c o n s e r v a i t ,  à 25' C,  

l a  même a c t i v i t é  pendan t  24 h e u r e s  au  moins. 

III - 4.4.2.2 P r é p a r a t i o n  des  é c h a n t i l l o n s  pou r  l e s  é t u d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s .  

La r é g é n é r a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique  i n t e r v e n a n t  t r è s  r a p i -  

dement, nous avons  c h o i s i  l a  s t r a t é g i e  s u i v a n t e  pou r  q u e  l ' é t u d e  s i m u l t a n é e  de  p lu -  

s i e u r s  temps d ' i n c u b a t i o n  p a r  des t e c h n i q u e s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  de  po lyac ry l ami -  

d e  ou  d ' imrnunoé lec t rophorèse  b i d i m e n s i o n n e l l e  p u i s s e  ê t re  e f f e c t u é e  a v e c  l e  p l u s  

d e  p r é c i s i o n  p o s s i b l e  : nous avons s u c c e s s i v e m e n t  p r é p a r é  a u t a n t  d e  mélanges i d e n -  



- 
48 Temps (hl 

F i g u r e  20 : V a r i a t i o n  e n  f o n c t i o n  du t emps  d e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  d o s a b l e  

d a n s  un m é l a n g e  a A c h y - c h y m o t r y p s i n e  [ r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r /  
1 

enzyme = 2/11 i n c u b é  à 25' C.  Le d o s a g e  e s t  e f f e c t u é  p a r  l a  métho-  

d e  s p e c t r o p h o t o r n é t r i q u e .  La c o n c e n t r a t i o n  e n  enzyme d a n s  l e  m é l a n g e  

es t  3.45 x  I O - ~ E I  [ c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  p o u r  l e  d o s a g e  3 .45 x I O - ~ M I .  

L ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  e s t  e x p r i m é e  en p o u r c e n t a g e  d e  l ' a c t i v i t é  

d. 'une s o l u t i o n  d e  c h y m o t r y p s i n e  d e  même c o n c e n t r a t i o n  à l a q u e l l e  

o n  n ' a  p a s  a j o u t é  d ' i n h i b i t e u r .  

E n c a r t  : l e  t e m p s  es t  e x p r i m é  e n  m i n u t e s .  



t i q u e s  [ e n  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/11 q u e  d e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  à 

é t u d i e r  e n  p r o c é d a n t  à un c o m p t e  à r e b o u r s  p o u r  p o u v o i r  a j o u t e r  l e  PNSF s i m u l t a -  

némen t  a u x  d i f f é r e n t s  m é l a n g e s  e t  a i n s i  a r r ê t e r  l ' a c t i o n  e n z y m a t i q u e  d a n s  t o u s  

les m é l a n g e s  e n  même t e m p s .  Un m é l a n g e  i d e n t i q u e  a é t é  i n c u b é  p e n d a n t  1 0  j o u r s ,  

un a u t r e ,  p e n d a n t  1 mois  à 2 S 0  C. p u i s  a n a l y s é  d e  l a  même f a ç o n  a p r è s  a d d i t i o n  d e  

PRSF. P o u r  s ' a s s u r e r  d e  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  d e s  m é l a n g e s ,  n o u s  a v o n s  v é r i f i 6  s u r  

une  p a r t i e  a l i q u o t e  d e  c h a c u n  d ' e u x  q u ' a p r è s  1 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n ,  l ' a c t i v i t é  

e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  e s t  b i e n  i d e n t i q u e  d a n s  t o u s  les cas. 

L e s  d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é té  é t u d i é s  s i m u l t a n é m e n t  e n  

SOS-PAGE, e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  s a n s  a g e n t  d é n a t u r a n t  [ à  pH 

8 , 3 )  e t  e n  i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  l ' i m m u n s é r u m  s p é c i f i q u e  d e  

l l a , A c h y .  

III - 4 . 4 . 2 . 3  E t u d e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e .  

Le d i ag ramme é l e c t r o p h o r é t i q u e  o b t e n u  e n  SOS-PAGE p o u r  l e s  1 0  

t emps  d ' i n c u b a t i o n  les p l u s  c o u r t s  e s t  p r é s e n t é  d a n s  l a  p a r t i e  A d e  l a  f i g u r e  2 1 .  

Dans l a  p a r t i e  B f i g u r e n t  les e n r e g i s t r e m e n t s  d e n s i t o m é t r i q u e s  d e s  d é p ô t s  c o r r e s -  

p o n d a n t  a u  m é l a n g e  d e  c o n t r ô l e  e t  a u x  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  1 mn , 1 h  3 0 ,  6 h  e t  

5 2  h. Le d i ag ramme o b t e n u  p o u r  ces 1 0  é c h a n t i l l o n s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  

p o l y a c r y l a m i d e  e n  a b s e n c e  d ' a g e n t  d é n a t u r a n t  e s t  p r é s e n t é  f i g u r e  2 2 .  Les  r é s u l -  

t a t s  o b t e n u s  d a n s  les d e u x  s y s t è m e s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  a p r è s  1 0  j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  

s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l a  f i g u r e  2 3  ; d e s  é l e c t r o p h o r é g r a m m e s  i d e n t i q u e s  s o n t  o b t e -  

n u s  a p r è s  1  m o i s  d ' i n c u b a t i o n .  

Nous p o u v o n s  c o n s t a t e r  s u r  l a  f i g u r e  21  q u ' u n e  f a i b l e  q u a n t i t é  

d e  c h y m o t r y p s i n e  e s t  v i s i b l e  d a n s  l e  m é l a n g e  a p r è s  1 m i n u t e  d ' i n c u b a t i o n  ; e l l e  

d i s p a r a l t  e n s u i t e  p o u r  r é a p p a r a i t r e  d e  f a ç o n  n e t t e  a p r è s  6 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n .  

On p e u t  o b s e r v e r  d a n s  les  d e u x  s y s t è m e s  [ f i g u r e s  21  e t  2 2 l q u e  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  

b a n d e  d u  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e  n e  d i m i n u e  n e t t e m e n t  q u ' a u  d e l à  d e  3 h  3 0  d ' i n -  

c u b a t i o n .  Ce c o m p l e x e  a c o m p l è t e m e n t  d i s p a r u  a p r è s  2 4  h .  P a r  c o n t r e ,  à p a r t i r  d e  

6 h  d ' i n c u b a t i o n  a p p a r a i s s e n t ,  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n  [ f i g u r e  221, 

d e s  b a n d e s  a y a n t  u n e  m i g r a t i o n  i n t e r m é d i a i r e  e n t r e  c e l l e  d u  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u -  

l a i r e  e t  ce l le  d e  l ' i n h i b i t e u r .  L ' é l a r g i s s e m e n t  v e r s  les Nr  p l u s  é l e v é e s  d e  l a  

b a n d e  d ' a  Achy o b s e r v é e  e n  p r é s e n c e  d e  SOS a p r è s  6 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  [ f i g u r e  2 1 )  
1  

s ' e x p l i q u e  v r a i s e m b l a b l e m e n t  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d e  ces c o n s t i t u a n t s  i n t e r m é d i a i r e s .  
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F i g u r e  22 : V a r i a t i o n  en f o n c t i o n  du temps du p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  en ge l  

de po lyac ry lamide  (10 % d 'ac ry lamide)  à pH 8.3 d ' u n  mélange a Achy- 
1 

chymotrypsine [ r appo r t  m o l a i r e  inh ib i teu r /enzyme = 2/11 incubé  à 

25' C. 

Le PMSF e s t  a j o u t é  au mélange après l e  temps d ' i n c u b a t i o n  i n d i q u é  

pour  chaque é c h a n t i l l o n .  

S : sérum humain 

1 : a Achy n a t i v e  
1  

C : mélange de c o n t r ô l e  ( v o i r  page 9 6 )  

a  : complexe a Achy-chymotrypsine 
1 

a '  : forme dégradée de complexe 

b : a Achy a c t i v e  
1 

c : a Achy i n a c t i v e  
1  
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F i g u r e  23  : Etudes  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  d e  l ' a  Achy n a t i v e  [Il e t  d ' u n  mélange a Achy-chymotrypsine 
1 1  

[ r a p p o r t  m o l a i r e  2/11 i n c u b é  pendan t  1 0  j o u r s  à 25OC [ml. 

A : é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  (10 % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8 . 3 .  

B : é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  de p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  de  5 à 30 % d ' a c r y l a m i d e l  en  

p r é s e n c e  de  SOS. 

C : e n r e g i s t r e m e n t s  d e n s i t o m é t r i q u e s  d e s  2 d é p ô t s  d e  l a  p a r t i e  B. 

La cou rbe  d ' é t a l o n n a g e  e s t  é t a b l i e  à p a r t i r  de  t émoins  d e  R r a y a n t  mig ré  d a n s  

l e  même g e l .  



Ces d e r n i e r s  d o i v e n t  ê t r e  des  formes  d é g r a d é e s  du complexe é q u i m o l é c u l a i r e  d o n t  

l a  d é g r a d a t i o n  s e  p o u r s u i t  e n s u i t e  a u - d e l à  de  6 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n ,  nous y r e -  

v i end rons  un peu p l u s  l o i n .  La f i g u r e  22  mont re  qu 'une  bande d ' i n h i b i t e u r  act i f  

e s t  n e t t e m e n t  v i s i b l e  au  moins j u s q u ' à  30  minu te s  d ' i n c u b a t i o n  ; a p r è s  1  h  30 

d ' i n c u b a t i o n ,  e l l e  n ' e s t  p l u s  d é c e l a b l e ,  p a r  c o n t r e  l a  bande c o r r e s p o n d a n t  à 

l ' a  Achy i n a c t i v e  s ' i n t e n s i f i e .  L ' é t u d e  en  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n  pe r -  1 
met de f a i r e  l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  l e s  deux  fo rmes ,  a c t i v e  e t  i n a c t i v e ,  d e  l ' a l A -  

chy : de  même l e s  fo rmes  dég radées  du complexe q u i  d o i v e n t  a v o i r  d e s  c h a r g e s  d i f -  

f é r e n t e s  s o n t  i n d i v i d u a l i s é e s  dans  c e  sys t ème .  En SOS-PAGE, p a r  c o n t r e ,  t o u s  c e s  

c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t a n t  des  M r  t r è s  v o i s i n e s  a p p a r a i s s e n t  s o u s  l a  forme d ' u n e  s e u -  

l e  bande dans  l a  zone de  m i g r a t i o n  de  l ' a l A c h y .  On c o n s t a t e  uniquement  s u r  les en- 

r e g i s t r e m e n t s  d e n s i t o m é t r i q u e s  ( f i g u r e  211 un déplacement  v e r s  l e s  Plr p l u s  f a i b l e s  

d e  c e t t e  bande e n t r e  6 heu re s  e t  52 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n ,  c e  q u i  mont re  que  l a  dé- 

g r a d a t i o n  du complexe s e  p o u r s u i t .  

Après 1 0  j o u r s  d ' i n c u b a t i o n ,  s e u l e  s u b s i s t e  l a  forme d'a,Achy 

d e  m i g r a t i o n  r a p i d e  comme on p e u t  l ' o b s e r v e r  s u r  l e  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  à pH 

a l c a l i n  ( f i g u r e  23-Al e t  en SDS-PAGE ( f i g u r e  23-61 où une  s e u l e  bande  homogène de  

Plr 55 000 e s t  b i e n  d é f i n i e .  Dans c e  d e r n i e r  sys t ème  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  on o b s e r v e  

éga lement  une bande peu i m p o r t a n t e  de  chymot ryps ine  e t  l a  bande ( f a i b l e m e n t  v i s i -  

b l e ]  c o r r e s p o n d a n t  au f ragment  q u i  mig re  comme un c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  de Pl, p m -  

che  de  5 à 6 000. Les mêmes r é s u l t a t s  s o n t  ob t enus  a p r è s  1  mois d ' i n c u b a t i o n .  La 

forme d ' a  Achy que  l ' o n  r e t r o u v e  en  f i n  de  r é a c t i o n  p r é s e n t e  un c e r t a i n  nombre d e  1  
c a r a c t é r i s t i q u e s  d i f f é r e n t e s  de  c e l l e s  de  l ' a  Achy n a t i v e  : e l l e  a une m i g r a t i o n  

1  
p l u s  anod ique  à pH a l c a l i n ,  e l l e  a  donc s u b i  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  c h a r g e ,  e l l e  

possède  une Pl, i n f é r i e u r e  ( 5 5  000 au  l i e u  d e  58 000 e s t i m é e  en  SOS-PAGE), e l l e  n e  

p r é s e n t e  p l u s  d e  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  e n v e r s  d e s  enzymes d e  t y p e  chymotryps ique  ; 

nous l ' a p p e l o n s  a Achy mod i f i ée .  
1  

Dans l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  pou r  s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  du complexe 

a Achy-chymotrypsine dans  l e  temps,  nous n ' a v o n s  j ama i s  o b s e r v é  d e  m o d i f i c a t i o n s  
1  

de  l ' a  Achy a b o u t i s s a n t  à une forme de  Plr i n f é r i e u r e  à 55 000. 
1  

III - 4.4.2.4 E tude  en  imrnunoélec t rophorèse  b i d i m e n s i o n n e l l e .  

Les mëmes é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  é t u d i é s  en  i rnrnunoélectrophorèse 

b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  l'immunsérum s p é c i f i q u e  de  l ' a  Achy (OAK01 d a n s  l a  deuxième 
1 

dimens ion .  Nous p r é s e n t o n s ,  f i g u r e  24, l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p o u r  les mélanges  

i n c u b é s  pendan t  1  mn, 1 0  mn. 3  h 30, 6 h, 24 h  e t  52 h  ; i l s  s o n t  en  e f f e t  r e p r é -  

s e n t a t i f s  de  l ' é v o l u t i o n  du phénomène. La p r é s e n c e  d ' u n e  a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  au  



n iveau  du complexe [ f i g u r e s  1 8  e t  191 permet de l o c a l i s e r  ce d e r n i e r  après l ' é -  

l ec t rophorèse  en première dimension. Ce repérage n ' e s t  montré s u r  l a  f i g u r e  24 

que pour  l e  mélange incubé pendant 1 mn, mais il en e s t  de même pour  l e s  m6- 

langes incubés pendant 10  mn, 1 h, 3 h  30 e t  6  h, c ' e s t - à - d i r e  t a n t  q u ' i l  e x i s t e  

du complexe. La sur face  des p i c s  de p r é c i p i t a t i o n  e s t  évaluée p a r  pesée. Les r é -  

s u l t a t s  son t  exprimés en pourcentage de l a  su r face  obtenue avec l a  même q u a n t i t é  

d ' a  Achy n a t i v e  p r i s e  comme ré fé rence  [ t ab l eau  V I I I I .  
1 

Dans l ' é c h a n t i l l o n  analysé après 1 minute d ' i n cuba t i on  il n ' y  a, 

au n iveau du complexe repéré  grâce à l a  r é v é l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  estérasique,qu'un 

p e t i t  épaulement dans l a  courbe de p r é c i p i t a t i o n .  Il semble donc que l e s  détermi-  

nants ant igén iques de l ' a  Achy s o i e n t  en t r è s  grande p a r t i e  masqués dans l e  com- 
1 

p lexe  a  Achy-chymotrypsine. Le p i c  de p r é c i p i t a t i o n  obtenu correspond à l ' a  Achy 
1 1 

en excès e t  à l a  forme mod i f i ée  déjà observée dans ce mélange après une é l e c t r o -  

phorèse dans des cond i t i ons  à peu près iden t iques ,  c ' e s t - à - d i r e  en g e l  de po l y -  

acrylamide à pH 8.3 [bandes b  e t  c  de l a  f i g u r e  221. La sur face  du p i c  de p r é c i p i -  

t a t i o n  formé ( tab leau  VI111 ne représente que 40 % de l a  su r face  obtenue pour  une 

q u a n t i t é  équ iva len te  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f .  Des r é s u l t a t s  analogues son t  observés 

pour  l e s  temps d ' i ncuba t i on  10 rnn e t  1 h. Pour l e s  é c h a n t i l l o n s  ayant é t é  incubés 

pendant 3  h  30 e t  p lus  on a s s i s t e  à une augmentation p rogress ive  de l a  su r f ace  

du p i c  q u i  a t te in t ,ap rès  une i n c u b a t i o n  de 24 h  e t  52 h,des va leurs  supér ieures à 

c e l l e  de l a  référence. A i n s i  donc à p a r t i r  du moment où des formes dégradées du 

complexe apparaissent, après 3 h  30 d ' i ncuba t i on  ( v o i r  f i g u r e  221, l ' i n h i b i t e u r  

imp l i qué  dans ces formes dégradées semble pouvo i r  à nouveau former un a rc  de p ré -  

c i p i t a t i o n  avec ses an t i co rps  l o r s  de l a  deuxième dimension. La forme mod i f iée  e t  

i n a c t i v e  d ' a  Achy obtenue après d i s s o c i a t i o n  possède des déterminants ant igén iques 
1 

communs à ceux de l a  molécule na t i ve ,  mais l ' a r c  de p r é c i p i t a t i o n  obtenu e s t  p l u s  

dense, il a une "morphologie" d i f f é r e n t e .  L 'aspect du p i c  de p r é c i p i t a t i o n  obtenu 

en rocke t  a i n s i  que c e l u i  de l 'anneau de p r é c i p i t a t i o n  observé en immunodif fusion 

r a d i a l e  d i f f è r e n t  su i van t  q u ' i l s  son t  p r o d u i t s  par  l ' a  Achy n a t i v e  ou l ' a  Achy 
1 1 

modif iée obtenue après i n t e r a c t i o n  avec l a  chymotrypsine ; c e t t e  dern iè re  donne 

en e f f e t  un p i c  ou un anneau de p r é c i p i t a t i o n  p l us  dense ( f i g u r e  251. La molécule 

a  donc vraisemblablement s u b i  un changement de conformat ion q u i  i n f luence  l a  r é -  

a c t i o n  avec l e s  an t i co rps .  Dans l e s  techniques f a i san t  i n t e r v e n i r  une é lect ropho-  

rèse à pH 8.6. l a  m o b i l i t é  p l us  grande à ce pH de l ' a  Achy modi f iée peut e x p l i -  
1 

quer en p a r t i e  l e  f a i t  que l a  su r f ace  du p i c  obtenu s o i t  supér ieu re  à c e l l e  de l a  

référence. Nous rev iendrons s u r  c e t t e  ques t ion  dans l a  p a r t i e  consacrée à l ' é t u d e  

de l a  r é a c t i o n  de l ' a  Achy avec l a  catheps ine G.  
1  



F i g u r e  24  : V a r i a t i o n  d a n s  l e  temps du diagramme o b t e n u  en immunoé lec t rophorèse  

b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  u n  mélange a Achy-chyrnotrypsine ( r a p p o r t  rno- 
1 

l a i r e  2/11.  L'immunsérum s p é c i f i q u e  de  l ' a  Achy e s t  u t i l i s é  en  
1  

deuxième d imens ion .  

1 : a Achy n a t i v e .  Les temps i n d i q u é s  s o n t  les temps d ' i n c u b a t i o n  
1  

du mélange .  

Jt- : v i s u a l i s a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  a p r è s  l ' é l e c t r o p h o r è -  

s e  en  p r e m i è r e  d imens ion .  

Le t r a i t  i n d i q u e  l a  p o s i t i o n  du sommet du p i c  d e  l ' a  Achy n a t i v e  
1 

I I 1  q u i  s e r t  d e  p o i n t  d e  r e p è r e .  



TABLEAU VI11 

Comparaison des  s u r f a c e s  des  p i c s  de  p r é c i p i t a t i o n  

des  d i a g r a m e s  immunoélectrophorétiques p r é s e n t é s  

f i g u r e  24. 

La s u r f a c e  du p i c  d e  l ' a  Achy n a t i v e  e s t  p r i s e  comme r é f é r e n c e .  
1 

a Achy n a t i v e  
1 

Mélange i n c u b é  1 minu te  

1 0  minu te s  

1 h e u r e  

3 h e u r e s  30 

6 h e u r e s  

24 h e u r e s  

52 h e u r e s  



F i g u r e  2 5  : C o m p a r a i s o n  d e  l ' i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d ' u n  m é l a n g e  a A c h y - c h y m t r y p -  
1 

s i n e  (ml e t  d e  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  [Il e n  : 

A : é l e c t r o - i m m u n o d i f f u s i o n  

B : i r n m u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e .  

Les  d é p ô t s  r e n f e r m e n t  l a  même q u a n t i t é  i n i t i a l e  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f  

( 2  p g l .  

Le m é l a n g e  est  p r é p a r é  d a n s  u n  r a p p o r t  malaire i n h i b i t e u r / e n z y m e  

é g a l  à 2 / 1 ,  i l  e s t  d é p o s é  a p r è s  5 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  à 0' C. 



III - 4.4.3 E s s a i  de  s y n t h è s e  d e s  r é s u l t a t s  c o n c e r n a n t  l ' é v o l u t i o n  e n  f o n c -  

t i o n  du  temps d ' u n  complexe  a Achy-chymotrypsine p r é p a r é  e n  
1 

p r é s e n c e  d ' un  e x c è s  d ' i n h i b i t e u r .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  résumés  s o u s  forme d e  schéma p e r m e t t a n t  d e  

s u i v r e  l ' a p p a r i t i o n  e t  l a  d i s p a r i t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  i m p l i q u é s  d a n s  

l a  r é a c t i o n  [ f i g u r e  261 .  Le complexe  é q u i m o l é c u l a i r e  a Achy-chymotryps ine  q u i  p e u t  
1 

ê t re  v i s u a l i s é  que  ce s o i t  en SOS-PAGE ou e n  é l e c t r o p h o r è s e  à pH a l c a l i n  se d i s s o -  

c ie  quand l e  temps d ' i n c u b a t i o n  augmente.  C e t t e  d i s s o c i a t i o n  p rovoque  l a  l i b é r a -  

t i o n  d ' u n e  p a r t  d ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  i n a c t i f  e t  d ' a u t r e  p a r t  d 'enzyme a c t i f .  L 'en-  

zyme act i f  l i b é r é  s ' a s s o c i e  aux  m o l é c u l e s  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e n c o r e  d i s p o n i b l e s  

p o u r  f o r m e r  à nouveau du complexe d o n t  l a  q u a n t i t é  res te  app rox ima t ivemen t  c o n s t a n -  

t e  j u s q u ' à  e n v i r o n 3  h  3 0  d ' i n c u b a t i o n .  P e n d a n t  c e  t emps ,  l a  forme m o d i f i é e  d ' a  A- 
1 

chy d e v i e n t  peu à peu l e  c o n s t i t u a n t  majeur.Quand l ' i n t e n s i t é  de  l a  bande  du complexe 

diminue, on o b s e r v e  l ' a p p a r i t i o n  d e  formes  d é g r a d é e s  d e  ce complexe.  D e u x o b s e r v a t i o n s  

s u g g è r e n t  q u e  c ' e s t  b i e n  l ' enzyme engagé  dans  l e  complexe q u i  s u b i t  une  dég rada -  

t i o n .  On ne r é c u p è r e  q u ' u n e  p r o p o r t i o n  peu i m p o r t a n t e  d e  l ' enzyme [ 2 0  % en a c t i -  

v i t é  e t  une bande  f a i b l e  en  SOS-PAGE], p a r  a i l l e u r s ,  nous  n ' o b t e n o n s  à aucun moment 

d e  forme d ' a  Achy p l u s  d é g r a d é e  q u e  ne  l ' e s t  l ' a  Achy m o d i f i é e  d e  Plr  = 55 000.  
1 1 

De p l u s ,  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  bande o b t e n u e  p e r m e t  d e  p e n s e r  que  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e  

l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  p r é s e n t  au  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n  s ' e s t  t r a n s f o r m é e  e n  ce c o n s t i -  

t u a n t .  

P u i s q u e  de  l ' enzyme  a c t i f  s e  t r o u v e  l i b é r é  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  du 

complexe,  nous pouvons c o n s i d é r e r  q u e  l 'a Achy se compor t e  comme un i n h i b i t e u r  tem- 
1  

p o r a i r e  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  bov ine .  s e l o n  l a  d é f i n i t i o n  d e  BIETH (211. 

III - 4.5 R é s u l t a t s  p u b l i é s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s .  

BEATTY e t  c o l l  ( 1 7  1  o n t  d é t e r m i n é  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  

d e  l ' a  Achy avec ,  e n t r e  a u t r e s ,  l a  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  ; c e t t e  c o n s t a n t e  e s t  beau-  1 
coup p l u s  f a i b l e  que  c e l l e  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G [ r e s p e c t i v e m e n t  6,O 

4 7 
1 

I 1 , O  x  1 0  e t  5 , l  1 0 ,7  x 1 0  d é t e r m i n é e s  à 25' C à pH 8 ,01 .  Ces a u t e u r s  n ' o n t  

pa s  d é t e r m i n é  d e  c o n s t a n t e  d e  d i s s o c i a t i o n  e t  o n t  p r é c i s é  que  l a  d é t e r m i n a t i o n  

d ' un  K i  ne  p e u t  donc ê t r e  e f f e c t u é e .  BEATTY e t  c o l l  I 17 1  a i n s i  q u e  TRAVIS e t  

c o l l  ( 203 1 a f f i r m e n t  q u e  l ' a  Achy a g i t  e n  i n h i b i t e u r  " p s e u d o - i r r é v e r s i b l e "  s a n s  
1 

p l u s  d e  p r é c i s i o n s .  



O 1 2 3 4 
temps 

c hymotrypsine O - -  - - -  - - - - -  

a lAchy  ac t ive  O-:===- 
- - - - -  

alAchy modifiée 

----- 
- - - - - - - - * - - - - - -  -- - -  

complexe ------ _ _ - -  - - --- 
( Mr=77 0 0 0  ) - --------------- ---- _C_CL 

formes dégradées 

du complexe 

f r a g  m e n t  ----. 
( M r : 5 à  6 0 0 0 )  

b -- - -. 

F i g u r e  26 : Schéma i l l u s t r a n t  l ' a p p a r i t i o n  e t  l a  d i s p a r i t i o n  a u  c o u r s  du temps  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  

d ' u n  mélange  d ' a  Achy e t  d e  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  e n  e x c è s  
1 

( r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y r n e  = 2/11 .  

Les  v a r i a t i o n s  d e s  c o n s t i t u a n t s  q u i ,  à c e r t a i n s  moments, s o n t  d i f f i c i l e m e n t  o b s e r v a b l e s ,  s o n t  

r e p r é s e n t é e s  p a r  d e s  t r a i t s  d i s c o n t i n u s .  



GIANAZZA e t  ARNAUD I 68 1 o n t  é t u d i é  l e  d e v e n i r  de l ' a  Achy dans 
1 

un plasma humain incubé  avec de l a  chymotryps ine bov ine.  L'alAchy e s t  dé tec tée  

p a r  immuno f i xa t ion  après l'isoélectrofocalisation en g e l  de po lyac ry lamide .  Ces 

au teu rs  u t i l i s e n t  une chymotrypsine bov ine  marquée à l ' i o d e  125 q u ' i l s  m e t t e n t  en 

évidence p a r  au to rad iog raph ie .  I l s  démontrent a i n s i  que l ' i n t e r a c t i o n  de l 'alAchy 

avec l a  chymotrypsine c o n d u i t  à l a  f o r m a t i o n  de complexes possédant, comme l ' a  - 
1 

Achy n a t i v e ,  une c e r t a i n e  m ic rohé té rogéné i té .  Pour un r a p p o r t  p r o t é a s e / a n t i p r o -  

téase f a i b l e ,  i l s  observent  l a  f o r m a t i o n  d 'un  complexe q u i  p r é s e n t e  un diagramme 

déca lé  de 0.25 u n i t é  de pH vers  l a  cathode. La présence de chymotrypsine e s t  dé- 

montrée dans chaque bande. En présence d 'excès de pro téase,  p a r  con t re ,  l e  d i a -  

gramme e s t  déca lé  ve rs  l e s  p 1  p l u s  bas. 

Récemment. MATSUMOTO e t  c o l l  ( 1 3 0  1 o n t  ana lysé en SOS-PAGE l a  

r é a c t i o n  e n t r e  l ' a  Achy e t  l a  chymotryps ine bov ine  après 30 minutes d ' i n c u b a t i o n  
1 

à 2S0 C. Avec un r a p p o r t  i nh lb i teu r /enzyme é g a l  à 1, i l s  observent  encore l a  p r é -  

sence d ' a  Achy en p l u s  de c e l l e  d 'un  complexe de M, = 82 000 (pour  ces auteurs,  
1 

l a  M, de l a  chymotrypsine e s t  22 000 e t  c e l l e  de l ' a  Achy 64 0001. Ces auteurs  
1  

e x p l i q u e n t  l e u r s  r é s u l t a t s  p a r  une i n s t a b i l i t é  du complexe en présence de SOS. 

I l s  n o t e n t  également que l o r s q u ' i l s  e f f e c t u e n t  un mélange é q u i m o l é c u l a i r e  d ' a  - 
1 

Achy e t  de chymotrypsine, aucune a c t i v i t é  chymotrypsique n ' e s t  dé tec tée  s u r  un 

s u b s t r a t  synthét ique,  l e  N-benzoy l -L - t y ros ine  é t h y l  e s t e r ,  p a r  méthode spec t ro -  

photométr ique ; il f a u t  a j o u t e r  que l e  pourcentage d'enzyme a c t i f  n ' e s t  pas p r é -  

c i s é  p a r  l e s  auteurs .  

III - 4.6 Cons idéra t ions s u r  l e  c a r a c t è r e  tempora i re  de l ' i n h i b i t i o n  p a r  

c e r t a i n s  i n h i b i t e u r s  sé r iques .  

Le c a r a c t è r e  tempora i re  de l ' i n h i b i t i o n  a  é t é  également d é c r i t  

p o u r  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  sé r iques  de se r ine -p ro téase .  Puisque de l a  thrombine 

a c t i v e  e s t  l i b é r é e  l o r s  de l a  d i s s o c i a t i o n  spontanée du complexe AT-thrombine, 

OANIELSSON e t  BJORK I 48 1 cons idè ren t  que 1' AT e s t  un i n h i b i t e u r  tempora i re  

de l a  thrombine.  WONG e t  c o l l  ( 220 1 o n t  démontré que l a  t r y p s i n e  bov ine  l i b é -  

rée  sous forme a c t i v e  du complexe AT- t r yps ine  e s t  r e c y c l é e  avec l ' i n h i b i t e u r  en 

excès p o u r  fo rmer  à nouveau du complexe. L ' a  P I  a  également é t é  d é c r i t e  comme un 
1  

i n h i b i t e u r  tempora i re  de l a  t r y p s i n e  p o r c i n e  [ 18, 147 1 e t  de l ' é l a s t a s e  po r -  

c i n e  (1721.  



Les t r a v a u x  r é c e n t s  de LOBERNANN e t  c o l l  ( 124 1 o n t  cependant 

f a i t  n a î t r e  un doute  21 propos du c a r a c t è r e  tempora i re  de l ' i n h i b i t i o n  p a r  l ' a  P I .  
1 

I l s  o n t  montré t o u t  d 'abord  que l e s  complexes formés e n t r e  l ' a  P I  e t  l a  chymo- 
1 

t r y p s i n e  ou l e  chymotrypsinogène A ne s o n t  pas s t a b l e s ,  pu isqu 'une  i n c u b a t i o n  de 

p l u s  de 30 minutes à 37O C provoque l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe. Ces f a i t s  sug- 

gè ren t  donc que l ' a  P I  e s t  également un i n h i b i t e u r  tempora i re  de l a  chymotryps ine 
1 

e t  du chymotrypsinogène A. LOBERNANN e t  c o l l  ( 1 2 4 1  o n t  e n s u i t e  é t u d i é  l ' a c t i o n  

dudi içopropyl f luorophosphate (DFPI s u r  l e  système a PI -chymotryps ine e t  d é m n t r é  
1 

que l ' i n s t a b i l i t é  du complexe é t a i t  due à une p ro téase  q u i  contamine l a  prépara-  

t i o n  d ' a  P I  : s i  l ' a  P I  e s t  t r a i t é e  p a r  l e  DFP don t  l ' e x c è s  e s t  é l i m i n é  avant  que 
1 1 

l 'enzyme ne s o i t  a j o u t é  ou s i  l e  mélange a PI -chymotryps ine e s t  t r a i t é  p a r  l e  DFP, 
1 

l e  complexe r e s t e  s t a b l e .  

III - 4.7 Etude de l a  s t a b i l i t é  du complexe a Achy-chymotrypsine en présence 
1- 

de PNSF. 

Nous avons donc é t é  amenée à v é r i f i e r  s i  l ' i n s t a b i l i t é  du complexe 

a Achy-chymotrypsine que nous av ions  d é c r i t e  p o u v a i t  ê t r e  due à une p ro téase  con- 
1 

taminante  e t  nous avons é t u d i é  en f o n c t i o n  de l a  durée de l ' i n c u b a t i o n  e t  de l a  

présence de PNSF l e s  c o n s t i t u a n t s  d 'un  mélange a Achy-chymotrypsine. Au moment de 
1 

son a d d i t i o n  au mélange, l e  PMSF d e v r a i t  i n h i b e r  non seulement l a  chymotrypsine 

d é j à  d i s s o c i é e  du complexe, mais a u s s i  l ' é v e n t u e l l e  s é r i n e - p r o t é a s e  contaminante.  

Un mélange a Achy-chymotrypsine dans l e  r a p p o r t  2/1 e s t  p réparé  e t  incubé à 25OC 
1 

pendant 10  minutes, il e s t  a l o r s  d i v i s é  en 2 p a r t i e s  ; à l ' u n e  on a j o u t e  du PNSF, 

en excès m o l a i r e  de 100 f o i s  p a r  r a p p o r t  à l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e  d'enzyme ; on 

conserve a l o r s  l e s  deux p a r t i e s  à 25' C pendant 48 ou 24 heures avan t  l ' é t u d e  en  

é lec t rophorèse  en g e l  de po lyac ry lamide  en  absence d 'agent  dénaturant .  Deux au- 

t r e s  mélanges incubés respect ivement  pendant 1 m inu te  e t  1 0  minutes  avant  l ' a d d i -  

t i o n  de PNSF s o n t  a l o r s  immédiatement analysés comparativement aux q u a t r e  échan- 

t i l l o n s  précédents.  Sur  une s é r i e  de dépôts, on e f f e c t u e  l a  r é v é l a t i o n  de l ' a c t i -  

v i t é  i n h i b i t r i c e  p o u r  dé te rm iner  l a  consommation dans l e  temps de l ' i n h i b i t e u r  

a c t i f  en excès, l ' a u t r e  s é r i e  e s t  c o l o r é e  p a r  l e  b l e u  Coomassie ( f i g u r e  271. 

Quand l ' a n a l y s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e s t  e f f e c t u é e  immédiatement 

après l ' a d d i t i o n  de PNSF s u r  un é c h a n t i l l o n  incubé  pendant un temps cour t ,  l ' i n -  

h i b i t e u r  a c t i f  en excès e s t  b i e n  v i s u a l i s é  [ p a r t i e  A de l a  f i g u r e  271. Après 24 

e t  48 heures d ' i ncuba t ion ,  on observe l a  d i s p a r i t i o n  de l a  bande correspondante, 
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F i g u r e  27 : E f f e t  du PMSF s u r  l ' é v o l u t i o n  dans  l e  temps d ' un  melange alAchy- 

chymotryps ine  ( r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/11. 

Les mélanges i d e n t i q u e s  a d d i t i o n n é s  ou non d e  PMSF a p r è s  1 0  minu- 

tes d ' i n c u b a t i o n  à 25' C s o n t  c o n s e r v é s  pendan t  d e s  temps v a r i a b l e s  

à l a  même t e m p é r a t u r e ,  p u i s  é t u d i é s  en  é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  d e  

po lyac ry l amide  (10  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8,3. 

A : r é v é l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  

8' : c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p a r  l e  b l e u  Coomassie. 

1 : a Achy n a t i v e  
1  

Il /2 
: d i l u t i o n  a u  1 / 2  d e  l ' a  Achy n a t i v e  

1  



q u e  l ' o n  a i t  o u  non a j o u t é  d u  PMSF. Il  y  a  d o n c  e u  consommation d e  l ' i n h i b i t e u r  

a c t i f  e n  e x c è s .  La r é v é l a t i o n  a u  b l e u  Coomass ie  ( p a r t i e  B d e  l a  f i g u r e  271 mon- 

t r e  q u e  2 4  h e u r e s  a p r è s  l ' a d d i t i o n  d e  PMSF. o n  r e t r o u v e  a l a  f o i s  du complexe  e t  

d e  l ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é .  Dans l ' é c h a n t i l l o n  g a r d é  s a n s  PMSF p e n d a n t  2 4  h e u r e s .  l e  

complexe  é q u i m o l é c u l a i r e  n ' e x i s t e  p l u s ,  o n  o b s e r v e  l a  f o r m e  m o d i f i é e  d ' a  Achy, 
1 

a i n s i  q u ' u n e  f o r m e  d é g r a d é e  d e  complexe .  4 8  h e u r e s  a p r è s  l ' a d d i t i o n  d e  PMSF, o n  

o b t i e n t  un é l e c t r o p h o r é g r a m m e  r e s s e m b l a n t  beaucoup  à ce q u e  l ' o n  a  d a n s  l ' é c h a n -  

t i l l o n  g a r d é  s a n s  PMSF p e n d a n t  24 h e u r e s ,  t a n d i s  q u e  d a n s  l ' é c h a n t i l l o n  g a r d é  

s a n s  PMSF p e n d a n t  48 h e u r e s ,  o n  p e u t  c o n s t a t e r  q u e  l a  d é g r a d a t i o n  d u  complexe  

s ' e s t  p o u r s u i v i e .  Le PMSF n ' a  d o n c  p a s  s t o p p é  d é f i n i t i v e m e n t  l e  p r o c e s s u s  d e  con-  

sommation d e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e n  e x c è s  n i  l e  p r o c e s s u s  d e  d i s s o c i a t i o n  d u  corn- 

p l e x e .  

A i n s i  d o n c  l ' h y p o t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e  u n e  s e r i n e - p r o t é a s e  c o n t a -  

m i n a n t e  p o u r r a i t  ê t re  l a  c a u s e  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe  n e  s e m b l e  p a s  d e v o i r  

ê t re  r e t e n u e  p o u r  l e  s y s t è m e  é t u d i é  ; e n  e f f e t  d a n s  ce c a s .  nous  a u r i o n s  dû c o n -  

s t a t e r  un a r r ê t  t o t a l  d e s  d e u x  p r o c e s s u s .  

S e l o n  JAMES ( 86 1, l e  PMSF en  s o l u t i o n  a q u e u s e  p e r d  p r o g r e s s i -  

vement  s o n  a c t i v i t é  e n v e r s  l a  chyrno t ryps ine .  en  e f f e t  l e s  i o n s  h y d r o x y l e  p r o d u i -  

s e n t  un phénomène d ' h y d r o l y s e .  Quand l e  PMSF e s t  devenu  i n a c t i f ,  s i  l e  p r o c e s s u s  

d e  d i s s o c i a t i o n  se  p o u r s u i t  l ' enzyme a l o r s  l i b é r é  n e  p e u t  p l u s  ê t r e  i n h i b é .  Le 

PMSF a d o n c  p o u r  r é s u l t a t  f i n a l  a p p a r e n t  d e  r a l e n t i r  l e  p r o c e s s u s  m a i s  non d e  

l ' a r r ê t e r .  L ' h y p o t h è s e  d e  LOBERMANN e t  c o l 1  I 1 2 4  1 n e  s e m b l e  donc  p a s  c o n f i r m é e  

p o u r  l e  s y s t è m e  q u e  nous  é t u d i o n s .  L ' a  Achy es t  donc  b i e n  un i n h i b i t e u r  tempo- 
1 

ra i re  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  d a n s  t o u t e s  les  c o n d i t i o n s  où nous  a v o n s  effec- 

t u é  l ' é t u d e .  

III - 5 REACTION AVEC LA CATHEPSINE G .  

III - 5.1 Résumé d e s  r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  d a n s  les  p u b l i c a t i o n s  no  2  e t  3. 

Nous a v o n s  é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  de  l ' a l A ~ h y  a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G 

l e u c o c y t a i r e  e n  e x a m i n a n t  d e s  mélanges  d a n s  l e s q u e l s  n o u s  a v o n s  f a i t  v a r i e r  l e  
3- r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y r n e .  Nous a v o n s  o b s e r v é  q u ' i l  y  a s i m u l t a n é m e n t  

f o r m a t i o n  d ' u n  complexe  é q u i m o l é c u l a i r e  e t  p r o d u c t i o n  d ' a  Achy m o d i f i é e  i n a c t i v e .  
1 

Le r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  e s t  c a l c u l é  e n  t e n a n t  compte du c o n t e n u  p r o -  

t é i q u e  t o t a l  ( m a t é r i e l  act i f  e t  i n a c t i f l  p o u r  l ' i n h i b i t e u r  cornle p o u r  l ' e n z y m e .  

* L e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  e s t  c a l c u l é  e n  t e n a n t  compte d u  c o n t e n u  p r o -  

t é i q u e  t o t a l  ( m a t é r i e l  a c t i f  e t  i n a c t i f )  p o u r  l ' i n h i b i t e u r  comme p o u r  l ' e n z y m e .  



Il n ' a  p a s  é t é  p o s s i b l e ,  p a r  les t e c h n i q u e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  u t i l i s é e s ,  d e  d i f -  

f é r e n c i e r  c e t t e  a Hchy i n a c t i v e  o b t e n u e  d è s  l e  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n  d e  l a  f o r m e  
1 

d ' a  Achy q u e  l ' o n  r e t r o u v e  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  c o m p l è t e  d u  complexe.  L o r s  d e  ce 
1 

t r a v a i l ,  e n  m e s u r a n t  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  G p a r  l ' a  Achy à l ' a i d e  d e  l a  
1 

méthode s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e ,  nous  a v o n s  é t a b l i  q u e  l ' i n h i b i t i o n  c o m p l è t e  es t  a t -  

t e i n t e  p o u r  un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 1,1/1. C e p e n d a n t ,  s i  l a  

r é a c t i o n  e s t  s t o e c h i o m é t r i q u e ,  il e s t  d i f f i c i l e  d e  c o m p r e n d r e  comment, a p r è s  1 0  

m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à O0 C,  on p e u t  a v o i r  d a n s  un m é l a n g e  p r e s q u e  é q u i m o l a i r e  

( r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 0.92/11 c o e x i s t e n c e  à l a  f o i s  d u  complexe  s t o e c h i o -  

m e t r i q u e  e t  d ' i n h i b i t e u r  s o u s  f o r m e  i n a c t i v e  q u i  a  d o n c  d é j à  r é a g i  a v e c  l a  ca- 

t h e p s i n e  G .  Nous a v o n s  s i g n a l é  d a n s  l a  p u b l i c a t i o n  n o  2 q u ' u n e  c e r t a i n e  a n a l o g i e  

se  p r é s e n t e  e n t r e  l a  r é a c t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G e t  l a  r é a c t i o n  e n -  
1 

t r e  l 'AT e t  l a  t h r o m b i n e .  O r ,  FISH e t  BJORK ( 61 1 s u g g è r e n t  q u e  l ' o b t e n t i o n  si-  

m u l t a n é e  e t  r a p i d e  d ' u n  complexe  é q u i m o l é c u l a i r e  e t  d ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  s o u s  

f o r m e  l i b r e  est p r é c é d é e  p a r  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  h y p o t h é t i q u e  complexe  t é t r a h é d r i -  

q u e  non v i s u a l i s é ,  p u i s q u e  i n s t a b l e ,  q u i  s u b i t  très r a p i d e m e n t  d e s  r é a r r a n g e m e n t s  

m o l é c u l a i r e s .  

Dans l a  p u b l i c a t i o n  n o  3,  nous  a v o n s  m o n t r é  q u e  l e  complexe  a - 
1 

A c h y - c a t h e p s i n e  G comme l e  complexe  a Achy-chymot ryps ine  se  d i s s o c i e  s p o n t a n é m e n t  
1 

même s i  l e  mélange  e s t  c o n s e r v é  à O0 C. De p l u s ,  l ' e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  a u  

d é p a r t  e s t  consommé d a n s  l e  temps e t  n e  f i g u r e  p l u s  p a r m i  l e s  c o n s t i t u a n t s  m i s  

e n  é v i d e n c e  e n  f i n  d e  r é a c t i o n .  

L ' é t u d e  e n  d i c h r o l s m e  c i r c u l a i r e  es t  une  a n a l y s e  d i r e c t e  d u  m i -  

l i e u  r é a c t i o n n e l .  E l l e  a  p e r m i s  d e  d é f i n i r  les  s p e c t r e s  d i c h r o i q u e s  d e  l ' a  Achy 
1 

e t  d e  l a  c a t h e p s i n e  G q u i  n ' é t a i e n t  p a s  e n c o r e  d é c r i t s .  Nous a v o n s  pu m o n t r e r  q u e  

d è s  q u e  l ' a  Achy e t  l a  c a t h e p s i n e  G s o n t  e n  c o n t a c t ,  o n  e n r e g i s t r e  e n t r e  320  e t  
1 

2 6 0  nm un s p e c t r e  d i c h r o i q u e  d i f f é r e n t  du s p e c t r e  t h é o r i q u e  o b t e n u  p a r  a d d i t i o n  

d e s  s p e c t r e s  d i c h r o I q u e s  d e s  d e u x  c o n s t i t u a n t s .  Les v a r i a t i o n s  du s p e c t r e  d i c h r o r -  

q u e  d i f f é r e n t i e l  ( s p e c t r e  t h é o r i q u e - s p e c t r e  e x p h r i m e n t a l ;  o n t  e n s u i t e  é t é  s u i v i e s  

d a n s  l e  temps .  Quand l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  augmente ,  o n  o b s e r v e  u n e  é v o l u t i o n ,  

m a i s  l e  s p e c t r e  d i c h r c ï q u e  e x p é r i m e n t a l  s ' é l o i g n e  p l u t ô t  du s p e c t r e  t h é o r i q u e ,  il 

n ' y  a  donc  p a s  r e t o u r  a u x  c o n s t i t u a n t s  d e  d é p a r t .  

III - 5 . 2  Q u e s t i o n s  p o s é e s  p a r  c e s  r é s u l t a t s  e t  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n e  

n o u v e l l e  p r é p a r a t i o n  d e  c a t h e p s i n e  G .  

L ' h y p o t h è s e  d e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  complexe  t é t r a h é d r i q u e  comme 



p r e m i è r e  é t a p e  d e  l a  r é a c t i o n  d e  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G e n  p r e n a n t  p o u r  
1 

e x e m p l e  ce q u i  a é t é  s u g g é r é  p o u r  l 'AT  r é a g i s s a n t  a v e c  l a  t h r o m b i n e  [ 61 1 n e  

p e r m e t  p a s  d e r é p o n d r e à t o u t e s  les q u e s t i o n s .  En e f f e t ,  s i  l ' i n h i b i t i o n  t o t a l e  

e s t  o b t e n u e  p o u r  un  r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 1 , 1 / 1 .  q u ' e s t  d e v e n u e  l a  ca- 

t h e p s i n e  G q u i  a r é a g i  a v e c  les  m o l é c u l e s  d ' a  Achy q u e  l ' o n  r e t r o u v e  s o u s  f o r m e  
1 

i n a c t i v e  ? C e t t e  f r a c t i o n  d ' e n z y m e  n e  p e u t  e x i s t e r  s o u s  f o r m e  a c t i v e  d a n s  l e  mg- 

l a n g e  p u i s q u e  l e  r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  p o u r  l ' i n h i b i t i o n  c o m p l è t e  a é t é  d é t e r -  

m i n é  é g a l  à 1,1/1. Une a u t r e  h y p o t h è s e  q u i  n e  s e m b l a i t  p a s  d e v o i r  ê t r e  e n v i s a g é e  

l o r s q u e  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  ce t r a v a i l  e s t  d e v e n u e  e n s u i t e ,  n o u s  a l l o n s  l e  v o i r ,  

u n e  é v i d e n c e  : u n e  p r o p o r t i o n  r e l a t i v e m e n t  i m p o r t a n t e  d e  l ' e n z y m e  se  t r o u v e  s o u s  

f o r m e  i n a c t i v e ,  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  e x p r i m é  e n  t e n a n t  c o m p t e  d u  

matériel a c t i f  e s t  a l o r s  b e a u c o u p  p l u s  é l e v é  p o u r  l ' i n h i b i t i o n  t o t a l e .  Nous a v o n s  

e n  e f fe t ,  é t é  amenée ,  i l  y  a  p e u  d e  t e m p s .  à u t i l i s e r  u n e  p r é p a r a t i o n  d e  c a t h e p s i -  

n e  G ( p r é p a r a t i o n  n o  21 d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  [ p r é p a r a t i o n  n o  1 1  u t i l i s é e  p o u r  les 

e x p é r i e n c e s  p r é s e n t é e s  d a n s  les  d e u x  p u b l i c a t i o n s  e t  d a n s  bon  nombre  d ' e s s a i s  q u i  

f i g u r e n t  d a n s  c e t t e  T h è s e .  O r  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  d é d u i t e  d e s  c o n s t a n t e s  c i n é t i -  

q u e s  d e  NAKAJIMA e t  c o l l  1 1 4 4  1 e s t  b e a u c o u p  p l u s  é l e v é e  ( A  = 0 . 0 0 5 3 / 1 0 - ~ ~ / m i n l  
- 8  

p o u r  l a  p r é p a r a t i o n  n o  2  q u e  p o u r  l a  p r é p a r a t i o n  n o  1 ( A  = 0 , 0 0 3 2 / 1 0  M/min l .  

S a c h a n t  q u ' o n  n e  p e u t  e n v i s a g e r  q u ' u n e  p r é p a r a t i o n  e n z y m a t i q u e  s o i t  " s u p e r a c t i v e " ,  

n o u s  e n  d é d u i s o n s  q u e  l a  p r é p a r a t i o n  n o  1 é t a i t  l o i n  d ' ê t r e  c o m p l è t e m e n t  a c t i v e .  

Nous n e  d i s p o s o n s  m a l h e u r e u s e m e n t  p a s  d u  réact i f  s p é c i f i q u e  ( l e  p - n i t r o p h é n y l  

c a r b a z a t e  d ' a c é t y l p h é n y l a l a n i n e  ( 164 1  non c o m m e r c i a l i s é 1  q u i  p e r m e t t r a i t  d e  ti- 

t r e r  les s i t e s  a c t i f s  d e  l a  c a t h e p s i n e  G comme n o u s  l ' a v o n s  f a i t  p o u r  l a  chymo- 

t r y p s i n e  b o v i n e  [ p  : 9 8  1 .  

La f i g u r e  28  r e p r é s e n t e  les  c o u r b e s  d ' i n h i b i t i o n  d e s  p r é p a r a t i o n s  

n o  1 e t  n o  2  d e  c a t h e p s i n e  G p a r  l ' a  Achy e n  f o n c t i o n  d u  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i -  
1 

t e u r / e n z y m e  e x p r i m é  e n  t e n a n t  c o m p t e  d e  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  m a t é r i e l  d a n s  les 

s o l u t i o n s  ( m a t é r i e l  a c t i f  e t  i n a c t i f ) .  C ' e s t  l a  même p r é p a r a t i o n  d ' a  Achy q u i  e s t  
1 

u t i l i s é e  d a n s  les d e u x  c a s ,  l e  p o u r c e n t a g e  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e s t  d o n c  i d e n t i q u e  

d a n s  les d e u x  e x p é r i e n c e s .  Une i n c u b a t i o n  p r é a l a b l e  des m é l a n g e s  e s t  e f f e c t u é e  

p e n d a n t  5 m i n u t e s  à 25' C a v a n t  l e  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  

p a r  l a  m é t h o d e  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e .  On p e u t  c o n c l u r e  d e s  c o u r b e s  f i g u r a n t  s u r  

l a  f i g u r e  28 q u e  s i  l a  p r é p a r a t i o n  n o  2 e s t  a c t i v e  à 9 5  % ( d ' a p r è s  l ' a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e ,  e n  se  r é f é r a n t  a u x  d o n n é e s  d e  NAKAJIMA e t  c o l l  ( 1 4 4 1 1 .  l a  p r é p a r a t i o n  

n o  1 d e  c a t h e p s i n e  G n e  c o n t i e n t  q u e  5 5  à 60 % d ' e n z y m e  a c t i f .  



F i g u r e  2 8  : I n h i b i t i o n  d e s  p r é p a r a t i o n s  n o  1 e t  n o  2 de  c a t h e p s i n e  G p a r  

l ' a  Achy. A une  q u a n t i t é  c o n s t a n t e  d e  c a t h e p s i n e  G ,  o n  a j o u t e  des 
1 

q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d ' a  Achy. A p r è s  5 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à 
1 

25' C, l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  e s t  m e s u r é e  p a r  l a  mé tho-  

d e  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e ,  les é c h a n t i l l o n s  a y a n t  é t é  a u  p r é a l a b l e  

d i l u é s  (1 : 101 d a n s  l e  tampon H e p e s .  



Le r a p p o r t  1 ,1 /1  é t a b l i  dans  l a  p u b l i c a t i o n  no 2 p o u r  l ' i n h i b i t i o n  

complè te  de  l a  c a t h e p s i n e  G p a r  l ' a  Achy d e v i e n t  é g a l  à 1,75/1 ou 1 , 7 / 1  s i  l ' o n  
1  

c o n s i d è r e  que  l 'enzyme e s t  a c t i f  à 55  ou 60 % e t  que l ' i n h i b i t e u r  e s t  a c t i f  à 

90 %. Il  y  a donc  comme p o u r  l a  r é a c t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  chymot ryps ine  bov ine ,  
1  

consommation d e  p l u s  d e  mo lécu le s  d ' a  Achy q u e  p révu  p o u r  une r é a c t i o n  s toech iomé-  
1  

t r i q u e .  Nous avons  donc  s u i v i  l ' é v o l u t i o n  dans  l e  temps d e s  p r o d u i t s  d e  l a  r é a c t i o n  

p o u r  t e n t e r  d ' a v o i r  une e x p l i c a t i o n  de  c e  phénomène. Nous avons de  p l u s  e s s a y é  d e  

d é t e r m i n e r  s i  nous a v i o n s  à f a i r e  à un p r o c e s s u s  i d e n t i q u e  à c e l u i  q u e  nous avons  

é t é  amenée à p r o p o s e r  p o u r  l a  r é a c t i o n  de  l ' a  Achy a v e c  l a  chymot ryps ine  b o v i n e ,  
1 

c ' e s t  à d i r e  un p r o c e s s u s  d ' i n h i b i t i o n  t e m p o r a i r e .  

Dans l e s  e x p é r i e n c e s  q u i  v o n t  s u i v r e ,  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r /  

enzyme e s t  exprimé en  t e n a n t  compte du con tenu  p r o t é i q u e  t o t a l  ( m a t é r i e l  a c t i f  e t  

i n a c t i f 1  p o u r  l ' i n h i b i t e u r  comme p o u r  l ' enzyme.  Le r a p p o r t  m o l a i r e  en  m a t é r i e l  a c -  

t i f  n ' e s t  p r é c i s é  que  d a n s  q u e l q u e s  e x p é r i e n c e s  de  dosage .  

III - 5.3  S t a b i l i t é  du complexe a Achy-ca theps ine  G dans  un mélange p r é p a r é  
1  

en p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  en e x c è s .  

Nous a v o n s  démontré dans  l a  p u b l i c a t i o n  no  3  que  l e  complexe a Achy- 
1 

c a t h e p s i n e  G n ' e s t  p a s  s t a b l e ,  même à O 0  C, quand nous p ro longeons  l e  temps d ' i n -  

c u b a t i o n .  De p l u s ,  s i  d e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e s t  en  e x c è s  a u  débu t  de  l a  r é a c t i o n ,  

i l  e s t  consommé au  c o u r s  du temps. P a r  a i l l e u r s ,  nous n 'avons  pu mettre en  é v i d e n -  

c e  de r é a p p a r i t i o n  d ' a c t i v i t é  enzymat ique  (mesu rée  à 25O Cl l o r s  d e  c e s  mêmes ex-  

p é r i e n c e s .  Nous avons d o n c  é t u d i é  en  f o n c t i o n  d e  l a  d u r é e  d ' i n c u b a t i o n  l e s  c o n s t i -  

t u a n t s  d 'un  mélange a Achy-ca theps ine  G ,  p r é p a r é  en  e x c è s  d ' i n h i b i t e u r ,  à l ' a i d e  
1  

d e s  méthodes s u i v a n t e s  : dosage  d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique .  é l e c t r o p h o r è s e  e t  immu- 

n o é l e c t r o p h o r è s e .  

III - 5.3.1 Dosage d e  l ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  en  f o n c t i o n  du temps 

d ' i n c u b a t i o n .  

Un mélange d ' a  Achy e t  de  c a t h e p s i n e  G ( p r é p a r a t i o n  no 11  e s t  p r é -  1  
p a r é  dans un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 2 / 1  ( c ' e s t - à - d i r e  3/1 s i  

l ' o n  c o n s i d è r e  l e s  p r o p o r t i o n s  de  m a t é r i e l  a c t i f  pou r  l ' i n h i b i t e u r  comme p o u r  

l ' enzyme) .  Ce mélange e s t  i ncubé  à 25' C.  Après des  temps d ' i n c u b a t i o n  v a r i a b l e s ,  

l a  mesure de  l ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  e s t  e f f e c t u é e  p a r  l a  méthode s p e c -  



t rophotornét r ique s u r  des p a r t i e s  a l i q u o t e s  d u  mélange. La d i m i n u t i o n  de l ' a c t i v i -  

t é  e s t  t r è s  r a p i d e  : l ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  e s t  de l ' o r d r e  de 1 % après 1 minu te  

d ' i ncuba t ion .  p u i s  d e v i e n t  e n s u i t e  non s i g n i f i c a t i v e .  Même après 5, 24 ou 

48 heures d ' i n c u b a t i o n ,  nous n'observons pas de r é a p p a r i t i o n  d ' a c t i v i t é  enzymat i -  

que comme c e l l e  que nous avons observée dans un mélange a  Achy-chymotrypsine bo- 
1  

v i n e  p réparé  également en excès d ' i n h i b i t e u r .  

III - 5.3.2 P r é p a r a t i o n  des é c h a n t i l l o n s  p o u r  l e s  études é l e c t r o p h o r é t i q u e s .  

Lors  d 'é tudes p r é l i m i n a i r e s  de l a  s t a b i l i t é  du complexe a Achy- 
1 

ca theps ine  G, nous av ions  observé que l e  complexe se  d i s s o c i a i t  t r è s  rapidement.  

Nous avons donc p r é f é r é  rep rendre  l e  même t y p e  de p r é p a r a t i o n  des é c h a n t i l l o n s  

que c e l u i  adopté p o u r  l ' é t u d e  de l a  s t a b i l i t é  du complexe alAchy-chymotrypsine 

( v o i r  III - 4.4.2.21. A i n s i  l e  PMSF e s t  a j o u t é  au même moment à t o u s  l e s  échan- 

t i l l o n s  q u i  o n t  é t é  auparavant incubés pendant des temps v a r i a b l e s .  Le mélange 

de c o n t r ô l e  e s t  p réparé  en a j o u t a n t  à l ' a  Achy de l a  catheps ine G p réa lab lement  
1 

i n a c t i v é e  p a r  l e  PMSF p o u r  o b t e n i r  également un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  

é g a l  à 2/1. Des s é r i e s  comportant des temps d ' i n c u b a t i o n  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  é t u -  

d iées .  D'une s é r i e  à l ' a u t r e ,  on conserve quelques temps d ' i n c u b a t i o n  i d e n t i q u e s  

a f i n  de c o n t r ô l e r  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  des expér iences.  

III - 5.3.3 Etude en SOS-PAGE. 

Deux s é r i e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  é t u d i é e s :  p o u r  l ' u n e  l e s  temps d ' i n -  

c u b a t i o n  s o n t  de 1 mn, 5  mn, 10 mn, 30 mn, 1 h. 1 h  30, 2 h  e t  1 mois 112 ; Pour  

l ' a u t r e ,  d e 1  mn, I O m n ,  1 h, 3 h ,  6 h ,  2 4 h ,  4 8 h e t  8 j o u r s .  Les é lec t ropho-  

régrammes obtenus p o u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  des deux s é r i e s  s o n t  p résen tés  f i g u r e  

29. La fo rmat ion  du complexe é q u i m o l é c u l a i r e  de Mr = 78 000 - 79 000 e s t  ob- 

servée dès l e  temps d ' i n c u b a t i o n  1 minute.  A p a r t i r  de 30 minutes d ' i n c u b a t i o n ,  

il y a  d i m i n u t i o n  p r o g r e s s i v e  de l a  bande de ce complexe a l o r s  q u ' e s t  v i s u a l i s é  

un c o n s t i t u a n t  de N  i n t e r m é d i a i r e  (N = 67 0001. Le complexe de Plr p roche de 
r r 

78 000 d i s p a r a f t  progressivement quand l e  temps d ' i n c u b a t i o n  se p r o l o n g e  au de- 

l à  de 30 minutes.  Simultanément, l a  M apparente  du c o n s t i t u a n t  i n t e r m é d i a i r e  d i -  
r 

minue progressivement p o u r  a t t e i n d r e  après 24 ou 48 heures d ' i n c u b a t i o n  une M r 



C 

CI- 

F i g u r e  29 : V a r i a t i o n  en  f o n c t i o n  du temps du p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  en  g e l  

de  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  de 5  à 30 % d ' a c r y l a m i d e l  en  p r é s e n c e  

d e  SDS d ' u n  mélange  a Achy-ca theps ine  G ( r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i -  
1  

teur /enzyme = 2/11 i n c u b é  à 25' C .  

Le PMSF e s t  a j o u t é  au mélange a p r è s  l e  temps d ' i n c u b a t i o n  i n d i q u é  

p o u r  chaque é c h a n t i l l o n .  

M e t  M '  : t é m o i n s  de  M r  

1 : alAchy n a t i v e  

C : mélange  de  c o n t r ô l e  ( v o i r  page  9 6 )  

E : c a t h e p s i n e  G 

S e u l  M '  e s t  r é d u i t .  

La bande m i g r a n t  comme un c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  M r  p r o c h e  d e  

6 000 e s t  i n d i q u é e  p a r  l a  f l è c h e .  



p r o c h e  d e  5 6  500. A p r è s  8  j o u r s  d ' i n c u b a t i o n ,  l a  b a n d e  o b s e r v é e  c o r r e s p o n d  à un  

c o n s t i t u a n t  d e  Plr 55 0 0 0  q u i  p r é s e n t e  d o n c  l a  même m i g r a t i o n  q u e  l ' a  Achy modi -  1  
f i é e  o b t e n u e  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e .  Le m é l a n g e  a n a l y s é  a p r è s  1  m o i s  

1 1 2  d ' i n c u b a t i o n  d o n n e  l e  même é l e c t r o p h o r é g r a m n e  q u e  c e l u i  o b t e n u  a p r è s  8  j o u r s  

d ' i n c u b a t i o n .  

Dans t o u s  les m é l a n g e s  a A c h y - c a t h e p s i n e  G a c t i v e ,  o n  p e u t  o b s e r -  
1 

v e r  une b a n d e  d i f f u s e  [ i n d i q u é e  p a r  une f l è c h e ,  f i g u r e  291 a y a n t  l a  même m i g r a -  

t i o n  q u ' u n  c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  W p r o c h e  d e  5  à 6 000 .  r 

III - 5 .3 .4  E t u d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  a b s e n c e  d ' a -  

g e n t  d é n a t u r a n t  ( à  pH 8 , 3 1 .  

S u r  u n e  p r e m i è r e  s é r i e  d o n t  les temps d ' i n c u b a t i o n  s o n t  d e  1 mn, 

5 mn, 1 0  mn, 3 0  mn, 1 h,  1 h  3 0  e t  2 h ,  on e f f e c t u e ,  a p r è s  l ' é l e c t r o p h o r è s e .  l a  

r é v é l a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  S e u l s  les é c h a n t i l l o n s  a y a n t  é t é  i n c u b é s  

p e n d a n t  1  mn, 3 0  mn e t  1 h  s o n t  é g a l e m e n t  c o l o r é s  p a r  l e  b l e u  Coomass ie  ( f i g u r e  

301.  On p e u t  c o n s t a t e r  q u e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f , e n c o r e  r é v é l é  d a n s  les é c h a n t i l l o n s  

i n c u b é s  p e n d a n t  d e s  t e m p s  c o u r t s ,  n ' e s t  p l u s  d é c e l a b l e  d a n s  les m é l a n g e s  q u i  o n t  

é t é  i n c u b é s  p e n d a n t  p l u s  d e  1 h e u r e .  

Deux a u t r e s  séries s o n t  é t u d i é e s  e n  é l e c t r o p h o r è s e  à pH a l c a l i n  

p u i s  c o l o r é e s  p a r  l e  b l e u  Coomass ie .  P o u r  l ' u n e .  les t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  s o n t  d e  

1 mn, 5  mn, 1 0  mn, 3 0  mn. 1  h, 2 h ,  3 h  30. 5  h  30,  2 4  h  e t  5 0  h  ; p o u r  l ' a u t r e ,  

d e  1 mn, 1 0  mn, 1 h, 3 h, 6 h. 2 4  h ,  4 8  h  e t  8 j o u r s .  L e s  é l e c t r o p h o r é g r a m m e s  

s o n t  p r é s e n t é s  f i g u r e  3 1 .  Dans ce s y s t è m e  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  s e u l  l e  m a t é r i e l  c o -  

l o r é  q u i  res te  à l ' i n t e r f a c e  e n t r e  l e  g e l  d e  c o n c e n t r a t i o n  e t  l e  g e l  d e  s é p a r a -  

t i o n  p e u t  r e n d r e  compte  du  complexe  é q u i m o l é c u l a i r e .  L ' i n t e n s i t é  d e  c o l o r a t i o n  

d e  ce matériel d i m i n u e  e n  e f f e t  l o r s q u e  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  augmente  ; il a 

c o m p l è t e m e n t  d i s p a r u  a p r è s  2 h  d ' i n c u b a t i o n .  Dans l e s  d é p ô t s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

temps les p l u s  c o u r t s  d ' i n c u b a t i o n ,  on p e u t  d é j à  r e m a r q u e r  une n e t t e  a u g m e n t a t i o n  

d e  l a  b a n d e  d ' a  Achy i n a c t i v e  [ u n e  f a i b l e  b a n d e  e s t  t o u j o u r s  o b s e r v é e  à ce n i v e a u  
1  

d a n s  l a  s o l u t i o n  d ' a  Achy n a t i v e ) .  C e t t e  b a n d e  d ' a  Achy i n a c t i v e  q u i  c o r r e s p o n d  à 
1 1  

l ' a  Achy m o d i f i é e  e s t  l e  s e u l  c o n s t i t u a n t  v i s i b l e  a p r è s  8  j o u r s  d ' i n c u b a t i o n .  
1  

Avant  d ' a r r i v e r  à ce c o n s t i t u a n t  f i n a l ,  on  p e u t  o b s e r v e r  l ' a p p a -  

r i t i o n ,  a p r è s  3  h  3 0  d ' i n c u b a t i o n ,  d ' u n e  b a n d e  ( a '  1  q u i  m i g r e  à peu  p r è s  a u  n i v e a u  



F i g u r e  30  : Consommation au  c o u r s  du temps d e  l ' e x c è s  d ' a  Achy a c t i v e  p r é s e n t e  
1 

au  d é b u t  de l a  r é a c t i o n  dans  un mélange d ' a  Achy e t  d e  c a t h e p s i n e  G 
1  

p r é p a r é  d a n s  un r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/1 e t  i n c u b é  

à 25' C.  

L ' é t ude  e s t  e f f e c t u é e  en  é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  

(10  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8,3. Le PBSF e s t  a j o u t é  a u  mélange a p r è s  

l e  temps d ' i n c u b a t i o n  i n d i q u é  p o u r  chaque  é c h a n t i l l o n .  

P a r t i e  A : c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p a r  l e  b l e u  Coomassie  

P a r t i e  B : r é v é l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  

1 : alAchy n a t i v e  

e t  : d i l u t i o n s  au 1 / 2  e t  au  1 / 5  d e  l l a l A c h y  n a t i v e .  



active 
inactive 

F i g u r e  31 : V a r i a t i o n  e n  f o n c t i o n  d u  temps du p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  

d e  p o l y a c r y l a m i d e  ( 1 0  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8 , 3  d ' u n  m é l a n g e  a Achy- 
1 

c a t h e p s i n e  G ( r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/11 i n c u b é  à 

25O C .  

Le PMSF es t  a j o u t é  au  m é l a n g e  a p r è s  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  i n d i q u é  

p o u r  chaque  é c h a n t i l l o n .  

S  : sé rum humain  n o r m a l  

1 : a Achy n a t i v e  
1 

C : mélange  d e  c o n t r ô l e  ( v o i r  p a g e  961 

a '  : fo rme d é g r a d é e  d e  complexe .  



d e  l ' a  Achy a c t i v e  ; e l l e  n ' a  p a s  d ' a c t i v i t é  e n v e r s  l a  chymot ryps ine  u t i l i s e s  p o u r  
1 

l a  mise e n  é v i d e n c e  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  L ' i n t e n s i t é  de  c e t t e  bande  ( a ' ]  

p a r a i t  maximale a p r è s  2 4  h  d ' i n c u b a t i o n .  Rappelons  q u ' e n  SOS-PAGE, on o b s e r v e  u n e  

bande d o n t  l a  ilr moyenne est estimée a 56 500  e n v i r o n  d a n s  c e t  é c h a n t i l l o n .  P a r  

a n a l o g i e  a v e c  c e  q u i  a é té  o b s e r v é  au  c o u r s  d e  l a  r é a c t i o n  de l ' a  Achy a v e c  l a  
1 

c h y m t r y p s i n e ,  l a  bande  ( a ' ]  c o r r e s p o n d r a i t  d o n c  v ra i s emblab lemen t  à un complexe 

d o n t  l a  p a r t i e  enzyme s e r a i t  très profondément  dég radée .  Après 8  j o u r s  d ' i ncuba -  

t i o n  à 25O C, s e u l e  s u b s i s t e  l ' a  Achy m o d i f i é e .  
1 

III - 5.3.5 Etude e n  é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  d ' a g a r o s e  à pH 8,6. 

Quelques-uns  d e s  é c h a n t i l l o n s  p r g c é d e n t s  o n t  é t é  a n a l y s é s  en  élec- 

t r o p h o r è s e  en  g e l  d ' a g a r o s e  à pH 8,6 : l e  complexe a Achy-ca theps ine  G n ' e s t  p a s  
1 

n e t t e m e n t  v i s u a l i s é ,  s e u l e  une t r a i n é e  du c ô t é  anod ique  du  p u i t s  d e  d é p ô t  p e u t  

r e n d r e  compte du complexe ( r é s u l t a t s  non i l l u s t r é s ] .  Il  n e  semble p a s ,  en  t o u t  cas, 

q u e  l ' o n  p u i s s e  a t t r i b u e r  au complexe une m i g r a t i o n  c a t h o d i q u e  d a n s  c e  sys t ème  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  i d e n t i q u e  à c e l u i  u t i l i s é  d a n s  l a  t e c h n i q u e  d ' immunoélec t ropho-  

rèse b i d i m e n s i o n n e l l e  ( v o i r  p a r a g r a p h e  s u i v a n t ] .  La c a t h e p s i n e  G s e u l e  p r é c i p i t e  

dans  c e  m i l i e u  peu i o n i s é  ; en  effet ,  s a  t r è s  f a i b l e  m i g r a t i o n  c a t h o d i q u e  ne  c o r -  

respond p a s  à c e l l e  q u e  d o i t  a v o i r  un c o n s t i t u a n t  a u s s i  ba s ique .  

III - 5.3.6 Analyse i m u n o l o g i q u e .  

C e t t e  a n a l y s e  a  é t é  e f f e c t u é e  e s s e n t i e l l e m e n t  en immunoélectropho- 

r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  l'imrnunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy ( D A K O I .  Les d iagram-  
1 

mes o b t e n u s  pour  des  mélanges  i n c u b é s  pendant  1 mn, 1 0  mn, 1 h, 5  h  30 ,  2 4  h  p u i s  

5 0  h, a i n s i  que  pour l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  s o n t  r a s s e m b l é s  f i g u r e  32. Les c o n t o u r s  

d e s  p i c s  d e  p r é c i p i t a t i o n  s o n t  r e p r o d u i t s  s u r  une  f e u i l l e  d e  p a p i e r ,  p u i s  les s u r -  

f a c e s  a i n s i  d é l i m i t é e s  s o n t  découpées  e t  p e s é e s .  La s u r f a c e  du p i c  d e  p r é c i p i t a -  

t i o n  ob tenu  p o u r  l a  m ê m e  q u a n t i t é  i n i t i a l e  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f  s e r t  d e  r é f é r e n c e  e t  

r e p r é s e n t e  1 0 0  %. On e x p r i m e  l a  s u r f a c e  du p i c  o b t e n u  p o u r  chacun d e s  mélanges  e n  

p o u r c e n t a g e  d e  l a  s u r f a c e  de  r é f é r e n c e  [ t a b l e a u  1x1.  

Les s u r f a c e s  des  p i c s  ob t enus  p o u r  l e s  temps c o u r t s  d ' i n c u b a t i o n ,  

1 mn e t  1 0  mn, r e p r é s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  65  e t  60 % d e  c e l l e  d e  l a  r é f é r e n c e .  

Aucun p i c  d e  p r é c i p i t a t i o n  pouvant  c o r r e s p o n d r e  au  complexe a Achy-ca theps ine  G 
1  

n ' e s t  m i s  en  év idence .  L o r s  de  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e n  p r e m i è r e  d imens ion  d é j à ,  i l  

n ' a v a i t  p a s  é t é  p o s s i b l e  d e  v i s u a l i s e r  n e t t e m e n t  c e  complexe ( v o i r  III - 5.3.51 ; 

o u t r e  c e  phénomène, il se p e u t  q u e  l e s  s i tes  a n t i g é n i q u e s  d e  l ' a lAchy  s o i e n t  mas- 

q u é s  dans  l e  complexe, comne c e l a  a pu ê t r e  mon t r é  p o u r  l e  complexe a Achy-chymo- 
1 

t r y p s i n e .  



F i g u r e  32 : V a r i a t i o n  dans  l e  temps du diagramme ob tenu  en  immunoé lec t rophorèse  

b i d i m e n s i o n n e l l e  a v e c  un mélange a Achy-ca theps ine  G ( p r é p a r a t i o n  
1 

no 11 e n  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/1. 

L'immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy e s t  u t i l i s é  en  deuxième dimen- 
1 

s i o n .  

1 : a Achy n a t i v e .  
1 

Les temps i n d i q u é s  s o n t  l e s  temps d ' i n c u b a t i o n  du mélange.  



TABLEAU I X  

Comparaison des sur faces des p i c s  de p r é c i p i t a t i o n  des 

diagrammes i rnmunoélectrophorét iques présentés f i g u r e  32. 

La surface du p i c  de l ' a  Achy n a t i v e  e s t  p r i s e  comme 
1 

ré fé rence .  

a  Achy n a t i v e  
1  

Mélange incubé 1 minute 

10 minutes 

1 heure 

5  heures 30 

24 heures 

50 heures 



Le p i c  de p r é c i p i t a t i o n  observé e s t  dû à l a  f o i s  à l ' a  Achy ac- 
1  

t i v e  q u i  e x i s t e  encore e t  à l ' a  Achy mod i f i ée  dé jà  présente.  Remarquons que l e  
1  

p i c  de p r é c i p i t a t i o n  correspondant à l ' é c h a n t i l l o n  incubé  pendant 1  heure e s t  

nettement dissymétr ique, p résen tan t  une pen te  p l u s  f a i b l e  du cô té  cathodique. 

Pour l e s  mélanges incubés p l u s  longtemps, l a  surface du p i c  de 

p r é c i p i t a t i o n  augmente avec l e  temps d ' i ncuba t i on  jusqu 'à  deven i r  supér ieure a 
c e l l e  de l a  ré fé rence  après 24 ou 50 heures. Nous av ions observé ce même phéno- 

mène l o r s  de l ' é t u d e  des mélanges a,Achy-chymotrypsine ( I I I  - 4.4.2.41. 

On remarque, comme lorsque lecr Achy r é a g i s s a i t  avec l a  chymotryp- 
1  

s ine,  que l a  l i g n e  de p r é c i p i t a t i o n  obtenue après a d d i t i o n  de l 'enzyme es t  p l u s  

dense que c e l l e  q u i  e s t  formée p a r  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f .  Ce phénomène e s t  également 

observé s i  l ' o n  é t u d i e  ces é c h a n t i l l o n s  à l ' a i d e  d ' a u t r e s  techniques d'imrnunopré- 

c i p i t a t i o n .  Nous avons comparé en rocke t  e t  en immunodif fusion r a d i a l e  ( f i g u r e  

331 une s o l u t i o n  d ' a  Achy n a t i v e  ( I I  e t  un mélange a Achy-cathepsine G p réparé  
1  1  

en rappo r t  mo la i re  inh ib i teu r /enzyme éga l  à 2/1. Les dépôts son t  effectués après 

10 minutes d ' i ncuba t ion .  La même quan t i t é  i n i t i a l e  d ' i n h i b i t e u r  e s t  déposée pour  

l e s  deux échan t i l l ons .  On peut cons ta te r  que dans ces deux techniques également 

l ' a d d i t i o n  de catheps ine G à lea Achy provoque l a  f o rma t i on  d 'un a r c  ou d 'un  an- 
1  

neau de p r é c i p i t a t i o n  p l u s  dense d é l i m i t a n t  une su r f ace  i n f é r i e u r e  à c e l l e  ob te -  

nue pour l a  même q u a n t i t é  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f .  Par a i l l e u r s ,  on constate  que l a  

gamme d'étalonnage préparée à p a r t i r  de d i l u t i o n s  d 'un  plasma s tandard  (BEHRING1 

présente. comme l ' i n h i b i t e u r  n a t i f ,  un p i c  de p r é c i p i t a t i o n  moins b i e n  d é f i n i  que 

c e l u i  obtenu avec l e  mélange a Achy-cathepsine G.  
1  

A l a  s u i t e  de tous  ces r é s u l t a t s ,  il semble que l'immunsérurn 

"reconnaisse" mieux l a  forme mod i f i ée  que l a  forme n a t i v e  de l ' i n h i b i t e u r .  Nous 

en déduisons ou b i e n  que l'immunsérum a é t é  préparé avec de l ' a  Achy dé jà  sous 
1 

forme modi f iée.  ou b i e n  que l ' a  Achy n a t i v e  i n j e c t é e  à l ' a n i m a l  a, " i n  vivo: su- 
1 

b i  l a  t r ans fo rma t i on  en a Achy mod i f iée  envers l a q u e l l e  l ' a n i m a l  a  a l o r s  f a b r i q u é  
1 

l e s  an t i co rps .  

Les r é a c t i o n s  d ' immunopréc ip i ta t ion  obtenues l a i s s e n t  penser 

11 que l ' a  Achy engagés dans l e  complexe ne peut p l u s  r é a g i r  avec 
1 

l e s  an t i co rps ,  

21 que c e r t a i n s  déterminants ant igén iques e x i s t a n t  dans l a  forme 

modi f iée d ' a  Achy son t  masqués ou absents dans l a  forme n a t i v e  de l ' a  Achy. Ce 
1 1  

deuxième p o i n t  a  dé jà  é t é  démontré pour l ' a n t i t h r o m b i n e  III 146, 53, 115, 2111. 



gamme 1 1 m 
H 

F i g u r e  33 : C o m p a r a i s o n  d e  l ' i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d ' u n  m é l a n g e  a A c h y - c a t h e p s i n e  
1 

G Cm) e t  d e  l a  même q u a n t i t é  i n i t i a l e  d ' i n h i b i t e u r  n a t i f  (Il e n  : 

A : é lec t ro - i rnmunod i f f us ion  

0 : i m m u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e .  

Le m é l a n g e  e s t  p r é p a r é  d a n s  un  r a p p o r t  molaire i n h i b i t e u r / e n z y r n e  

é g a l  à 2/1 e t  d é p o s é  a p r è s  10 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à 25' C .  

La  gamme e s t  p r é p a r é e  à l ' a i d e  d e  d i l u t i o n s  d ' u n  p l a s m a  s t a n d a r d  

B E H R I N G .  



31 que  l a  m i g r a t i o n  p l u s  a n o d i q u e  d e  l a  forme m o d i f i é e  d ' a  Achy 
1 

a i n s i  que sa N p l u s  f a i b l e  comparées à c e l l e s  d e  l ' a  Achy n a t i v e  peuvent ,  e n  r 1 
p a r t i e  au moins ,  e x p l i q u e r  l ' o b t e n t i o n  à l a  f i n  de  l a  d i s s o c i a t i o n  d ' u n  p i c  d e  

p r é c i p i t a t i o n  d e  s u r f a c e  s u p é r i e u r e  à c e l l e  o b s e r v é e  a v e c  l a  même q u a n t i t é  d ' a  - 
1 

Achy n a t i v e .  

III - 5 .3 .7  Etude e n  i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n .  

Les é t u d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  à pH a l c a l i n  e t  en  a b s e n c e  d ' a g e n t  

d é n a t u r a n t  n e  nous a y a n t  pas  permis  d e  s u i v r e  d e  f açon  p r é c i s e  l ' é v o l u t i o n  d a n s  

l e  temps d e s  mélanges a Achy-ca theps ine  G ,  nous  avons e f f e c t u é  une  é t u d e  e n  i s o -  
1 

é l e c t r o f o c a l i s a t i o n .  A 35 m l  d l I s o g e l  à 1  % d a n s  l ' e a u ,  nous a j o u t o n s  l e s  q u a n t i -  

t é s  s u i v a n t e s  d e  Pha rma ly t e s  (PHARMACIAI pour  chacune d e s  gammes d e  pH i n d i q u é e s  : 

0.5 m l  (pH 2.5 - 5  1 

0 . 6 6 m l  [pH 4  - 6 , s )  

0.66 m l  [pH 6.5 - 9  1 

0 , s  m l  (pH 8 - 1 0 , 5 1  

Après a v o i r  déposé  l e s  d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  i n d i q u é s  d a n s  l a  

f i g u r e  34, on  e f f e c t u e  l'isoélectrofocalisation de  l a  même f a ç o n  que  précédemment 

I p  : 6 5 ) .  Après  f i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n  [ v o i r  p .  T 111,  on t r a c e  l a  cou rbe  du g r a -  

d i e n t  de pH d ' a p r è s  l a  m i g r a t i o n  d e s  marqueurs  d e  p I  ( f i g u r e  341. On p e u t  o b s e r -  

v e r  que l ' a  Achy n a t i v e  migre  s o u s  l a  forme d e  5  bandes ,  d o n t  3 m a j e u r e s ,  e n t r e  
1 

les v a l e u r s  d e  p I  é g a l e s  à 3 , 9  e t  4 ,35 .  Corme précédemment, l a  c a t h e p s i n e  G p r é c i p i -  

t e  dans c e  m i l i e u  d é s i o n i s é  a v a n t  d ' a t t e i n d r e  s o n  p I  [ n e t t e m e n t  s u p é r i e u r  à 8 ,65 ,  

d e r n i è r e  v a l e u r  i n s c r i t e l .  Dans l e  mélange déposé  a p r è s  1 0  minu te s  d ' i n c u b a t i o n ,  

o n  v o i t  a p p a r a î t r e  un c o n s t i t u a n t  p r é s e n t a n t  un p I  p roche  de 6 , s  q u i  n ' e x i s t a i t  

n i  dans l l a l A c h y ,  n i  d a n s  l a  c a t h e p s i n e  G .  P u i s q u e  nous avons  r e n c o n t r é  des  p ro -  

blèmes pour  l a  d é t e r m i n a t i o n  du p l  d e  l a  c a t h e p s i n e  G ,  nous ne pouvons ê t r e  ab-  

so lument  c e r t a i n e  qu 'un  problème a n a l o g u e  ne  s e  pose  pas  pou r  l a  d é t e r m i n a t i o n  du 

p I  du complexe q u i  r e n f e r m e  de l a  c a t h e p s i n e  G .  Après 1 h  30 d ' i n c u b a t i o n ,  ce 

c o n s t i t u a n t  a  d i s p a r u ,  on o b s e r v e  p a r  c o n t r e  une  zone c o l o r é e  aux  a l e n t o u r s  du 

p I  = 5,2  ; a p r è s  24 h  d ' i n c u b a t i o n ,  c e t t e  zone  c o l o r é e  a  d i s p a r u  éga l emen t .  On 

p e u t  remarquer  que  d è s  l e s  temps d ' i n c u b a t i o n  les p l u s  c o u r t s ,  l ' a d d i t i o n  d e  ca -  

t h e p s i n e  G provoque  l ' a p p a r i t i o n  d e  bandes  p l u s  a c i d e s  que  c e l l e s  q u i  e x i s t e n t  

dans  l ' a  Achy n a t i v e .  
1 

Les t r o i s  mélanges i n c u b é s  pendan t  des  temps d i f f é r e n t s  o n t  é t é ,  

a p r è s  l'isoélectrofocaliçation, soumis  à une deuxième d imens ion  dans  de  1 ' I s o g e l  

en  tampon v é r o n a l  l a c t a t e  de  pH 8,6 c o n t e n a n t  l ' immunsérum s p é c i f i q u e  de l l a l A c h y .  



E 1 1 0 m n  1 h 3 0  2 4 h  T é m o i n s d e  

P 1 

F i g u r e  34 : Analyse en i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  des c o n s t i t u a n t s  d ' un  mélange 

a Achy-cathepsine G.  
1 

Le mélange p réparé  dans un rappo r t  mo la i r e  inh ib i teur /enzyrne 

é g a l  à 2/1 e s t  déposé après 3 temps d ' i n c u b a t i o n  d i f f é r e n t s  à 

25O C.  

E : catheps ine G 

1 : a Achy n a t i v e  
1 



Pour  é v i t e r  d e s  phénomènes de  p r é c i p i t a t i o n  non s p é c i f i q u e  d e s  a n t i c o r p s  au  con- 

t a c t  de l a  p a r t i e  a c i d e  de  l a  bande  d ' I s o g e l  a y a n t  s u b i  l'isoélectrofocalisation, 

il est n é c e s s a i r e  d e  ménager une  " b a r r i è r e "  d e  1 cm e n v i r o n  c o n s t i t u é e  p a r  d e  

l l I s o g e l  ( e n  tampon v é r o n a l  l a c t a t e  de pH 8 ,61  s a n s  immunsérum. Les diagrammes 

ob tenus  s o n t  p r é s e n t é s  f i g u r e  35. Rappelons q u e  1 ' I s o g e l  est  un g e l  dépourvu d ' é -  

l e c t roendosmose  ; p a r  conséquen t ,  les r é s u l t a t s  ob t enus  d a n s  c e s  e x p é r i e n c e s  n e  

s o n t  p a s  d i r e c t e m e n t  comparables  à ceux o b t e n u s  en  imrnunoélec t rophorèse  bidimen- 

s i o n n e l l e  e n  a g a r o s e  Indub iose  p r é s e n t é s  f i g u r e  32. Les c o n s t i t u a n t s  de  p I  p ro -  

c h e  de  6,s e t  de  5,2 o b s e r v é s  r e s p e c t i v e m e n t  a p r è s  1 0  mn e t  1 h  30  ( f i g u r e  351 

r en fe rmen t  du  m a t é r i e l  immunologiquemant r a t t a c h é  à l ' a  Achy p u i s q u ' a p r è s  l a  deu- 
1 

xième d imens ion ,  on p e u t  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  à c e s  n i v e a u x  un a r c  d e  p r é c i p i t a -  

t i o n  a v e c  les a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  de  l ' a  Achy ; c e t  a r c  p r é s e n t e  une comrnunau- 
1 

t é  a n t i g é n i q u e  avec  l ' a r c  o b s e r v é  d a n s  l a  zone  de  p I  p r o c h e  de  4,O. Il ne nous a 

p a s  é t é  p o s s i b l e .  j u s q u ' à  p r é s e n t .  d e  d é t e r m i n e r ,  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  de  l'imrnunsé- 

rum a n t i - c a t h e p s i n e  G p a r  exemple, s i  l a  c a t h e p s i n e  G se  t r o u v e  éga lement  au  n i -  

veau de  ces arcs. Nous pouvons d o n c  nous demander s i  l e s  a r c s  d e  p r é c i p i t a t i o n  

o b s e r v é s  f i g u r e  35 a u  n iveau  d e s  p I  6 , 5  e t  5 , 2  c o r r e s p o n d e n t  aux  d i f f é r e n t e s  f o r -  

mes d e  complexe [ é q u i m o l a i r e  e t  d é g r a d é  a p p e l é  a', a p r è s  1 0  mn e t  1 h  30 r e s p e c -  

t i vemen t ,  f i g u r e  311, ou s ' i l s  s o n t  p r o d u i t s  s eu l emen t  p a r  l e s  mo lécu le s  d ' i n h i -  

b i t e u r  m o d i f i é  d i s s o c i é e s  de l a  p a r t i e  enzymat ique  du complexe e t  c a p a b l e s  d e  m i -  

g r e r  l o r s  d e  l a  deuxième d imens ion .  C e t t e  deuxisme h y p o t h è s e  s e r a i t ,  d ' a p r è s  nous. 

l a  p l u s  p l a u s i b l e  ; nous pouvons en  e f f e t  r emarque r  que  dans  l e  g e l  s e r v a n t  d e  

p remiè re  d imens ion ,  i l  r e s t e  du m a t é r i e l  c o l o r é  p a r  l e  b l e u  Coomassie au  n i v e a u  

d e s  p I  6.5 e t  5.2. pouvant  r e n d r e  compte d e s  c o n s t i t u a n t s  q u i  n ' o n t  p a s  mig ré  a u  

c o u r s  d e  l a  deuxième dimension.  P o u r  c o n f i r m e r  c e t t e  hypo thèse .  il f a u d r a i t  t m u -  

v e r  un moyen d e  v i s u a l i s e r  l a  c a t h e p s i n e  G .  

III - 5.4 S t a b i l i t é  du complexe a Achy-ca theps ine  G l o r s q u ' u n e  a c t i v i t é  
1  

enzymat ique  r é s i d u e l l e  e x i s t e  dans  l e  mélange au débu t  de  l a  

r é a c t i o n .  

Il est  i n t é r e s s a n t  d e  d é t e r m i n e r  s i  l ' i n s t a b i l i t é  du complexe 

e s t  i d e n t i q u e  ou a c c r u e  l o r s q u ' u n e  a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e  e x i s t e  dans  

l e  mélange a u  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n .  Une p r e m i è r e  s é r i e  d e  mélanges a v e c  des  temps 

d ' i n c u b a t i o n  r e l a t i v e m e n t  c o u r t s  ( 1 0  s,  1 mn, 5  mn, 1 0  mn, 30  mn, 1 h. 1 h 30, 

3 h l  a  é t é  e f f e c t u é e  en u t i l i s a n t  l a  p r é p a r a t i o n  no 1  de  c a t h e p s i n e  G .  Le mé- 

l a n g e  en  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  é g a l  à 0.8/1 ( s o i t  1 , 1 / 1  s i  l ' o n  t i e n t  

compte s e u l e m e n t  de  l a  p r o p o r t i o n  d e  m a t é r i e l  a c t i f 1  p r é s e n t e  e n c o r e  40 % d ' a c t i -  

v i t é  enzyma t ique  r é s i d u e l l e  a p r è s  5 minu te s  d ' i n c u b a t i o n  à 25' C.  



F i g u r e  35  : V a r i a t i o n  en f o n c t i o n  du temps du diagramme immunoélect rophorét ique 
après i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  d 'un mélange a Achy-cathepsine G ( rap -  
p o r t  m o l a i r e  inh ib i teu r /enzyme = 2/11. 

1 

Après une première dimension en i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n ,  l e s  échan- 
t i l l o n s  son t  soumis à une deuxième dimension dans un g e l  contenant 
l ' immunsérum s p é c i f i q u e  de l ' a  Achy. Les temps ind iqués  s o n t  l e s  

3 temps d ' i n c u b a t i o n  du mélange a 25' C. 



Des temps d ' i ncuba t i on  p l u s  longs, 1, 2  e t  3 jou rs .  a i n s i  qu 'un 

temps d ' i ncuba t i on  de 10  mn (pour v é r i f i e r  s i  nous avons l e  même r é s u l t a t  que 

dans l a  s é r i e  précédente) o n t  ensu i t e  été app l iqués  en u t i l i s a n t  l a  p r é p a r a t i o n  

no 2  de cathepsine G pou r  déterminer  à que l  p r o d u i t  de dégradat ion u l t i m e  peu t  

a b o u t i r  l a  r é a c t i o n  dans ces cond i t i ons .  On prépare l e s  mélanges pou r  o b t e n i r  un 

r appo r t  mo la i re  inh ib i teu r /enzyme éga l  a 1.1/1 en ne t enan t  compte que de l a  p ro -  

p o r t i o n  de m a t é r i e l  a c t i f  pour  ê t r e  dans l e s  mêmes cond i t i ons  que dans l a  premiè- 

r e  s é r i e .  Ces mélanges renferment encore 40 % d ' a c t i v i t é  enzymatique r é s i d u e l l e  

après 5  minutes d ' i n c u b a t i o n  à 25' C. Comme précédemnent l e s  mélanges son t  i ncu -  

bés à 25' C. 

III - 5.4.1 Etude en SDS-PAGE. 

La s é r i e  complète des temps d ' i n c u b a t i o n  des mélanges préparés 

avec l a  p répa ra t i on  no  1  de cathepsine G e s t  présentée ( p a r t i e  A de l a  f i g u r e  361. 

En ce q u i  concerne l a  deuxième sé r i e ,  nous ne f a i sons  f i g u r e r  que l ' é c h a n t i l l o n  

incubé pendant 3 j o u r s .  L ' é c h a n t i l l o n  incubé pendant 10 min dans c e t t e  s é r i e  donne 

l e  même r é s u l t a t  que c e l u i  q u i  a  é t é  incubé pendant l e  même temps dans l a  première 

sé r i e .  Après 1,2 ou 3  jou rs .  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  iden t iques .  nous avons c h o i s i  de 

f a i r e  f i g u r e r  l e  temps d ' i ncuba t i on  l e  p l us  l o n g  [ p a r t i e  81. 

On peut  observer  dans tous l e s  mélanges contenant de l a  catheps ine 

G ac t i ve ,  l a  bande d i f f u s e  ayant l a  même m i g r a t i o n  qu'un c o n s t i t u a n t  p ro té i que  de 

N proche de 5  à 6 000 ( ind iquée  p a r  une f l èche ,  e l l e  n ' e s t  pas t r è s  v i s i b l e  s u r  r 
l e s  photographies) .  Dès l e s  temps t r è s  cour ts  d ' i n c u b a t i o n  [ I O  s  e t  1 rnn dans 

l a  p a r t i e  A de l a  f i g u r e  361, on a s s i s t e  à l a  f o rma t i on  s imultanée du complexe 

équimolécu la i re  de M proche de 78 000 e t  du complexe i n t e r m é d i a i r e  de N r  = 67 000; 
r 

à ces deux bandes s ' a j o u t e  une bande correspondant à une Mr une peu i n f é r i e u r e  à 

ce1 l e  de 1 ' al Achy n a t i v e .  

Les deux formes de complexe d i spa ra i ssen t  assez rapidement e t  ne 

sont  p l u s  re t rouvées au-delà de 30 minutes d ' i n cuba t i on .  On n'observe p l u s  a l o r s  

que l ' e xcès  d'enzyme e t  une bande dont  l a  N  diminue progressivement quand l e  
r 

temps d ' incuba t ion  augmente pour a t t e i n d r e  après 24 h  d ' i n cuba t i on  une Nr de 

55 000 ; il n'y  a  e n s u i t e  p l us  de mod i f i ca t i ons .  Même en présence d'excès de ca- 

theps ine G l a  dégradat ion de l' Achy ne se p o u r s u i t  donc pas au-delà de l a  forme 
1  

dValAchy de Nr = 55 000. 



F igu re  36  : V a r i a t i o n  en f o n c t i o n  du temps du p r o f i l  é l ec t r opho ré t i que  en g e l  

de po lyacry lamide (g rad ien t  de 5 à 30 % d 'ac ry lamide l  en présence 

de SOS d 'un mélange a Achy-cathepsine G préparé en présence d'ac- 
1  

t i v i t é  enzymatique en excès e t  incubé à 25 O C. 

Le PMSF e s t  a j ou té  au mélange après l e  temps d ' i ncuba t i on  i nd i qué  

pour  chaque é c h a n t i l l o n .  

Y' : témoins de M r  

1 : a Achy n a t i v e  
1 

C : mélange de c o n t r ô l e  ( v o i r  page 96 ) 

E : cathepsine G 

Seul  N '  e s t  r é d u i t .  

P a r t i e  A : l è r e  s é r i e  de mélanges ( a v e c l a  p répa ra t i on  no  1  de 

cathepsine G l .  

P a r t i e  B : mélanges préparés avec l a  p répa ra t i on  n o  2 de ca theps i -  

ne G 



III - 5 . 4 . 2  E t u d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  a b s e n c e  

d ' a g e n t  d é n a t u r a n t .  

S e u l s  les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  l a  p r e m i è r e  s é r i e ,  d a n s  l a q u e l l e  

est  u t i l i s é e  l a  p r é p a r a t i o n  n o  1  d e  c a t h e p s i n e  G , s o n t  i c i  i l l u s t r é s  ( f i g u r e  3 7 1 .  

D a n s  les é c h a n t i l l o n s  i n c u b é s  p e n d a n t  un  t e m p s  i n f é r i e u r  o u  é g a l  à 1 0  m i n u t e s ,  o n  

n ' o b s e r v e  q u ' u n e  b a n d e  m i g r a n t  comme l ' a  Achy m o d i f i é e  i n a c t i v e  e t  un p e u  d e  ma- 1 
t é r i e l  c o l o r é  p a r  l e  b l e u  C o o m a s s i e  q u i  reste à l ' i n t e r f a c e  e n t r e  l e  g e l  d e  c o n -  

c e n t r a t i o n  e t  l e  g e l  d e  s é p a r a t i o n  e t  q u i  t r a d u i t  l a  p r é s e n c e  d u  c o m p l e x e  é q u i -  

m o l é c u l a i r e .  A p r è s  30  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  a p p a r a î t  l a  b a n d e  a '  d é j à  mise e n  é v i -  

d e n c e  a u p a r a v a n t  [ p  : 1 3 2 1 .  Cette b a n d e  d o n t  l ' i n t e n s i t é  a u g m e n t e  j u s q u ' à  3 h e u r e s  

d ' i n c u b a t i o n  a u  m o i n s  c o r r e s p o n d  à u n e  f o r m e  d é g r a d é e  d u  c o m p l e x e .  Dans  l e s  mé- 

l a n g e s  d e  l a  d e u x i è m e  s é r i e  q u i  o n t  é t é  i n c u b é s p e n d a n t  d e s  t e m p s  b e a u c o u p  p l u s  

l o n g s  ( j u s q u ' à  3 j o u r s ) ,  l e  s e u l  c o n s t i t u a n t  v i s u a l i s é  d a n s  ce s y s t è m e  é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e  e s t  l ' a  Achy m o d i f i é e .  
1 

A i n s i  d o n c  l ' i n s t a b i l i t é  d u  c o m p l e x e  e s t  p l u s  g r a n d e  l o r s q u ' u n e  

a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  e x i s t e  d a n s  l e  m é l a n g e  a u  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n .  

III - 5 .5  E t u d e  d e  l a  s t a b i l i t é  du  c o m p l e x e  a A c h y - c a t h e p s i n e  G e n  p r é s e n c e  
1  

d e  PMSF. 

L o r s  d e  l ' é t u d e  d e  l a  s t a b i l i t é  d u  c o m p l e x e  a A c h y - c h y m o t r y p s i n e ,  
1 

n o u s  a v i o n s  é t é  amenée  à v é r i f i e r  s i  n o u s  p o u v i o n s  s t a b i l i s e r  l e  c o m p l e x e  e n  a j o u -  

t a n t  un i n h i b i t e u r  s y n t h é t i q u e  d e  s é r i n e - p r o t é a s e  e n  l ' o c c u r e n c e  l e  PMSF. En e f f e t  

l es  t r a v a u x  r é c e n t s  d e  LOBERMANN e t  c o l 1  ( 1 2 4  1  m o n t r a i e n t  q u e  l ' i n s t a b i l i t é  d u  

c o m p l e x e  a P I - c h y m o t r y p s i n e  q u ' i l s  é t u d i a i e n t  é t a i t  d u e  à u n e  s é r i n e - p r o t é a s e  
1 

c o n t a m i n a n t  l a  p r é p a r a t i o n  d ' a  P I .  Nous a v o n s  p u  m o n t r e r  q u e  d a n s  l e  s y s t è m e  a - 
1 1 

A c h y - c h y m o t r y p s i n e ,  l e  phénomène d e  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  n e  p o u v a i t  ê t re  d û  

à l a  p r é s e n c e  d ' u n e  s é r i n e - p r o t é a s e  c o n t a m i n a n t e  ( v o i r  111-4 .7 .  p  : 1 2 4 1  

Dans l e  cas d u  c o m p l e x e  a A c h y - c a t h e p s i n e  G ,  i l  e s t  é g a l e m e n t  n é -  
1 

c e s s a i r e  d e  p r o c é d e r  à ce t t e  v é r i f i c a t i o n .  L ' u n e  d e s  c o n s é q u e n c e s  d i r e c t e s  d e  l a  

d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  d a n s  un m é l a n g e  p r é p a r é  e n  e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  e s t  l a  

c o n s o m m a t i o n  d e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e n  e x c è s  l o r s q u e  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  se p r o -  

l o n g e .  N o t r e  b u t  es t  d o n c  d e  d é t e r m i n e r  s i  l ' a d d i t i o n  d e  PMSF à u n  t e l  m é l a n g e  

p e r m e t  d ' a r r ê t e r  l a  c o n s o m m a t i o n  d e  l ' e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  q u e  n o u s  a v i o n s  

o b s e r v é e  p r é c é d e m m e n t  ( v o i r  III - 5 . 3 . 4 ,  p  : 1 3 3 1 .  

Un m é l a n g e  d ' a  Achy e t  d e  c a t h e p s i n e  G e n  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i -  
1  

t e u r / e n z y m e  é g a l  à 2/1  est  p r é p a r é  p u i s  s é p a r é  e n  d e u x  p a r t i e s  ; à l ' u n e  o n  a j o u t e  



l l a '  
Y W  -gAchy act ive 

i . . .  . .  . d b b - +  -+chy inactive 

F i g u r e  37 : V a r i a t i o n  e n  f o n c t i o n  du t emps  du  p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  g e l  

d e  p o l y a c r y l a m i d e  I I 0  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8 ,3  d ' u n  m é l a n g e  a Achy- 
1 

c a t h e p s i n e  G p r é p a r é  e n  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  e n  e x c è s  

e t  i n c u b é  à 25' C. 

Le PWSF est a j o u t é  a u  m é l a n g e  a p r è s  l e  temps  d ' i n c u b a t i o n  i n d i q u é  

p o u r  c h a q u e  é c h a n t i l l o n .  

1, : a Achy n a t i v e  
1 

C : m é l a n g e  d e  c o n t r ô l e  ( v o i r  p a g e  96 

a '  : f o r m e  d é g r a d é e  du c o m p l e x e  



du PMSF après 1 minute d ' i ncuba t ion .  Les deux p a r t i e s  du mélange son t  a l o r s  con- 

servées à 2S0 C. T ro i s  temps d ' i ncuba t i on  d i f f é r e n t s  après l ' a d d i t i o n  de PMSF 

son t  é tud iés  : 48 heures, 24 heures e t  30 minutes.  Ces s i x  é c h a n t i l l o n s  son t  a l o r s  

analysés en é lec t rophorèse  en g e l  de po lyac ry lamide  sans agent dénaturant .  Après 

l ' é lec t rophorèse ,  on app l ique  l a  r é v é l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  s u r  l a  mi- 

t i é  du gel ,  s u r  l ' a u t r e  m o i t i é  on e f f ec tue  l a  f i x a t i o n  e t  l a  c o l o r a t i o n  des pro-  

té ines .  Les r é s u l t a t s  son t  présentés f i g u r e  38. Après 24 ou 48 heures, l e s  mélan- 

ges auxquels on n 'a  pas a j ou té  de PMSF ne présentent  p l u s  de bande d ' i n h i b i t e u r  

a c t i f .  On observe que l a  consommation de l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  en excès au début de 

l a  r é a c t i o n  e s t  peu impor tan te  en présence de PMSF. mais néanmoins v i s i b l e  : dans 

l e  mélange conservé pendant 24 ou 48 heures après l ' a d d i t i o n  de PMSF l a  bande cor-  

respondant à l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  e s t  p l u s  f a i b l e  que c e l l e  obtenue dans l e  mélange 

conservé pendant 30 minutes après l ' a d d i t i o n  de PMSF. A i n s i  donc l a  présence de 

PMSF semble d iminuer  l a  consommation de l ' e xcès  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  de façon p l u s  

e f f i c a c e  que pour  l e  mélange a Achy-chymotrypsine, mais il ne l ' e n r a y e  pas com- 
1 

plètement non p l us .  

Il a u r a i t  é t é  également i n t é r e s s a n t  de s a v o i r  s i  l e  PMSF permet- 

t a i t  de s t a b i l i s e r  l e  complexe, mais l e s  d i f f i c u l t é s  que nous avons rencontrées 

pour  met t re  en évidence ce complexe rendent c e t t e  étude p l us  d é l i c a t e .  Ac tue l l e -  

ment en e f f e t  l e  s e u l  système é l ec t r opho ré t i que  dans l e q u e l  nous avons pu v iaua -  

l i s e r  l e  complexe e s t  l e  système SOS-PAGE. Rappelons que pour  é v i t e r  une dégrada- 

t i o n  enzymatique pendant l e  t r a i t emen t  que d o i t  s u b i r  l ' é c h a n t i l l o n  avant d ' ê t r e d é  

posé ( ê t r e  p o r t é  à é b u l l i t i o n 1 ,  t o u t  é c h a n t i l l o n  suscep t i b l e  de c o n t e n i r  une ac- 

t i v i t é  enzymatique d o i t  ê t r e  au p r é a l a b l e  i n a c t i v é  p a r  a d d i t i o n  de PMSF. Pour l e s  

mélanges que l ' o n  é t u d i e r a i t  pa r  c e t t e  technique après des temps d ' i ncuba t i on  va- 

r i a b l e s  i n t e r v e n a n t  après l ' a d d i t i o n  de PMSF, il f a u d r a i t  donc procéder  à une deu- 

xième a d d i t i o n  de PMSF j u s t e  avant l e  t r a i t e m e n t  p a r  é b u l l i t i o n  : on peut  c ra i nd re  

que l ' i s o p r o p a n o l  dans l e q u e l  l e  PMSF e s t  dissous f i n i s s e  p a r  a v o i r  une a c t i o n  s u r  

l e s  cons t i t uan t s  des mélanges. Il faudra  donc env isager  d 'au t res  études pour  con- 

n a î t r e  l ' a c t i o n  du PMSF dans l a  s t a b i l i s a t i o n  du complexe a Achy-cathepsine G. 
1 

En f a i t  on ne s a i t  pas pendant combien de temps l e  PMSF en so lu -  

t i o n  aqueuse r e s t e  a c t i f  envers l a  catheps ine G. L 'é tude de JAMES ( 86 1 n ' a  por -  

t é  que s u r  l a  chymotrypsine bovine. Nous avons donc e f f e c t u é  l ' e xpé r i ence  suivan- 

t e  : nous avons a j ou té  du PMSF à du tampon PBS e t  après des temps var iab les ,  ce 

mélange a s e r v i  à d i l u e r  une s o l u t i o n  de catheps ine G. L ' a c t i v i t é  enzymatique e s t  

a l o r s  mesurée s u r  ces d i l u t i o n s  à l ' a i d e  de l a  méthode spectrophotométr ique. 



1 C 48b Imn 24h lmn 30mnlmn f 
+ + + 

PMSF PMSF PMSF 
48h 24h 30nn 

1 C 48h 1mn 24h 1mn 30mn lm 
+ + + 

PMSF PMSF PMSF 
48h 24h 30mn 

F i g u r e  38  : E f f e t  du PNSF s u r  l ' é v o l u t i o n  dans  l e  temps d ' u n  mélange a,Achy- 

c a t h e p s i n e  G [ r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  = 2/11 . 
Les mélanges  i d e n t i q u e s  a d d i t i o n n é s  ou non de  PNSF a p r è s  1  minute  

d ' i n c u b a t i o n  à 25' C s o n t  c o n s e r v é s  pendant  d e s  temps v a r i a b l e s  

à l a  même t empéra tu re .  p u i s  é t u d i é s  en é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  de 

p o l y a c r y l a m i d e  (10  % d ' a c r y l a m i d e l  à pH 8 ,3 .  

A : r é v é l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  

B : c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  p a r  l e  b l e u  Coomassie. 

I : a Achy n a t i v e  
1 

C : mélange de  c o n t r ô l e  [ v o i r  p : 961 



M a l h e u r e u s e m e n t .  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  q u e  l e  PNSF p r é s e n t  d a n s  l e  t a m p o n  n e  p e r -  

mettait  p a s  d ' o b t e n i r  u n e  b o n n e  r e p r o d u c t i b i l i t é  d e s  d o s a g e s  e t  n o u s  n ' a v o n s  p u  

p o u r s u i v r e  d a n s  c e t t e  v o i e .  

Néanmoins ,  s i  l ' o n  a d m e t  q u e  l e  PMSF e n  s o l u t i o n  a q u e u s e  c o n s e r v e  

s o n  a c t i v i t é  e n v e r s  l a  c a t h e p s i n e  G p e n d a n t  u n e  d u r é e  a n a l o g u e  à c e l l e  q u i  a  é t é  

r a p p o r t é e  p o u r  l a  c h y m o t r y p s i n e  [ 8 6  1, o n  p e u t  a v o i r  u n e  e x p l i c a t i o n  d e s  p h é n o -  

mènes o b s e r v é s .  En e f fe t ,  l a  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  a A c h y - c a t h e p s i n e  G e t  d o n c  
1 

l a  l i b é r a t i o n  é v e n t u e l l e  d ' e n z y m e  a c t i f  es t  p l u s  r a p i d e  q u e  l a  d i s s o c i a t i o n  d u  

c o m p l e x e  a A c h y - c h y m o t r y p s i n e  ; p e n d a n t  l e  t e m p s  d ' e f f i c a c i t é  d u  PMSF, il y a p a r  
1 

c o n s é q u e n t  u n e  p l u s  g r a n d e  q u a n t i t é  d e  c a t h e p s i n e  G q u i  se  d i s s o c i e  e t  q u i  p e u t  

d o n c  ê t r e  i n a c t i v é e  ; e l l e  n ' e s t  p l u s  a l o r s  c a p a b l e  d e  "se r e c y c l e r "  e t  d e  consom- 

mer l ' i n h i b i t e u r  ac t i f  e n  e x c è s .  C ' e s t  a c t u e l l e m e n t  l a  s e u l e  e x p l i c a t i o n  q u e  n o u s  

p u i s s i o n s  d o n n e r  d e s  phénomènes  o b s e r v é s .  

III - 5 . 6  E s s a i  d e  s y n t h è s e  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  l ' é t u d e  d e  l a  réac- 

t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G .  
1 

L ' a  Achy i n h i b e  l a  c a t h e p s i n e  G m a i s  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i -  
1 

t e u r / e n z y m e  é g a l  à 1 , 7 6 / 1  n é c e s s a i r e  p o u r  o b t e n i r  l ' i n h i b i t i o n  c o m p l è t e  n e  c o r -  

r e s p o n d  p a s  à l a  v a l e u r  1/1 a t t e n d u e  p o u r  u n e  r é a c t i o n  s t o e c h i o m é t r i q u e .  O r  n o u s  

a v o n s  pu  d é m o n t r e r  q u ' i l  y  a  f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e  q u i  p e u t  ê t r e  

v i s u a l i s é  e n  SOS-PAGE . Dans les d i f f é r e n t s  s y s t è m e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  s a n s  a g e n t  

d é n a t u r a n t  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é s ,  i l  n e  n o u s  a  p a s  é t é  p o s s i b l e  p a r  c o n t r e  d e  

v i s u a l i s e r  d e  f a ç o n  p r é c i s e  l e  c o m p l e x e .  P l u s i e u r s  h y p o t h è s e s  p e u v e n t  ê t r e  a v a n -  

cées p o u r  e x p l i q u e r  ce phénomène : ce c o m p l e x e  p o s s è d e  un p I  q u i  n e  l u i  p e r m e t  

p a s  d e  m i g r e r  a u x  pH u t i l i s é s  (8.3 e t  8 , 6 )  e n  l ' a b s e n c e  d e  SOS, o u  i l  p r é c i p i t e  

e n  m i l i e u  r e l a t i v e m e n t  p e u  i o n i s é ,  o u  b i e n  ce c o m p l e x e  a  l a  p a r t i c u l a r i t é  d e  f o r -  

mer d e s  a g r é g a t s  q u i  n e  p é n è t r e n t  p a s  f a c i l e m e n t  d a n s  les p o r e s  d e s  g e l s  u t i l i s é s .  

Il es t  v r a i s e m b l a b l e  même q u e  ces t r o i s  e f f e t s  se c o n j u g u e n t .  Dès q u e  d e  l a  ca- 

t h e p s i n e  G a c t i v e  r é a g i t  a v e c  l ' a  Achy, i l  y  a .  e n  p l u s  d e  l a  f o r m a t i o n  d u  com- 
1 

p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e ,  a p p a r i t i o n  e n  SOS-PAGE d ' u n  f r a g m e n t  m i g r a n t  comme un 

c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  d e  N r  p r o c h e  d e  5  à 6  000. S i m u l t a n é m e n t ,  o n  met e n  é v i d e n -  

ce p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n ,  u n e  f o r m e  d ' a  Achy 1 
i n a c t i v é e .  

Nous a v o n s  m o n t r é  q u e  l e  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e  n ' e s t  p a s  s t a b l e  

q u a n d  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  a u g m e n t e ,  q u e  les  m é l a n g e s  s o i e n t  p r é p a r é s  e n  p r é s e n c e  



d ' e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  ou en  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e .  Les s c h é -  

mas d e  l a  f i g u r e  39 p e r m e t t e n t  d e  s u i v r e  dans  l e s  deux  c a s  l ' a p p a r i t i o n  e t  la  

d i s p a r i t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  i m p l i q u é s  dans  l a  r é a c t i o n .  La s u c c e s s i o n  

d e s  phénomènes e s t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e  dans  l e s  deux  c a s ,  mais le  p r o c e s s u s  

e s t  beaucoup p l u s  r a p i d e  quand l e s  mélanges c o n t i e n n e n t  une a c t i v i t é  enzyma t ique  

r é s i d u e l l e  a u  débu t  d e  l a  r é a c t i o n .  

Dans les mélanges p r é p a r é s  en  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  d ' i n h i b i t e u r ,  

l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  d e  l a  c a t h e p s i n e  G e s t  e f f e c t i v e m e n t  i n h i b é e  au  débu t  de 

l a  r é a c t i o n .  E n s u i t e ,  c o n t r a i r e m e n t  à c e  q u e  nous a v i o n s  o b s e r v é  l o r s  de  l a  d i s -  

s o c i a t i o n  du complexe a Achy-chymotrypsine,  i l  n ' y  a  p a s  d e  r é a p p a r i t i o n  d ' a c t i -  
1 

v i t é  enzymat ique  d é c e l a b l e  p a r  l a  méthode de  dosage  s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e  l o r s  d e  

l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe a Achy-ca theps ine  G .  On n e  p e u t  donc p a r l e r  dans  ce 
1 

c a s  d ' i n h i b i t i o n  t e m p o r a i r e  (211. Cependant ,  l e  f a i t  q u e  l ' o n  a s s i s t e  à l a  con- 

s o m a t i o n  d e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  en  e x c è s  au  débu t  de l a  r é a c t i o n  amène à p e n s e r  

que  de l ' enzyme d o i t  s e  d i s s o c i e r  du complexe sous  forme a c t i v e  e t  ê t r e  c a p a b l e  

de  former  à nouveau du complexe en  s ' a s s o c i a n t  à l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  en  e x c è s  : 

l ' i n t e n s i t é  de  l a  bande du complexe é q u i m o l é c u l a i r e  e s t  e n  e f f e t  21 peu p r è s  con-  

s t a n t e  t a n t  que  l ' i n h i b i t e u r  en  e x c è s  n ' e s t  pa s  é p u i s é .  Lorsque c e t  excès  e s t  

consommé, l a  c a t h e p s i n e  G q u i  c o n t i n u e  à se d i s s o c i e r  du complexe e x e r c e  a l o r s  

son  a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  s u r  l e  complexe é q u i m o l é c u l a i r e  ; n o t o n s  en  e f f e t  q u e  

l a  forme d é g r a d é e  de complexe d e  M r  = 67 000 n ' a p p a r a î t  q u e  l o r s q u e  l ' i n t e n s i t é  

de l a  bande d e  complexe é q u i m o l é c u l a i r e  commence à d é c r o î t r e .  P a r  c o n t r e ,  on p e u t  

o b s e r v e r  que  dans  l e s  mélanges q u i  c o n t i e n n e n t  au d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n  une a c t i -  

v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e ,  c e t t e  forme dég radée  de complexe e s t  v i s i b l e  d è s  l e  

temps d ' i n c u b a t i o n  l e  p l u s  c o u r t  ; c e t t e  forme c o e x i s t e  a v e c  l e  complexe équimo- 

l é c u l a i r e .  Ceci t e n d  à p r o u v e r  q u e  l ' enzyme l i b r e  e t  a c t i f  dans  l e s  mélanges d o i t  

j o u e r  un r ô l e  dans  l a  p r o d u c t i o n  de  c e t t e  forme d é g r a d é e  d e  complexe.  Pu i sque  l a  

q u a n t i t é  d'enzyme n 'augmente p a s  en  f i n  d e  r é a c t i o n  e t  que  l ' a  Achy ne s u b i t  
1 

qu 'une  p r o t é o l y s e  t r è s  l i m i t é e ,  i l  f a u t  a d m e t t r e  que  c ' e s t  l a  c a t h e p s i n e  G p r é s e n -  

t e  dans  l e  complexe q u i  e s t  dég radée ,  l a  con fo rma t ion  q u ' e l l e  p o s s é d e r a i t  d a n s  l e  

complexe l a  r e n d r a i t  r e l a t i v e m e n t  s e n s i b l e  à l ' à t t a q u e  p r o t é o l y t i q u e  p a r  l ' enzyme 

l i b r e .  

Mise à p a r t  l a  p r é s e n c e  d'enzyme dans  les mélanges r e p r é s e n t é s  

d a n s  l a  p a r t i e  8 du schéma ( f i g u r e  391, l ' a b o u t i s s e m e n t  d e s  phenomènes e s t  i d e n -  

t i q u e  dans  l e s  deux t y p e s  de  mélanges : l a  forme d ' a  Achy o b t e n u e  à l a  f i n  d e  n o s  1 
é t u d e s  e s t  l ' a  Achy m o d i f i é e  i n a c t i v e  q u i  p r é s e n t e  en SOS-PAGE une ilr é g a l e  à 

1 
55 000. Même en  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  enzymat ique  r é s i d u e l l e ,  on n ' o b s e r v e  pas  d e  

forme d ' a  Achy p l u s  profondément  dég radée .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e  f r agmen t  [ M T  p r o c h e  
1 

de  5 à 6 O001 e s t  p r é s e n t  éga l emen t  dans  l e s  deux t y p e s  d e  mélanges .  
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III - 5.7 R é s u l t a t s  p u b l i é s  p a r  d ' a u t r e s  auteurs .  

Seuls TRAVIS e t  c o l l  (202,2031 o n t  p u b l i é  des r é s u l t a t s  concer-  

nant  l ' i n t e r a c t i o n  de l ' a  ACHY avec l a  ca theps ine  G. Ces au teu rs  o n t  i ncubé  l ' a  - 
1 1 

Achy avec des q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de catheps ine G pendant 5 minutes .3 pH 8.0 e t  

observé en SDS-PAGE l a  f o r m a t i o n  d 'un  complexe de Mr p roche de 88 000; pour  ces 

au teu rs  en e f f e t  l ' a  Achy possède une Mr de 68 000 e t  l a  ca theps ine  G une Mr com- 
1 

p r i s e  e n t r e  24 000 e t  26 000. Pu isqu 'en  excès d'enzyme, i l s  observent  encore une 

bande d9alAchy i l s  en dédu isent  que ce q u ' i l s  o b t i e n n e n t  en SDS-PAGE r e p r é s e n t e  

en f a i t  un é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  formes du complexe s t a b l e  e t  i n s t a b l e  en SOS ; 

en e f f e t ,  en é lec t rophorèse  en g e l  a l c a l i n ,  l e s  mêmes mélanges se p r é s e n t e r a i e n t  

(ces observa t ions  ne s o n t  pas i l l u s t r é e s l  sous l a  forme d 'un  c o n s t i t u a n t  de m ig ra -  

t i o n  p l u s  cathodique que llalAchy n a t i v e ,  t o u t e  l ' a  Achy é t a n t  a l o r s  engagée dans 
1 

l e  complexe. 

La d i s s o c i a t i o n  du complexe a Achy-cathepsine G e s t  obtenue en 
1 

f a i s a n t  a g i r  l a  benzamidine 1 M en tampon T r i s  0,05 N, HC1 pH 8,O pendant 24 h à 

40' C. En SDS-PAGE. l ' a  Achy q u i  e s t  p résen te  dans ce mélange possède l a  même Mr 
1 

que l ' i n h i b i t e u r  n a t i f .  C e t t e  forme d ' a  Achy i s o l é e  p a r  chromatographie de g e l -  
1 

f i l t r a t i o n  s u r  colonne de Sephadex G 75 possède l e  même a c i d e  aminé en p o s i t i o n  

N- te rm ina le  que l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  ( A r g l .  TRAVIS e t  c o l l  (2031 r e t r o u v e n t  cepen- 

dant  également de l a  s e r i n e ,  mais n ' o n t  pas p o u r s u i v i  l e u r s  i n v e s t i g a t i o n s  é t a n t  

donné l e s  problèmes rencon t rés  p o u r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  de ces ac ides aminés. 

En f a i t ,  l e s  d e r n i e r s  t r a v a u x  de MORII e t  TRAVIS (1381 o n t  mont ré  

que dans l ' i n h i b i t e u r  n a t i f ,  l ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  N- te rm ina le  n ' e s t  pas l ' a r -  

g i n i n e  mais l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  ; une p m t é a s e  contaminante a u r a i t  provoqué une 

coupure au n i veau  de l ' a r g i n i n e .  

Lorsque TRAVIS e t  c o l l  (2031 f o n t  r é a g i r  s imul tanément l ' a  Achy 1 
e t  l ' a  P I  avec l a  ca theps ine  G, i l s  démontrent que c ' e s t  l ' a  Achy q u i  r é a g i t  l e  

1 1 
p l u s  rapidement,. I l s  en dédu isent  que l ' i n h i b i t e u r  p r é f é r e n t i e l  de l a  catheps ine 

G d o i t  donc ê t r e  l ' a  Achy, t a n d i s  que l ' a  P I  a u r a i t  p o u r  c i b l e  p r i v i l é g i é e  l ' é -  
1 1 

l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  que de t o u t e  façon l ' a  Achy n ' i n h i b e  pas. 
1 



III - 6 REACTION AVEC LA TRYPSINE BOVINE ET L'ELASTASE LEUCOCYTAIRE HUMAINE 

Ce t te  p a r t i e  c o n d u i t  à des développements moins i m p o r t a n t s  que 

l e s  précédentes : en e f f e t ,  depuis l e s  t r a v a u x  de HEIMBURGER e t  c o l l  (751, il e s t  

connu que l ' a  Achy n 'exe rce  son a c t i o n  i n h i b i t r i c e  que s u r  des enzymes de t y p e  
1 

chymotrypsique.  P lus  récemment, TRAVIS e t  c o l l  1202,2031 o n t  montré que l ' a  Achy 
1 

n ' e s t  pas capable de fo rmer  de complexe que ce s o i t  avec l a  t r y p s i n e  humaine o u  

l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine. Mais il p o u v a i t  ê t r e  i n t é r e s s a n t  de s a v o i r  s i  

ces enzymes p rovoqua ien t  l a  coupure de l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  dans l a  molécu le  d ' a -  
1 

Achy e t  de façon  p l u s  générale, de s a v o i r  comment l ' a  Achy se c o m p o r t a i t  en p r é -  
1 

sence d'enzymes q u ' e l l e  n ' i n h i b e  pas. Les deux enzymes que nous avons u t i l i s é s  

s o n t  l a  t r y p s i n e  bov ine  e t  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine. 

III - '6.1 Réac t ion  avec l a  t r y p s i n e  bov ine  [SIGMA t y p e  Il. 

L ' a  Achy n ' e s t  pas capable d ' i n h i b e r  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  de 
1  

l a  t r y p s i n e  : l o r s q u e  l ' o n  u t i l i s e  l a  techn ique de r é v é l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  i n -  

h i b i t r i c e  après é lec t rophorèse  en p laque d 'agarose ou  en  g e l  de po lyac ry lamide  à 

pH 8,3 en e f f e c t u a n t  c e t t e  f o i s  l ' i n c u b a t i o n  dans une s o l h t i o n  de t r y p s i n e  b o v i n e  

(à  1 mg/100 m l  de tampon phosphate de sodium 0, l  M de pH 7,41, aucune a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  n ' e s t  décelée au n i v e a u  de l ' a  Achy ( r é s u l t a t s  non i l l u s t r é s l .  Nous 
1  

avons p réparé  des mélanges d e a  Achy e t  de t r y p s i n e  en rappor ts rno la i res  alAchy/ 
1 

t r y p s i n e  d i f f é r e n t s  = 1/0,02 , 1/0,2 e t  1/1. I l s  s o n t  incubés pendant 10  m inu tes  

ou  1 heure à O 0  C ou à 37O C. Après a v o i r  a j o u t é  du PMSF, nous avons é t u d i é  ces 

mélanges en SOS-PAGE e t  en é lec t rophorèse  en g e l  de po lyac ry lamide  sans agent dé- 

n a t u r a n t  à pH a l c a l i n .  Les r é s u l t a t s  q u i  s o n t  présentés  f i g u r e  40 mont rent  q u ' i l  

n ' y  a  pas de f o r m a t i o n  de complexe e n t r e  l ' a  Achy e t  l a  t r y p s i n e .  mais q u ' i l  s e  
1 

p r o d u i t  une t r a n s f o r m a t i o n  p r o g r e s s i v e  de l ' a  Achy de M, = 58 000 en une forme 
1 

de Mr = 55 000. On observe l ' a p p a r i t i o n  d 'une bande d i f f u s e  m i g r a n t  comme un con- 

s t i t u a n t  p r o t é i q u e  de M proche de 5  à 6 000. En g e l  a l c a l i n  ( r é s u l t a t s  non il- 
r 

l u s t r é s ) ,  il y  a  t r a n s f o r m a t i o n  p r o g r e s s i v e  de l ' a  Achy a c t i v e  en un c o n s t i t u a n t  
1 

ayant  perdu s a  c a p a c i t é  d ' i n h i b e r  l a  chymotrypsine b o v i n e  ou l a  ca theps ine  G e t  

ayan t  une m i g r a t i o n  analogue à . c e l l e  de l ' a  Achy m o d i f i é e  q u i  e s t  obtenue l o r s  
1 

de l a  r é a c t i o n  de l ' a  Achy avec l a  chymotrypsine bov ine  ou l a  ca theps ine  G. Des 
1 

temps d ' i n c u b a t i o n  p l u s  longs n ' o n t  pas amené de dégrada t ion  u l t é r i e u r e .  

Après a v o i r  f a i t  a g i r  l a  t r y p s i n e  b o v i n e  s u r  l e  plasma humain, 

GIANAZZA e t  ARNAUD (681  t r o u v e n t  après i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  en g e l  de p o l y a c r y l -  



F i g u r e  40 : A c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  b o v i n e  s u r  l ' a  Achy é t u d i é e  e n  é l e c t r o p h o r è s e  
1 

e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  d e  5 à 30% d ' a c r y l a m i d e l  e n  

p r é s e n c e  d e  SOS. 

3 r a p p o r t s  m o l a i r e s  a A c h y / t r y p s i n e  s o n t  é t u d i é s  à 0' C ou 37' C 
1 

p e n d a n t  d e s  temps v a r i a b l e s .  

S e u l  M '  e s t  r é d u i t .  

M '  : t é m o i n s  d e  M r 
1 : a Achy n a t i v e  

1 

La f l è c h e  i n d i q u e  l a  m i g r a t i o n  d e  l a  bande  d i f f u s e  [ v o i r  t e x t e ) .  

I / E  : r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e .  



amide e t  immunof ixa t ion  a v e c  l'imrnunsérurn s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy, un diagramme 
1  

d é c a l é  v e r s  l e s  p I  i n f é r i e u r s .  Ils e x p l i q u e n t  c e  phénomène p a r  une d é g r a d a t i o n  

de  l a  m o l é c u l e  d ' a  Achy. 
1 

III - 6.2  R é a c t i o n  avec  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine. 

Nous avons  d ' a b o r d  examiné s i  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  c o n s e r v e  

son  a c t i v i t é ,  dosée  p a r  l a  méthode s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e ,  l o r s q u ' o n  l u i  a j o u t e  de  

l ' a lAchy .  L ' a c t i v i t é  d e  l ' g l a s t a s e  n ' e s t  n i  i n h i b é e ,  n i  m o d i f i é e  dans  des  mélan- 

ges  p r é p a r é s  en r a p p o r t s  m o l a i r e s  a A c h y / é l a s t a s e  égaux à 1/0 .2 ,  1 /0 ,5 ,  1/1 e t  
1  

i n c u b é s  au  p r é a l a b l e  pendan t  5 m i n u t e s .  

Deux s é r i e s  de  mélanges o n t  e n s u i t e  é t é  é t u d i é e s  : p o u r  l ' u n e  l e  

r a p p o r t  m o l a i r e  a A c h y / é l a s t a s e  es t  é g a l  à 1 / 0 , 0 2 s o i t  l p l O 0  e n  p o i d s ,  c e  r a p p o r t  
1 

s u b s t r a t / e n z y m e  e s t  e n  e f f e t  couramment u t i l i s é  pou r  l ' h y d r o l y s e  enzymat ique  d ' u -  

ne p r o t é i n e .  Dans l ' a u t r e  s é r i e ,  l e  r a p p o r t  a A c h y / é l a s t a s e  e s t  é g a l  à 2/0. nous 
1  

voulons  en  e f f e t  d é t e r m i n e r  j u s q u ' à  q u e l  s t a d e  i l  e s t  p o s s i b l e  de  d é g r a d e r  l ' a  A -  
l 

chy. Les mélanges  s o n t  i n c u b é s  à 25' C ou à 37' C pendant  d e s  temps v a r i a b l e s  : 

1 0  minu te s ,  1  h e u r e  e t  5  heu re s ,  p o u r  l e s  mélanges en  r a p p o r t  m o l a i r e  211 e t  1  

heure ,  24  h e u r e s  e t  48 heu re s  pou r  l e s  a u t r e s  mélanges.  Après a d d i t i o n  de  PMSF, 

l e s  mélanges s o n t  a n a l y s é s  en  SOS-PAGE e t  en  g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n .  

En SDS-PAGE ( f i g u r e  411, nous n ' obse rvons  pas  d e  f o r m a t i o n  d e  com- 

p l e x e  e n t r e  l ' a  Achy e t  l ' é l a s t a s e ,  p a r  c o n t r e  i l  y  a  t r a n s f o r m a t i o n  p r o g r e s s i v e  1  
de l ' a  Achy en  un c o n s t i t u a n t  de  M p roche  d e  55 000 e t  a p p a r i t i o n  d ' une  bande  

1 r 
d i f f u s e  [ i n d i q u é e  p a r  une  f l è c h e ]  de  m i g r a t i o n  ana logue  à c e l l e  de  l a  bande o b s e r -  

vée l o r s q u e  l ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l a  chymotryspine  ou l a  c a t h e p s i n e  G. 
1 

En g e l  de  p o l y a c r y l a m i d e  à pH a l c a l i n  [ r é s u l t a t s  non i l l u s t r é s ) ,  

on o b s e r v e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l ' a  Achy en une forme i n a c t i v e  possé -  
1  

d a n t  une m i g r a t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  de l ' a  Achy m o d i f i é e  d é j à  d é c r i t e .  
1  

La t r a n s f o r m a t i o n  n é c e s s i t e  b i e n  s û r ,  p l u s  d e  temps l o r s q u e  l e  

r a p p o r t  m o l a i r e  n ' e s t  que  de 1/0,OZ. D ' a u t r e  p a r t .  m ê m e  en  r a p p o r t  m o l a i r e  2/1 ' 

a p r è s  5 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  à 25' Cl l a  forme d ' a  Achy r e t r o u v é e  n ' e s t  pas  une 
1  

forme p l u s  d é g r a d é e  q u e  l ' a  Achy m o d i f i é e .  
1 



à a i  à il à à à à  
25°C 371 25t 37°C 259: 25C 37T37T37T 

F i g u r e  41  : A c t i o n  d e  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  s u r  l ' a  Achy é t u d i é e  e n  
1 é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  ( g r a d i e n t  d e  5 à 3 0  % 

d ' a c r y l a m i d e l  e n  p r é s e n c e  d e  SOS. 

Deux séries d e  m é l a n g e s  d a n s  d e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  a A c h y / é l a s t a s e  
1 

[ W E I  d i f f é r e n t s  s o n t  i n c u b é s  à 25' C o u  à 37' C p e n d a n t  d e s  t e m p s  
v a r i a b l e s  p u i s  a d d i t i o n n é s  d e  PVSF. 

Un m é l a n g e  a P I - é l a s t a s e  [ r a p p o r t  m o l a i r e  2 /11  i n c u b é  p e n d a n t  1 0  
1 m i n u t e s  e s t  e g a l e m e n t  a n a l y s é  a p r è s  a d d i t i o n  d e  PVSF. 

Tous  les é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  r é d u i t s .  

M '  : t é m o i n s  d e  M r  
E : é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  
C : m é l a n g e  d e  c o n t r ô l e  a A c h y - é l a s t a s e  i n h i b é e  
1 : a Achy n a t i v e  1 

1 J : m e l a n g e  d e  c o n t r ô l e  a P I - é l a s t a s e  i n h i b é e  
1 

m : m é l a n g e  a P I - é l a s t a s e  i n c u b é  p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  
1 

La f l è c h e  i n d i q u e  l a  m i g r a t i o n  d e  l a  b a n d e  d i f f u s e  [ v o i r  t e x t e ] .  



III - 6.3 S y n t h è s e  e t  c o m p a r a i s o n  a v e c  l a  r é a c t i o n  e n t r e  d ' a u t r e s  i n h i b i -  

t e u r s  e t  d e s  enzymes q u ' i l s  n ' i n h i b e n t  p a s .  

L ' a  Achy es t  d o n c  p r o g r e s s i v e m e n t  i n a c t i v é e  p a r  l a  t r y p s i n e  bo- 
1 

v i n e  ou  l ' é l as tase  l e u c o c y t a i r e  e t  se  r e t r o u v e  s o u s  l a  f o r m e  d ' u n  c o n s t i t u a n t  

a y a n t  u n e  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  t r è s  p r o c h e  d e  c e l l e  d e  l ' a  Achy m o d i f i é e  
1 

o b t e n u e  a u  c o u r s  d e  l a  r é a c t i o n  o u  a p r è s  d i s s o c i a t i o n  du  c o m p l e x e  a , A c h y - c a t h e p -  

s i n e  G ou  d u  complexe  a Achy-chymot ryps ine .  Le p e t i t  f r a g m e n t  o b s e r v é  r e n d  s a n s  
1 

d o u t e  c o m p t e  d e  l a  c o u p u r e  p r a t i q u é e  p a r  l ' e n z y m e .  De l a  même f a ç o n ,  c e t t e  f o r m e  

d ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l ' immunsérum s p é c i f i q u e  d e  l ' a  Achy. 
1 1 

D ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  s o n t  é g a l e m e n t  i n a c t i v é s  p a r  les  

enzymes q u ' i l s  n ' i n h i b e n t  p a s .  A i n s i  JOHNSON e t  TRAVIS 1981 o n t  m o n t r é  q u e  les  

t h i o l - p r o t é a s e s  comme l a  c a t h e p s i n e  B  ou  l a  p a p a I n e  i n a c t i v e n t  t rès  r a p i d e m e n t  
1 

l ' a  P I  e n  p r o v o q u a n t  l a  c o u p u r e  d ' u n e  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  e t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e  
1  

I ' a P I  n a t i v e  d e  Pir 5 3  0 0 0  e n  a P I  m o d i f i é e  d e  Pi 47 000.  Les  é t u d e s  d e  s é q u e n c e  1  1 r 
e n  a c i d e s  a m i n é s  r é v è l e n t  q u e  l a  c o u p u r e  s ' e f f e c t u e  s u r  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e  q u i  

es t  a u s s i  rompue p a r  l a  t r y p s i n e  l o r s q u e  c e l l e - c i  r é a g i t  a v e c  l 'a  P I .  
1 

KRESS e t  CATANESE (1081  o n t  d é m o n t r é  q u e  l 'AT es t  i n a c t i v é e  p a r  

l e s  p r o t é a s e s  d e  v e n i n  d e  s e r p e n t  e t  t r a n s f o r m é e  e n  un c o n s t i t u a n t  a y a n t  u n e  "r 
i n f é r i e u r e  d e  5  500 à ce l le  d e  l ' A T  n a t i v e .  La l i a i s o n  p e p t i d i q u e  c i b l e  s e r a i t  

i c i  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  q u i  e s t  rompue l o r s  d e  l a  r é a c t i o n  d e  l ' A T  a v e c  l a  t h r o m -  

b i n e  11091, m a i s  n ' e n  s e r a i t  é l o i g n é e  q u e  d e  9  r é s i d u s .  L ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  

humaine i n a c t i v e  é g a l e m e n t  l 'AT ( 9 4 1  e t  p r o v o q u e  v r a i s e m b l a b l e m e n t  d e s  p e r t u r b a -  

t i o n s  d a n s  les  s i t e s  n é c e s s a i r e s  p o u r  l a  l i a i s o n  a v e c  l ' h é p a r i n e .  Dans ce cas 

é g a l e m e n t ,  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  d ' i n h i b i t e u r  e s t  l i m i t é e  p u i s q u e  JOCHUN 

e t  c o l 1  ( 9 4 1  s u g g è r e n t  q u e  l a  ( o u  l e s 1  l i a i s o n l s l  c o u p é e ( s 1  p a r  l ' é l a s t a se  d o i t  

( O U  d o i v e n t )  ê t re  p r o c h e ( s 1  d e  l a  l i a i s o n  c o u p é e  p a r  l a  t h r o m b i n e .  

P l u s  récemment ,  BROWER e t  HARPEL (321 o n t  examiné  l ' a c t i o n  d e  1 ' é  

l a s t a s e  s u r  1 'AP e t  l e  C- i n a c t i v a t e u r .  L'enzyme i n a c t i v e  p r o g r e s s i v e m e n t  l ' a c t i -  
1 

v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  1 'AP e t  du C- i n a c t i v a t e u r  e n v e r s  l a  p l a s m i n e .  Cette p e r t e  
1 

d ' a c t i v i t é  es t  accompagnée  d ' u n e  p r o t é o l y s e  l i m i t é e ,  m a i s  i l  s e m b l e  q u ' i l  y  a i t  

p l u s i e u r s  s i t e s  d e  c o u p u r e  : 2 p o u r  1'AP e t  3 p o u r  l e  C- i n a c t i v a t e u r .  
1 

Le p r o c e s s u s  d ' i n a c t i v a t i o n  d ' u n  i n h i b i t e u r  p a r  p r o t é o l y s e  l i m i -  

t é e  es t  d o n c  l a r g e m e n t  r é p a n d u .  



III - 7 DISCUSSION, HYPOTHESE D ' U N  NECANISME D ' A C T I O N  DE L1alANTICHY- 

NOTRYPSINE. 

Lorsque  l ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l a  chymot ryps ine  b o v i n e  ou l a  ca -  
1  

t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  humaine, i l  y  a  a p p a r i t i o n  d ' u n  complexe q u i  p e u t  être 

v i s u a l i s é  e n  é l e c t r o p h o r è s e  en  p r é s e n c e  d e  SDS e t  q u i  p r é s e n t e  une  Nr un peu i n -  

f é r i e u r e  à l a  somme d e s  Nr d e s  deux c o n s t i t u a n t s  engagés  dans  l e  complexe. C e t t e  

o b s e r v a t i o n  est  en  f a v e u r  d e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  complexe é q u i m o l é c u l a i r e  c o v a l e n t  

dans  l e q u e l  un des  c o n s t i t u a n t s  a u  moins a dû ê t r e  amputé d 'un  f r agmen t .  L 'appa-  

r i t i o n  d ' u n  f ragment  a y a n t ,  en  p r é s e n c e  d e  SOS, une m i g r a t i o n  a n a l o g u e  à ce l le  

d 'un c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  de  M, p roche  d e  5 à 6 000 es t  o b s e r v é e  l o r s  de  l a  ré- 

a c t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l ' u n  ou l ' a u t r e  enzyme e t  c o n f i r m e  qu 'une  p r o t é o l y s e  li- 
1  

m i t é e  s 'es t  p r o d u i t e .  

En f a i t .  il y  a  s imu l t anémen t  f o r m a t i o n  d ' u n  complexe équimolé-  

c u l a i r e  e t  a p p a r i t i o n  d ' une  forme m o d i f i é e  d ' a  Achy. C e t t e  forme m o d i f i é e  pos sè -  
1  

de  une N l égè remen t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e  l ' a  Achy a c t i v e  (55  000 au l i e u  d e  r 1 
58 0001, une m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  un peu p l u s  é l e v é e  à pH 8 , 3  ou 8.6 en  

absence  d ' a g e n t  d é n a t u r a n t  ; e l l e  r é a g i t  a v e c  l e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  d e  l ' a  - 
1 

Achy. ma i s  e l l e  en  a  perdu  l e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  e n v e r s  l a  c a t h e p s i n e  G ou  

l a  chymotryps ine  bov ine .  

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons c o n s t a t é  que  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  i n -  

h ib i t eu r / enzyme  n é c e s s a i r e s  pou r  l ' i n h i b i t i o n  des  enzymes s o n t  n e t t e m e n t  supé-  

r i e u r s  au  r a p p o r t  escompté  pour  une r é a c t i o n  s t o e c h i o m é t r i q u e ,  a l o r s  que nous 

avons v e i l l é  à t e n i r  compte uniquement  du pourcen tage  d e  m a t é r i e l  a c t i f .  Une 

s o u s - e s t i m a t i o n  du p o u r c e n t a g e  d ' a  Achy i n a c t i v e  ne p e u t  ê t r e  ca t égo r iquemen t  
1  

e x c l u e .  On p e u t  en  e f f e t  e n v i s a g e r  que parmi  les m o l é c u l e s  q u i  m i g r e n t ,  à pH 

a l c a l i n .  a u  n iveau  où l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  est  r é v é l é e ,  i l  p u i s s e  e x i s t e r  d e s  

mo lécu le s  d ' a  Achy q u i  a i e n t  pe rdu  l e u r  a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  p a r  un phénomène 
1 

a u t r e  que  l a  t r a n s f o r m a t i o n  en  a Achy m o d i f i é e .  Il n ' e s t  c ependan t  pas  p o s s i b l e  
1 

d ' i m a g i n e r  que,  comme pour  l ' a  PI. l ' i n a c t i v a t i o n  s o i t  due  à un phénomène d ' oxy -  
1  

d a t i o n  (1001 p u i s q u ' i l  a é t é  mon t r é  que l ' o x y d a t i o n  n e  p r o v o q u a i t  p a s  d ' a l t é r a -  

t i o n  d e s  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  d e  l ' a  Achy (2021. Il p o u r r a i t  s ' a g i r  d 'un au-  1  
t r e  phénomène e n c o r e  i n d é t e r m i n é .  

Ces molécu le s  d ' a  Achy i n a c t i v e s  s e r v i r a i e n t  de s u b s t r a t  à 
1 

l 'enzyme d è s  l e  d é b u t  de  l a  r é a c t i o n  e t  s e r a i e n t  t r è s  r ap idemen t  t r a n s f o r m é e s  

en m o l é c u l e s  d ' a  Achy m o d i f i é e  p r é s e n t a n t  les c a r a c t é r i s t i q u e s  d é j à  ment ionnées .  
1 



Mais pourquo i  c e s  mo lécu le s  s e r a i e n t - e l l e s  en  p r o p o r t i o n s  d i f f é r e n t e s  s u i v a n t  

que  l ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l a  chyrnotrypsine ou l a  c a t h e p s i n e  G ? Les r a p p o r t s  mo- 
1 

l a i r e s  i n h i b i t e u r / e n z y m e  ( en  m a t é r i e l  a c t i f )  pou r  l ' i n h i b i t i o n  s o n t  en  e f f e t  

r e s p e c t i v e m e n t  d e  1 ,45/1  e t  1 ,75/1 .  Il est peu v r a i s e m b l a b l e  que  d e s  problèmes  

d e  dosage  d e s  p r o t e i n e s  i n t e r v i e n n e n t  e t  f a u s s e n t  à c e  p o i n t  les c a l c u l s  d e s  r a p -  

p o r t s  m o l a i r e s .  En e f f e t .  l e s  d é t e r m i n a t i o n s  de  c o n c e n t r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  d ' i n -  

h i b i t e u r  e t  d 'enzymes s o n t  t o u j o u r s  e f f e c t u é e s  à l ' a i d e  d ' a u  moins deux t e c h n i -  

q u e s  d o n t  l e s  r é s u l t a t s  conco rden t .  

P a r  c o n t r e ,  les é t u d e s  que  nous avons e n s u i t e  e f f e c t u é e s  s u r  l a  

s t a b i l i t é  d e s  complexes dans  l e  temps nous p e r m e t t e n t  d e  p r é s e n t e r  une a u t r e  ex-  

p l i c a t i o n .  En e f f e t ,  que c e  s o i t  a v e c  l a  chymotryps ine  ou avec  l a  c a t h e p s i n e  G ,  l e  

complexe e s t  i n s t a b l e .  Comme c e l a  a  é t é  mont ré  p a r  de  nombreux a u t e u r s  pou r  d ' a u -  

t r e s  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  r é a g i s s a n t  a v e c  d e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  t e l  l ' a  P I  (18 ,  
1  

1471 ou l 'AT (24 ,  48, 49, 2201, nous avons  pu o b s e r v e r  une  d i s s o c i a t i o n  s p o n t a n é e  

du complexe q u i  c o n d u i t  à l a  l i b é r a t i o n  d ' i n h i b i t e u r  m d i f i é  d ' u n e  p a r t ,  e t  d ' e n -  

zyme au  moins p a r t i e l l e m e n t  a c t i f  d ' a u t r e  p a r t .  Cet  enzyme a c t i f  est  c a p a b l e  d e  

s ' a s s o c i e r  de  nouveau a v e c  de  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  en  e x c è s  s ' i l  en  e x i s t e ,  p o u r  

r e f o r m e r  du complexe, il y  a  a l o r s  r e c y c l a g e  de  l ' enzyme.  Si,comme nous l e  pen- 

s o n s ,  c e  p r o c e s s u s  d e  r e c y c l a g e  i n t e r v i e n t  dEs l e  d é b u t  d e  l a  r é a c t i o n ,  nous pou- 

vons a l o r s  e x p l i q u e r  l ' o b t e n t i o n  t r è s  r a p i d e  d ' une  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  - d ' i n h i b i -  

t e u r  m o d i f i é  e t  l a  n é c e s s i t é  d ' u n  r a p p o r t  i n h i b i t e u r / e n z y m e  n e t t e m e n t  s u p é r i e u r  à 

1 /1  pour  l ' i n h i b i t i o n  d e s  enzymes. De p l u s .  p u i s q u e  l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  

de  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  e s t  p l u s  é l e v é e  que  c e l l e  de l ' a  - 
1  1 

Achy a v e c  l a  chymotryps ine  bov ine  (171,  i l  s ' e n s u i t  une consommation p l u s  r a p i d e  

de  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  en  e x c è s  l o r s  de  l a  r é a c t i o n  de  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  
1  

G que l o r s  de  l a  r é a c t i o n  de  l ' a  Achy a v e c  l a  chymot ryps ine .  Cec i  e x p l i q u e r a i t  
1 

que  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i n h i b i t e u r / e n z y m e  en  m a t é r i e l  a c t i f  S o i t  p l u s  é l e v é  p o u r  

l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c a t h e p s i n e  G que  p o u r  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  chymotryps ine .  

A p a r t i r  de ces é l é m e n t s  e t  en  nous i n s p i r a n t  d e s  mécanismes 

q u i  o n t  é t é  d é c r i t s  d a n s  l e  p r e m i e r  c h a p i t r e  pou r  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  de  s é r i n e -  

p r o t é a s e s  du plasma humain. nous e s s a y o n s  d e  d é f i n i r  un mécanisme d ' a c t i o n  d e  

l ' a  Achy s u r  les s é r i n e - p r o t é a s e s  q u ' e l l e  e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  e t  que nous a v o n s  
1  

u t i l i s é e s  dans  nos t r a v a u x  : l a  chymotryps ine  bov ine  e t  l a  c a t h e p s i n e  G l eucocy -  

t a i r e  humaine. 



L ' é q u a t i o n  s u i v a n t e  s e m b l e  p o u v o i r  r é s u m e r  les é v è n e m e n t s  q u i  

se d é r o u l e n t  : 

E  est  l ' e n z y m e ,  1 l ' i n h i b i t e u r  a c t i f ,  1* l ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  

L o r s q u e  l ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l a  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  o u  l a  ca- 
1 

t h e p s i n e  G  l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e ,  l a  p r e m i è r e  é t a p e  d o i t  ê t re  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  

c o m p l e x e  d u  t y p e  " e n z y m e - s u b s t r a t "  a p p e l é  E I  d a n s  l ' é q u a t i o n  i n d i q u é e  c i - d e s s u s .  

P u i s  l ' e n z y m e  p r a t i q u e  d a n s  l a  m o l é c u l e  d ' i n h i b i t e u r  u n e  c o u p u r e  d ' u n e  l i a i s o n  

p e p t i d i q u e  ; l ' i n h i b i t e u r  ( 1  1 a m p u t é  d ' u n  f r a g m e n t  f o r m e  a l o r s  a v e c  l ' e n z y m e  

l e  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e  E I  c o v a l e n t  . La t r a n s f o r m a t i o n  d e  E I  e n  E I *  e s t  

t r ès  r a p i d e  e t  l e  c o m p l e x e  q u e  n o u s  p o u v o n s  o b s e r v e r  e n  SOS-PAGE,par e x e m p l e ,  

e s t  t r è s  p r o b a b l e m e n t  l e  c o m p l e x e  EI* . L e s  c o n s t a n t e s  k  e t  k2 s e r a i e n t  t r è s  
1 

é l e v é e s ,  t a n d i s  q u e  l a  c o n s t a n t e  k- s i  e l l e  e x i s t e ,  s e r a i t  t rès  f a i b l e .  P a r  
1 

a n a l o g i e  avec ce q u i  e s t  d é c r i t  p o u r  les  i n h i b i t e u r s  d e  s é r i n e - p r o t é a s e s  d u  p l a s -  

ma humain  comme l ' a  P I .  l ' A T  e t  1'AP. n o u s  p o u v o n s  s u p p o s e r  d ' u n e  p a r t .  q u e  l a  
1 

l i a i s o n  h y d r o l y s é e  p a r  l ' e n z y m e  d o i t  s e  s i t u e r  a u  n i v e a u  d u  s i t e  a c t i f  d e  l ' i n -  

h i b i t e u r  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  q u e  l e  r a d i c a l  c a r b o x y l e  a i n s i  l i b é r é  d a n s  l ' i n h i b i -  - 
t e u r  d o i t  p o u v o i r  r é a g i r  a v e c  l a  s é r i n e  du  s i t e  a c t i f  d e  l a  p r o t é a s e  p o u r  é ta -  

b l i r  l a  l i a i s o n  c o v a l e n t e  d u  c o m p l e x e  E I *  . L ' i n h i b i t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e  

l ' e n z y m e  s e r a i t  d o n c  d u e  à l a  f o r m a t i o n  d ' u n  "acy l - enzyme" .  

Comme NILSSON e t  WIMAN ( 1 4 6 1  e t  DANIELSSON e t  BJORK ( 4 8 1  l ' o n t  

d é j à  s o u l i g n é ,  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  1 'AP  e t  l ' A T ,  n o u s  sommes c e r t a i n e m e n t  d a n s  

l e  c a s  d e  l ' a  Achy a u s s i  e n  p r é s e n c e  d ' u n  a c y l - e n z y m e  p l u s  s t a b l e  q u e  c e l u i  q u i  
1 

es t  f o r m é  q u a n d  l ' e n z y m e  a g i t  s u r  u n  s u b s t r a t  o r d i n a i r e .  NILSSON e t  WIMAN 11461  

p r o p o s e n t  d e u x  e x p l i c a t i o n s  d e  c e t t e  p l u s  g r a n d e  s t a b i l i t é  : o u  b i e n  l a  m a l é c u l e  

d ' e a u  n é c e s s a i r e  p o u r  l ' h y d r o l y s e  p o u r r a i t  r e n c o n t r e r  d e s  d i f f i c u l t é s  à p é n é t r e r  

d a n s  l e  c o m p l e x e  p o u r  a t t e i n d r e  l a  l i a i s o n  es ter ,  o u  b i e n  un c h a n g e m e n t  d e  con- 

f o r m a t i o n  d e  l a  r w l é c u l e  d ' i n h i b i t e u r  se  p r o d u i s a n t  a p r è s  l a  p r o t é o l y s e  limitée 

p o u r r a i t  p e r t u r b e r  l e  s y s t è m e  d e  d é l o c a l i s a t i o n  é l e c t r o n i q u e  i n t e r v e n a n t  norma-  

l e m e n t  p o u r  l a  r é a c t i o n  d e  d é s a c y l a t i o n .  La d é s a c y l a t i o n  f i n i r a i t  p a r  se  p r o d u i -  

re n é a n m o i n s  c o n d u i s a n t  à l a  d i s s o c i a t i o n  d u  c o m p l e x e  e n  i n h i b i t e u r  m o d i f i é  d ' u n e  

p a r t  e t  e n  enzyme e n c o r e  a c t i f  d ' a u t r e  p a r t .  



Dans les e x p é r i e n c e s  e f f e c t u é e s  a v e c  l a  c h y m o t r y p s i n e ,  une ré- 

a p p a r i t i o n  d ' a c t i v i t é  c h y m o t r y p s i q u e  p r o u v e  s a n s  c o n t e s t e  q u ' u n e  c e r t a i n e  quan- 

t i t é  d 'enzyme a c t i f  se d i s s o c i e  d u  complexe .  L 'a  Achy a g i t  d o n c  e n  i n h i b i t e u r  
1 

t e m p o r a i r e  d e  l a  c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  s e l o n  les d é f i n i t i o n s  d e  BIETH (211. P a r  

c o n t r e ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  d é c e l é  d e  c a t h e p s i n e  G a c t i v e  l o r s  d e  l a  d i s s o c i a t i o n  

du complexe  a A c h y - c a t h e p s i n e  G. Cependant ,  q u e  ce s o i t  d a n s  l e s  m é l a n g e s  a Achy- 
1 1 

c h y m o t r y p s i n e  ou d a n s  les m é l a n g e s  a A c h y - c a t h e p s i n e  G p r é p a r é s  e n  p r é s e n c e  d ' e x -  
1 

cès d ' i n h i b i t e u r  a c t i f ,  les  é t u d e s  f a i t e s  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  m o n t r e n t  l a  

d i s p a r i t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l ' e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  t a n d i s  q u e  d a n s  l e  même 

temps ,  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  bande  c o r r e s p o n d a n t  a u  complexe é q u i m o l é c u l a i r e  reste 

c o n s t a n t e .  Nous en  a v o n s  d é d u i t  q u e ,  d a n s  les  d e u x  cas. l ' e n z y m e  act i f  d i s s o c i é  

d u  complexe  s ' e s t  r e c y c l é .  Le f a i t  q u e  n o u s  n ' o b s e r v i o n s  p a s  d e  c a t h e p s i n e  G li- 

b é r é e  a c t i v e  s ' e x p l i q u e r a i t  p a r  l a  p l u s  g r a n d e  r a p i d i t é  d e  l a  r é a c t i o n  (171  e t  

p a r  l a  f r a g i l i t é  beaucoup  p l u s  i m p o r t a n t e  d e  l a  m o l é c u l e  d e  c a t h e p s i n e  G .  Nous 

e s s a i e r o n s  à l ' a v e n i r  d e  s u i v r e  p l u s  p r é c i s é m e n t  l e  d e v e n i r  d e  l a  c a t h e p s i n e  G 

e n  u t i l i s a n t ,  s o i t  d e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s ,  s o i t  un marquage r a d i o a c t i f  d e  l a  

m o l é c u l e ,  d a n s  l a  m e s u r e  o ù  ce marquage  n ' a l t è r e  p a s  l e s  p r o p r i é t é s  e n z y m a t i q u e s  

d e  l a  c a t h e p s i n e  G.  

De s o n  c ô t é .  l ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  a  v r a i s e m b l a b l e m e n t  s u b i .  e n  

p l u s  d e  l a  p e r t e  d ' u n  f r a g m e n t ,  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  c o n f o r m a t i o n  g u i  p rovoque-  

r a i e n t  e n t r e  a u t r e s  s o i t  l e  masquage d e  c e r t a i n s  g r o u p e m e n t s  b a s i q u e s ,  s o i t  l e  

démasquage d e  g r o u p e m e n t s  a c i d e s  ; e n  e f fe t .  il p o s s è d e  une  m i g r a t i o n  é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e  s u p é r i e u r e  à ce l le  d e  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  à pH a l c a l i n .  La d i f f é r e n c e  

d e  M r  e n t r e  l ' i n h i b i t e u r  n a t i f  e t  l ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  e s t  estimée à 3 000 e n  

SOS-PAGE, t a n d i s  q u e  l e  f r a g m e n t  l i b é r é  a  une  M r  a p p a r e n t e  d e  5 à 6 000.  En f a i t ,  

i l  e s t  d i f f i c i l e  d ' o b t e n i r  e n  SOS-PAGE d a n s  l e  même g r a d i e n t  d ' a c r y l a m i d e  une  

e s t i m a t i o n  c o r r e c t e  d e  Mr p o u r  d e s  composés d e  t a i l l e  a u s s i  d i f f é r e n t e  q u e  c e l l e  

d e  l ' i n h i b i t e u r  e t  cel le  d ' u n  p e p t i d e  d ' e n v i r o n  30 à 5 0  r é s i d u s .  De p l u s ,  d a n s  

ce même s y s t è m e  d e  g e l ,  l a  d é t e r m i n a t i o n  d ' u n e  M r  v o i s i n e  d e  55 000-58 000,  

l o r s q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e ,  ne  p e u t  ê t r e  o b t e n u e  q u ' a v e c  u n e  e r r e u r  

d ' a u  moins  f 1 000. Il  f a u d r a  donc  i s o l e r  e t  é t u d i e r  l e  f r a g m e n t  p o u r  d é t e r m i -  

n e r  p l u s  p r é c i s é m e n t  ses p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s .  J u s q u ' à  p r é s e n t ,  nous  n e  

sommes p a s  p a r v e n u e  à l ' i s o l e r  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  g e l - f i l t r a t i o n  s a n s  a g e n t  

d é n a t u r a n t ,  ce q u i  l a i s s e  p e n s e r  q u ' e n  m i l i e u  non d é n a t u r a n t , i l  reste a s s o c i é  

a u  g r o s  f r a g m e n t  d ' i n h i b i t e u r  m o d i f i é  ; nous  n ' a v o n s  pu l ' i n d i v i d u a l i s e r  q u ' a -  

p r è s  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e n  p r é s e n c e  d e  SOS. 



En ce q u i  c o n c e r n e  l ' enzyme a c t i f  l i b é r é  du complexe,  son  de-  

v e n i r  dépend d e  l a  p r é s e n c e  ou d e  l ' a b s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  e n c o r e  a c t i f  dans  l e  

m i l i e u  r é a c t i o n n e l .  En p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f  l i b r e ,  l ' enzyme va  r é a g i r  

a v e c  c e l u i - c i  e t  r e d o n n e r  l a  s u i t e  des  r é a c t i o n s  d é c r i t e s  c i - d e s s u s .  En e f f e t ,  

l a  c o n s t a n t e  d ' a s s o c i a t i o n  d e  l ' i n h i b i t e u r  a v e c  l ' enzyme est t r è s  é l e v é e  e t  l a  

f o r m a t i o n  du complexe s e r a i t  l a  r é a c t i o n  p r i v i l é g i é e .  P a r  c o n t r e ,  l o r s q u ' i l  n ' y  

a  p l u s  d ' i n h i b i t e u r  a c t i f ,  l ' enzyme e x e r c e r a i t  a l o r s  s o n  a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  

s u r  l e  complexe provoquant  a i n s i  sa d é g r a d a t i o n .  Nos r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  que  

c ' e s t  l a  p a r t i e  "enzyme" du complexe q u i  s u b i t  l ' a c t i o n  p r o t é o l y t i q u e  pu i sque  

l a  p a r t i e  " i n h i b i t e u r  mod i f i é "  n e  s u b i t  pa s  d e  d é g r a d a t i o n  u l t é r i e u r e ,  même e n  

p r é s e n c e  d'enzyme en e x c è s  ; dans  c e  c a s ,  l a  d é g r a d a t i o n  du complexe e s t  a c c é l é  

r é e .  

Comme pour  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  d e  s e r i n e - p r o t é a s e s ,  t e l s  l ' a  - 
1 

PI ,  1'AP e t  l'AT, l ' a  Achy e s t  i n a c t i v é e  p a r  des  enzymes q u ' e l l e  n ' e s t  pa s  capa -  
1 

b l e  d ' i n h i b e r  ; e l l e  e s t  t r a n s f o r m é e  en  un c o n s t i t u a n t  q u i ,  p a r  s e s  p r o p r i é t é s  

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  e t  s e s  p r o p r i é t é s  d ' i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  r e s semble  beaucoup à 

l ' a  Achy m o d i f i é e  ob t enue  a p r è s  l a  r é a c t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G o u  1  1 
l a  chymotryps ine .  On p e u t  e n v i s a g e r  q u ' i l  e x i s t e  dans  l a  molécule  d ' a  Achy une  

1 
l i a i s o n  ou  une r é g i o n  c i b l e  s u r  l a q u e l l e  a g i s s e n t  l e s  s é r i n e - p r o t é a s e s .  La molé- 

c u l e  d ' a  Achy amputée d 'un  f r agmen t  d e v i e n t  a l o r s  p l u s  r é s i s t a n t e  à l ' a c t i o n  u l -  
1 

t é r i e u r e  d ' une  p r o t k a s e .  

Peut -on  a t t r i b u e r  un r ô l e  p h y s i o l o g i q u e  à c e t t e  mo lécu le  beau- 

coup p l u s  s t a b l e  q u ' e s t  l ' a  Achy m o d i f i é e  ? C e r t a i n s  a u t e u r s  (31 ,  104, 1841 o n t  
1 

montré que  l ' a  Achy possède  une a f f i n i t é  p o u r  l ' A D N .  L ' a  Achy m o d i f i é e  c o n s e r v e  
1 1 

t - e l l e  c e t t e  a f f i n i t é  ? Peut-on e n v i s a g e r  que  c e t t e  p r o p r i é t é  l u i  c o n f è r e  un r ô -  

l e  p a r t i c u l i e r  ? L'a Achy a - t - e l l e  un r ô l e  dans  l a  r é g u l a t i o n  de  phénomènes 
1 

n ' a y a n t  p l u s  t r a i t  à l ' i n h i b i t i o n  des  s e r i n e - p r o t é a s e s  ? Ces q u e s t i o n s  r e s t e n t  

s a n s  r é p o n s e  j u s q u ' à  p r é s e n t .  

Il f a u t  b i e n  s û r  a j o u t e r  que nos  é t u d e s  o n t  é té  r é a l i s é e s  d a n s  

un m i l i e u  beaucoup moins complexe que  les l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s  e t  que  l e s  temps 

d ' i n c u b a t i o n  s o n t  p e u t - ê t r e  t r è s  l o n g s  p a r  r a p p o r t  aux v i t e s s e s  d e s  r é a c t i o n s  

q u i  o n t  l i e u  en m i l i e u  p h y s i o l o g i q u e .  De p l u s ,  nous n ' avons  pas  p r i s  en  compte 

l ' i n t e r v e n t i o n  p o s s i b l e  d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  comme l ' a  PI ou l ' a  N q u i  
1 2 

s o n t  c a p a b l e s  de  r é a g i r  éga lement  a v e c  l e s  enzymes u t i l i s é s .  



L ' é t u d e  q u a n t i t a t i v e  des  i n h i b i t e u r s  d e  s e r i n e - p r o t é a s e s  dans  

l e s  l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s  e s t  l e  p l u s  s o u v e n t  abo rdée  p a r  l e  b i a i s  d e s  dosages  

immunologiques.  Les v a l e u r s  o b t e n u e s  s o n t  e n s u i t e  comparées à l ' a c t i v i t é  i n h i -  

b i t r i c e  d e  c e s  mêmes l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s .  Ces p a r a m è t r e s  s o n t  en  e f f e t  impor-  

t a n t s  à c o n n a i t r e  en  p a t h o l o g i e  pu lmona i r e  p a r  exemple où l e  d é s é q u i l i b r e  d e  l a  

b a l a n c e  e n t r e  p r o t é a s e s  e t  a n t i p r o t é a s e s  c r é e r a i t  d e s  c o n d i t i o n s  f a v o r a b l e s  au 

développement  d e  l'emphysème e t  d e  l a  f i b r o s e .  O r  nous avons  pu m o n t r e r  que  l e  

r é s u l t a t  du  dosage  immunologique d e  l ' a  Achy à l ' a i d e  d e  t e c h n i q u e s  couramment 
1 

u t i l i s é e s  ~ l ' i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e .  l ' é l ec t ro - immunodi f fus ion  e t  

l ' immunod i f fus ion  r a d i a l e )  dépend d e  l a  forme m o l é c u l a i r e  de  l ' i n h i b i t e u r  : l ' a  - 1 
Achy engagée  dans  un complexe é q u i m o l é c u l a i r e  ne p e u t p l u s  r é a g i r a v e c  s e s a n t i c o r p s  

v ra i s emblab lemen t  p a r  s u i t e  du masquage d e s  s i t e s  a n t i g é n i q u e s  d e  l a  mo lécu le  ; 

l ' a  Achy m o d i f i é e  est  p a r  c o n t r e  s u r e s t i m é e  d ' a u  moins 25 % p a r  r a p p o r t  à une 
1 

q u a n t i t é  é q u i v a l e n t e  d ' a  Achy n a t i v e .  
1 

Les r é s u l t a t s  d e s  dosages  immunologiques d o i v e n t  donc ê t r e  u t i -  

l i s é s  t r è s  prudemment, a v a n t  d ' a f f i r m e r  p a r  exemple l a  p e r t e  du p o u v o i r  i n h i b i -  

t e u r  d e  ces composés d a n s  l e s  l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s  a n a l y s é s  e t  d ' e n  d é d u i r e  un 

d é s é q u i l i b r e  de l a  b a l a n c e  e n t r e  p r o t é a s e s  e t  a n t i p r o t é a s e s .  I l  e s t  d e  t o u t e  f a -  

çon i n d i s p e n s a b l e  d ' u t i l i s e r  une gamme de  r é f é r e n c e  p r é p a r é e  a v e c  /des c o n s t i t u a n t s  

p r é s e n t a n t  l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  que  l e s  é c h a n t i l l o n s  à d o s e r .  



Le troisième chapitre est consacré aux réactions de l'a -antichy- 
1 

motrypsine avec les sérine-protéases. Les études effectuées montrent que : 

11 l'inhibition de l'enzyme se traduit par la formation d'un complexe 

équimoléculaire de type enzyme-substrat dans lequel l'inhibiteur a subi une protéo- 

. .CJWVT-~ lyse limitée. Il y a apparition simultanée d'un peptide de Mr inférieure à 6 000 

et d'une forme libre d'inhibiteur "modifié" inactif possédant un pI plus bas et 

une Mr plus faible. 

21 les complexes équimoléculaires se dissocient au cours du temps en 

inhibiteur "modifién inactif et en enzyme actif. 

31 si de l'inhibiteur actif reste disponible, l'enzyme actif ainsi li- 

béré forme à nouveau du complexe. Ceci expliquerait que le rapport molaire IVE1 

pour l'inhibition de la chymotrypsine bovine et de la cathepsine G leucocytaire hu- 

maine soit supérieur à 1. 

41 lorsque l'inhibiteur actif est épuisé, l'enzyme libéré s'attaque à 

la partie enzyme du complexe restant. 

51 l'a -antichymotrypsine agit en inhibiteur temporaire de la chymo- 
1 

trypsine bovine ; par contre aucune régénération d'activité enzymatique n'est ob- 

servée après la réaction de l'a -antichymotrypsine avec la cathepsine G leucocytaire 
1 

humaine. 

61 les déterminants antigéniques de l'a -antichymotrypsine sont mas- 
1 

qués dans les complexes équimoléculaires. L'inhibiteur modifié qui est inactif pré- 

sente une réactivité immunologique différente de celle de l'inhibiteur actif. 

71 la trypsine bovine et l'élastase leucocytaire humaine ne sont pas 

inhibées par l'a -antichymotrypsine, mais elles l'inactivent par une protéolyse 
1 

limitée. 

Le mécanisme d'action proposé à partir de tous ces éléments permet 

de ranger l'a -antichymotrypsine dans le groupe d'inhibiteurs composé jusqu'à pré- 
1 

sent de l'a -antiprotéase, l'antithrombine III et l'a2-antiplasmine. 
1 



CONCLUS IONS 



Après  a v o i r  e x p o s é  les  g é n é r a l i t é s  s u r  les  s é r i n e - p r o t é a s e s  e t  

l e u r s  i n h i b i t e u r s  p r é s e n t s  d a n s  l e  s é r u m  humain,  nous  a v o n s ,  d a n s  l e  p r e m i e r  cha-  

p i t r e ,  r a s s e m b l é  l e s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  les p r o p r i é t é s  e t  les  mécan i smes  d ' a c t i o n  

d e s  p r i n c i p a u x  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s  ( l ' a  - m a c r o g l o b u l i n e ,  l ' a  - a n t i p r o t é a s e ,  l ' a n -  
2 1 

t i t h r o r n b i n e  III e t  l ' a  - a n t i p l a s m i n e ) .  Nous a v o n s  m o n t r é  l a  d i v e r s i t é  d e s  métho-  
2 

d e s  d ' i n v e s t i g a t i o n  e m p l o y é e s  p o u r  a b o r d e r  l ' é t u d e  d e s  i n t e r a c t i o n s  d e  ces i n h i -  

b i t e u r s  a v e c  les  s é r i n e - p r o t é a s e s  e t  nous  a v o n s  s o u l i g n é  l a  d i f f i c u l t é  q u i  e n  

r é s u l t e  p o u r  e f f e c t u e r  u n e  s y n t h è s e  d e s  r é s u l t a t s  p u b l i é s .  

Dans l e  deux ième c h a p i t r e ,  n o u s  a v o n s  d é c r i t  l e s  d i f f é r e n t e s  

é t a p e s  q u e  n o u s  avons  e u e s  à f r a n c h i r  p o u r  mettre a u  p o i n t  un p r o t o c o l e  d e  p u r i -  

f i c a t i o n  d e  l ' a  Achy s é r i q u e .  Nous d i s p o s o n s  a c t u e l l e m e n t  d e  d e u x  p r o t o c o l e s  f o n -  
1 

d é s  s u r  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' i m m u n o a f f i n i t é  q u i  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r  a v e c  un bon 

rendement  d e  l ' a  Achy p u r e  d o n t  les  p r o p r i é t é s  i n h i b i t r i c e s  o n t  é t é  p r é s e r v é e s  
1 

a u  maximum. L'un d e s  d e u x  p r o t o c o l e s  es t  un peu p l u s  complexe  p u i s q u ' i l  f a i t  ap-  

p e l  à d e u x  c h r o m a t o g r a p h i e s  c o v a l e n t e s  s u p p l é m e n t a i r e s  ; a u  c o u r s  d e  l ' u n e  d e  

ces é t a p e s ,  o n  o b t i e n t  u n e  f r a c t i o n  à p a r t i r  d e  l a q u e l l e  i l  e s t  f a c i l e  d e  p u r i -  

f i e r  l ' a  - a n t i p r o t é a s e  . 
1 

Nous a v o n s  e n s u i t e  p r é c i s é  les p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d e  

l ' a  Achy p u r i f i é e ,  e n  p a r t i c u l i e r  l a  m a s s e  m o l é c u l a i r e  r e l a t i v e ,  l e  p o i n t  i s o -  
1 

é l e c t r i q u e  e t  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e  c e t t e  g l y c o p r o t é i n e . N o u s  a v o n s  d ' a u t r e  

p a r t  é t u d i é  l a  s t a b i l i t é  d e  l ' a  Achy a p r è s  d i v e r s  t r a i t e m e n t s  p h y s i q u e s  o u  c h i m i -  
1 

q u e s  p o u r  d é t e r m i n e r  l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  n é c e s s a i r e s  p o u r  l a  c o n s e r v a t i o n  

o u  l e s  é t u d e s  f o n c t i o n n e l l e s  d e  ce t  i n h i b i t e u r .  

Le t r o i s i è m e  c h a p i t r e  d é b u t e  p a r  u n e  b r è v e  r e v u e  d e s  c a r a c t é r i s -  

t i q u e s  d e s  s é r i n e - p r o t é a s e s  q u e  nous  a v o n s  c h o i s i e s  p o u r  les é t u d e s  d ' i n t e r a c -  

t i o n s .  A p r è s  a v o i r  d é f i n i  l a  s t o e c h i o m é t r i e  d e  l a  r é a c t i o n  a u s s i  b i e n  a v e c  l a  

c h y m o t r y p s i n e  b o v i n e  q u ' a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  humaine ,  nous  a v o n s  

a b o r d é  l ' é t u d e  de l a  f o r m a t i o n  d e s  c o m p l e x e s .  L o r s q u e  l ' a  Achy r é a g i t  a v e c  l ' u n  
1 

o u  l ' a u t r e  enzyme,  il y  a f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  é q u i m o l é c u l a i r e  d e  t y p e  enzyme- 

s u b s t r a t  d a n s  l e q u e l  l ' i n h i b i t e u r  a s u b i  u n e  p r o t é o l y s e  l i m i t é e  e t  se t r o u v e  

s o u s  l a  f o r m e  d ' i n h i b i t e u r  q u i  a  p e r d u  s o n  a c t i v i t é  e t  q u i  e s t  a p p e l é  i n h i b i t e u r  

m o d i f i é .  La f o r m a t i o n  d e  c e  complexe  es t  accompagnée d e  l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  fo rme  

d '  a Achy m o d i f i é e  l i b r e .  
1 



Nous avons  s u i v i  dans  l e  temps l a  r é a c t i o n  d e  l ' a  Achy a v e c  l a  
1 

chymot ryps ine  b o v i n e  e t  a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G l e u c o c y t a i r e  e t  nous avons pu mon- 

t r e r  en p a r t i c u l i e r  que  l e s  complexes é q u i m o l é c u l a i r e s  e n t r e  l ' a  Achy e t  c e s  en-  
1 

zymes ne s o n t  p a s  s t a b l e s .  La d i s s o c i a t i o n  d e s  complexes p r o d u i t  d e  l ' i n h i b i t e u r  

m o d i f i é  e t  d e  l ' enzyme a c t i f  c a p a b l e  d e  s e  r e c y c l e r  a v e c  d e  l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  

en e x c è s  s ' i l  en e x i s t e  dans  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l .  La r é a p p a r i t i o n  d'enzyme ac -  

tif a  pu ê t r e  démontrée  pour  l a  chymot ryps ine ,  l ' a  Achy s e  compor te  donc  en  i n -  
1 

h i b i t e u r  t e m p o r a i r e  d e  l a  chymot ryps ine  b o v i n e .  Ce comportement n ' e s t  p a r  c o n t r e  

pas  r e t r o u v é  p o u r  l ' a  Achy r é a g i s s a n t  a v e c  l a  c a t h e p s i n e  G q u i  d o i t  ê t r e  vra i sem-  
1 

b l a b l e m e n t  d é t r u i t e  beaucoup p l u s  r ap idemen t .  

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  nous o n t  pe rmis  d e  p r o p o s e r  un mécanisme 

d ' a c t i o n  d e  l ' a  Achy s u r  c e s  p r o t é a s e s  : il met en j e u  un p r o c e s s u s  d ' a c y l a t i o n  
1 

e t  d e  d é s a c y l a t i o n  comme c e l u i  q u i  a  é t é  s u g g é r é  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  pou r  l ' a  - 
1 

a n t i p r o t é a s e ,  l ' a n t i t h r o m b i n e  III e t  l ' a  - a n t i p l a s m i n e  e t  q u i  permet  de donne r  
2 

une e x p l i c a t i o n  de  l a  d i s s o c i a t i o n  d e s  complexes é q u i m o l é c u l a i r e s  que  fo rmen t  

c e s  i n h i b i t e u r s  a v e c  l e s  s é r i n e - p r o t é a s e s .  Après épu i semen t  de l ' i n h i b i t e u r  a c t i f  

p r é s e n t  d a n s  l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  c e t t e  d i s s o c i a t i o n  e s t  s u i v i e  d ' u n e  dég rada -  

t i o n  du complexe d o n t  l e  p r o d u i t  f i n a l  e s t  l ' a  Achy m o d i f i é e .  
1 

Nous avons  pu m o n t r e r  d ' a u t r e  p a r t  que l ' i n a c t i v a t i o n  p r o d u i t e  

p a r  l a  t r y p s i n e  b o v i n e  e t  l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine é t a i t  due éga lement  à 

une p r o t é o l y s e  l i m i t é e  l a i s s a n t  p e n s e r  q u ' i l  e x i s t e  une l i a i s o n  c i b l e  ou au  

moins une r é g i o n  c i b l e  dans  l a  mo lécu le  d ' a  Achy comme c e l a  a  é t é  démontré pou r  
1 

d '  a u t r e s  i n h i b i t e u r s  s é r i q u e s .  

Dans l e s  m i l i e u x  b i o l o g i q u e s  pouvant  c o n t e n i r  de  t e l l e s  a c t i v i -  

t é s  enzyma t iques ,  p a r  exemple l e s  s é c r é t i o n s  b ronch iques  r e c u e i l l i e s  a p r è s  ex- 

p e c t o r a t i o n  ou p a r  l a v a g e  b r o n c h o - a l v é o l a i r e ,  une p r o p o r t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l ' a  - 
1 

Achy p e u t  s e  t r o u v e r  s o u s  c e t t e  forme m o d i f i é e  i n a c t i v e  q u i  p r é s e n t e  une r é a c -  

t i v i t é  immunologique d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  d e  l a  forme a c t i v e .  Ce p o i n t  d o i t  ê t r e  

p r i s  en  c o n s i d é r a t i o n  d a n s  l ' e x p l o i t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  d e s  dosages  immunologi- 

ques  e t  d a n s  l e u r  compara ison  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  de  l a  mesure de  l ' a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  ou de  l ' a c t i v i t é  enzyma t ique  e f f e c t u é e s  d a n s  c e s  s é c r é t i o n s .  Autre-  

ment, l e s  dosages  immunologiques r i s q u e n t  d ' a b o u t i r  à d e s  c o n c l u s i o n s  e r r o n é e s .  



PERSPECTIVES 



Nous nous proposons  d ' e f f e c t u e r  l a  s é p a r a t i o n  ( a v e c  ou s a n s  

a g e n t  d i s s o c i a n t 1  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t s  dans  l e s  mélanges  a Achy- 
1 

c a t h e p s i n e  G e t  a Achy-chymotrypsine a p r è s  d e s  temps d ' i n c u b a t i o n  v a r i a b l e s .  La 
1 

d é t e r m i n a t i o n  des  s é q u e n c e s  N -  e t  C- t e r m i n a l e s  d e  ces c o n s t i t u a n t s  d e v r a i t  p e r -  

m e t t r e  de  d é f i n i r  l e  s i t e  de  l a  coupure  p r o t é o l y t i q u e  provoquant  l a  f o r m a t i o n  de 

l ' a  Achy m o d i f i é e .  Nous t e n t e r o n s  éga lement  de mieux s u i v r e  l e  d e v e n i r  de l a  "par- 
1 

t i e  enzyme" du complexe à l ' a i d e  de s e s  p r o p r i é t é s  immunologiques ou p a r  marquage 

de l ' enzyme  à l ' i o d e  125 .  

Nous e n v i s a g e o n s  éga lement  d ' i s o l e r  l ' a  Achy o b t e n u e  a p r è s  a c t i o n  
1 

de l a  t r y p s i n e  bov ine  ou de l ' é l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  humaine a i n s i  que l e s  f r a g -  

ments p r o d u i t s  l o r s  d e  c e s  r é a c t i o n s  : nous d é t e r m i n e r o n s  s i  l a  l i a i s o n  coupée 

p a r  c e s  enzymes e s t  l a  même que  c e l l e  q u i  e s t  h y d r o l y s é e  p a r  l a  c a t h e p s i n e  G ou  

l a  chymot ryps ine .  

Nous nous proposons  de p l u s  d e  p o u r s u i v r e  l e s  é t u d e s  c o n c e r n a n t  

l e s  m o d i f i c a t i o n s  d e s  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  de  l a  molécule  d ' a  Achy au c o u r s  
1 

des  i n t e r a c t i o n s  a v e c  l e s  enzymes ; c e t  a s p e c t  p o u r r a i t  a v o i r  en  e f f e t  une r é -  

p e r c u s s i o n  i m p o r t a n t e  s u r  t o u s  l e s  dosages  immunologiques e f f e c t u é s  dans  d e s  li- 

q u i d e s  b i o l o g i q u e s  d a n s  l e s q u e l s  l ' a  Achy a  pu r é a g i r  ou b i e n  r é a g i t  e n c o r e  
1 

avec  l a  c a t h e p s i n e  G p a r  exemple.  

E n f i n ,  l ' a  Achy n ' a g i t  pa s  s e u l e  e t  i l  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  de  v o i r  
7 

comment c o o p è r e n t  les d i f f é r e n t s  i n h i b i t e u r s  dans  l a  d é f e n s e  du t i s s u  pulmonai re ,  

e n t r e  a u t r e s ,  f a c e  à d e s  enzymes q u i  eux a u s s i  a g i s s e n t  s imu l t anémen t .  On e n t r e -  

v o i t  i c i  l a  c o m p l e x i t é  des phénomènns d o n t  l a  compréhension n é c e s s i t e  e n c o r e  de  

nombreux t r a v a u x .  
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CHROMATOGRAPHIE D'INMUNOAFFINITE. T - 1 

T - 1.1 P r é p a r a t i o n  d e s  i m m u n o g l o b u l i n e s  G d ' u n  immunsérum. 

Au c o u r s  d e  n o t r e  t r a v a i l ,  n o u s  a v o n s  é t é  amenée a p u r i f i e r  les 

i m m u n o g l o b u l i n e s  G d ' u n  immunsérum p o u r  r é p o n d r e  à deux  n é c e s s i t é s  : 

- p o u v o i r  p r é p a r e r  u n e  c o l o n n e  d ' i m m u n o a f f i n i t é ,  

- é v i t e r ,  l o r s  d e  l ' e m p l o i  d e s  t e c h n i q u e s  d'électro-immunodiffusion 

les r é a c t i o n s  " p a r a s i t e s "  e n t r e  les a u t r e s  p r o t é i n e s  d e  l ' immunsérum e t  l ' é c h a n -  

t i l l o n  à a n a l y s e r  : a i n s i ,  p a r  exemple ,  l o r s q u e  l ' o n  é t u d i e  un m é l a h g e  c o n t e n a n t  

un enzyme ac t i f ,  nous  a v o n s  pu o b s e r v e r  l a  f o r m a t i o n  d e  r é a c t i o n s  e n t r e  l ' e n z y m e  

e t  ses i n h i b i t e u r s  p r é s e n t s  d a n s  l ' immunsérum, ce q u i  c o m p l i q u e  l ' i n t e r p r é t a t i o n  

d e s  r é s u l t a t s .  

P o u r  p u r i f i e r  les i m m u n o g l o b u l i n e s  G d ' u n  immunsérum, n o u s  a v o n s  

a p p l i q u é  l a  t e c h n i q u e  d e  WIOE ( 215  1 r e p r i s e  p a r  RUOSLAHTI [ 169 1 .  Le p r o t o c o l e  

est  l e  s u i v a n t  : à 1 m l  d ' immunsérum, on a j o u t e  180  mg d e  Na2S04 ( a n h y d r e ) .  A p r è s  

d i s s o l u t i o n  c o m p l è t e ,  l e  mélange  est  m a i n t e n u  s o u s  a g i t a t i o n  t r è s  d o u c e  p e n d a n t  

1 h e u r e  à 25' C. L e s  i m m u n o g l o b u l i n e s  G q u i  o n t  p r é c i p i t é  s o n t  o b t e n u e s  p a r  c e n -  
iC 

t r i f u g a t i o n  à 4 0 0 0  g p e n d a n t  2 0  m i n u t e s .  Le  c u l o t  est  l a v é  p a r  d u  PBS c o n t e -  

n a n t  l a  même c o n c e n t r a t i o n  d e  Na2S04, u n e  n o u v e l l e  c e n t r i f u g a t i o n  est e f f e c t u é e .  

Les i m m u n o g l o b u l i n e s  s o n t  a l o r s  d i s s o u t e s  d a n s  l ' e a u  d é m i n é r a l i s é e ,  d i a l y s é e s  4 

j o u r s  c o n t r e  d e  l ' e a u  d é m i n é r a l i s é e  [ a v e c  2  changements  p a r  j o u r ] ,  p u i s  l y o p h i l i -  

sées. 

T - 1 . 2  P r é p a r a t i o n  du g e l  d e  S e p h a r o s e  4  B a c t i v é  p a r  l e  bromure  d e  c y a -  

n o g è n e  et c o u p l a g e  d e  p r o t é i n e s  s u r  ce g e l  ac t ivé :  

Ce p r o t o c o l e  p e u t  ê t re  a p p l i q u é  p o u r  c o u p l e r  t o u t e  p r o t é i n e  

à d u  g e l  d e  S e p h a r o s e .  Nous l ' a v o n s  u t i l i s é  p o u r  l a  p r é p a r a t i o n  d e  s u p p o r t s  p o u r  

l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' i m n u n o a f f i n i t é ,  l e  matériel à c o u p l e r  é t a i t  d o n c  c o n s t i t u e  

p a r  d e s  i m n u n o g l o b u l i n e s  G p r é p a r é e s  à p a r t i r  d ' u n  immunsérum s p é c i f i q u e .  

XPES : Tampon p h o s p h a t e  d e  sod ium 0 ,01  M ,  NaCl 0 , 3  M d e  pH 7 , 4  c o n t e n a n t  0 , 0 2  % 

d e  NaN3. 



T - 1.2.1 A c t i v a t i o n  du g e l  d e  S e p h a r o s e  4 B  ( s e l o n  MARCH e t  c o l 1  (12711. 

30 m l  d e  g e l  d e  S e p h a r o s e  4  B  s o n t  l a v é s  s u r  un v e r r e  f r i t t é  no 4  

p a r  1.5 l i t r e  d ' e a u  d é m i n é r a l i s é e  à O°C. Le g e l  d é b a r r a s s é  d e  l ' e x c è s  d ' e a u  e s t  

remis  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  25 m l  d e  K CO ZN. C e t t e  s u s p e n s i o n  est g a r d é e  à O°C s o u s  
2 3 

a g i t a t i o n  douce. On a j o u t e  3,5 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  BrCN d a n s  l ' a c é t o n i t r i l e  (2  g 

d e  BrCN p a r  m l  d ' a c é t o n i t r i l e l .  Après  un c o n t a c t  d e  2 m i n u t e s  exactement; l e  g e l  

e s t  r e p l a c é  s u r  l e  v e r r e  f r i t t é  p u i s  très rap idement  l a v é  p a r  3 l i tres d ' eau  dB- 

m i n é r a l i s é e  f r o i d e .  

T - 1.2.2 Couplage  d e s  p r o t é i n e s  s u r  l e  g e l  a c t i v é .  

Immédiatement a p r è s  l e  l a v a g e  p a r  l ' e a u ,  l e  g e l  d e  Sepha rose  a c t i -  

vé e s t  p l a c é  dans une  é p r o u v e t t e  d e  100 m l .  On y  a j o u t e  les immunoglobulines [IO0 

à 150 mg1 d i s s o u t e s  d a n s  25 m l  d e  NaHCO30,5 M. L ' é p r o u v e t t e  est f e rmée  de  f a ç o n  

é t a n c h e  à l ' a i d e  d e n ~ a r a f i l m * e t  e l l e  est soumike à une a g i t a t i o n  r o t a t i v e  douce  

pendant  24 h e u r e s  à 4OC. Le con tenu  d e  l ' é p r o u v e t t e  est a l o r s  p l a c é  s u r  v e r r e  

f r i t t é .  A f i n  de  c o n t r ô l e r  l ' e f f i c a c i t é  du coup lage ,  l e  p r e m i e r  f i l t r a t  e s t  c o n s e r -  

vé, d i a l y s é  e t  l y o p h i l i s é .  Le g e l  est l a v é  s u r  v e r r e  f r i t t é  p a r  500 m l  d e  NaHC03 

0.5 M. 

T - 1.2.3 S a t u r a t i o n  des  s i tes a c t i v é s  r e s t é s  é v e n t u e l l e m e n t  l i b r e s .  
I ? "' ': 

z -. , -. - . - ,  ,-* 3 

Le g e l  d é b a r r a s s é  d e  l ' e x c è s  d e  tampon p a r  f i l t r a t i o n  s u r  v e r r e  

f r i t t é  est t r a n s v a s é  d a n s  un béche r ;  on y a j o u t e  2 volumes d ' u n e  s o l u t i o n  d e  g l y -  

c o c o l l e  1 M : c e t t e  o p é r a t i o n  permet  d e  s a t u r e r  les s i t e s  a c t i v é s  q u i  n ' a u r a i e n t  

pas  é t é  occupés  p a r  les i m u n o g l o b u l i n e s  G l o r s  du coup lage .  Le mélange e s t  main- 

t e n u  s o u s  a g i t a t i o n  magnét ique  douce pendan t  3 h e u r e s  à t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i -  

r e .  L ' e x c è s  d e  g l y c o c o l l e  est é l i m i n é  p a r  l a v a g e  s u r  v e r r e  f r i t t é , d l a b o r d  p a r  

500 m l  d e  NaHCO 0 , s  M ,  p u i s  p a r  500 m l  d e  tampon PBS q u i  sera u l t é r i e u r e m e n t  u t i -  
3 

l i s é  p o u r  l a  ch roma tog raph ie  d ' immunoaf f in i t g .  Le g e l  est  a l o r s  p l a c é  d a n s  une  

co lonne  d e  2 cm d e  d i a m è t r e .  

T - 1.3 Chromatographie  d ' i m m u n o a f f i n i t é .  

La ch roma tog raph ie  d ' i m m u n o a f f i n i t é  e s t  e f f e c t u é e  à t e m p é r a t u r e  



ambiante. P a r  c o n t r e ,  l o r s q u e  l a  colonne n ' e s t  pas  u t i l i s é e ,  e l l e  e s t  p l a c é e  Zt 

4' C pour é v i t e r  une p e r t e  de l ' a f f i n i t é  d e s  a n t i c o r p s .  Avant l a  première  u t i -  

l i s a t i o n  d e  l a  colonne,  un"cyc1e à b l a n c W e s t  e f f e c t u é  : a p r è s  un lavage abondant 

p a r  l e  PBS, l a  colonne est é l u é e  p a r  l e  tampon g l y c o c o l l e  0 ,2  M ,  NaCl 0 , s  fi d e  

pH 2,8. P u i s  l a  colonne est de  nouveau é q u i l i b r é e  en PBS. 

La s o l u t i o n  q u i  d o i t  ê t r e  soumise à l a  chromatographie  est cen- 

t r i f u g é e  [ à  4 000 g pendant 10 minutes1 pour  é l i m i n e r  les p a r t i c u l e s  i n s o l u b l e s .  

Après l e  dépôt ,  l a  colonne e s t  l a v é e  p a r  l e  tampon PBS. Des f r a c t i o n s  de  3 m l  

s o n t  r e c u e i l l i e s .  Le l a v a g e  e s t  e f f e c t u é  jusqu ' à  c e  que l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 

280 nm d e  l ' é l u a t  r ev ienne  à l a  l i g n e  de  base  e t  s ' y  ma in t i enne  pendant l e  passa-  

g e  d 'une  q u a n t i t é  de  tampon au moins é g a l e  au volume mort d e  l a  colonne. P u i s  l e  

m a t é r i e l  r e t e n u  e s t  é l u 6  p a r  l e  tampon g l y c o c o l l e  0 ,2  M. NaCl 0 , s  M de pH 2,8.  

Après r e t o u r  de  l a  d e n s i t e  o p t i q u e  à 280 nm d e  l ' é l u a t  à l a  l i g n e  d e  base ,  l a  co- 

lonne est d e  nouveau é q u i l i b r é e  en tampon PBS. Le pH des  f r a c t i o n s  é l u é e s  p a r  l e  

tampon de  pH 2 ,8  e s t  immédiatement a j u s t é  à 7 , s  p a r  l ' a d d i t i o n  de  NaOH 0 , l  M. Tou- 

t e s  l e s  f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  au cours  de  l a  chromatographie s o n t  a n a l y s é e s  p a r  6- 

lectro-immunodiffusion avec  p r é d i f f u s i o n  de  l ' a n t i g è n e  [ v o i r  page T 1 2  1 en u t i l i -  

san t .  d 'une  p a r t  l'immunsérum a n t i - p r o t é i n e s  s é r i q u e s  t o t a l e s  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  

l'immunsérum de même s p é c i f i c i t é  que l e s  immunoglobulines G f i x é e s  s u r  l a  colonne.  

Les r é s u l t a t s  obtenus  avec  l'immunsérum a n t i - p r o t é i n e s  t o t a l e s  i n d i q u e n t  l e  d e g r é  

de  contaminat ion d e s  f r a c t i o n s  r e t e n u e s  s u r  l a  colonne e t  é l u é e s  à pH 2,8. Une 

s a t u r a t i o n  d e  l a  colonne s e r a  v i s u a l i s é e  p a r  une r é a c t i o n  avec  l'immunsérum spé- 

c i f i q u e  d e s  f r a c t i o n s  é l u é e s  pendant l e  premier  lavage en PBS. Lorsque l e s  quan- 

t i t é s  o p t i m a l e s  à déposer  et le  nombre de  f r a c t i o n s  à r e c u e i l l i r  s o n t  b ien  d é t e r -  

minés, il n ' e s t  p l u s  n é c e s s a i r e  d ' e f f e c t u e r  l e s  v é r i f i c a t i o n s  en électro-immuno- 

d i f f u s i o n  à chaque chromatographie.  Le système é t a n t  p a r f a i t e m e n t  r e p r o d u c t i b l e ,  

une a n a l y s e  e s t  e f f e c t u é e  t o u t e s  l e s  d i x  chromatographies.  

Les colonnes  d ' immunoaff in i té  peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  p l u s  de  100 

f o i s  en donnant de  t r è s  bons r é s u l t a t s .  

T - 2  ELECTROPHORESES ANALYTIQUES. 

La t echn ique  d ' é l e c t r o p h o r è s e  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  d e s  s u p p o r t s  d i f -  

f é r e n t s  : g e l  d 'acrylamide ou g e l  d ' aga rose .  



T - 2.1 Electrophorèse en plaque de g e l  de polyacrylamide. 

Deux systèmes d i f f é r e n t s  d'électrophorèse en g e l  de polyacrylamide 

ont  é té  u t i l i s é s  : 

- l 'é lect rophorèse à pH 8,3 sans agent dénaturant en g e l  à 10 % d 'a- 

crylamide, 

- l 'é lect rophorèse en présence de SOS en gradient  d'acrylamide de 

5 à 30 % [SOS-PAGE1 . 
L'équipement, l a  p lupa r t  des so lu t ions  s tock  e t  un ce r ta in  nombre 

de d é t a i l s  techniques sont communs aux deux systèmes. 

T  - 2.1.1 Equipement. so lu t ions  stock, d é t a i l s  techniques communs. 

Nous effectuons l a  séparat ion é lect rophorét ique su r  plaque de g e l  

de 1 mm d'épaisseur, en système v e r t i c a l  avec un apparei l lage semblable à c e l u i  

mis au p o i n t  par  KERCKAERT [ 105 1. Les dimensions des plaques sont : I O  x 15 cm t 

l e  g e l  de séparat ion a une hauteur de 8  cm. Avant de l a i s s e r  polymériser l e  g e l  

de séparation, on dépose au-dessus de l a  s o l u t i o n  d'acrylamide, un peu d'eau dé- 

minéra l isée à l ' a i d e  d'une seringue pour ob ten i r  une sur face b ien  plane. Après 

polymérisat ion, ce t te  eau est absorbée a l ' a i d e  d'un pap ier  f i l t r e .  

Le g e l  supérieur ou g e l  de concentrat ion es t  cons t i tué  par un g e l  

à 5  % d'acrylamide dans leque l  17 p u i t s  de dépôts [de 4 mm de largeur1 sont ména- 

gés a l ' a i d e  d'un peigne placé avant l a  polymér isat ion e t  q u i  sera ensuite d é l i -  

catement enlevé. 

L'électrophorèse es t  ef fectuée à l ' a i d e  d'un redresseur de courant 

LKB 2103 q u i  permet de main ten i r  l'ampérage constant. 

Les so lu t ions  stock pour l a  préparat ion des deux types de g e l  sont  

les ,su ivantes  [pour 100 m l  de so lu t ion1 : 

Tampon de pH 8,9 

T r i s  

HC1 1  N 

Temed * 

"~emed : N,YRI,'N ' - Tetramethyléthylènediamine. 



Tampon de  pH 6,8  

T r i s  

H C 1  6 N 

S o l u t i o n  d 'acrylamide 

Acrylamide 48 g  

N , N '  - méthylène b i sac ry lamide  1,28 g  

S o l u t i o n  de  p e r s u l f a t e  (21 p r é p a r e r  extemporanémentl 

P e r s u l f a t e  d'ammonium 280 mg 

S o l u t i o n  de  r i b o f l a v i n e  

R i b o f l a v i n e  

T - 2.1.2 F i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  

E l l e s  s o n t  e f f e c t u é e s  de  l a  même façon a p r è s  l e s  deux t y p e s  d ' é -  

l e c t r o p h o r è s e  s e l o n  l a  t echn ique  légèrement modif iée  de  O I E Z E L  e t  c o l 1  [ 5 2  1 : 

l e  g e l  e s t  p lacé  pendant une n u i t  dans une cuve de c o l o r a t i o n  con tenan t  500 m l  

d'ATCA a 12,5 % auxque l s  s o n t  a j o u t é s  50 m l  d 'une  s o l u t i o n  de b l e u  Coomassie 

( B r i l l i a n t  Blue G 250) (0 ,25  g/100 m l  d ' e a u l .  Après p l u s i e u r s  heures  (4  heures  a u  

minimuml, c e t t e  s o l u t i o n  e s t  é l iminée  e t  remplacée p a r  de  l ' a c i d e  a c é t i q u e  à 5 % 

q u i  permet de  développer  l a  c o l o r a t i o n  des  p r o t é i n e s  en un b leu  i n t e n s e .  

L ' en reg i s t r ement  dens i tomét r ique  d e s  bandes e s t  e f f e c t u é  à l ' a i d e  

d 'un photomètre e n r e g i s t r e u r  VERNON PH 14.  Les g e l s  s o n t  s t o c k é s  sous  s a c  p l a s t i -  

que hermétiquement fermé. 

T - 2.1.3 E l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de  polyacrylamide (10 % en acrylamidel  a 
pH 8 , 3  s a n s  agen t  déna tu ran t  [système de  DAVIS ( 50 1 légèrement 

modif i é l  . 

Le g e l  de  s é p a r a t i o n  e t  l e  g e l  de  c o n c e n t r a t i o n  s o n t  p r é p a r é s  en 

e f f e c t u a n t  l e s  mélanges s u i v a n t s  : 



S o l u t i o n s  

Ribof lav ine  

T r i s  

Glycoco l l e  

H2° 

Gel de  s é p a r a t i o n  

5  m l  

4 m l  

9.9 m l  

10 p l  

0 , 7  m l  

0 , 2  m l  

15 m l  env i ron  de  c e  

mélange s o n t  u t i l i s é s .  

Tampon d ' é l e c t r o p h o r è s e .  

2 ,7  g 

1 6 , s  g  

qsp 1,s l i t r e  

Gel de  c o n c e n t r a t i o n  

1,s m l  

1 m l  

6.5 m l  

5  

0 , 8  m l  

0 , 3  m l  

4 m l  env i ron  s o n t  

u t i l i s é s .  

Les é c h a n t i l l o n s  que nous é t u d i o n s  s o n t  généralement d é j à  en  s o -  

l u t i o n .  Avant d ' ê t r e  déposés,  i l s  s o n t  t r a i t é s  de  l a  façon s u i v a n t e  : à 30 p l  
Il 

d ' é c h a n t i l l o n ,  nous a j o u t o n s  10 p l  de  l a n s o l u t i o n  é c h a n t i l l o n  composée de  : 

Glycéro l  

S o l u t i o n  1 8 

bleu de  bromophénol 

2  m l  

1  m l  

2 , 4  mg. 

Le volume des  dépôts  e s t  de  l ' o r d r e  de  2  à 10 p l  ( env i ron  1 à 2  ug 

d ' a  Achy p u r i f i é e  p a r  exemplel. 
1 

L ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  e f f e c t u é e  sous  un ampérage c o n s t a n t  de  35 mA. 

Nous mesurons l e  t e m p s n t n n é c e s s a i r e  pour que l e  témoin c o l o r é  a t t e i g n e  l e  bas  du 1 
t 

g e l  e t  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  p o u r s u i v i e  encore  pendant un temps é g a l  à - 
2 -  

Après l ' é l e c t r o p h o r è s e ,  c e  g e l  p e u t ,  ou bien ê t r e  f i x é  e t  c o l o r é  

p a r  l e  b leu  ~ o o m a s s i e  comme ind iqué  précédemment, ou bien u t i l i s é  pour  l a  r é v é l a -  I 
t i o n  de  l ' a c t i v i t é  e s t é r a s i q u e  ou de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  [ v o i r  page Tl31 



T - 2.1.4 E l e c t r o p h o r è s e  en g r a d i e n t  d ' ac ry lamide  ( 5  à 30 %1 en p résence  de 

SOS (sys tème de  LAEMNLI [ 1 1 3 1  légèrement modi f i é ] .  

P r é p a r a t i o n  d e s  2 s o l u t i o n s  d ' ac ry lamide  pour l e  g r a d i e n t  : 

S o l u t i o n s  S o l u t i o n  à 5 % S o l u t i o n  ?i 30 % 

A2 

Glycérol  

Temed 

SDS 10 % 

Ribof lav ine  

Le g r a d i e n t  e s t  f a i t  avec un a p p a r e i l  à 2 rése rvo i r s :B  m l  d e  l a  

s o l u t i o n  à 5 % d 'ac ry lamide  s o n t  p l a c é s  dans l e  compartiment s a n s  a g i t a t i o n ,  

7 m l  de  l a  s o l u t i o n  a 30 % d 'ac ry lamide  s o n t  p l a c é s  dans  l e  compartiment où s ' e f -  

f e c t u e  l e  mélange. Avant d ' o u v r i r  l a  communication e n t r e  l e s  deux r é s e r v o i r s ,  on 

l a i s s e  s ' é c o u l e r  environ 1 m l  de  s o l u t i o n  à 30 % d 'acrylamide.  

Le g e l  de c o n c e n t r a t i o n  e s t  p r é p a r é  avec  l e  tampon de  pH 6 ,8  d e  

l a  façon s u i v a n t e  : 

S o l u t i o n s  

A2 

Temed 

3 A '  

SOS 10 % 

R i b o f l a v i n e  

Tampon d ' é l e c t r o p h o r è s e  pH 8 , 3  

T r i s  2 J 7  g 

1685 g 

1,s g 

qsp  1 , s  l i t re .  

Glycoco l l e  



Les é c h a n t i l l o n s  à déposer  s o n t  p r é p a r é s  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

à 20 p l  de  s o l u t i o n  p r o t é i q u e  s o n t  a j o u t é s  20 de " s o l u t i o n  é c h a n t i l l o n " .  

Deux " s o l u t i o n s  é c h a n t i l l o n s "  d i f f é r e n t e s  peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  

s e l o n  que l ' o n  d é s i r e  ou non r é d u i r e  l ' é c h a n t i l l o n .  

P r é p a r a t i o n  d e s  " s o l u t i o n s  é c h a n t i l l o n s " .  : 

"So lu t ion  é c h a n t i l l o n "  "Solut ion é c h a n t i l l o n "  

S  DS SDS + 6-mercaptoéthanol 

T r i s  0,65 g  

SDS 2  g  

Glycéro l  9,34 m l  

Bleu de bromophénol 25 mg 

A j u s t e r  à pH 6,8 avec  HC1 

/ 4 m l  

q sp  50 m l  qsp 50 m l  

Le mélange de  l a  s o l u t i o n  p r o t é i q u e  a a n a l y s e r  avec  l ' u n e  ou l ' a u -  

t re  " s o l u t i o n  é c h a n t i l l o n "  e s t  p l a c é  dans un bain-marie  b o u i l l a n t  pendant 3 m i -  

n u t e s ,  p u i s  a p r è s  r e f r o i d i s s e m e n t  e s t  déposé dans un p u i t s  du g e l .  Le volume d e s  

d é p â t s  e s t  de  l ' o r d r e  de  2  à 10 p l .  

Pour l a  dé te rmina t ion  de  l a  M r .  nous u t i l i s o n s  une courbe d ' é t a l o n -  

nage q u i  e s t  é t a b l i e  d ' a p r è s  l a  m i g r a t i o n  dans  l a  même expér ience  de  témoins de  

Mr connues Clow molecular  weight c a l i b r a t i o n  k i t n d e  PHARMACIAI q u i  s o n t  o b l i g a -  

t o i r e m e n t  t r a i t é s  p a r  l e  8-mercaptogthanol : 2  mg s o n t  d i s s o u s  dans  20 u 1  d ' e a u  

e t  a d d i t i o n n é s  de  20 p l  d e  " s o l u t i o n  échanti1lon"SDS + 8-mercaptoéthanol.  2  p l  

de  c e  mélange s o n t  déposés.  

L ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  e f f e c t u é e  sous  un ampérage c o n s t a n t  de 35 mA 

j u s q u ' a  c e  que l e  témoin c o l o r é  de  migra t ion  a t t e i g n e  l ' e x t r é m i t é  du g e l ,  c e  q u i  

n é c e s s i t e  environ 3 heures .  



T - 2.2 E lec t rophorèse  en p laque  d 'agarose .  

C e t t e  é l e c t r o p h o r è s e  e s t  e f f e c t u é e  en p laque  d ' aga rose  [de l ' I n -  

d u s t r i e  Biologique F r a n ç a i s e ,  Indub iose  A 451 à 1 % en tampon Véronal  de  pH 8,6. 

La p r é p a r a t i o n  du g e l ,  l ' a p p a r e i l l a g e  employé. l e  v o l t a g e  u t i l i s é  (10 vo l t s / cml  

cor responden t  en f a i t  aux c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  pour l a  s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r 6 -  

t i q u e  de  l a  première  dimension de  l ' imrnunoélectrophorèse b id imens ionne l l e  ( v o i r  

p. T 12 1.  C e t t e  s t a n d a r d i s a t i o n  permet d ' e f f e c t u e r  s o i t  une s imple  é t u d e  é l e c t r o -  

phoré t ique  a p r è s  l a q u e l l e  on peut  r é a l i s e r  d i f f é r e n t e s  r é v é l a t i o n s  ou c o l o r a t i o n s ,  

s o i t  une é t u d e  immunoélectrophorétique. 

L ' i n t é r ê t  de  c e  t y p e  d ' é l e c t r o p h o r è s e  r é s i d e  dans l e  f a i t  qu 'en  

c h o i s i s s a n t  b i e n  l a  p l a c e  où e s t  ménagg l e  p u i t s  de  dépô t .  il e s t  p o s s i b l e  d e  v i -  

s u a l i s e r  un c o n s t i t u a n t  t r è s  bas ique  comme l a  chymotrypsine ou l a  c a t h e p s i n e  G 

q u i ,  au c o u r s  de  l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylamide à pH 8 . 3 ,  s o r t  du g e l  

v e r s  l e  compartiment de  l a  ca thode.  

C e t t e  t echn ique  f a c i l e  à m e t t r e  en oeuvre  e s t  de  p l u s  adap tée  à 

des  é t u d e s  s u c c e s s i v e s  t r è s  rapprochées  dans l e  temps. 

Le suppor t  que nous u t i l i s o n s  e s t  l e  Gel Bond ( F N C c o r p o r a t i o n ,  

Marine C o l l o i d s  Divis ion1 que l ' o n  peut  f a c i l e m e n t  découper e t  s u r  l e q u e l  l ' a g a -  

r o s e  adhère  b i e n  même l o r s  des  passages  s u c c e s s i f s  dans  l e s  b a i n s  de  r é v é l a t i o n .  

Après é l e c t r o p h o r è s e ,  l e s  p r o t é i n e s  s o n t  f i x é e s  en p laçan t  l a  p l a -  

que dans un b a i n  de  f i x a t i o n  : Acide a c é t i q u e  RP /Eau / Ethanol à 95' (100/450/ 

450 ; v/vl pendant au moins 4  heures .  Après séchage,  l a  p laque e s t  c o l o r é e  p a r  l e  

b l e u  Coomass ie (Br i l1 ian t  Blue R 2501(5 g / l  dans  l e  même mélange que l e  ba in  d e  

f i x a t i o n ) .  La 

c o l o r a n t .  

d é c o l o r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p a r  b a i n s  s u c c e s s i f s  

ISOELECTROFOCALISATION EN PLAQUE D'ISOGEL. 

dans l e  s o l v a n t  

C e t t e  t echn ique  permet l a  dé te rmina t ion  du p I  d  'une p r o t é i n e .  



T - 3.1 P r é p a r a t i o n  de  l a  p laque.  

Nous u t i l i s o n s  de  1 ' I s o g e l  [ agarose  dépourvue d 'é lec t roendosmose,  

F M C c o r p o r a t i o n ,  Marine C o l l o i d s  D i v i s i o n )  en  s o l u t i o n  1 % dans  l ' e a u  déminé- 

r a l i s é e ,  auquel  s o n t  a j o u t é s  d e s  ampholytes c h o i s i s  pour former  l e  g r a d i e n t  de  pH 

d é s i r 6 .  Le volume d e s  ampholytes a j o u t é s  ne d o i t  pas  d é p a s s e r  10 % du volume d ' I -  

soge l  . C e t t e  p r é p a r a t i o n  e s t  cou'lée sur un Gel Bond (110 x  125 mm1 pour o b t e n i r  

une é p a i s s e u r  de  1 , 5  mm. En t h é o r i e ,  il n 'y  a  pas d ' e n d r o i t  p r d c i s  où d o i t  ê t r e  

ménagé l e  p u i t s  de  dépôt  ; en p r a t i q u e ,  on peu t  ê t r e  amené à renouve le r  l ' expé-  

r i e n c e  c a r  il e s t  p r é f é r a b l e  que l e  p u i t s  ne s o i t  pas p l a c é  jus tement  à l ' e n d r o i t  

où f o c a l i s e r a  l ' é c h a n t i l l o n .  L ' é c h a n t i l l o n  e s t  de p r é f é r e n c e  d i s s o u s  dans d e  l ' e a u  

déminéra l i sée .  

T - 3.2 Condi t ions  d ' é l e c t r o o h o r è s e .  

On u t i l i s e  un a p p a r e i l  LKB 2117 Nul t iphor  dans l e q u e l  l a  p laque 

e s t  r e f r o i d i e  pendant l a  migra t ion.  Le c o n t a c t  avec l e s  é l e c t r o d e s  e s t  e f f e c t u é  

à l ' a i d e  de  "mèches" é p a i s s e s  imprégnées d ' é l e c t r o l y t e s  c h o i s i s  en f o n c t i o n  des  

ampholytes a j o u t é s  2t 1 ' I s o g e l .  

L ' é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  sous  une pu i s sance  c o n s t a n t e  

de 10 w a t t s  jusqu ' à  c e  que l 'ampérage r e s t e  c o n s t a n t  pendant 15  minutes  au moins. 

a p r è s  une c h u t e  p r o g r e s s i v e  au c o u r s  du temps. 

T  - 3 . 3  Déterminat ion du g r a d i e n t  d e  pH. 

Après l a  migra t ion ,  l a  dé te rmina t ion  du g r a d i e n t  de  pH e s t  e f f e c -  

t u é e  p a r  mesure du pH, t o u s  les cent imBtres ,  au moyen d 'une  é l e c t r o d e  d e  s u r f a c e .  

Des marqueurs de  p I  (PHARMACIAI peuvent également ê t r e  u t i l i s é s .  

T  - 3.4 F i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n .  

La p laque  d ' I s o g e l  e s t  e n s u i t e  p lacée  pendant au moins 2  heures  

dans l a  s o l u t i o n  de f i x a t i o n  s u i v a n t e  : 

Néthanol/ATCA à 1 2 , s  %/ac ide  s u l f o - 5 - s a l i c y l i q u e  à 20 % / eau 

1240/330/140/290 z v/vl . 

, - . . .. P 

. a  I I I . .  
- .,. 



L 'ac ide  su l f o -5 -sa l i cy l i que  permet d ' é l im ine r  l e s  ampholytes du 

gel.  Pour ê t r e  séchée, l a  plaque e s t  recouver te d'une épaisseur de pap ie rw~rches :  

puis  d'une'épaisseur de 1 cm de pap ie r  de c e l l u l o s e  (papier  Lotus] .  

Après séchage. l a  plaque e s t  co lorée par  l e  co lo ran t  u t i l i s 6  après 

électrophorèse en plaque d'agarose (T - 2.21. 

T - 4  TECHNIQUES D'ELECTRO-IMMUNODIFFUSION. 

Les d i f f é r e n t e s  techniques q u i  se ra t tachent  à l 'é lectro- immuno- 

d i f f u s i o n  e t  que nous avons u t i l i s é e s  sont : 
, 1- ,  . . . I , - . . .' . m a  - *'. 

h ? ,  . 1 . 8  , . i . .-', 88 8- ,. ,*. 
- l'immunoélectrophorèse'bidimensionnelle selon l e  p r i n c i p e  présenté 

par LAURELL ( 11 7 1 e t  adapté par CLARKE e t  FREEMAN ( 41 1, 

- l a  technique d i t e  des "rackets" q u i  es t  une technique de dosage 

irmunologique, selon l a  méthode de LAURELL ( 1181, 

- l a  technique d 'é lec t ro - immunod i f fus ion  avec p r é d i f f u s i o n  de l ' a n -  

t igène selon SVENDSEN e t  ROSE ( 198 1, 

- l a  technique d' immuno-af f inoélectrophorèse se lon l a  technique de 

B0G-HANSEN e t  c o l 1  [ 27 1, 

Une desc r i p t i on  complète des t r o i s  premières techniques a é t é  don- 

née dans n o t r e  précédent t r a v a i l  ( 114 1. Nous précisons seulement i c i  que nous 

u t i l i s o n s  de l l Indub iose  A 45 à 1 % en tampon Véronal de pH 8,6 : 

Véronal sodé 2 0 a 6  g 

Véronal acide 4 g 

H2° qsp 5 l i t r e s .  

Pour l'immune-effinoélectrophorèçe, nous u t i l i s o n s  un tampon d i f -  
+ + 

férent.  de pH 8,7; l a  concanavaline A nécessi te  en e f f e t  l a  présence d ' ions  Ca . 
La composit ion de ce tampon es t  l a  su ivante : 

T r i s  

Véronal sodé 

Véronal acide 



L a c t a t e  d e  ca lc ium 0,55 g (0,36 mN) 

Azide d e  sodium 0.06 g (0,2 rnN1 

H2° 
qsp 5 l i t r e s .  

15  m l  d ' a g a r o s e  ( Indub iose  A 451 à 1 % dans c e  tampon de  pH 8 , 7  s o n t  cou lés  s u r  

une plaque d e  10 x 10  cm. Après g é l i f i c a t i o n ,  une bande d e  g e l  e s t  remplacée p a r  

d e  l ' a g a r o s e  (1 , l  m l )  con tenan t  100 p l  de  l a  s o l u t i o n  de  concanava l ine  A (à 10  mg/ 

m l  dans l e  tampon de  pH' 8,71 ( f i g u r e  T l ] .  En f a i t ,  l a  q u a n t i t é  de  concanaval ine  A 

à i n c l u r e  dans  l e  g e l  a é t é  déterminée expérimentalement en u t i l i s a n t  d e s  q u a n t i -  

t é s  c r o i s s a n t e s  corne  c e l a  a é t é  d é c r i t  p a r  KERCKAERT e t  c o l 1  ( 1 0 6  ]. Le p u i t s  

de  dépôt est ménagé d a n s  l ' a g a r o s e  con tenan t  l a  concanaval ine  A ( f i g u r e  T l ] .  La 

durée  de  l ' a f f i n o é l e c t r o p h o r è s e  d o i t  ê t r e  un peu s u p é r i e u r e  à c e l l e  de  l a  premiè- 

r e  dimension de  l ' immunoélect rophorèse  b id imens ionne l l e  (1 h 20 au l i e u  de 1 h 

avec un v o l t a g e  de 10 vol ts /cm aux bords  de  l a  p laque] .  

Après c e t t e  migra t ion ,  l e  g e l  r ecouvran t  l a  p a r t i e  doublement ha- 

churée s u r  l a  f i g u r e  T l  e s t é l i r n i n é  e t  on c o u l e  à l a  p l a c e  d e  l ' a g a r o s e  con tenan t  

l'immunsérum s p é c i f i q u e .  La deuxième dimension e t  l a  s u i t e  des  o p é r a t i o n s  s o n t  

e f f e c t u é e s  comme pour une immunoélectrophorèse b id imens ionne l l e  o r d i n a i r e .  

METHODES PERMETTANT LA REVELATION D'UNE ACTIVITE ESTERASIQUE OU 

D'UNE ACTIVITE INHIBITRICE ENVERS DES ENZYMES POSSEDANT UNE ACTI- 

VITE ESTERASIQUE. 

Ces méthodes peuvent ê t r e  a p p l i q u é e s  d i rec tement  s o i t  a p r è s  é l e c -  

t r o p h o r è s e  en  g e l  de  polyacrylamide à pH 8 , 3  s a n s  agen t  d é n a t u r a n t ,  s o i t  a p r è s  

é l e c t r o p h o r è s e  en p laque  de  g e l  d ' a g a r o s e  à pH 8,6  a p r è s  un l avage  pendant 5 m i -  

n u t e s  dans l e  tampon u t i l i s é  e n s u i t e  au c o u r s  de  l a  r é v é l a t i o n  : tampon phosphat 

de  sodium 0 , l  N de  pH 7 ,4  . Ces méthodes d e  r é v é l a t i o n  s o n t  des  a d a p t a t i o n s  d e  

l a  t echn ique  de  URIEL e t  BERGES ( 2 0 6 1  q u i  permet de  r é v é l e r  l e s  i n h i b i t e u r s  d e  

t r y p s i n e  e t  de.chymotrypsine.  Ce t y p e  de  r é v é l a t i o n  e s t  également a p p l i c a b l e  ?i 

des  g e l s  d e  polyacrylamide en m i l i e u  SOS a p r è s  en a v o i r  é l i m i n é  l e  SOS s e l o n  l a  

méthode de  FILHO e t  De AZEVEDO MOREIRA( 59 1 ou c e l l e  de  GRANELLI-PIPERNO e t  

REICH ( 70 1. Il f a u t  d e  t o u t e  façon v é r i f i e r  au p r é a l a b l e  que l ' é c h a n t i l l o n  ana 

l y s é  conse rve  s e s  p r o p r i é t é s  e s t é r a s i q u e s  ou i n h i b i t r i c e s  en m i l i e u  SOS, c e  q u i  6n- 
n ' e s t  pas  l e  c a s  de  l ' a  Achy. 

1 
1 

* 



2 nde 

dimension 

I , + 
lère dimension 

F i g u r e  T l  : Schéma d e  l a  p r é p a r a t i o n  d ' u n e  p l a q u e  p o u r  l ' é t u d e  e n  a f f i n o -  

i m m u n o é l e c t r o p h o r è s e  . 

// a g a r o s e  + c o n c a n a v a l i n e  A 

a g a r o s e  + immunsérurn. 



Pour l a  mise en évidence de l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  de l ' a  Achy, 
1 

l ' i n c u b a t i o n  es t .e f fec tuée 37' C dans une s o l u t i o n  de chymotrypsine bovine 

(SIGMA, type VI11 a 2 mg/100 m l  de tampon phosphate de sodium 0, l  M de pH 7,4 

pendant 1/2 heure pour l e  g e l  d'agarose e t  1 heure pour l e  g e l  de polyacrylamide. 

Le g e l  es t  ensui te r i n c é  dans l e  tampon de pH 7,4 p u i s  l a  révé la t i on  de l ' a c t i -  

v i t é  estérasique es t  ef fectuée de l a  façon suivante : l e  g e l  es t  p lacé pendant 

40 minutes a température du l abo ra to i re  dans l e  mélange préparé extemporanément 

de : 

l a  s o l u t i o n  a = 10 mg de N-acétyl-DL-phénylalanine-.B-naphtyl  

es te r  [ S I G M A I  + 4 m l  de N,N diméthyl formamide 

(SIGNAI 

l a  s o l u t i o n  b =. 50 mg de O-Dian is id ine  tet razotée (SIGMA1 

+ 90 m l  de tampon de pH 7.4. 

Les cons t i tuants  possédant une a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  v i s - & v i s  de 

l a  chymotrypsine apparaissent sous l a  forme de "spots" transparents sur un fond 

rose. 

L ' a c t i v i t é  estérasique de cons t i tuants  es t  mise en évidence en 

p laçant  l a  plaque d'électrophorèse dans l e  même mélange des so lu t ions  a e t  b, 

sans a v o i r  f a i t  sub i r  au g e l  l ' é tape d ' incubat ion dans l a  so lu t i on  de chymotryp- 

sine. Les const i tuants possédant une a c t i v i t é  estérasique apparaissent sous f o r -  

me de spots roses sur un fond transparent. Pour stopper l a  réact ion, l a  plaque de 

g e l  es t  placée dans de l ' a c i d e  acét ique a 2 %. Une plaque d'agarose révélée de 

c e t t e  façon est  ensui te séchée après avo i r  é té  recouverte d'une épaisseur de pa- 

p i e r  f i l t r e .  Un g e l  de polyacrylamide est  par  contre conservé en sac p las t i que  

soudé. 

REDUCTION ET ALKYLATION DES GROUPEMENTS SULFHYDRYLE. 

M....'. ... - . ,-. , ,  .- "'. ' Nous avons c h o i s i  l ' amino6thy la t ion  comme méthode d ' a l k y l a t i o n  des 

groupements s u l f h y d r y l  de l ' a  Achy. La technique u t i l i s é e  est  dérivée de c e l l e  de 
1 

SCHWARTZ e t  c o l 1  ( 181 1. L'étape de réduct ion est  modi f iée de l a  façon suivante : 

l a  s o l u t i o n  de chlorhydrate de guanidine 6 M a é té  remplacée par une so lu t i on  d'u- 

rée 8 M [préalablement désionisée sur  rés ine  BIORAD AG 11 A 81 tamponnée a pH 8,l 

par  du T r i s  0,2 M. La réduct ion e t  l ' a l k y l a t i o n  sont effectuées sous azote, à i ' a -  

b r i  de l a  lumière e t  sous a g i t a t i o n  magnétique. 



 IO-^ mole dlalAchy ( s o i t  5,8 mg] e s t  r e p r i s e  p a r  5.8 m l  de l a  

s o l u t i o n  d'urée 8  M tamponnée. Un excès mola i re  de d i t h i o t h r é i t o l  de 40 f o i s  par  

rappor t  au nombre de ponts d isu l fu re ,  ca l cu lé  3 p a r t i r  de l a  composit ion en a c i -  
- 6 

des aminés, e s t  a jou té , so i t  8 x  10 mole, puisque après oxydat ion p e r f o n i q u e ,  

l a  p répara t ion  con t i end ra i t  env i ron 1  % d 'ac ide  cystéique, donc au maximum 2 

ponts d i s u l f u r e  pa r  molécule. 

La réduc t ion  s ' e f f e c t u e  pendant 4  heures à température du labo- 

r a t o i r e .  Le pH de l a  s o l u t i o n  es t  a l o r s  a j u s t é  à 8,6 par  a d d i t i o n  de NoOH? N,puis on 

a jou te  un excès d'Aminoéthy1 8 (PIERCE1 de 25 f o i s  par  rappor t  à l a  quant i té  t o -  

t a l e  de S  H  prasente dans l e  m i l i e u  réact ionnel ,  s o i t  4  x  mole pour l e s  

SH de l a  p ro té ine  e t  1 6  x  mole de S H  pour l e  d i t h i o t h r é i t o l  : on a jou te  

donc 4.1 x  mole , s o i t  109 mg d'Aminoéthy1 8  dissous dans du méthanol. Le 

r é a c t i f  es t  a jou té  en 2  f o i s  e t  l a  réac t i on  e s t  s u i v i e  en dosant l e s  SH l i b r e s  

par  l a  méthode au DTNB ( r é a c t i f  d'ELLNAN ( 56 II. Au bout de 2  heures, l ' a lky i  

l a t i o n  es t  complète. Le mélange e s t  a jus té  à pH 5,s avec de l ' a c i d e  acét ique e t  

d ia lysé  ensu i te  pendant 8 jours  cont re  de l ' a c i d e  acét ique 0,005 M pu i s  l yoph i -  

l i s é .  

DOSAGE DE L'ACTIVITE ESTERASIQUE DE LA CHYNOTRYPSINE, DE LA 

CATHEPSINE G ET DE L'ELASTASE LEUCOCYTAIRE PAR NETHODE SPECTRO- 

PHOTONETRIQUE. 

Le p r i n c i p e  du dosage es t  l a  mesure a 410 nm de l a  l i b é r a t i o n  de 

p a r a n i t r o a n i l i n e  en fonc t i on  du temps à p a r t i r  d'un subs t ra t  chromogénique syn- 

thé t ique  hydrolysé pa r  l'enzyme. Le dosage es t  e f fec tué  à l ' a i d e  d 'un spectro- 

photomètre UVIKON [KONTRONI dont l e  compartiment à cuves es t  thermostaté à 25' C. 

T  - 7.1 Dosage de l ' a c t i v i t é  de l a  chymotrypsine e t  de l a  cathepsine G (1441 

Le tampon u t i l i s é  pour l e  dosage es t  l e  tampon Hepes 0.1 N  de * 
pH 7.5, NaCl 0,s M, 9 % DNSO. Le subs t ra t  u t i l i s é  es t  l e  Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- 

NA. Il est  dissous dans l e  DNSO, l e  volume u t i l i s é  par  dosage es t  de 10 p l .  La 
- 3 

concentrat ion f i n a l e  en substrat  e s t  10 M poÙr l e  dosage de l a  cathepsine G e t  

 IO-^ N  pour l e  dosage de l a  chymotrypsine. 

' DUS0 : diméthylsul foxyde. 



L a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  e n  enzyme es t  d e  l ' o r d r e  d e  3 à 4 x I O - ~ P I  

p o u r  l a  c a t h e p s i n e  G e t  d e  1 à 2 x IO-' fl p o u r  l a  c h y m o t r y p s i n e  ; l e  volume f i n a l  

d a n s  l a  c u v e  est de 1 m l .  

. 
T r i s  0 , 0 5  Pl, NaCl 

0,s fl d e  pH 8 , O .  Le  s u b s t r a t  u t i l i s é  est l e  Suc-Ala-Ala-Ala-p-NA d i s s o u s  d a n s  l e  

*NNP . Le vo lume u t i l i s é  p o u r  l e  d o s a g e  est d e  1 0  p l .  La c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  e n  

s u b s t r a t  est é g a l e  à  IO-^ M. La c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  e n  enzyme est  d e  l ' o r d r e  de 

3 à 4 x  IO-^ M. L e  volume f i n a l  d a n s  l a  c u v e  est é g a l e m e n t  d e  1 m l .  

L o r s  d e s  e x p é r i e n c e s  d ' i n h i b i t i o n  d ' u n  enzyme p a r  un i n h i b i t e u r ,  

l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r é s i d u e l l e  est  e x p r i m é e  e n  p o u r c e n t a g e  d e  l ' a c t i v i t é  d ' u n e  

s o l u t i o n  d ' e n z y m e  d e  même c o n c e n t r a t i o n  à l a q u e l l e  l ' i n h i b i t e u r  n ' a  p a s  é té  a j o u t é  

e t  q u i  est d o s é e d a n s  les  mêmes c o n d i t i o n s .  
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