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INTRODUCTION



Dans un précédent travail portant sur 1l'identification des protéides
de la sécrétion bronchique humaine (114), milieu biologique dont 1’'étude consti-
tue un des thémes de recherches de 1'unité INSERM n°® 16, nous avions souligné
1'existence quasi permanente, en proportions variables, de plusieurs inhibi-
teurs de sérine-protéases antigéniquement rattachés aux inhibiteurs sériqgues
-antitrypsine) et 1'a -

1 1
antichymotrypsine. A ces inhibiteurs s'ajouterait, selaon certains auteurs(81,153)

suivants : l'az-macroglobuline, 1'a1-antiprotéase (ou a

un inhibiteur de petite taille moléculaire (Mr = 14 000), stable en milieu aci-
de, non rattaché antigéniquement & une protéine connue du sérum, mais dont la
présence dans le sérum méme a cependant pu étre montrée récemment par 1'utili-

sation de techniques radio-immunolegiques (B5).

Depuils plusieurs années déja, les inhibiteurs sérigues de sérine-pro-
téases sont, comme nous le verrons ultérieurement, l'objet de trés nombreuses
études tant structurales gque fonctionnelles, mais peu de travaux ont été effec-
tués sur l'a1-antichymotrypsine. Cet inhibiteur caractérisé par sa proprigté
d'inhiber la chymotrypsine est soupgonné d'’avoir un réle important dans la sé-
crétion bronchique ; en effet les enzymes de type chymotrypsiqueet 1'élastase
qui proviennent des leucocytes jouent ensemble un réle déterminant dans 1la
dégradation de 1'élastine et du collagéne du poumon qui survient dans des affec-

tions comme 1l'emphyséme pulmonaire.

Notre but & long terme est donc de comparer les propriétés physico-
chimiques et les capacités d'inhibition enzymatique de 1'a1—antichymotrypsine
isolée de la sécrétion bronchique avec celles de son homologue sérique. Etant
donné le peu de connaissances acguises jusgu'alors sur cet inhibiteur, nous

avons entrepris dés 1977 un travail de purification de 1'a,-antichymotrypsine

1
& partir de liquide pleural, puis & partir du sérum humain normal pour déter-
miner les propriétésphysico-chimiques de ce constituant et étudier ensuite les
interactions de cet inhibiteur avec diverses protéases : ce travail constitue

1'objet de cette thése.



Dans la premiére partie, nous exposons des généralités sur les sérine-
protéases et les inhibiteurs sériques de sérine-protéases, puis nous effectuons
une revue détaillée des connaissances acquises sur les principaux inhibiteurs

sériques concernant leurs propriétés et leurs mécanismes d'action.

La deuxiéme partie sera consacrée & la mise au point du protocole de

purification et aux propriétés physico-chimiques de 1'inhibiteur purifieé.

La troisiéme partie concernera les études des interactions de 1’a1-
antichymotrypsine avec quatre protéases différentes et la présentation d'un mo-
dele possible pour le mécanisme d'action de 1'a1-antichymotrypsine sur les sé-

rine-protéases.



CHAPITRE I

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

1 LES SERINE-PROTEASES
2 LES INHIBITEURS DE SERINE-PROTEASES DU PLASMA HUMAIN
3 PROPRIETES ET MODE D'ACTION DES PRINCIPAUX INHIBITEURS DE

SERINE PROTEASES DU PLASMA HUMAIN : ETAT DES CONNAISSANCES.

I-3.1 az-macroglobuline (azM]
I- 3.2 a1-antiprotéase (a1PI]
I - 3.3 Antithrombine III (AT)
I- 3.4 az-antiplasmine (AP}

I- 3.5 a1—antichymotrypsine (a1Achy)



Pendant trés longtemps, on a pensé que les enzymes protéolytiques
étaient presque exclusivement associés au processus de la digestion et de 1la
dégradation des protéines. Il est maintenant largement démontré gue ces enzymes
ont aussi & jouer un rdle dans la régulation en effectuant des coupures sélec-
tives et restrictives de liaisons peptidiques : ce processus est appelé "protéo-

lyse limitée " (145).

La protéolyse limitée représente trés vraisemblablement la toute
premiere étape dans la dégradation des protéines et constitue par ailleurs la
derniére étape dans la synthése d'un grand nombre de protéines biologigquement
actives. Les exemples physiologiques de protéolyse limitée les plus fréquents
concernent des réactions au cours desquelles un précurseur inactif, ou zymogene,
est transformé en constituant actif par la coupure d'une ou plusieurs liaisons
peptidiques. Pour certains zymogénes, 1l'activation peut se faire en une seule
gétape, tandis gue pour d’autres, elle peut nécessiter de multiples étapes en
cascade qui servent & amplifier les réponses physiologiques & différents stimu-
1i : un exemple typique de cascade est constitué par le processus de la coagula-
tion sanguine. Un autre moyen de contrBle peut résulter d'interactions entre
plusieurs systemes de réactions en cascade : c'est ainsi qu'interagissent le sys-
teme de la coagulation sanguine, celui de la fibrinolyse et celui de la formation

de la kinine (figure 1J.

La coupure d'une liaison peptidique est un processus irréversible,
car on ne connait pas de mécanisme biologique simple pour que se reforme une
liaison peptidique qui a été coupée. Par conséqguent, le contrdle de 1'expression

des protéases doit &tre triés efficace ; il est effectué par des inhibiteurs.

Les inhibiteurs protéiques de protéases sont omniprésents. Ils ont
€té localisés dans de nombreux tissus d'animaux et de plantes tout comme dans
les microorganismes. Leur rdle physiologique est d'empécher la protéolyse anar-
chique gue ce soit dans des mécanismes de régulation ou de défense contre des

protéases exogenes.
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[prékallikréine- KHP M] kallikréine
proact!vate‘ur du activateur du kininogene Kinine
plasminogéne plasminogéne
urokinase
plasminogéne plasmine
Facteurs
I : fibrincgene
II : prothrombine
II1T : - thromboplastine tissulaire - facteur tissulaire
v : ilon calcium
\ : proaccelerine
VII : proconvertine
VIIT : facteur antihémophilique A
IX : thromboplastine plasmatique
X : facteur Stuart
XI : facteur PTA (plasma thromboplastine antecedent)
XII : facteur Hageman
XIIT : facteur stabilisant de la fibrine
PL : facteur phospholipidique, d'origine plaquettaire
habituellement
KHPM : kininogene de My élevée, précurseur de la bradykinine.

Figure 1

Le KHPM agit comme cofacteur de 1'activité du XIIa
qui convertit le XI en XIa et la prékallikréine en
kallikréine.

Interactions entre les systémes d'activation des protéases impli-
quées dans la coagulation sanguine, la fibrinolyse et la formation
de la kinine d'aprés NEURATH et WALSH (145) et McKEE, P.A., p : 1533
dans : The metabolic basis of inherited disease, fifth edition
(STANBURY, J.B., WYNGAARDEN, J.B., FREDRICKSCN,D.S., GOLDSTEIN, J.L.,
and BROWN, M.S., eds) McGRAW, Hill Book Company.

En traits discontinus sont représentées les étapes dont le mécanisme

n'a pas encore été totalement démontré.
Les complexes réactifs sont écrits entre crochets.



A 1'exception des a-macroglobulines qui inhibent les protéases de
chacune des quatre classes (métalloc-, thiol-, carboxyl-, sérine-protéases), un
inhibiteur de protéases inhibe des protéases d'une méme classe. L'’ensemble des

inhibiteurs le plus étudié est celui des inhibiteurs de sérine-protéases.

Apreés la description de guelques caractéristiques des sérine-protéa-
ses et la présentation générale des inhibiteurs de sérine-protéases du plasma
humain, nous aborderons plus en détail les connaissances actuelles sur les prin-

cipaux inhibiteurs sériques.

I - 1 LES SERINE - PROTEASES

Le groupe des sérine-protéases se compose d'un trés grand nombre
d’enzymes dont la particularité est de posséder un résidu de sérine indispensa-
ble & leur activité. Un test simple pour identifier ces enzymes consiste en
1'inhibition de leur activité d'hydrolase par la réaction du résidu de sérine

avec le diisopropylflucrophosphate (OFP) (2123.

Le mécanisme de catalyse de chague enzyme n'est pas encore connu.
D'aprés les connaissances acquises pour 1l'a-chymotrypsine, deux autres résidus
d'acides aminés (1 résidu d'bhistidine et 1 résidu d’'acide aspartique) seraient.
avec le résidu de sérine, impliqués dans 1'’action catalytique. La structure
primaire et la structure tridimensionnelle de la chymotrypsine permettent de
proposer une explication du mécanisme catalytique de cet enzyme. Le fait qu'un
seul des 27 résidus de sérine de la molécule (en position 4185) soit un puissant
nucléophile s’explique par une réaction spécifique dans 1'espace de 3 résidus
d’acides aminés (Asp 102, His 57 et Ser 195) qui crée une délocalisation élec-
tronique faisant intervenir des liaisons hydrogeénes entre ces acides aminés
(figure 2). L'élimination du proton de 1l'hydroxyle de la sérine en position 185

transforme 1'atome d'oxygéne en puissant nucléophile (197).

Des études cinétiques détaillées montrent que le mécanisme d’'hydro-
lyse se déroule en 2 étapes : il y a d'abord une acylation de 1l'enzyme, avec
libération d'un groupement amine primalre libre, suivie d’une désacylation de

1'enzyme qui entraine la formation d'un produit acide.
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Bien que les substrats naturels des sérine-protéases soient des pro-
téines ou des fragments de protéines, ces enzymes ont &té surtout é&tudiés en
utilisant comme substrats des peptides synthétiques, peptides amidés ou estéri-
fiés. Tous les résultats obtenus mantrent gque les sérine-protéases sont des
endopeptidases. Les sérine-protéases possédent une forte activité estérasique
envers les esters analogues aux substrats peptidiques spécifiques. De plus, 1'ac-
tivité d'hydrolase s'étend & une variété de constituants dans lesguels le grou-

=

pement acylé est 1ié & un groupement tel que le nitrophénol ou 1’imidazole.

I1 a été possible de définir la notion de spécificité des enzymes en
comparant les vitesses relatives de réaction suyr une variété de substrats syn-
thétiques. Cela va de la spécificité étroite des trypsines qui exercent unique-
ment leur activité sur la liaison peptidique du c6té carboxyligque. de l'arginine
et de la lysine, & la spécificité assez large des subtilisines qui peuvent cou-
per des liaisons entre une grande variété d'acides aminés. Il faut noter cepen-
dant que la spécificité envers des substrats protéigues naturels peut &tre in-
fluencée non seulement par les résidus d'acides aminés adjacents & la liaison
peptidique susceptible d'8tre coupée, mais aussi par 1l'envirconnement créé par la

structure primaire ou tertiaire de la molécule.

Une autre méthode peut &tre utilisée pour définir spécifiquement ces
enzymes : elle consiste 3 alkyler stoechiométriquement le résidu d'histidine im-
pligué dans le site actif par une chlorométhyl cétone spécifique. Une application
de cette réaction est la limitation de la spécificité d’une préparation enzyma-
tigque i le traitement, par exemple, par la N-g-Tosyl-L-lysine chlorométhyl cétone
{(TLCK) permet de bloguer irréversiblement la trypsine gqui pourrait éventuelle-

ment contaminer une préparation de chymotrypsine.

Les sérine-protéases sont trés largement répandues dans les organis-
mes vivants. Leurs caractéristiques ont d'abord été déterminées pour les enzymes
digestifs du pancréas de mammiféres. Plus récemment, de tels enzymes digestifs
ont été trouvés chez de nombreux Vertébrés et leur fonction ne serait pas, dans
ce cas non plus, limitée & des fonctions digestives. Des protéases sensibles au

DFP ont également été identifiées chez les Invertébrés.
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Chez les Vertébrés possédant un pancréas distinct, les protéases
sont présentes sous la forme de précurseurs inactifs, ou zymogénes, qui doivent
subir une activation pour posséder une activité enzymatique. Les protéases im-
pliquées dans la coagulation sanguine, par exemple, thrombine et plasmine, sont
produites sous forme de zymogénes, prothrombine et plasminogéne, présents dans
le sang circulant. Tous les zymogénes connus de sérine-protéases peuvent &tre
"in vitro” transformés en enzymes actifs par 1l'’action de la trypsine : la cou-
pure d'une seule liaison peptidique spécifique suffit dans cette activation.”In
viva] les phénoménes d'activation de ces zymogénes mettent en oeuvre des systé-

mes complexes d'enzymes qui sont présents dans le sang et dans les tissus.

L'examen détaillé des séquences en acides aminés a montré que les
enzymes comme la trypsine, la chymstrypsine, 1'élastase, la plasmine et la
thrombine ont entre eux une homologie de structure primaire et méme tertiaire
et qu’ils ont un mécanisme d’action analogue : ils constituent une famille ho-
mologue. Il existe cependant plus d'une famille de sérine-protéases. En effet,
les subtilisines, bien qu'étant des sérine-protéases du point du vue fonction-

nel, ne présentent pas d'homclogie de structure avec la famille précédente.

Dans une méme espéce animale, il est possible de rencontrer des en-
zymes pouvant avoir des spécificités qui se recouvrent partiellement. Plusieurs
allotypes du méme enzyme peuvent exister dans une espéce donnée (la trypsine du
chien de mer, par exemple). On peut également observer des dérivés d'enzymes
encore actifs alors qu'ils sont partiellement dégradés & la suite d'une autoly-
se ou d'une attaque protéolytique. Il en résulte gque de treés nombreuses formes
de sérine-protéases peuvent 8tre séparées, mais qu'elles catalysent toutes le

méme type d'hydrolyse.

I - 2 LES INHIBITEURS DE SERINE-PROTEASES DU PLASMA HUMAIN.

Ils forment une famille de constituants particuliérement étudiés
depuis un peu plus de vingt ans. Dans leur premiére revue sur les inhibiteurs

de protéases, HEIMBURGER et coll ( 77 ) en dénombrent six. Deux autres inhibi-

teurs s'ajoutent 3 cette liste en 1974 ( 78 ). Actuellement, neuf inhibiteurs
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de sérine-protéases sont identifiés dans le plasma humain. La mise au point d‘'une
technique simple permettant le repérage des inhibiteurs de protéases ( 182) a

gté tres utile pour la mise en évidence de ces constituants dans le plasma humain.

Deés 1955, JACOBSSON ( 85 )} montre que le principal inhibiteur trypsi-

que du sérum est une a,-globuline. A la méme époque, SCHULTZE et coll ( 177) iso-

lent 1'a1-3,5 S-glycoprotéine dont les propriétés inhibitrices envers la trypsine

sont démontrées en 1962 (178 ) : cette glycoprotéine est alors appelée a1—anti-
trypsine. En raison du grand nombre de sérine-protéases qu’elle est capable d’in-
hiber, PANNELL et coll (158 ) préférent, en 1974, la dénommer "a1—proteinase-

inhibiter” que nous traduisons par a,-antiprotéase.

1

L'uz-macroglobuline est déja isolée en 1954 ( 33 ), mais san iden-

tification caomme inhibiteur de protéases n'a lieu qu'en 1963 (180 ).

L'a1-antichymotrypsine est isolée et caractérisée en 1962 par SCHULT-
ZE et coll (179 ). Ses propriétés inhibitrices découvertes en 13965 ( 75 ]} en font

alors l'inhibiteur le plus spécifique du sérum.

L'antithrombine III est purifiée en 1967 par ABILDGAARD (1) et par
HEIMBURGER (76 ).

L'inter-a-trypsine inhibiteur est décrit pour la premiere fols en
1861 sous le nom de protéine w par STEINBUCH (196 ) et c'est en 1865 que son ré-
le d’inhibiteur est reconnu (747) .

Le C1S-inactivateur est purifié par PENSKY et coll (160 ) dés 1861.

SCHULTZE et coll (179 ) isolent en 1962 une a.-neuraminocglycoprotéine dont on

2

démontre en 1868 (161 ) qu'elle est identique au C1S-inactivateur.

En 1973, MILLER-ANDERSON et coll (133 ) découvrent la B8-lipoprotéine
gui inhibe la thrombine trés rapidement mais qui, contrairement & l’antithrombine

I11,est inactivée par l'héparine.

L'inhibiteur de 1'activation du plasminogéne isolé en 1973 par HEDNER
{ 73) n'a pas d'identité immunologique avec les inhibiteurs connus de la plas-
mine. Il a une grande importance physiclogigue, puisque le plasminogene est le
précurseur d'une des protéases plasmatiques les plus importantes. En fait, la
définition de cet inhibiteur n'a pas été facile en raison des problémes posés
par la difficulté de distinguer 1'inhibition de la plasmine de 1'inhibition de

la transformation du plasminocgéne en plasmine.
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En 1978, un inhibiteur de la plasmine, l'az-antiplasmine. est isolé

simultanément par trois équipes différentes (45, 140, 143).

I -3 PROPRIETES ET MODE D'ACTION DES PRINCIPAUX INHIBITEURS DE SERINE-
PROTEASES DU PLASMA HUMAIN : ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES.

Les propriétés physico-chimiques et les connaissances acquises sur

le mode d’action de 1'a_-macroglobuline, l'a1-antipr0téase (ou a,-antitrypsine],

1’antithrombine 111, l’iz-antiplasmine vont maintenant étre prés;ntées en dé-

tail. Cette revue permettra dans la suite de notre travail de proposer, a la
lumiére de tous ces é&léments, un mécanisme d’action de 1'a1—antichymotrypsine

sur les protéases qu'elle est capable d'inhiber. £n ce gui concerne cét inhibiteur,
nous nous limiterons dans cette revue & la présentation des résultats publiés

avant le début de notre travail.

I - 3.1 a,-macroglobuline (a_M).

2 2

L'aZM est une glycoprotéine plasmatigue possédent une masse molé-
culaire relative trés élevée : elle est en effet estimée a 725 000 (101).
Le taux sérique normal est compris entre 1,5 et 4 g/litre. La partie glycanni-
que de la molécule représente environ 10 % en poids. La molécule est constituée
par l'assemblage de 4 sous-unités qui ont des propriétés immunologigques et élec-
trophorétiques identiques ( 47 ). Deux diméres constituds chacun par Z sous-unités
reliées entre elles par des ponts disulfures forment 1'édifice complet de la
molécule d’a2M maintenu par des interactions non covalentes. Le tétramére d‘a2N
peut étre dissocié en 2 parties par dénaturation par 1'urée, par abaissement
du pH ou par le SDS. La réduction douce avec ou sans dénaturation aboutit 3 1la

dissociation du tétramé@re en ses 4 sous-unités [Mr = 185 000) (101},

L'a2M se distingue des autres inhibiteurs plasmatigues de
protéases, par sa large spécificité et le mécanisme selon lequel elle réagit

avec les protéases (72 ). L'a.M réagit avec des protéases faisant partie de

2
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chacune des 4 classes catalytiques (carboxyl-, thiol-, sérine- et métallopro-
téases) y caompris avec certaines endopeptidases ayant une spécificité limitée
telles les collagénases de mammiféres (134). La vitesse de réaction des protéa-
ies avec 1'a_M varie selon les enzymes. La premiére réaction d'une protéase

2

vee I’GZM met en jeu le site actif de l’enzyme ; il n'est donc pas surprenant

ie la présence de substrats compétitifs et d’inhibiteurs fasse diminuer la vi-

sse de réaction d'une protéase avec 1'c_M. Quand une protéase réagit avec

2
1 IZM gt est inhibée par elle, elle est irréversiblement liée a l’a2M (5, 173]).

I est possible d'eobserver le transfert d'enzymes sur 1'a2M a partir de com-
p. xes avec d'autres inhibiteurs alors gqu'un transfert d'enzyme & partir de

1' M vers d'autres inhibiteurs n'a jamais été décrit (152).

Toutes les protéases avec lesquelles 1’a2M réagit semblent se lier

al ,M selon le méme procédé de sorte qu'une présaturation de 1'a_ M par une

2
prot ise empéche la fixation ultérieure d'une autre protéase. Chaque molécule
d'az. semble donc posséder un nombre fixe de sites de liaison. Lorsqu'il est

fixé r l'aZM, 1'enzyme est géné stériquement pour interagir avec ses substrats,
ses 1 1ibiteurs et ses anticorps. L'enzyme 1ié se comporte comme s'il était en-
tigrer 1t "encerclé” (pris au piége) par la molécule d'inhibiteur. Mais si l'’en-
zyme 1 ne conserve gue peu ou pas d'activité enzymatigue sur un substrat macro-
molécu. 're, par contre 1l peut conserver de 80 & 100% de son activité a 1'égard
des sut rats de petite taille moléculaire. Le fait que 1'enzyme 1ié conserve

une cer .ne activité catalytique montre que le site actif de 1l'enzyme ne doit

pas gtre mpligué dans le maintien de la liaison avec 1'a2M (194).

En 1874, BARRETT et coll ( 6 ) ont observé, en microscopie électro-
nigque & h ‘e résolution, un changement de forme de la molécule d'aZM. apres sa
liaison av : la trypsine, mais & cette époque il n'était pas possible de défi-

nir la rel ion entre les deux structures.

ARRETT et coll ont.montré plus tard { 7 )} gue la molécule d'azM
pouvait exi er sous 2 formes de mobilités électrophorétiques différentes en
gel de poly. -ylamide en milieu non dénaturant : une forme lente appelée "S”
{(comme slow. 't une forme rapide appelée "F" (comme fast). Seule la forme "S"
est active. forme "F” n'aurait plus la méme conformation que la farme "S" :

elle serait  is compacte, ce gqui expliquerait sa mobilité plus grande en gel
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de polyacrylamide. Un traitement de la forme native "S" par une protéase ou des
sels d'ammonium améne sa transformation en forme "F". BARRETT et coll ( 7 ] pro-
posent une représentation schématique des différents états possibles de la molé-

cule d'aZM (figure 3}.

I - 3.1.1 Structure de 1'a2M.

Gréce a de nombreux travaux récents, des résultats trés importants
concernant la structure de la molécule d'a2M ont été acquis. Ils concernent en
particulier la région cible et la liaison thicester.

- Région cible.

Si 1'a2M native est réduite et dénaturée, elle se dissocie en ses

4 sous-unités de Mr = 185 000. Lorsque des complexes a M-protéases sont réduits

et dénaturés, les fragments possedent alors une I"lr de 55 000. La taille de ces
fragments est indépendante de l'enzyme utilisé. Ces résultats suggérent donc
qu'il existe dans la molécule d'aZM une région cible, reconnue et coupée par les
enzymes ; elle consisterait en une courte séguence en acides aminés. (un hexapep-
tide, comme nous le verrons) possédant les sites potentiels de toutes ces endo-
peptidases.

De nombreux résultats concernant la ségquence en acides aminés sont
publiés des 1973 (185 ). Une sous-unité de Mr 185 000 contient environ 1 450 ré-
sidus d'acides aminés. Les études des sites de coupures pratiguées par une varié-
té de protéases appartenant aux 4 classes d'enzymes (142,188} ont permis de montrer
que chacune des liaisons peptidiques de 1'hexapeptide (résidus 7 & 12 sur la fi-
gure 4 ) peut 8tre coupée spécifiquement selon 1'enzyme utilisé. Des coupures se-
condaires peuvent de plus intervenir dans deux autres régions situées & proximité,
de part et d'autre de cet hexapeptide (& 17 et 27 résidus de cette zone). Cette
région cible est située & peu prés au milieu de chacune des 4 sous-unités identi-

gques.
- Liaison thicester.

La capacité de l'aZM 3 inhiber les protéases est détruite par certains

réactifs nucléophiles, en particulier par les ions ammonium ( 7 ), 1'hydrazine,

1'hydroxylamine et une série d'amines aliphatigques primaires. De nombreuses é&tudes
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Figure 3 Représentation schématique des différents états possibles de la
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E,PA

T,5GT,PA E €3 CT &SP

- His-Gly-Pro-Glu-Gly-Leu-Arg-Val-Gly-Phe-Tyr-Glu-Ser-Asp-Val-
1 10

5,568
T,PL,TH,TL,S,SGT PA

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

TL CS cs

-Thr-Glu-Thr-Val-Arg-Lys-Tyr-Phe-Pro-Glu-Thr-Trp-Ile-Trp-Asp-
40

Figure 4 : Séquence en acides aminés du fragment de 45 résidus contenant la ré-

gion cible de 1'a2

qués par des fleches verticales.

M. Les sites de coupure par les différentes protéases sont indi-

T, trypsine btovine ; SGT, trypsine de Streptomyces griseus ;
PA, papalne ; E, élastase porcine ; CS, chymosine de veau ; CT, chymatrypsine
bovine ; SP, protéase de Staphylococcus aureus Souche V 8 ; PL, plasmine hu-
maine ; TH, thrombine bovine ; TL, thermolysine ; S, subtilisine Novo ;

SGB, protéase B de Streptomyces griseus.

D'aprés MORTENSEN et coll (142)
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ont été faites en utilisant la méthylamine. Il a été possible de démaontrer que
la méthylamine était incorporée stoechiométriquement et de maniére covalente
dans chacune des sous-unités de l'azm puisqu'apres la réaction un résidu de
vy-glutamyl méthylamide a été identifié dans chaque sous-unité {189 ). Un nombre
égquivalent de groupements thiol libres est détecté ( 186), alors gu'aucun n'est
présent dans la molécule d'aZM native. L'apparition de groupements thiol dans
1'a_M est également observée lors de la formation de complexes a

2
Une liaison thiocester présente dans la molécule native d'a

2M-protéases.

ZM met donc en jeu un
résidu d'acide glutamigue (Glu) et un résidu de cystéine (186, 193). Ces deux
résidus ne sont séparés que par deux acides aminés (figure 5J). Une liaison thio-
ester interne existe aussi dans la chaine o du composant C3 du complément (200].
Pour 1'a2M. 1a localisation exacte de cette liaison thiocester a été déterminée
(187) : le résidu Glu est situé & 469 résidus de 1l'extrémité C-terminale. Les
résidus Glu et Cys font partie d'une séguence en acides aminés identique a la
séquence de 1'heptapeptide dans lequel se trouve la liaison thiocester de la chai-

ne a du composant C, du complément. La liaison thicester présente dans 1'a_M est

3 2
si labile gu'un traitement par des agents dénaturants, méme & température ambian-
te, provoque sa rupture ( 186). Selon VAN LEUVEN ( 208), le micro-envircnnement
des deux résidus d'acides aminés (Glu et Cys) mis en jeu dans la liaison thioester

de l'aZM native doit influencer leur réactivité et 1l'on peut imaginer que la zone

interne hydrophobe et la configuration stérique de la molécule contribuent & la

forte réactivité de la fonction carboxyligque en Y.

I - 3.1.2 Formation des complexes.

La formation d'un complexe entre 1'a_.M et une endopeptidase débute

2
par la coupure protéolytique d'une liaison peptidique dans la région cible de

l'aZM. L'enzyme se trouve alors "encerclé” par la molécule d'a_M et ne peut réa-

2
gir gu’avec de petits substrats ou de petits inhibiteurs. Dans le complexe, les
4 liaisons thicester sont rompues. Le complexe est caractérisé par une mobilité

électropharétique plus élevée que celle de 1'a.M & pH alcalin. Pour terminer, le

2
complexe est reconnu par le récepteur cellulaire du systéme réticulo-endothélial
et éliminé de la circulation sanguine. Etant donné la rapidité de la réaction,il
n'est pas possible de mettre en évidence d'étapes intermédiaires dans ce proces-

SUS.
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Figure 5 : Schéma de la liaison thiocester présente dans la sous-unité de

l'aZM (186) et dans la chalne o du composant C_ du complément (200).

3

Les traits épais représentent les liaisons peptidiques.
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La réaction de la méthylamine avec l'azM est, par contre, beaucoup
plus lente et des constituants intermédiaires ont pu &tre isolés. Alaors que le
complexe final d'azm-méthylamine présente un certain nombre de caractéristiques

communes avec celles d'un complexe ®@_M-protéase (mise & part, bien sdr, la cou-

2
pure protéolytique), des intermédiaires différents ont pu étre isolés par VAN

LEUVEN et coll (208} au cours d'études cinétiques de l'incorporation de la mé-

thylamine dans 1'a_M. Ces complexes intermédiaires @ _M-méthylamine, en dépit de

2 2
la rupture de leurs liaisons thioester (suivie par 1l'incorporation de méthyla-

mine 14C) possédent une mobilité électrophorétique identique a celle de la for-

me "S" d'aZM. Ils peuvent, comme les complexes aZM-protéase. étre reconnus par

le récepteur cellulaire. Tandis gue le complexe final a_M-méthylamine, migrant

2
electrophorétiquement sous la forme "F"”, est incapable de lier de la trypsine,

le constituant intermédiaire peut former des complexes avec cet enzyme ; ceux-
ci sont cependant "anormaux” puisque 1'activité protéolytique de la trypsine
peut encore s'exercer sur l'hémoglobine et que cette activité peut 8tre inhibée
par 1'inhibiteur trypsique du soja (STI) de fagon, toutefois, beaucoup plus len-
te gue lorsque le STI agit sur de la trypsine libre. Dans ce cas au moins, la
rupture de la liaison thicester précede le changement de conformation de la mo-

lécule.

Selon VAN LEUVEN (208 ), le déroulement des réactions aboutissant &

la formation du complexe o M-protéase serait le suivant : la coupure protéoly-

2
tigue d'une liaison peptidique dans la région cible conduit & la destabilisation

de la molécule d'aZM par la rupture des liaisons thioester internes. Une liaison

covalente y-glutamyl-e-lysine se forme avec la protéase. Le changement de confor-

mation de la molécule d' a2M permettant 1'encerclement de la protéase par l'aZM

n'intervient gqu’aprés. Le site de reconnaissance par le récepteur cellulaire

existe dés que les liaisons thioester sont coupées.

SOTTRUP-JENSEN et coll (130) ont montré que 1'oa_M peut lier la tryp-

2

sine selon trois modes distincts. Deux molécules de trypsine par maolécule d'uzm

peuvent au plus 8tre protégées de 1'inhibition par le STI. Pour une quantité in-

férieure ou égale & 2 molécules de trypsine par molécule d'azﬂ, la trypsine est

liée par des sites ne mettant pas en jeu le site actif. Dans ces conditions, la

liaison avec 1’a2M se fait de maniére covalente pour 56 & 67 % des molécules de

trypsine complexée puisqu’elles ne peuvent Etre dissociées apreés réduction et

alkylation lors d'une étape de gel filtrationm dans un tampon guanidine § M-HCl.
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Une quantité supplémentaire de trypsine (plus de 2 molécules par molécule d'aZM]

peut &tre liée par l'aZM et l'interaction se fait dans ce cas entre le site ac-

tif de 1’enzyme et la régian cible de l'aZM.
SOTTRUP-JENSEN et coll ( 189) ont établi que lorsque les liaisons
thicester sont activées dans la molécule d'aZM par la formation d’'un complexe

trypsine-a_M, un intermédiaire éphémere apparalt et peut réagir rapidement et de

2
fagon covalente avec la méthylamine ou la putrescine.lLa trypsine, traitée par le

TLCK, ou méme l'insuline, peuvent également &tre fixées dans ce cas.

D'autres auteurs (22,213) ont pu démontrer que le STI peut se fixer
a la trypsine liée a 1'a2M et 1’'inhiber et qu'il y a alors faormation d'un caomplexe
ternaire o_M-trypsine-STI.

2
Le mécanisme d'action de 1’a2M sur les protéases est loin d’étre
entierement déterminé, la cocpération entre les sous-unités de la molécule d'a_M

2
lors de la formation des complexes reste, en particulier, inconnue.

I - 3.1.3 Aspect physiologique.

La large spécificité de 1'a_M et les caractéristiques de son inter-

action avec les protéases individualisentzcet inhibiteur de protéases parmi les
autres., Physioclogiquement, le rdle le plus important de l'aZM circulante est
sans doute de "piéger” les endopeptidases plutdt que de les inhiber. Les comple-
Xes aZM—protéases sont éliminés de la circulation en 1'espace de quelques minu-
tes par les cellules du systéme réticulo-endothélial, puis 1l'enzyme et l’aZM

sont dégradés. Cette élimination rapide et sélective des complexes a_M-protéases

de la circulation sanguine peut se comprendre plus facilement si l'oi pense qu'il
existe une reconnaissance spécifique, par un récepteur cellulaire, d'une confi-
guration moléculaire altérée telle que celle qui a été suggérée par BARRETT et
coll ( 7 ). Il faut cependant noter que des études récentes ( 176 ) remettent en
question la corrélation qui avait été faite entre les comportements électrophoré-
tiques des formes "S” et "F” et les observations faites en microscopie électroni-
gue de structure "ouverte” ou "fermée" et qui avait abouti & la notion de "prise

au piége" ou "d'encerclement” de la protéase par 1'a2M. En effet, dans le cas de
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complexe a_M-trypsine, les résultats récents montrent que la forme est plus pro-

2
che de la forme ouverte que de la forme fermée. Ils démontrent néammoins que le

site de liaison de la trypsine se trouve dans la région centrale de la molécule
"o .
d 2M

ZM-protéase ou a2M-méthylamine peuvent étre

reconnus par le récepteur cellulaire spécifique et sont éliminés lors d'un phé-

Seuls les complexes o

noméne d'endocytose par les fibroblastes et les macrophages, in vitro” (103, 207).
Ce mode d'élimination constitue d'aprés IMBER et PIZZO ( 84 ) une voie métaboli-
que tout & fait distincte de celles déja décrites pour les glycoprotéines circu-
lantes pour lesquelles s'opére une reccnnaissance des résidus de sucres situés

aux extrémités non réductrices des glycannes de la molécule (4. 185, 174, 191).

Les enzymes liés & d'autres inhibiteurs du plasma tel 1'a1PI sont

lentement transférés sur l'azM et seraient donc éliminés de la circulation san-

guine par ce processus. Des résultats récents ( 18 ) montrent que dans le cas de

complexe a1PI-trypsine,ce transfert est un phénomene passif : la dissociation

du complexe au cours du temps aboutit & la libération d'enzyme actif qui est en-

suite pris en charge par l'aZM. L'a2M joue donc certainement un rdle trés impor-

tant dans la régulation de l'activité protéolytique extracellulaire aboutissant
a la coagulation sanguine et & la fibrinolyse, ainsi que dans la madulation de
1'activité de protéases libérées de granulocytes ou d'autres cellules présentes
lors de réactions inflammatoires ( 195). L'azM semble également jouer un rdle
important dans la défense contre les protéases exogénes. Seule parmi les inhibi-

teurs plasmatiques de protéases, 1'a_M peut inhiber les protéases de venins de

2
plusieurs serpents ou issues de différentes bactéries pathogeénes ou de champi-

gnons.

La molécule d'azM est trop volumineuse pour s'échapper du secteur

plasmatique en quantité notable dans les conditions physiclogiques normales. Dans
un état inflammatoire par contre, la perméabilité vasculaire accrue lui permet
de diffuser dans les tissus au cours de différentes affections. C'est alnsi que
l'azM,native ou complexée avec des protéases, a été mise en évidence dans la ca-
vité pleurale ( 20 )}, le liquide d'ascite ( 150) et le liquide synovial ( 183).

Dans ces conditions, la durée de vie des complexes a_M-protéase est plus longue

2
que dans la circulation sanguine et 1'activité résiduelle conservée par la pro-
téase liée pourrait s'exercer alors plus langtemps et avoir un rdle gqui reste &

définir.
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WANG et coll ( 213) ont essayé de définir la fonction de l'azﬂ.

Ils rappellent qu’il est généralement admis que le rdle principal de l'aZM est

de protéger le plasma contre des protéases d'origine bactérienne ou autre. Il
leur semble cependant un peu mystérieux gqu'un mécanisme apparemment aussi com-
plexe ait pour seul but de détruire 1'activité enzymatigue. Il se peut en effet
que l'activité enzymatique des protéases liées a l’azm, bien que réduite par rap-
port 8 1'activité des enzymes natifs, ait une signification biologique et que

la fonction de 1'a2M soit de moduler plutdt que d’'inhiber totalement 1l’activité
protéolytique. L'existence de récepteurs cellulaires spécifiques pour 1'endocy-

tose de 1'a_M et leur absence dans une lignée cellulaire dérivée de tumeur sug-

2
gérent alors pour l'a2M un ro0le de modulateur des protéases intracellulaires
( 207).
I - 3.2 a,-antiprotéase (e PIJ.

1

Parmi les inhibiteurssériques de sérine-protéases, 1'a1-antipro-
téase appelée auparavant a1—antitrypsine est sans doute l'inhibiteur qui a été
et demeure le plus étudié. Sa concentration dans un sérum normal est comprise
entre 2 et 4 grammes par litre, ce qui correspond & une concentration équivalen-
te & celle de 1'a_M, mais représente 13 & 14 fois plus de molécules étant donné

2
les masses moléculaires relatives de ces inhibiteurs.

Cela fait presque 20 ans gqu'un grand intérét est porté & son étu-
de. LAURELL et ERIKSSON ( 116) ont en effet observé dans le plasma de certains
PI est le composant

sujets une absence quasi complete des o,-globulines dont 1'a

majeur. La plupart de ces sujets étaieng atteints d'emphysém; pulmonalre. Le poly-
morphisme génétique de cet inhibiteur est exprimé par le systéme Pi (protease-
inhibitor) représenté par le locus Pi multi-allélique a transmission autosomique
co-dominante. Plus de 40 alléles différents ont été mis en évidence, ils ont é&té
nommés par des lettres suivant leur maobilité électrophorétique déterminée d'a-
bord en gel d'amidon ( 58 ), puis plus tard en isofocalisation ( 92 ). Chague
alléle donne un diagramme complexe en isofocalisation, habituellement simplifié
dans la description de 3 bandes majeures appelées 2,4,6 (dans 1l'ordre des points
isoélectriques croissants). Conventionnellement, 1'allele le plus courant ayant
une mobilité électrophorétique intermédiaire est appelé M. Des alleles plus rapi-

des (F), plus lents (S) et plus lents encore (Z) ont été découverts. Les sujets
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portant le phénotype le plus courant M, homozygote MM, ont une concentration en
aqPI normale dans le plasma. Récemment, VAUGHAN et coll ( 210) ont rattaché cet-
te microhétérogénéité a des différences portant sur les chaines glycanniques.
Quelques alléles donnent des phénotypes qui présentent des concentrations tres
faibles dans le plasma : les sujets de phénotype Z,homozygotes ZZ, ont une con-
centration en a1PI inférieure 3 200 mg par litre de plasma.

La corrélation qui a pu &tre établie entre une faible concentra-
tion en a1PI sérique et le développement d'un emphyséme pulmonaire a été le point
de départ de trés nombreuses études concernant les propriétés physico-chimiqgues,
la structure, les interactions de cet inhibiteur avec les protéases et le rdle

de cet inhibiteur.

I - 3.2.1 Propriétés physico-chimigues.

De nombreux protocoles de purification ont été publiés. La sépa-
ration de 1'a1PI et de la sérumalbumine, probléme le plus difficile & réscudre,
a été effectuée en utilisant diverses méthodes : solvants organiques, abaisse-
ment du pH, utilisation de la concanavaline A immobilisée, du Blue-Sepharcse, etc..
L'emploi de la chromatographie d'affinité sur Thiol-Sepharose, mise au point par
LAURELL et coll ( 119) permet de préparer 1'a1PI relativement facilement avec un
bon rendement. Selon les auteurs, la masse moléculaire relative (Mr] de 1'a1PI
varie de 46 000 & 56 000. L'a,PI est constituée d'une seule chaine polypeptidi-

1
que sur laquelle se trouvent, selon les auteurs, 3 (38, 83, 131, 132} ou 4 chalnes

o,

glycanniques (16,40,82). BAYARD et coll (18) ont déterminé gue 80 % des chalnes
sont biantennées, 14 % sont biantennées et ont le résidu B-mannosyl substitué par
un résidu de N-acétyl-glucosamine et 6 % sont triantennées. L'a1PI de Babouin,
dont la structure primaire compléte a été déterminée récemment ( 112), présente

4 séquences Asn-X-Thr (ou Ser) susceptibles d'étre des points de branchement pour
les glycannes. Dans la revue récente de CARRELL et coll ( 39 ) sur 1’a1PI humaine,
la séquence Asn-Lys-Ser {résidus 121 & 123), présente dans l'a1PI de Babouin, ne
figure pas : le nombre de points de branchement possiblesse limiterait & 3 dans

l'a1PI humaine.

Le protocole de préparation utilisant la chromatographie d'affi-
nité sur colonne de Thiol-Sepharose est fondé sur 1'’existence d'au moins un

groupement thiol devenu libre aprés réduction douce. En fait, dans la molécule



_24-

d'ﬁqPI, il n'existe qu'un résiduy de cystéine qui, dans le sérum, se trouve en-
gagé dans un pont disulfure avec de la cystéine libre ou du glutathion ( 69 ).
L'acide aminé N-terminal est un résidu d’'acide glutamique. L'acide aminé C-ter-
minal est un résidu de lysine. Le foie est la source majeure d'a1PI»; les hépa-

tocytes en culture peuvent en effectuer la synthése (3g).

*

I - 3.2.2 Interactions avec les endopeptidases.

Les enzymes pancréatiques comme la trypsine, la chymotrypsine et
1'élastase, les enzymes de leucocytes comme 1l'élastase, la cathepsine G et la
collagénase, les collagénases de liquide synovial ou de la peau sont liés stoe-
chiométrigquement par l'a1PI et ainsi immédiatement inactivés. La plasmine. la
thrombine, 1'urokinase, la kallicréine et 1'acrosine de sperme peuvent également

8tre inhibés par 1'a,PI, mais la réaction est alors beaucoup plus lente. On ne

/]

détecte pas de complexes entre 1'a,PI et des enzymes dans un plasma narmal. Par

1
contre, de tels complexes sont mis en évidence, par exemple, dans le liquide

d'ascite lors de pancréatite aigue ou de péritonite aigue (148].

Le mécanisme d'interaction entre l'aqPI et la trypsine, la chy-
motrypsine ou l'élastase pancréatigque a été étudié par de neombreux auteurs. Comme
beaucoup de résultats publiés ne concordent pas, il est nécessaire de détailler
les travaux effectués. Nous mettrons en méme temps l'accent sur la diversité des
méthodes utilisées pour étudier le mécanisme d’action de cet inhibiteur de pro-

téases.

- Interaction avec 1la trypsine.

En 1974, MOROI et YAMASAKI (139 ) étudient les interactions entre
l'a1PI et la trypsine bovine. Ils mettent en évidence en SOS-PAGE, avec ou sans
réduction, la formation d’un complexe de Mr = 74 000, résultant d'une réaction

stoechiométrique entre 1'a,PI et la B-trypsine bovine, et la libération simulte-

1
née d'un peptide de faible Mr' La stabilité du complexe en milieu SDS suggeére
qgue la liaison enzyme-inhibiteur est de nature covalente. La dissociation du com-
plexe par 1l'hydrazine (concentration finale 7,5 M) conduit & deux constituants

1'un de MF égale a 48 000 correspondrait & l'inhibiteur modifié produit lors de

la formation du complexe par une coupure protéolytigue dans la région C-terminale

*

. . . - . « »
Dans cette partie, les affirmations placées entre les signes se sont

par la suite avérées erronées comme nous le verrons dans la synthése page 23.
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de 1'a1PI, 1'autre constituant observé posséde une Mr égale a 23 000. La discor-

dance entre la Mr observée pour le complexe (74 000) et la Mr théorigque (23 000
+ 48 000 = 71 000) est due, selon ces auteurs, & une mobilité anormale d'un com-

plexe constitué de deux chalnes polypeptidiques (inhibiteur + enzyme].

Les essais effectués avec l'a-trypsine aboutissent en milieu SOS,
sans réduction, aux mémes électrophorégrammes gue ceux obtenus avec la B-trypsi-
ne ; par contre, aprés réduction, 2 autres constituants sont observés : 1'un de
Mr = 62 000 et 1'autre de Mr = 12 000. En effet, la B-trypsine est formée d'une
seule chalne polypeptidique, alors que l'a-trypsine possede deux chaines, A et B,
maintenues par 3 ponts disulfure. La réduction provogue donc la rupture de ces
ponts et la chaine A de 1'¢-trypsine (Mr= 12 000) se trouve alors libérée. Seule

la chalne B de l'a-trypsine reste associée & 1'a,PI dans le caomplexe de Mr =

1

62 000. Lors de la réaction de 1'a1PI avec 1l'enzyme, il y aurait formatiocn d'une

liaison acyl entre la sérine du site actif de 1'enzyme et le groupement a-carbo-

xyligue du résidu C-terminal de 1'a,PI modifié. Selon MOROI et YAMASAKI (139 ),

1
1'inhibition serait permanente, puisgu'il n’'y a pas de'"régénération” d'activité

enzymatique lorsque le complexe se dissocie.

Dés 1974,JOHNSON et coll ( 95 } montrent qu'’il y a formation d'un com-

plexe stable en milieu SDS entre 1'a,PI et la trypsine porcine.

1

En 1976, JOHNSON et TRAVIS ( 897 ) isolent le complexe aqPI -trypsine

porcine ; aprés dissociation de ce complexe par la benzamidine (0,25 M), un in-

hibiteur modifié (a1PI*]ayant une Mr inférieure de 8 000 & celle de 1l'inhibiteur

natif est isolé ; il ne posséde plus de propriétés inhibitrices. L'analyse de la
«

séguence en acides aminés de 1’'a, PI'montre qu'un peptide qui recouvre la séquence

amino-terminale de 1’inhibiteur latif a été perdu? D'apres ces auteurs, une pro-
téolyse limitée de 1'inhibiteur est donc la premiére étape du mécanisme d'inhibi-
tion., Ils émettent 1'hypothése que 1'a1PI existerait sous la forme de pro-inhibi-
teur qui serait activé par une protéolyse limitée et qui jouerait ensuite un réle
de piege pour la protéase en Fofmant un complexe stable avec elle. Aprés dissc-
ciation du complexe par la benzamidine, 1l'enzyme est récupéré sous forme active.
JOHNSON et TRAVIS montrent en 1978 ( 89 ) que la liaison coupée dans 1'a1PI pour
aboutir & 1'inhibiteur modifié est une liaison Met-Ser (ou Thr) “située & environ
60 acides aminés de 1l'extrémité N-terminale». L’oxydation du résidu de méthionine
engagé dans cette liaison rendrait 1'a1PI inactive (100). Nous reverrons ultérieu-

rement 1'importance physiclogique de cette observation.
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En 1977, ODA et coll (147 ) étudiant cette méme réaction entre
l'u1PI et la trypsine parcine montrent que la dissociation lente & pH 8,0 et &
température ambiante produit un inhibiteur modifié inactif et de la trypsine
active. Le pourcentage de trypsine active récupérée diminue avec 1l'augmentation
du rapport enzyme/inhibiteur. En fait, le type de 1l'inhibition (temporaire ou
permanente) de la trypsine porcine par 1'a1PI semblerait dépendante du rapport
initial enzyme/inhibiteur, le rapport le plus faible favorisant 1l’inhibition

temporaire.

En 1978, COHEN et coll (44 ) démontrent que le complexe équimo-
léculaire formé entre l'a1PI et la trypsine possede les mémes séquences N-termi-
nales que les constituants qui entrent dans le complexe. Aprés dissociation du
complexe par traitement en milieu alcalin, ils observent la libération,entre au-

tres,d'un large fragment provenant de 1'a,PI. Aprés détermination des résidus

1
« .

d'acides aminés N- et C-terminaux, les auteurs concluent qu'il y a eu au COUrS

de la dissociation du complexe, coupure d'une liaison Lys-Thr située dans la ré-

gion N-terminale de 1'a1PI?

- Interaction avec 1'élastase pancréatique.

Deux éguipes différentes se sont particuliérement intéressées aux

interactions entre 1'a1PI et 1'élastase pancréatique porcine.

En 1976, LO et coll ( 123) identifient cing constituants aprés

réaction d'un excés d'a1PI avec de l'élastase pancréatique. Deux constituants re-

présentent des complexes o PI-8lastase dont 1'un doit en fait &tre un complexe

partiellement dégradé. Apr;s dissociation de ces complexes par attague nucléc-
phile douce, on observe un grand nombre de bandes protéiques en SDS-PAGE, ce qui
suggére que l'élastase est libérée sous forme active et qu’elle peut alors pour-
suivre son action. Ces auteurs mettent également en évidence la présence d'un
constituant de masse moléculaire relative plus faible que celle de l‘a1PI na-
tive et gqui n'a plus d'activité inhibitrice. Aprés isolement et étude des dif-
férents constituants obtenus lors de la réaction de l'a1PI avec l’élastase, JAMES
et COHEN ( 87 ) présentent le schéma d'action suivant : deux sites majeurs de

la molécule d'a1PI peuvent @tre attaqués par 1'élastase ; si le site placé non
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loin de 1l'extrémité C-terminale de la molécule native est attaqué le premier
(liaison Leu-X), il y a formation d’a1PI inactive et perte d’'un peptide C-termi-
nal. 5i c’est le deuxiéme site, placé non loin de 1'extrémité N-terminale qui

est attaqué le premier, il y a coupure d'une liaison X-Ser.«perte d’un peptide

du c8té N-termipal de la molécule? changement de conformation qui améne 1’élasta-
se a se lier de maniére covalente au site qui se trouve dans la région C-termi-
nale, ce qui entraine la perte du peptide C-terminal. Il y a donc formation d'un

complexe et d'un inhibiteur modifié.

L'éguipe de BAUMSTARK (12 ) étudie l'interaction de 1'a1PI avec

1'élastase pancréatique en léger excés, puisgue le rapport enzyme/inhibiteur est

o\®

des molécules
43 000, tan-

égal & 1,3. Ces auteurs observent que trés rapidement, environ 47
d'inhibiteur se transforment en inhibiteur "inactivé” de Mr égale a

dis que les 53 % restants. forment avec 1'élastase un complexe de Mr égale 3

78 000. Ce complexe est ensuite dégradé par 1'excés d'élastase et 1'a1PI qui est
alors retrouvée, se trouve sous forme d'inhibiteur "inactivé”. Des études compa-

ratives de 1'a1PI native et de 1'a_ PI inactivée par 1'élastase (13 ) ont montré

1
que les compositions en acides aminés de ces deux molécules sont pratiquement

identiques. La différence de Mr entre 1'a1PI native et l’a1PI gbtenue aprés ac-
tion de 1'élastase correspondrait selon ces auteurs 3 la«perte d'un glycopeptide

»
contenant trés peu d’'acides aminés.

- Interaction avec la chymotrypsine.

MORII et coll { 137 ) ont observé, en SDS-PAGE, la formation d'un

peptide de Mr égale & environ 3 600 aprés réaction de 1'a,PI avec 1l’a-chymotryp-

sine bovine, la trypsine bovine ou 1l'élastase parcine. Il; se sont plus particu-
lidrement intéressés au peptide 1ibéré au cours de la formation du complexe entre
l'a1PI et 1l'a-chymotrypsine. La composition en acides aminés de ce peptide de 32
résidus ne correspond ni & la séquence amino-terminale de 1'a1PI native ( 136),
ni & celle d’aucun segment de l'a-chymotrypsine. L'étude des séquences N- et C-
terminales de ce peptide indique gu'il résulte d'une coupure dans la région C-

terminale de la molécule native d’a, PI. La liaison peptidique cible ol s'exerce

1
la coupure protéolytique par l'a-chymotrypsine se trouverait & proximité de 1'ex-

trémité C-terminale.
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- Etudes comparatives de 1'interaction de l'a1PI avec différentes

endopeptidases.

Dés 1975, JOHNSON et TRAVIS ( 96 ) comparent 1'action de 1'a1PI avec
la trypsine porcine, la chymotrypsine bovine, 1‘élastase leucocytaire humaine et
1'élastase porcine. Ils montrent qu’'il y a, avec chaque enzyme, formation d'un
complexe équimoléculaire stable en SOS-PAGE. En 1877, TRAVIS et coll (201 } déter-
minent que, pour cbtenir 1’a1PI modifiée (a1PI'], il y a coupure de la méme liai-
son peptidique que ce soit par l'élastase leucocytaire, la cathepsine G, la tryp-
sine, la chymotrypsine, la thrombine ou la plasmine et gue le mécanisme d'action

de tous ces enzymes avec 1'a1PI doit &tre semblable.

SAKLATVALA et coll (171 ) observent que lorsque 1'a1PI réagit avec la
chymotrypsine bavine, le spectre cbtenu en dichroisme circulaire, dans le proche
ultra-violet, est différent de celui qui est calculé par l'addition des spectres
de 1l'inhibiteur et de 1l'enzyme. Il y a donc modification de 1l'environnement des
résidus d'acides aminés aromatiques dans 1'un au moins des constituants lors de
1'interaction. En suivant également la réaction par des études en électrophorése
et en iscélectrofocalisation, ces auteurs montrent que le complexe stoechiométri-

que entre 1'a,PI et la chymotrypsine est ensuite dégradé par 1'exces d'enzyme.

1
Des résultats analogues sont abtenus avec la trypsine bovine.

Utilisant une méthodologie semblable, BLOOM et HUNTER ( 25 ) détermi-

nent gu'en excés d'enzyme, le complexe o, PI-chymotrypsine est plus labile gue le

1

complexe a,PI-trypsine et que, lorsque les deux enzymes sont en compétition pour

1

réagir avec 1'a,PI, la chymotrypsine réagit plus rapidement.

1

Plus récemment, MARTODAM et LIENER (129 ) publient les résultats de tra-

vaux comparatifs sur les interactions de 1'a PI avec la trypsine bovine, la chy-

motrypsine bovine et 1'élastase leucocytaire1humaine. Ils déterminent les séquences
en acides aminés des extrémités des constituants présents dans les complexes et
des constituants obtenus aprés dissociation de ces complexes & pH 10,0. Ces au-
teurs décrivent alors deux inhibiteurs modifiés différents et concluent qu'il
existe dans la molécule d'a1PI deux liaisons peptidiques cibles :«l'une est si-
tuée prés de l'extrémité N-terminale (Met-Ser en position 80-81]? 1’autre prés de
1'extrémité C-terminale (Met-Ser en position 354-355}, La réaction avec une pro-

téase ne pourrait se faire simultanément aux deux sites.
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- Synthése des résultats concernant les interactions de l'aqPI avec
les endopeptidases (Tableau I, inspiré de BOSWELL et coll (28)).

Apport de la détermination de la séguence en acides aminés.

Lors de la réaction de l'a1PI avec l'enzyme qu'elle inhibe, il y
a formation d'un complexe équimoléculaire qui peut étre visualisé en SDS-PAGE
des liaisons covalentes existent donc entre 1'a1PI et 1l'enzyme. Ceci constitue
le seul point sur lequel tous les auteurs ayant étudié la réaction de 1'a1PI
avec un enzyme sont d'accord. La plupart des auteurs ont montré que la molécule
d'a1PI isolée aprés dissociation du complexe a subi une coupure protéolytique au
niveau d'une liaison Met-Ser proche de 1'une des extrémités de la molécule. Il
faut noter que contrairement & ce qui a été décrit pour l’a2M. c'est toujours la

méme liaison peptidique qui est coupée quel que soit 1’enzyme inhibé par 1'a1PI.

En ce qui concerne les autres caractéristiques de la réaction,des
divergences importantes apparaissent entre les différents travaux publiés. La
liaison cible Met-Ser a été localisée & 36 résidus de l'extrémité C-terminale
( 137) ou & 60 résidus de 1'extrémité N-terminale (97,99 ). Certains auteurs ont
meme montré gue deux liaisons cibles existaient dans 1'a1PI (87,1238) . Selun les
auteurs, la libération du peptide aboutissant & la formation d'a1PI modifiée s'ef-
fectue soit en méme temps que la formation du complexe, soit seulement lorsque la
dissociation du complexe est provoquée par un pH alcalin ou un agent dissociant.

La détermination de la séquence en acides aminés de 1'a1PI menée

parallélement aux études d'interactions o, PI-protéases a permis de localiser sans

ambiguité la liaison cible Met-Ser. En 19;9 ( 36 ), puis en 1980 ( 37 ), CARRELL
et coll. montrent, sur la base des résultats de séquences partielles en acides
aminégs, que la liaison cible Met-Ser est située & 36 résidus de 1'extrémité C-ter-
minale de la molécule. En 1981, ayant déterminé la presque totalité de la séguen-
ce en acides aminés de l’aqPI, CARRELL et coll ( 38 ) prouvent que la molécule

ne posséde pas de séquence Met-Ser aux environs de la position 60 et infirment
ainsi 1l'existence de deux liaiscns cibles identigues. En déduisant de la séquence
de 1'ADN la séquence compléte en acides aminés de 1'a1PI. KURACHI et coll (112 )
confirment, & la m@me époque, la présence d'une seule liaison cible Met-Ser, en

position 358-3583.

L'importance du rdle joué par le résidu de méthionine engagé dans
la liaison cible est connue depuis plusieurs années ( 89 ), cette méthionine cons-

tituerait donc le point central de ce qui a été appelé le site réactif de l'aqPI.
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Mp de 1'q,PI
modifiée E*]

Séquence N-termi-
nale du consti-
tuant isclé.

Résumé des commentaires des auteurs

48 Q00 Coupure protéolytique dans la région C-terminale
(54 000) de 1'a1PI
45 000 Thr-Ile-Thr-Pro- | Inhibiteur activé par protéolyse limitée dans 1la
(54 000) Glu- région N-terminale

+***g oo
54 (000 Formes intermédiaires de complexe
(58 000)

46 000<Mr<50 ood
(54 000)
+ petit peptide

Thr

Coupure d'une liaison Lys-Thr du c6té N-terminal
au cours de la dissociation par pH alcalin

(Thr/Ser)-Ile-
Pro-Pro-Glu

Site réactif placé a 60 résidus de 1l'extrémité

N-terminale.

***Droche de

Ser-Ile-Pro-Pro-

Site réactif situé & 36 résidus de 1l'extrémité

4 000 Glu- C-terminale.
50 0ao Pro Obtention de 2 fragments qui n'ont plus d'activité
inhibitrice et gui sont dds a une seule coupure.
51 300 et Glx- 2 sites réactifs : site cd6té C-terminal
50 100 et coupé » o PI inactive ; site cété N-terminal
(54 000) Ser- coupé -+ complexe.
439 000 Perte essentiellement, d’un glycopeptide contenant
(54 000) peu d'acides aminés.
**%*3 500 (Ser)~Ile-Pro- Liaison cible placée & environ 32 résidus de 1’ex-
Pro-Glu trémité C-terminale.
Thr-Ile-Pro-Pro- |La méme liaison (sans doute Lys-Thr) est coupée
Glu- par chacun des enzymes utilisés.
45 000 Thr-Tle-Pro-Pro- |2 sites réactifs : 1 majeur proche de l'extrémité
(52 000) Glu + N-terminale, 1 mineur praoche de 1'extrémité

2 canstituants
de méme taille

Glu-Asp-Pro-Glu-
Gly

C-terminale.

47 000

+ 4 000

Glu~-Asp-Pro-Gln

+
Ser-Ile-Pro-Pro

Les 2 fragments restent associés méme en présence

de guanidine 6 M ou en acide acétique 1 ils ne
peuvent &tre séparés qu'en SDS-PAGE. De plus, -le
fragment de M_ = 47 000 donne de faibles rendements
lors de la dé%ermination de la ségquence N-terminale.
C'est pourquoi, la localisation du site réactif de
l'a1PI n'a pas été correcte pendant plusieurs années.

Q,
)
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I - 3.2.3 Fonctian.

L'a1PI est en premier lieu un constituant qui permet de protéger
les tissus contre une attaque par des enzymes protéalytiques. L’G1PI normale est
synthétisée dans le foie et sécrétée dans le plasma ol sa demi-vie est de 6 jours.
L'a1PI fait partie des margueurs de 1'inflammation : sa concentration plasmatique
peut quadrupler en réponse 3 un stimulus général inflammatoire ou & des oestro-

genes (120),

La mesure des constantes d'asscciation de 1'a1PI avec une série de
protéases ( 17 ) a permis de classer ces protéases en fonction de leur vitesse
de réaction avec 1'a1PI dans l'ordre décroissant suivant : élastase leucocytaire,
chymotrypsine, cathepsine G, trypsinme anionigue, trypsine cationigue, plasmine,
thrombine. Il faut noterqu’en fait il est surprenant que la coupure par 1'élas-
tase dont l'a1PI est 1'inhibiteur principal puisse s'exercer dans une séqguence
Pro-Met=Ser. De plus, la méthionine présente le désavantage d'étre sensible &

1'oxydation ( 100). Lorsque 1l'a, PI est oxydée par le N-chlorasuccinimide, seuls

2 des 8 résidus de méthionine plésents dans la molécule sont transformés en mé-
thionine sulfoxyde; le résidu de méthionine du site réactif est 1'un de ceux-la.
I1 s’ensuit une perte totale de l'activité inhibitrice de l’aqPI envers 1’élas-
tase pancréatique porcine et une perte rapide et importante de 1'activité inhi-
bitrice envers la trypsine porcine et 1'élastase leucocytaire humaine avec les-

quelles 1'a, PI réagit alors plus lentement. L'inactivation de 1'a,PI, & la

1 1

suite de 1l'’oxydation de 2 résidus de méthionine, peut avoir une trés grande im-
portance”in vivo’ En effet au niveau de 1'arbre bronchique.l'oxydation par les
constituants de la fumée de cigarette par exemple, peut ipactiver l'a1PI, inhi-

biteur majeur de protéases du tractus respiratoire (89,154).

I - 3.2.4 Variations et affections.

Les variants ayant un intérét particulier en pathologie sont les

mutants Z et S dont les taux plasmatiques sont faibles. Le variant Z et surtout
le phénotype homozygote ZZ a été mis en cause dans certains cas d’emphyséme pul-
monaire et de cirrhose. L'emphyséme pulmonaire peut s'expliquer par une défense
amoindrie contre des enzymes tels que 1'élastase leucocytaire ( 57 }. La cirrhose

s’'expliquerait par 1'accumulation de molécules d'a,PI dans les hépatocytes ( 121].

1
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L'a1PI isolée du foie posséde la méme structure polypeptidique que l'a1PI Z cir-

culante, mais les chaines glycannigques sont différentes : elles seraient immatures
puisqu'elles se caractérisent par une teneur élevée en mannose et sont dépourvues
d'acide sialique (79 ) ; il existe donc un blocage dans le processus de matura-
tion de la biosynthése des glycannes avec un stockage intracellulaire, d'ou il ré-
sulte un taux sérique faible. D'autre part, la chaine polypeptidique de 1'a1PI 4
circulante différe d= celle de 1'a,PI M par la substitution d'un seul acide aminé

1

en position 342, 1'a PI 7 posséde un résidu de lysine a la place du résidu d'aci-

1

de glutamique présent dans 1'a,PI M {81 ]. Il n'a pas encore été& paossible d'éta-

1
blir une relation entre cette substitution et le caractére inachevé de la glyco-

sylation de la protéine.

Le cas de l'aqPI S est légérement différent. Il n'existe aussi
gu'une seule substitution au niveau de la chaine polypeptidique : en position
264, l'aqPI S posséde une valine & la place de 1l'acide glutamique présent dans
1'a1PI M (156). I1 n'y a pas accumulation de l‘a1PI S dans le foie et il ne
s’agit donc pas d'un défaut de sécrétion. I1 est possible gue la valine sub-
stituée & 1'’acide glutamigque provoque une modification de la structure tertiaire
de la molécule en cours de synthése et favorise une dégradation intracellulaire

qui explique le taux sérique faible aobservé (35).

Bien que ces deux processus soient extrémement différents, leurs

conséquences sont identiques : en effet, le taux sérigue de 1'a,PI étant faible,

1
la protection des tissus vis-a-vis de la protéolyse est incompléte.

I - 3.3 Antithrombine III (AT).

La notion de 1l’existence dans le sérum d'un inhibiteur de thrombi-
ne tel que 1l'antithrombine III est un concept ancien, puisqu'un tel iphibiteur
intervenait dans la théorie de la coagulation sanguine émise par MORAWITZ dés
1905 (135). La purification de 1'AT a été tentée par de trés nombreux auteurs,
mais il a fallu attendre la mise au point par MILLER-ANDERSON et coll (134 )
d'un protocole utilisant la chromatographie d'affinité sur colonne d'héparine-

Sepharose pour obtenir une préparation, & grande échelle, d'AT purifiée.
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I - 3.341 Propriétés physico-chimiques.

L'AT est classée parmi les a.-globulines. Sa concentration

dans le plasma qui est d'environ 100 mg/lifre est donc 10 fois plus faible que
celles de 1’a2M et de 1'a1PI et se rapprocherait de celles de 1'a1Achy et de
1'inter-a-trypsine-inhibiteur. L'AT est synthétisée dans le foie, sa demi-vie
dans le plasma est de 48 heures. Les sujets atteints d'un déficit en cette gly-
coprotéine présentent des thromboses fréquentes, tandis que chez d'autres sujets

un excés d'AT provoque une tendance & 1'hémorragie.

L'AT est constituée d'une seule chaline polypeptidique de 424 rési-
dus d’acides aminés dont la séquence totale a é&té déterminée par PETERSEN et
coll (162). La I"lr de ce constituant est comprise entre 55 000 et 56 000Q. Les
acides aminés N- et C-terminaux sont respectivement 1'histidine (111,1862) et 1la
lysine ( 182 ). Quatre chaines oligosaccharidiques identigues {( 64 ) sont répar-

ties le long de la chaine polypeptidigue en position 96, 135, 155 et 132.

I - 3.3.2 Interactions avec les endopeptidases.

L'AT est 1l'inhibiteur physiclogique principal de la thrombine et
du facteur Xa (2 ). Elle intervient donc & plusieurs niveaux dans le systéme
de la coagulation sanguine. L'AT est également appelée cofacteur de l'héparine.
Elle a, en effet, en inhibant la thrombine, une action complémentaire de celle
de 1'héparine qui est,”in vitro”et”in vivo), un anticoagulant puissant puisqu'el-
le inhibe la formation et 1'action du facteur IXa et de la thrombine (figure 1).
L'AT inhibe aussi d'autres sérine-protéases impliquées dans les phénoménes de
la coagulation sanguine, de la fibrinolyse et dans les systémes de la kallicréi-

ne plasmatique et du complément.

- Interaction avec la thrombine, le facteur IXa et le facteur Xa
Les premiers travaux (18 ) montrent gue 1'AT réagit stcechiomé-

triquement avec la thrombine gui se trouve inactivée dans un complexe stable en

milieu SDS, ce qui suggere que la thrombine et 1'AT sont liées de fagon covalen-

=

te. Cette réaction est accélérée de 50 3 100 fois en présence d'héparine. Bepuis,
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de nombreuses études ont été effectuées sur 1'AT d'origine bovine ou d'origine

humaine.

En 1975, OWEN (157 ) précise gue la liaison covalente entre 1'in-

hibiteur et 1l'enzyme doit &tre un ester carboxylique.

En 1979, FISH et coll (60) montrent gue, lorsque 1'AT réagit avec
la thrombine, un complexe AT-thrombine relativement stable et une forme libre d'AT
modifiée sont obtenus simultanément. Cette dernidre est constituée de 2 chalnes
polypeptidiques de Mr respectivement égales & 50 000 et 5 000 environ, probable-
ment reliées de fagon covalente par un cu plusieurs ponts disulfures puisqu’elles
peuvent 8tre séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide en milieu SDS
aprés réduction de l’échantilloﬁ% La formation d'AT modifiée n'est pas observée
lorsque 1'AT est incubée avec de la thrombine préalablement inactivée par le
PMSF. I1 a été démontré que 1'AT modifiée est le produit de 1’hydrolyse par la
thrombine de la liaison peptidigue Arg-Ser (résidus 385-386) de 1'AT que ce soit
lorsgue la thrombine bovine réagit avec 1'AT bovine (102} ou lorsque la thrombine
humaine réagit avec 1'AT humaine ( 23 ). L'AT modifiée a perdu la capacité d’in-
hiber la thrombine et posséde une affinité réduite pour 1'héparine, ce gui semble
indiquer gu'un changement de conformation de la molécule a suivi la coupure pro-
téolytique. Ces mémes auteurs é&tudient ensuite ( 61 )} les constituants cbtenus
apres dissociation du complexe AT-thrombine dont la purification est tout d’'abord
effectuée en mettant & profit le fait gue le complexe posséde une affinité pour
1'héparine-Sepharose plus faible gque celle de 1'inhibiteur natif, mais cependant
plus forte que celle de la forme modifiée d'AT. La dissociation du complexe peut
8tre obtenue par 1’hydroxylaming {1 M) ou 1l'ammoniaque (1,5 M) en présence ou en
absence de SDS, ou méme par un traitement prolongé par le SDS a 100°C. Une disso-
ciation spontanée mais beaucoup plus lente du complexe peut également se produire
& 37°C (48 ). Dans tous les cas, il y a, lors de la dissociation du complexe, 1li-
bération d'AT sous forme modifide présentant les mémes caractéristigues gque 1'AT
modifiée obtenue dés le début de la réaction de 1'AT avec la thrombine. L'AT n'est
en aucun cas restituée sous forme active. Si la dissociation est opérée dans des

conditions non dénaturantes, de la thrombine active est alers récupérée.

Des expériences de contr8le ont permis de vérifier que 1l'inhibiteur

était effectivement 1libéré du complexe sous forme d'inhibiteur modifié et non

% Ces résultats ont été confirmés par LONGAS et FINLAY (125) qui ont, comme nous
le verrons dans la figure 6 (p : 37), proposé un schéma de formation et de dis-

sociation du complexe AT-thrombine.
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sous la forme native qui serait ensuite modifiée, soit par les agents dissociants,
soit par la thrombine active libérée. Aucune des méthodes électrophorétiques
utilisées ne peut permettre de différencier 1'AT modifiée obtenue apres disso-
ciation du complexe et 1'AT modifiée obtenue d'emblée au cours de la réaction
d'inactivation de la thrombine par 1'AT. Ces observations suggérent que la pro-
téolyse 1limitée de 1'AT par la thrombime intervient lors de la formation du com-

plexe.

A l'issue de toutes ces expériences,FISH et BJORK ( 61 ) proposent
pour 1'inhibition de la thrombine par 1'AT le mécanisme d'action suivant : lors
de la premiere étape, 1'AT joue le rdle de substrat spécifique de la thrombine.
Le complexe initial formé est un complexe du type enzyme-substrat”; une liaison
peptidigque de 1'inhibiteur est alors hydrolysée. Aprés cette protéolyse,-le com-
plexe initial AT-thrombine devient trés instable. La molécule d'AT ayant subi la
protéolyse peut alors, ou bien se dissocier du complexe initial et donner l'inhi-
biteur modifié libre, ou bien, aprés réarrangement au cours duquel ses interactions
avec la thrombine sont modifiées, former le complexe thrombine-AT plus stable et
inactif qui peut &tre mis en évidence en SOS-PAGE. Ce réarrangement met sans
doute en jeu une liaison covalente acyl-ester entre l'enzyme et 1'inhibiteur mo-
difié. Les deux réactions possibles pour 1'AT modifiée sont simultanées et se

produlsent toutes deux rapidement.

En présence d'excés de thrombine, le complexe est dégradé et 1'on
aboutit a8 des formes intermédiaires de complexes ( 62 ) dans lesquels la throm-
bine a subi une activité protéolytique plus ou moins importante.Il a d'ailleurs
gté démontré que 1'AT native est capable de former des complexes avec certains

fragments de thrombine obtenus & la suite d'autolyse. Par contre, 1'AT modifiée

est incapable de former un complexe avec la thrombine.

La thrombine n'est pas maintenue de fagon permanente dans le com-
plexe contrairement & ce qu'aurait pu laisser penser la relative stabilité du
complexe, en particulier sa résistance aux agents dissociants. Le complexe AT-
thrombine peut &tre considéré comme un complexe 'Bnzyme-substrat” particulierement
stable ; sa dissociation lente produit, outre la forme modifiée d'inhibiteur, de
1'enzyme au moins partiellement actif. L'’inactivation de la thrombine par 1°'AT

peut donc &tre considérée comme une inhibition temporaire.
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Etudiant les interactions de 1'AT avec le facteur IXa et le fac-
teur Xa’ BJURK et coll ( 24 ) observent, comme aprés interaction avec la throm-
bine, la farmation d'un complexe AT-protéase et 1’apparition simultanée d’une
forme modifiée d'AT gui résulte de la coupure par la protéase de la liaison Arg-
Ser (résidus 385-386)., Tous ces résultats permettent de penser gque cette liaisaon
peptidique située & 38 résidus de 1l'extrémité C-terminale constitue la liaison
cible o0 s’exerce 1'action des enzymes ; elle est appelée également site actif

de la molécule.

L'AT et 1'a1PI présentent une certaine homologie de séquence de
leurs régions C-terminales ( 36 ) et possédent de plus la caractéristigue com-
mune suivante : la liaison cible se situe dans cette partie C-terminale de la

molécule.

Les résultats de JESTY ( 93 ) sont en accord avec ceux de 1'équipe
de BJORK : la dissociation des complexes formés entre le facteur Xa et 1'AT ou
la thrombine et 1'AT produit une forme modifiée d'AT qui consiste en 2 chaines
polypeptidiques dont la plus petite posséde une Mr inférieure & 5 000. JESTY a,
de plus, étudié les coupures protéolytiques qui peuvent &tre provoguées dans les
complexes par l'enzyme non inhibé en exc@s dans le mélange d’incubation : une
seule coupure intervient dans le complexe AT-facteur Xa 3} elle se fait au niveau
de l'enzyme provoquant la libération d’'un fragment de Mr = 15 000 issu de la chai-
ne lourde de 1'enzyme. Pour le complexe AT-thrombine , plusieurs coupures
interviennent, mais toutes au niveau de l'enzyme. Aprés dissociation du complexe,

cet auteur ne retrouve pas d'enzyme actif.

En 1380, LONGAS et FINLAY (125 ) étudient la nature de la liaison
entre la thrombine et 1'AT en effectuant la dissociation du complexe Af—thrombine
a8 1'aide d'un inhibiteur radiocactif compétitif,D-[14C]—méthylhydroxy1amine chlorhy-
drate. Il y a alors libération de thrombine inactive et d'’AT marquée par le 14C gui
correspond a 1'AT modifiée décrite précédemment. Pendant la formation du complexe
AT-thrombine, 1l’inhibiteur subit une coupure protéclytigue au niveau d'une liaison
Arg-X, cette arginine forme un ester carboxylique avec l'enzyme. Ceci avait déja
&té suggéré par OWEN (157 ). Le fragment C-terminal de 1'AT reste cependant 1lié
par un pont disulfure & la partie N-terminale de 1'inhibiteur.Un schéma de la

formation et de la coupure du complexe a été proposé par ces auteurs et est re-

produit dans la figure 86 (125).
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Il est difficile d'effectuer une synthése de tous les résultats des
études sur les interactions AT-thrombine ou AT-facteur Xa aprés la publication
des travaux de GRIFFITH et LUNDBLAD ( 71 ) qui sont, en partie, en contradiction
avec les travaux précédents. Ces auteurs retrouvent, en effet, apreés dissociation
du complexe AT-thraombine, & la fois de 1'AT inactive et de 1'AT active, ce qui
remet en cause le mécanisme d'action proposé par FISH et BJORK ( 61 ). De plus,
par rapport a la quantité de thrombine libérée, la quantité d’'AT active disso-
ciée du complexe diminue lorsque le pH augmente de 7,0 & 3,5. Ceci suggére gue
la formation du complexe AT-thrombine est réversible; la transformaticn en AT mo-
difiée est plus importante lorsque le pH augmente. Pour ces auteurs, 1l'inhibition
de la thrombine par 1'’AT ne nécessite donc pas cbligatoirement la formation d'une
liaison acyl entre la sérine du site actif de la thrombine et un carbone carbo-
nyle de 1'AT. La formation d'une liaison acyl serait donc une réaction secondai-
re qui pourrait se produire pendant 1'inhibition de la thrombine par 1'AT, mais

ne serait pas absolument nécessaire pour 1'inhibiticon de la thrombine.

Les interactions entre la thrombine et 1'AT ont été également &tu-
diées & 1'aide de techniques immunclogiques par plusieurs équipes [ 46,53,115,211).
L'AT modifiée, comme le complexe AT-thrombine, possedent des déterminants antigéni-
ques gqui n'existent pas dans les molécules natives. La coupure de la liaison Arg-
Ser (résidus 385-386) dans la molécule d'AT provoquerait la formation de "néa-
antigeénes”. Lorsque le complexe AT-thrombine purifié est injecté & un animal, 1’an-
tisérum obtenu ne présente gue trés peu de réactivité pour la thrombine et 1°'AT
native, mails réagit avec les "néo-antigénes” de 1’AT mcdifiée.Ces expériences
prouveraient donc que, dans le complexe, 1'AT se trouve sous forme modifiée. Mc
DUFFIE et coll ( 53 ) sont cependant prudents dans l'interprétation des résultats
gu'ils obtiennent : ils observent en effet que chez l’animal hite peuvent se pro-
duire des interactions entre, d'une part, 1'AT et la thrombine présentes dans le
complexe injecté et, d’autre part, les protéines réactives correspondantes de 1l'a-
nimal, respectivement la thrombine et 1'AT, ces phénoménes pouvant compliquer 1’in-

terprétation des résultats cbtenus.

- Interactions avec d'autres protéases.

DANIELSSON et BJORK ( 49 ) ont étudié la réaction de 1°’AT avec la

trypsine pour déterminer si le mécanisme d'inhibition est identique & celui des
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protéases intervenant dans la coagulation. En absence d’héparine, 1'inhibition
de la trypsine par 1'AT est 20 fois plus rapide gue 1’inhibition de la thrombine,
cependant le mécanisme d'action semble &tre le méme : la réaction de 1'AT avec
la trypsine provoque simultanément la formation d'un complexe et d’une AT modi-
fiée qui est identique & celle obtenue aprés interaction de 1'AT avec la throm-

bine ou le facteur Xa.

Selon WONG et coll (220), la réaction entre la trypsine pancréati-
gue bovine et 1'AT humaine peut servir de modéle pour la réaction de 1'AT avec
les protéases de la coagulation. L'AT inhibe 1'activité estérasique et amidasi-
gue de la trypsine. La formation d'un complexe stoechiométrique AT-trypsine est
mise en évidence en électrophorése sur gel de polyacrylamide ; 1'hydroxylamine
provoque la dissociation de ce complexe. Mais ce complexe est également capable
de se dissocier spontanément et rapidement en libérant de la trypsine active dont
la demi-vie est d’environ 15 mn. Lorsque 1'AT est en exc@s au début de la réac-
tion, la trypsine libérée du complexe réagit ensuite avec les molécules d'AT in-
tactes, aucune activité inhibitrice de la thrombine ne peut en effet &tre retrou-
vée dans ces mélanges, alors que de l'activité trypsigue peut &tre décelée. Four
gviter les phénoménes secondaires dus & la présence de protéase active libre dans
le mélange réactionnel et pouvoir ainsi déterminer sous guelle forme, active ou
inactive, 1'AT est libérée du complexe, ces auteurs procédent & une prise en char-
ge de la trypsine par un autre inhibiteur dés sa libération du complexe. Lorsque
du STI en large excés est ajouté aprés un temps court de réaction entre la tryp-
sine et 1'AT, 1l'association entre la trypsine libérée et 1'AT en exces devient

négligeable.

A un mélange équivalent d'AT et de trypsine incubé pendant 20
secondes est ajouté un large excés de STI. On laisse s'opérer la disscciation du
complexe pendant 48 heures, puis les constituants du mélange sont séparés par pas-
sage sur une colonne d'agarose-héparine. Il est alors possible d’'isoler une for-
me d'AT qul a gardé sa capacité de se lier & 1l'héparine mais qui, par contre, ne
peut plus inhiber des enzymes comme la trypsine ou la thrombine. Cette forme d'AT
ne correspondrait ni & la forme native, ni & la forme modifiée telle que celle

qui est décrite par DANIELSSON et BJURK ( 49 ), mais aucune caractéristique sup-

plémentaire n'est donnée,
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WONG et coll concluent néammoins que la trypsine réagit avec 1'AT
de la méme maniére que la thrombine. Le complexe AT-trypsine se disscocie cepen-
dant plus rapidement méme si il subsiste, seleon ces auteurs, un peu de complexe
AT-trypsine stable. L'é8quation qui permet de représenter le mieux les réactions
qui peuvent se produire lors de l'interaction de 1'AT (I) avec les enzymes (E)
qu'elle inhibe est la suivante _

E + I =L &=

c —» I* + E
ol L est le complexe du typeenzyme-substrat’ C le complexe covalent et I* 1'in-

hibiteur modifié {220).

KRESS et CATANESE ( 108) montrent que 1'AT est inactivée par le
venin de serpent crotalide, vipéride ou colubride. Les protéases capables d'in-
activer 1'AT sont donc largement répandues parmi les familles de serpents veni-
meux. L'ipactivation est due & l'action de métallo-protéases présentes dans ces
venins puisque l'addition d'EDTA arréte la réaction. Dans la plupart des cas, la
préincubation de 1'AT avec de 1'héparine accéléere la réaction. Ces auteurs mon-
trent en SDS-PAGE gu'aucun complexe ne se forme entre la protéase de venin et
1'AT, mais que 1'AT est transformée en une forme inactive aprés coupure protéo-
lytique par la protéase de venin de serpent. Ces mémes auteurs étudient ensuite
( 108) 1l'inactivation de 1'AT par la protéase II*du venin de Crotalus adamanteus.
Les résultats cbtenus diffeérent suivant que la réaction se déroule en présence
ou en absence d'héparine. En présence d'héparine, l'action de la protéase II sur
1'AT native, de Mr = 80 000 selon ces auteurs, provoque d'abord la formation d'une
molécule de Mr = 56 000 qui a gardé son activité inhibitrice envers la thrombine;
une protéolyse plus poussée aboutit & la formation d'une molécule de Mr = 50 QCO
qui, cette fois, n'a plus d'activité inhibitrice. Les analyses des séguences des
peptides libérés montrent gue trois coupures interviennent : d'abord au niveau
de la liaison Glu-Gln (résidus 37-38), puis au niveau des liaisons Ala-Ser (ré-
sidus 375-376) et Ala-Val (résidus 378-379). La réaction de la protéase II sur
1'AT en absence d'héparine provoque une perte trés lente de 1l'activité inhibitri-
ce et la transformation en un constituant de Mr gégale a 56 000 qui est inactif.
Dans ce cas, la protéase II hydrolyse unigquement la liaison Ala-Ser (résidus 375-
376). La liaison Arg-Ser (résidus 384-385) qui constitue le site actif de 1'AT
n'est pas coupée par la protéase II de venin, que ce soit en présence ou en absen-

ce d'héparine. La protéase II inactive donc 1'AT en effectuant la coupure d'une

* La protéase est une métallo-protéase.
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liaison située dans la partie C-terminale de la molécule & une distance de 9 ré-

sidus du site actif.

Une réaction assez semblable se produirait avec une sérine protéase,
1'élastase leucocytaire. JOCHUM et coll ( 94 ) montrent gue 1'interaction de cet-
te élastase avec 1'AT humaine aboutit & 1l'inactivation de cet inhibiteur : 1'AT
n'a aucune action inhibitrice sur 1'élastase mais perd, par contre, rapidement,
son activité envers la thrombine. Cette forme inactive d'AT a une affinité rédui-
te pour 1'héparine mais n'est pas dégradée fortement par l'élastase : il n'y au-
rait pas plus de 2 liaisons peptidiques coupées par 1'élastase. Ces auteurs sug-
gérent que la ou les liaisons coupées par 1'élastase se situent & proximité
ou méme au niveau du site actif de 1'AT. Ce processus de dégradation de 1'AT par

1'élastase de granulocytes constitue sans doute une des explications du taux fai-

ble d'AT active dans certaines affections (94).

I - 3.4 uz-antiplasmine (AP},

La caractérisation d'un nouvel inhibiteur de protéase du plasma hu-
main se liant au plasminogéne est menée & bien simultanément par trois groupes de
chercheurs en 1976 : MOROI et AOKI (140 ), COLLEN ( 45 ), MULLERTZ et CLEMMENSEN
(143 ).

I - 3.4.1 Propriétés physico-chimiques.

La capacité de ce constituant d’inhiber trés rapidement la plas-

mine a justifié son nom, -antiplasmine, et explique 1'intérét que lui portent

a
de nombreux auteurs : ellezjoue en effet un rdle important au cours du processus
de fibrinolyse. Rappelons que la fibrinolyse est le résultat de toute une série

de reactions qul débute par la protéolyse limitée d'un zymogéne inactif, le plas-
minogene [Figure‘1]. Cette protéolyse est effectuée par l'urckinase et aboutit &
la formation de plasmine active. MOROI et AOKI (140) montrent que 1'AP agit bien
sur la plasmine libérée qui se trouve ainsi inhibée et non sur 1l'urckinase lors

de 1'étape précédente. Dans le plasma, d'aufres inhibiteurs comme l’aZM. 1'a1PI.

1'AT, 1le C1-Inactivateur, 1'Iol, possedent une activité anti-plasmine, mais 1'AP
est 1'inhibiteur qui réagit le plus rapidement. La concentration normale de 1'AP

dans le plasma est de 70 mg/litre.
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Cet inhibiteur est une glycoprotéine formée d'une seule chaine po-
lypeptidique dont les acides aminés N- et C-terminaux sont respectivement 1l'as-
paragine et la leucine. L'AP a une Mr voisine de 70 000. Les sucres représentent
a& peu prés 14 % de la molécule qui contient danc enviran 500 acides aminés. CLEM-
MENSEN (42 ) a montré que 1'AP existe sous 2 formes moléculaires capables toutes
deux d'inactiver la plasmine. Une seule forme posséde une affinité pour le plas-
minogéne. La forme qui n'a pas d'affinité pour le plasminogene représente envi-
ron 40 % de 1l'inhibiteur présent dans le plasma. Beaucoup d’'auteurs n'ont pas
observé ces deux formes d'AP, car ils utilisaient une étape de chromatographie

d’affinité sur colonne de plasminogeéne couplé & du Sepharose lors de leur pro-

tocole de purification.

I - 3.4.2 Interactions avec les sérine-protéases.

- Interaction avec 1la plasmine.

L'AP réagit avec la plasmine pour former un complexe stoachiométri-
gue dans lequel la plasmine a perdu son activité. Ce complexe trés stable posseée-
de une Mr voisine de 140 000 déterminée en SDS-PAGE dans des conditions non ré-
ductrices. On peut donc penser gqu'il existe une liaison covalente entre le site

actif de la plasmine et la molécule d'AP ( 45, 140, 143).

WIMAN et COLLEN (218) présentent un schéma du complexe AP-plasmine
(figure 7 A, p : 45) sur lequel apparaissent les deux chaines (A et B) de la
plasmine reliées par des ponts disulfure. Aprés réduction, le complexe se scin-
de en 2 ou 3 parties ; dans le cas oG la réaction est effectuée en excés d'AP,
on obtient d'une part la chaine A de la plasmine (Mr = 60 C00) et d’'autre part,
un complexe tres stable de Mr = 80 000 formé par la chaine B de la plasmine et
1'AP. Par contre, lorsque la réacticn a lieu en excés de plasmine, la réduc-
tion provoque la transformation du complexe AP - chaine B de la plasmine en un
constituant de Mr = 65 000, tandis qu'un peptide de MP 14 000 est 1ibéré. Ce pep-
tide ne jouerait en fait aucun rdéle dans la formation du complexe mais résulte-
rait d'un phénoméne secondaire de dégradation dd a la plasmine en exces exergant
son action sur la partie N-terminale de la chaine B de la plasmine engagée dans
le complexe. Les études cinétiques effectuées par WIMAN et COLLEN ( 217 ) indi-

quent que la réaction doit se faire en 2 étapes : la premiere réaction est tres



rapide, elle est en effet une des réactions les plus rapides gui se produisent
entre des protéines ; elle est du second ordre et est réversible. Cette premiére
étape dépend de 1'accessibilité d'une part des résidus de lysine du site de liai-
son de la chaine A et, d'autre part, du site actif situé dans la chaine B de la
plasmine. La deuxiéme étape est une transition du premier ordre plus lente et ir-
réversible au cours de laquelle le complexe initial se transforme en complexe
modifié[P[APﬂ’ dans 1l'’équation suivante qui peut sans doute représenter la réac-

tion :
P + AP o> PP — [Poar)

ol P est la plasmine et P(AP) le complexe initial (217).

En 1979, WIMAN et COLLEN ( 219 ) montrent gue la réaction de la
plasmine avec 1’AP, lorsqu’elle se déroule en excés d'AP, est accompagnée de la li-
bération d'un peptide de Mr égale &4 8 000 qui n'est pas 1lié par des ponts disul-
fure puisqu'il est 1libéré en présence de SDS sans nécessiter d’agent réducteur.
Il peut étre séparé du complexe AP-plasmine par une chromatographie de gel-fil-
tration sur Sephacryl S200 en présence de S0S 0,04 %. Ce peptide a comme séquence
N-terminale : Met-Ser-Leu-Ser-Gly-Phe et sa séquence C-terminale est identigue
& celle de 1'AP native. Ce peptide correspond donc & 1l'’extrémité C-terminale de

la molécule d'AP.

En présence d'ammconiague 1,5 M, le complexe AP-plasmine est disso-
cié et il y a libération de plasmine active (& raison de 0,2 mole par mole de
complexe) et d’une forme modifiée d'inhibiteur présentant une Mr égale a 60 000
(soit inférieure de 10 000 & celle de 1'’AP native selon ces auteurs). La séquence
N-terminale de cette AP modifiée est identigue & celle de 1'AP native tandis que
sa séquence C-terminale est Ala-Leu. La plasmine a donc hydrolysé une liaison Leu-
Met située dans la région C-terminale de 1'AP. Par analogie avec le processus de
la formation d'un complexe entre la trypsine et les inhibiteurs de trypsine, on
pense qu'il doit y avoir, lorsque la plasmine interagit avec 1'AP, formation d'une
liaison covalente entre la sérine du site actif de la plasmine et le carbonyl du
résidu de leucine qui entre dans la liaison peptidique coupée par la plasmine.

Ces auteurs n'ont pas encore pu déterminer si cette liaison covalente est du type
de celle qui existe dans un intermédiaire tétrahédrique ou s'il s’agit d’'une liai-

son ester. Dans la mesure ol la chaine B de la plasmine est intacte, la dissocia-

tion du complexe par 1l'ammoniague 1,5 M peut provoquer la libération de plasmine
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active. Quand la plasmine est en exces, elle effectue des coupures supplémentai-
res dans le complexe AP-plasmine que ce soit dans la chaine B de la plasmine,
dans la partie N-terminale de 1'AP ou dans le peptide de Mr égale & 8 000. Dans

ce cas, la dissociation du complexe ne libére pas d'enzyme actif.

PLOW et coll ( 163) ont recherché les modifications éventuelles
de la structure tertiaire de 1'AP produites au cours de la formation du complexe
avec la plasmine en appliguant des méthodes immunochimigues quantitatives. A
1'aide d'un immunsérum spécifique de 1'AP native, ils comparent les propriétés
immunochimiques de 1'AP libre, de 1'AP engagée dans un complexe avec la plasmine
et de 1’AP' obtenue aprés dissociation du complexe et qui correspond & 1'AP am-
putée du peptide C-terminal. PLOW et coll (163 ) distinguent 2 types de complexe :
le complexe formé en présence d'excés d'AP, PAP-A, et le complexe formé en pré-
sence d'excés de plasmine, PAP-P. En fait, 1'immunsérum spécifique de 1'AP native
contient différentes populstions d'anticorps reconnaissant chacune certains dé-
terminants antigéniques. Dans la molécule d' AP, 4 séries de déterminants anti-
géniques ont été individualisés et sont localisés suivant le schéma de la figure

78. Les déterminants notés I ne sont pas affectés lors de la formation du com-
plexe. Les déterminants notés II sont présents dans AP et dans PAP-A, mais n'e-
xistent ni dans PAP-P, ni dans AP'. Les déterminants II doivent cependant étre
partiellement masqués dans PAP-A par la chaine A de la plasmine car la réaction
obtenue est faible. Les déterminants notés III et IV existent dans 1'AP native,
mais n'existent ni dans 1'AP engagée dans un complexe ni dans AP'. Leur locali-
sation est différente : les déterminants III se trouvent dans la partie C-termi-
nale, tandis que les déterminants IV correspondent & une région trés proche du
site réactif de la molécule d'AP. Aprés des études d’inhibition compétitive en
radio-immuno-essai, PLOW et coll { 163) concluent que lorsque 1'AP forme un com-
plexe avec la plasmine, les changements de conformation et de structure primaire

qui interviennent intéressent essentiellement la région C-terminale de la malécule.

Plus récemment, NILSSON et WIMAN ([ 148) démontrent que la liaison
de la plasmine avec 1'AP est différente de celle qui existe entre la plasmine et
le STI. Le complexe AP-plasmine est beaucoup plus stable que le complexe STI-
plasmine. Le STI obtenu aprés dissociation par 1'AP du complexe STI-plasmine se
trouve sous forme intacte. Par contre, ces auteurs ont pu mentrer qu'au cours de
la formation du complexe AP-plasmine, i1l y avait bien coupure d'une liaison pep-
tidique dans 1'AP, puisgue 1'apparition d'un nouvel acide aminé N-terminal, 1la

méthionine, est bien proportionnelle & 1la quantité de complexe formé€. Ceci permet
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Figure 7B : Représentation schématique des déterminants antigénigues majeurs

de l'az—antiplasmine reconnus par 1'immunsérum anti-o_-antiplasmine

native d'aprés PLOW et coll (183).
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Les signesé, I, R =t .représentent respectivement les dé-
terminants notés I,II,III et IV.

PAP-P : complexe plasmine - az-antiplasmine formé en présence
d'exces de plasmine
PAP-A : complexe plasmine - a

d'excés d’'AP

Z-antiplasmine formé en présence

AP : az-antiplasmine amputée du peptide C-terminal
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aux auteurs d'écarter 1'hypothése de la farmation d'un intermédiaire tétrahédri-
que et d’établir qu’'il doit y avoir formation d'une liaison ester entre le grou-
pement carboxylique de l'acide aminé engagé dans la liaison qui constitue le site

réactif de 1'inhibiteur et le groupement hydroxyle du site actif de la plasmine.

- Interaction avec d’autres sérine-protéases.

L'AP est capable d'inhiber la trypsine en formant un complexe non
dissociable en milieu SDS. EDY et COLLEN ( 55 ) montrent qu'en immunocélectropho-
rése bidimensionnelle, ce complexe avec la trypsine a,& pH 8,6, une mobilité plus
cathodique que celle de 1'AP native. Toutefois, en excés de trypsine, le complexe

est dégradé en un constituant de migration plus anodique.

MORCI et AOKI (141 ) ont comparé la réaction de 1'AP avec 1l'anhy-
drotrypsinged’une part et la trypsine native d'autre part. En électrophorése sur
gel de polyacrylamide, un complexe est mis en évidence dans les deux cas, mais
en présence de SDS le complexe AP-anhydrotrypsine est dissoccié. Puisque l'anhy-
drotrypsine présente une structure semblable & celle de la trypsine active, les
résultats précédents sugg@rent gque la formation du complexe entre 1'AP et la
trypsine fait intervenir des liaisons faibles en plus de la liaison covalente

dans laquelle est engagée la sérine du site actif de 1l'enzyme.

Des études effectuées par BROWER et HARPEL ( 32 ) ont montré ré-
cemment que 1'élastase leucocytaire humaine inactive progressivement 1'activité
inhibitrice de 1'AP envers la plasmine méme dans un rapport molaire élastase/
inhibiteur faible (0,14). Cette inactivation est provoquée par deux coupures pro-
téolytiques effectuées par l’élastase en deux sites différents ; des fragments
semblables & ceux obtenus aprés action de la B-trypsine bovine ou de la plasmine
sur 1'AP sont ainsi produits. Il existe donc dans la molécule une région parti-
culiérement sensible & 1'action des enzymes. Lors de la libération de 1l'élastase
leucocytalre en grande quantité au cours des réactions inflammatoires, 1'inacti-
vation de 1'AP qu’elle provoque peut avoir des conséquences importantes : le

taux faible d'AP active ne permet plus la régulation normale de l'activité de 1la

plasmine.

* Anhydrotrypsine : dérivé catalytiguement inactif de la trypsine dans lequel

le résidu de sérine du site actif a été converti en résidu de déhydroalanine.
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I - 3.5 a, ~antichymotrypsine [a1Achy]

Dans cette breéve revue consacrée a cet inhibiteur de sérine-pro-
téases, nous résumerons les connaissances acquises avant 1977, date & laquelle
nous avons entrepris son étude. Les travaux ultérieurs sur cet inhibiteur sont
peu nombreux. Ils seront présentés au fur et 3 mesure et comparés avec nos ré-

sultats.

L'a1Achy est isoclée pour la premiére fois par SCHULTZE et coll en

1962 ( 179) sous 1l’appellation de a,-X-glycoprotéine. La méme équipe démontre 3

1
ans plus tard ( 75 ) que la glycoprotéine qui a été purifiée est un inhibiteur de
chymotrypsine et lui donne le nom d'a1-antichymotrypsine. Le protocole de prépa-

ration utilisé alors est assez complexe : nous y reviendrons au début du deuxieme

chapitre. Selon ces auteurs, l'a, Achy posséde une Mr gégale & 69 000 environ ; les

glycannes représentent 24 % du p;ids de la molécule. Ce constituant est relative-
ment labile, en particulier a des pH inférieurs & 5,0 ; il est aussi dénaturé a-
pres un séjour de 30 minutes & 568°. La molécule est dépourvue de cystéine. Elle
inhibe la chymotrypsine, mais n'a pas d'action sur la trypsine, la plasmine ou la
thrombine. L’a1Achy est un marqueur de l'inflammation : son taux peut doubler en
1’espace de 8 heures aprés une atteinte tissulaire (3}.

RYLEY et BROGAN font en 13973 une étude comparative de certains
constituants protéiques danms le plasma et dans la sécrétion bronchique (170). Ils
constatent que le rapport a1PI/a1Achy est, de fagon significative, plus élevé dans
le sérum que dans la phase soluble du mucus bronchique humain. L'a1Achy peut vrai-
semblablement jouer un rdle important dans le poumon : elle posséde en effet un
pouvolr d'inhibition spécifique & 1'égard de 3 protéases neutres isolées de gra-
nulocytes neutrophiles, appelées protéases cationigues, qui présentent une activi-
té de type chymotrypsique (167 ). Le rdle physiologigue de l'a1Achy serait d'autant
plus déterminant que dés les premiers stades du processus inflammatoire, les fac-

teurs chimiotactigues libérés attirent les neutrophiles.

OHLSSON et AKESSON (151 ) ont comparé 1l'efficacité de l'd1Achy, de
l'a1PI et l'aZM pour l'inhibition des protéines cationiques de granulocytes qui
ont une activité de type chymotrypsique. Ils ant effectué des mélanges de sérum
humain et du composant 3 (de M, égale & 28 500), marqué par l’'isotope 1251. gul

est 1'une des quatre protéines cationiques individualisées par ces auteurs. Ils
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ont ensuite déterminé la quantité de protéine marguée liée 3 1'a1Achy, 1'a1PI et

1'a2M en mesurant, aprés immunoélectrophorése bidimensionnelle avec les immunsé-
rums spécifiques, la radioactivité contenue dans les différents pics. Leurs ré-
sultats montrent gque la protéine cationique se fixe préférentiellement sur l'aZM
et gqu'elle a une affinité plus forte pour 1'a1Achy que pour 1'a1PI. Les complexes
a1Achy-protéine cationique ont une mobilité Bz—globulinique en €lectrophorése en
gel d’'agarose. Ainsi pour OHLSSON et AKESSON (151), la présence dans un liquide
bioclogique d'un constituant ayant une mobilité Bz-globulinique et réagissant avec
1'immunsérum anti—a1Achy indique qu’'il y a eu dans ce liquide libération de pro-

téines cationiques ayant une activité de type chymotrypsique.

La concentration sérique de 1'a,Achy (400 mg/litre) est bien in-

1
férieure a celle de 1'a1PI (2 3 4 g/litre), mais la rapidité avec laquelle s'é-
leve le taux sérique de 1'a_ Achy lors d'une réaction inflammatoire laisse suppo-

1

ser un rdle trés important de 1l'a Achy dans la défense des tissus contre les

1
protéines cationigues de type chymotrypsique libérées des granulocytes neutro-

philes.

Notons enfin gue ORJASAETER (155} a montré que l'a1Achy était pré-
sente dans des extraits perchloriques de tumeurs malignes. De plus, 11 a établi
que 1'a1Achy se caractérisait par des réactions antigéniques croisées avec 1l'an-

tigéne carcincembryonnaire, mais cela a été infirmé depuis (104).

Pour terminer, mentionnons que BREHM et coll (31) ont identifié
1’a1Achy parmi les protéines sériques présentant de 1'affinité pour 1'ADN. Cette

propriété a d'ailleurs été ultérieurement mise & profit pour isoler 1l'a,Achy sé-

1
rique, nous reviendrons sur les différents protocoles mis au pecint dans le cha-

pitre II.

Les connaissances sur l'anchy étaient donc trés limitées et, en
particulier, aucun élément concernant le mécanisme d’action de cet inhibiteur

sur les sérine-protéases n'était déterminé.

En ce gqui concerne les guatre principaux inhibiteurs de sérine
protéases que nous avons passés en revue, deux types de mécanisme d'action peu-
vent 8tre schématisés comme suit. Il y a tout d'abord le mécanisme particulier
de l'azM : 1'hydrolyse d'une lialson peptidique dans la région cible de la molé-
cule (dans 2 des 4 sous-unités de Mr 185 000 pour la liaison d'une molécule de

trypsine) est suivie d'un changement de conformation qui entraine la rupture des
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liaisons thioester ; 1'a2M peut alors "encercler” jusqu’a 2 molécules d'enzyme
par molécule d'inhibiteur ; dans ce cas la sérine du site actif de 1l’enzyme n'est
pas engagée dans une liaison avec l'inhiﬁiteur et la sérine-protéase possede en-
core une activité au moins sur les petits substrats. En ce qui concerne les trois
autres inhibiteurs, c'est-3a-dire 1'a1PI, 1'AT et 1'AP, méme si le consensus n'est
pas encore général, un certain nombre d'ocbservations communes laissent penser
gu'ils doivent obéir & un mécanisme d'action qui pourrait étre le suivant : il y
a formation trés rapide d'un complexe inhibiteur-enzyme équimoléculaire dé type
"enzyme-substrat” stable en présence de S0S, ce qui pourrait suggérer un complexe
de nature covalente. Les auteurs pensent généralement gqu'une liaison s'établit
entre 1'hydroxyle de la sérine du site actif de 1'enzyme et le carbonyle de la
liaison cible qui a été coupée lors de la formation du complexe. Cette réaction
d'acylation pouvant &tre suivie d'une désacylation permettrait d’expliquer la
dissociation spontanée qui a pu étre observée dans chacun des cas, conduisant a

de 1'enzyme au moins partiellement actif et 3 une forme d'inhibiteur ayant perdu

ses propriétés inhibitrices.

Nous essaierons de définir & quel type de mécanisme peut se ratta-

cher celui de 1'a1Achy.



Le premier chapitre rassemble les généralités sur les sérine-pro-
téases et les connaissances actuelles sur leurs principaux inhibiteurs du sérum
-antiplasmine).

humain (a_-macroglobuline, a,-antiprotéase, antithrombine III et a

2 1 2

L'az-macroglobuline se distingue nettement des autres inhibiteurs
par sa taille, la grande variété des enzymes qu'elle inhibe et son mécanisme d'ac-
tion : 1'inhibition de 1'activité protéasique de 1'enzyme est due 3 un empéchement
stérique dans le complexe formé entre 1l'inhibiteur et 1'enzyme. Le site actif de

1'enzyme n'est pas impliqué dans la liaison enzyme-inhibiteur.

Les autres inhibiteurs différent les uns des autres par leurs pro-
priétés physico-chimiques, leurs taux sériques normaux et leurs enzymes-cibles.
Ils peuvent néanmoins &tre rassemblés dans un méme groupe car ils présentent un
mécanisme d'action similaire. Le complexe équimoléculaire formé avec 1'enzyme est
de type "enzyme substrat” : aprés la coupure d'une liaison peptidigue dans la par-
tie C-terminale de 1'inhibiteur, une liaison se forme entre le nouvel acide aminé
en position C-terminale et la sérine du site actif de 1'enzyme. L'instabilité des

complexes a é€té mentionnée par de nombreux auteurs.

Aucun mécanisme n'est décrit dans la littérature pour 1'a1-anti—

chymotrypsine.
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CHAPITRE 1II

PURIFICATION ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE L'a1-ANTICHYMDTRYPSINE

-1 PURIFICATION DE L'a1-ANTICHYMDTRYPSINE
II - 1.1 Choix des méthodes
IT - 1.2 Protocoles actuels
IT - 1.3 Protocoles de purification de 1'a1Achy publiés par
d'autres auteurs
- 2 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
II 2.1 Masse moléculaire relative
II 2.2 Comportement en électrophorése en gel de polyacrylamide
{10 %) a pH 8,3 et en immuncélectrophorese bidimension-
nelle
IT 2.3 Détermination du point isocélectrique
II 2.4 Composition chimique de 1'a1Achy
II - 2.5 Interactions avec la concanavaline A
II 2.6 Détermination de la séguence amino-terminale
II 247

Stabilité de 1'activité inhibitrice de l'a1Achy apres

divers traitements physigues ou chimiques.
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Summary

Human a,-antichymotrypsin was purified from human pleural fluid and from
human serum. Four affinity chromatographic steps were required to obtain
pure «;-antichymotrypsin. Pleural and serum a;-antichymotrypsin have the
same molecular weight, which was estimated by SDS-polyacrylamide gel elec-
trophoresis to be 58000. The chemical composition of the two types of
a;-antichymotrypsin is the same. Using a technique for visualization of the chy-
motrypsin inhibitors, we showed that the pure a;-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 [1], pulmonary em-
physema [2] and thrombotic episodes [3]. However, as compared to other
protease inhibitors, scant data have been reported concerning «,-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].

a;-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 «;-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 to con-

Abbreviation: SDS, sodium dodecyl sulfate.

0005-2795/81/0000—0000/$02.50 © Elsevier/North-Holland Biomedical Press
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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 a,-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 «;-antichymotrypsin (particularly with regard to the molecular weight),
we also had to purify «,-antichymotrypsin from human serum using the same
procedure.

During the isolation procedure of «;-antichymotrypsin, a fraction contain-
ing mainly «,-antitrypsin was also obtained. Some of the chemical properties of
pleural and serum purified «,-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,N'-methylene bis-
acrylamide and N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine were from BDH chemi-
cals Ltd. a-Chymotrypsin treated with N-a-p-tosyl-L-lysine-chloromethyl
ketone hydrochloride, N-acetyl-DL-phenylalanine-3-naphthyl ester and O-diani-
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 «;-antichymotrypsin
and «,-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
[10]. Electrophoresis was performed on 10% gels at pH 8.3 using the gel buffer
system of Davis [11]. 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 of proteinase inhibitors in polyacrylamide gel. Chymotryp-
sin inhibitors were made visible in polyacrylamide gels by the method of Uriel
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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
at 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 Uriel
and Berges [14].

Chromatographic separations

These were performed at 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 o« -antichymotrypsin column. 10 ml of anti-
plasma «;-antichymotrypsin antiserum (No. 3502 A, 0.71 mg antibodies/ml)
were treated with 1.8 g Na,SO, 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 Na,SO,/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 freeze-dried.
These anti«w;-antichymotrypsin antibodies were coupled with 45 ml Sepharose
4B, previously activated according to the CNBr method of March et al. [15].

Preparation of the antihuman serum albumin column. 10 ml antihuman
serum albumin antiserum (No. 3105 A, 1.06 mg antibodies/ml) 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 sample
in 5.6 M HCI 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 H,SO, 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) ay-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 mg/100 ml of «;-antichymo-
trypsin (quantified by radial immunodiffusion [21]).

(1) The first step is affinity chromatography on a column of Thiopropyl-
Sepharose (12X 2.5 cm) equilibrated with 0.1 M Tris-HC1/0.01 M EDTA
buffer (pH 8.1). 20 ml pleural fluid were diluted with 60 ml buffer and applied
on the column and then recycled overnight. Elution was performed with the
same buffer until the Asgonm returned to the baseline. 250 ml were collected,
a;-antichymotrypsin was found in the unbound fraction (fraction A) by fused
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rocket immunoelectrophoresis with monospecific antiserum. The column was
then washed with 0.1 M Tris-HC1/0.01 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 a,-antichymotrypsin-containing fraction (fraction A), mixed with
1 ul mercaptoethanol, was then applied on a Thiol-Sepharose column (14 X
2 cm) equilibrated in 0.1 M Tris-HC1/0.01 M EDTA (pH 8.1) buffer. The
column was washed with the equilibrium buffer until the A,50,m returned
to the baseline. By fused rocket immunoelectrophoresis, «,-antichymotrypsin
was detected in the unbound fraction (fraction A;). When the column was sub-
sequently washed with 0.1 M Tris-HC1/0.01 M EDTA buffer (pH 8.1) contain-
ing 0.02 M mercaptoethanol, fraction A, was eluted. Fused rocket immunoelec-
trophoresis indicated that this fraction consisted mainly of a-antitrypsin, some
serum albumin and traces of other proteins.

Fraction A, 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 A, conc.

(3) Immunoaffinity chromatography on the antihuman-a,-antichymotrypsin
column. The antiw,-antichymotrypsin column was equilibrated with 0.01 M
sodium phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.3 M NaCl and 0.02% NaN,
(buffer 1). Fraction A; 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% NaN; were added, to adjust the ionic strength of the fraction to that
of the column.

The column was washed with buffer 1 until the A5, returned to the base-
line. The bound «,-antichymotrypsin 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-

A B

Fig. 1. Fused rocket immunoelectrophoresis with antiserum to whole human plasma on the fractions
eluted during immunoaffinity chromatography on a anti-aq -antichymotrypsin column. Part A, washing of
the column with 0.01 M sodium phosphate/0.3 M NaCl/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 ul of every other fraction were placed
in the slots.
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Fig. 2. Crossed immunoelectrophoresis with antiserum to whole human plasma of pleural & -antichymo-
trypsin fraction eluted by buffer 2 from anti-aj-antichymotrypsin column (before the last step). (-
Achy, a1 -antichymotrypsin; SA, serum albumin.

Fig. 3. SDS gel electrophoresis in a 10—20% gradient of polyacrylamide containing 1% SDS. Slots 1—8—
15 (M), molecular weight markers: Phosphorylase b (94 000), 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 A conc.; Slots 3 and 10, unbound proteins on anti-«) -antichymotrypsin column; Slots 4 and 11, 5
and 12, two samples of pleural «aj-antichymotrypsin fraction eluted from anti-oj-antichymotrypsin
column; Slots 6 and 13, human serum albumin (Behring); Slots 7 and 14, fraction Aj (containing mainly
a1 -antitrypsin).

serum to whole human plasma (Fig. 1) or with antiserum to «, -antichymotryp-
sin.

The fractions eluted with buffer 2 were the only ones reacting with anti-o,-
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 to obtain pure «;-antichymotrypsin for amino 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 «,-antichymotrypsin-containing fraction
was applied on the column which was then washed with buffer 1. Fractions of
3.5 ml were collected. Only «,-antichymotrypsin was detected by fused rocket
immunoelectrophoresis in the first 20 fractions. The bound serum albumin was
eluted with buffer 2. The «,-antichymotrypsin-containing fractions were com-
bined, concentrated in a Diaflo apparatus and then stored frozen.

(II) ay-antichymotrypsin purification from human serum
a;-Antichymotrypsin was obtained from human serum using the same puri-
cation steps with 20 ml serum samples.
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(IIT) Study of the a,-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 a,-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, samples 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 all the proteins in the kit
could not be completely reduced and denatured. The two samples of the
pleural a,-antichymotrypsin fraction eluted from the anti-a;-antichymotrypsin
column (slots 4 and 5) contained mainly «,-antichymotrypsin and only a trace
of serum albumin. a;-Antichymotrypsin moved farther than human serum
albumin (slot 6) but slightly less than «,-antitrypsin, which is the main compo-
nent in fraction A, (slot 7). To evaluate the molecular weight of «;-antichymo-
trypsin, a standard curve was made with the results obtained with the calibra-
tion kit protein mixture. The apparent molecular weight of «,-antichymotryp-
sin was estimated to be 58 000, while a value of 54 000 was obtained for «;-
antitrypsin and 68 000 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, «;-antichymo-
trypsin had the same mobility as in slots 4 and 5. «,-Antitrypsin (slot 14)

- a,AChy

- a AT

[ I i W g

<%

A B

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 weiglit markers; Slots 2 and
3, aj-antichymotrypsin from human pleural fluid (two different preparations; about 2.5 and 1.5 ug,
respectively); Slots 4-5-6, «g-antichymotrypsin from human serum (three different preparations; about
1.5, 1 and 2.5 ug, respectively); Slot 7, fraction A,; Slot 8, purified «; -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 Uriel technique; T,
normal sexrum. Slots 1 and 2, a;-antichymotrypsin from pleural fluid; Slots 3 and 4, «j-antichymotrypsin
from serum; Slot 5, fraction Aj; Slot 6, pure «j-antitrypsin. «;-Achy, «q-antichymotrypsin; a1 ATz,
) -antitrypsin,
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also showed the same behavior as in the left part of the gel (slot 7). On the
other hand, serum albumin (slot 13) 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 «o;-antichymotrypsin from
serum and from pleural fluid after removing the remaining albumin.

Purified «,-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 «,-antichymotrypsin.

During gel electrophoresis in 10% polyacrylamide at pH 8.3 (Fig. 5, part A),
pleural «;-antichymotrypsin and serum «,-antichymotrypsin moved with the
same «; mobility but distinctly slower than purified «,-antitrypsin (slot 6). In
Fig. 5, part B, zones having antichymotrypsin activity were revealed with the
Uriel technique. This method allowed us to detect 0.5 ug of active «,-anti-
chymotrypsin. It could be noticed that the purified «,-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 I
AMINO ACID COMPOSITION OF a;-ANTICHYMOTRYPSIN

Results are expressed as residues per 100 residues.

Serum * Pleural fluid Serum

Asx 11.2 11.6 11.6
Thr 74 7.3 7.3
Ser 7.3 8.0 8.1
Glx 11.4 12.2 121
Pro 3.4 4.1 4.3
Gly 4.1 4.6 4.8
Ala 7.8 7.8 7.8
Val 6.2 5.0 5.0
Cys/2 0.5 0 0
Met 2.5 2.4 2.4
Ile 5.2 3.6 3.6
Leu 12.8 12.9 12.6
Tyr 2.1 2.6 2.5
Phe 5.9 5.1 5.2
Lys 6.2 6.5 6.4
His 2.1 2.2 2.2
Arg 3.4 4.1 4.1
Trp 0.9 n.d. n.d.

* Calculated according to the data of Travis et al. [7]. n.d., not determined.
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TABLE II
PERCENTAGE OF CARBOHYDRATE RESIDUES IN «;-ANTICHYMOTRYPSIN

Results are expressed as g carbohydrate/100 g dry material.

Serum * Pleural fluid Serum
Neutral 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. [7].

Amino acid and carbohydrate composition

The amino acid composition was determined on five different preparations
of pleural and serum «,-antichymotrypsin. The results were very similar and the
averages are given in Table I. No important difference was observed in the
amino acid composition of «,-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 «,-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 «;-antichymotrypsin from serum.

Discussion

The procedure presently described for the purification of «;-antichymotryp-
sin from the human pleural fluid and from human serum requires only four
affinity chromatographic steps. It carefully avoids all 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-«,-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 «,-antitrypsin from the same fractionated
fluid to serve as reference in enzyme inhibition experiments.

The use of buffer 2 (pH 2.8) to elute «,-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 «;-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
aj-antichymotrypsin are too strong and a trace of serum albumin (better
stained on polyacrylamide gel than «,-antichymotrypsin which is a glycopro-
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tein) still persists. Thus, the fourth step was essential to obtain pure «;-anti-
chymotrypsin even if a loss of some «;-antichymotrypsin occurred. In fact,
75% of the a,-antichymotrypsin present in the starting material was recovered
in fraction A, 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 «;-antichymotrypsin were obtained
from 100 ml pleural fluid containing 55—60 mg of «,-antichymotrypsin.

As regards molecular weight, our results are different from those presented
in previous data [7]. Instead of a molecular weight of 68 000 found by these
authors, we obtained a value of 58 000 for both pleural and serum «;-anti-
chymotrypsin, and these molecules had their complete inhibitory capacity. It
seemed possible that a,-antichymotrypsin from pleural fluid might be partially
destroyed by some proteases but the serum «,-antichymotrypsin gave the same
result. This difference could be explained by the way these authors carried 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 whether it was treated with mercaptoethanol, while
a;-antichymotrypsin behavior remained unchanged. The apparent molecular
weight of serum albumin studied without mercaptoethanol seemed to be smal-
ler; thus, taking serum albumin without mercaptoethanol as reference would
lead to an error in the estimation of a,-antichymotrypsin molecular weight.
Under these conditions, a;-antichymotrypsin molecular weight would appear
greater.

Concerning the chemical composition of «;-antichymotrypsin, we found no
half-cystine in both molecules, while Travis et al. [7] found 0.5 per 100 half-
cystine, Heimburger 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 Uriel 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 «,-antichymotrypsin .

We sometimes noticed some splitting of the pure «;-antichymotrypsin band in
analytical polyacrylamide gel electrophoresis (for example, Fig. 5, slot 1). We
still have no explanation for the occurrence of this minor faster band, but it
was found that lyophilized 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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IL. = 1 PURIFICATION DE L'u1-ANTICHYMUTRYPSINE.

Quand nous avons entrepris le travail de cette thése, le seul pro-

tocole de purification de 1'a,Achy sérique dont nous disposions avait été publié

en 1962 (179). Il était partiluliérement complexe. I1 faisait appel en premier
lieu & la différence de solubilité des constituants du sérum dans le sulfate d’am-
monium (l'anchy est soluble dans une solution & 50 % en sulfate d'ammonium).

Un fractionnement par le Rivanol constituait 1'étape suivante, puis une électro-
phorése de zone était effectuée & pH 5,2 et la derniére étape consistait en une

chromatographie de gel filtration sur colonne de Sephadex G 100.

De 1962 & 13977, le choix des techniques pouvant étre utilisées
pour la séparation des protéines sériques s'est considérablement élargi. Le ma-
tériel de départ que nous avions initialement choisi était le liquide pleural.
Cet exsudat peut etre obtenu en quantité importante ; il contient des constituants

protéiques et glycoprotéiques pour la plupart identiques & ceux du sérum.

En raison de divergences entre certaines propriétés physico-chimi-

ques de 1'a,Achy que nous avons isolée du liquide pleural et celles de 1’G1Achy

1
isolée du sérum par TRAVIS et coll ( 202) et publiées pendant 1l'avancement de nos
travaux, nous avons été amenée & appliquer notre protocole de purification & du

sérum humain normal. Apres avoir montré que 1'a,Achy du sérum présente les mémes

1

caractéristiques que celles de 1'c,Achy du ligquide pleural, nous avons préféré

1

poursuivre notre travail sur de 1'a,Achy isclée du sérum.

1
Dans ce chapitre, nous décrirons la mise au point du protocole de
préparation aboutissant & la publication n°1 dans laquelle quelgues propriétés
physico-chimiques ont également été décrites. Certaines propriétés physico-chi-
migques seront ensuite étudiées plus en détail et nous comparerons au fur et a
mesure nos résultats avec ceux qui ont été publiés pendant le déroulement de nos

recherches.

IE - 1.1 Choix des méthodes.

Nous insisterons dans cette partie sur les différentes méthodes

de purification de 1'a,Achy que nous avons essayées et sur les difficultés ren-

1
contrées pour obtenir un constituant ayant conservé ses propriétés biologigues.
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La difficulté est d'autant plus grande que, dans un sérum narmal, 1'a1Achy repré-

sente en moyenne moins de 1 % desprotéines totales (soit 40 & 60 mg/100 ml).

Selon HEIMBURGER et coll ( 75 1}, 1'a1Achy est une glycoprotéine

=

possédant une Mr égale & 69 000 et ayant une mobilité a,-globulinique en électro-

1
phorése & pH 8,2. D'aprés ces indications nous pouvions nous attendre & ce que la

séparation entre 1l'o, Achy et des constituants tels que 1'a,PI, 1'a1-glycoprotéine

1 1
acide, la préalbumine et la sérumalbumine pose des problémes : en effet, ces cons-

tituants présentent un certain nombre de propriétés physico-chimiques voisines
de celles de 1'a1Achy, telles que la Mr et le point isocélectrigue.

Toutefois, selon les mémes auteurs, la molécule d'a,Achy serait

dépourvue de résidus de cystéine, tandis que les constituants cité; précédemment
en possédent. Ceci nous a amenée & choisir la chromatographie covalente. Cette
technigue peut 8tre employée dans divers domaines et en particulier pour séparer
des protéines ou des peptides contenant des groupements thiol de polypeptides

qui en sont dépourvus. Dans cette méthode, le produit possédant des groupements
thiol est fixé de fagon covalente au support chromatographique. Le support chro-
matographique est une matrice de Sepharose sur laguelle est greffé un dérivé con-
tenant un groupement thiol : il s'agit soit d'un groupement propanethiol, scit du
glutathion. Le groupement thiocl dupropanethiol ou duglutathion est engagé dans un
pont disulfure avec un reste mercapto-Z-pyridine qui peut &tre facilement échangé
au cours de la chromatographie covalente avec des protéines ou des peptides conte-
nant des groupements thiol libres. Il s'ensuit la formation d'autres ponts disul-
fure mixtes reliant de fagon covalente ces protéines ou ces peptides & la matrice
de Sepharose modifiée. Aprés lavage de la colonne pour éliminer les substances non
combinées, le produit contenant le ou les groupements thiol peut 8tre séparé de la

matrice de Sepharose par réduction des liaisons disulfure.

Deux produits ont été spécifiquement mis au point par PHARMACIA pour
cette technique : Activated-Thiol-Sepharose 4 B, dérivé de faible capacité et Thio-
propyl-Sepharose 6 B, dérivé de grande capacité;ils possédent respectivement 1 umo-

le et 20 ymoles de groupes 2-pyridyl-disulfure par millilitre de gel.

Une chromatographie covalente sur une colonne de Thiopropyl-Sepha-
rose 6 B constitue la premiére étape de notre protocole. Elle permet d'éliminer,
entre autres, environ 60 % de la sérumalbumine du sérum qui est ainsi fixée sur la

colonne. L'a1Achy se trouve dans la fraction non retenue sur la colonne 3 celle-ci
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est soumise & une nouvelle chromatographie covalente sur une colonne de Activated-
Thiol-Sepharose 4 B. Comme dans les travaux de LAURELL et coll (119), la frac-
tion est, avant cette étape, soumise & une réduction douce par le B-mercaptoétha-

nal {molarité finale 0,07 mM) avant d’étre déposée sur la colonne. L'a_ Achy se

trouve dans la fraction qui n'est pas retenue sur la colonne de Activaled-Thiol—
Sepharose 4 B. Le matériel fixé par la colonne peut &tre élué en lavant la colon-
ne par du tampon contenant du B-mercaptoéthanol (0,02 M). La fraction alors éluée
contient une proporticn importante d'a1PI dont la purification a pu Btre achevée

par un procédé original (16).

L'a1Achy se trouve donc dans la fraction du sérum qui n'est rete-
nue ni sur la colonne de Thiopropyl-Sepharose 6 B, ni sur la colonne d'Activated-
Thiol-Sepharose 4 B. Cette fraction est dialysée pendant 3 jours contre de 1'eau
désionisée. Les euglobulines précipitées sont alors éliminées par centrifugation

a8 6 000 tours /minutgependant 20 minutes (tableau II).

De nombreux essais ont ensuite été effectués,avant de choisir en

définitive, la chromatographie d'immuncaffinité pour purifier 1'a,Achy. Il fallait

1

en effet, obtenir, avec un bon rendement, de 1l'a,Achy purifiée ayant conservé ses

1
propriétés inhibitrices.

La précipitation par le sulfate d’'ammonium, méthode assez classi-
que utilisée dans la préparation de nombreuses protéines sériques, a d'abord été
employée. Le surnageant obtenu aprés élimination des euglobulines par centrifuga-
tion est amené & la concentration de 2,4 M en sulfate d'ammonium et laissé & 4°C
pendant 24 heures. Aprés élimination du précipité par centrifugation (pendant 20
minutes & 6 000 tours/minutéﬁ. le surnageant est amené & la concentration de 3,2 M
en sulfate d'ammonium puils conservé & 4°C pendant 24 heures. Le précipité recueil-
11 apres centrifugation (pendant 20 minutes & 8 000 tours/minutg] est repris par
de 1'eau désionisée, dialysé pendant 3 jours contre de 1l'eau désionisée puis lyo-
philisé. ['analyse électrophorétique de cette fraction indique gu'elle contient
des constituants ayant des points isoélectriques (pI) différents, ce gui peut

étre mis & profit pour leur séparation. Nous avons alors choisi 1'isotachophorése

pour tenter de mener a bien la purification de 1'a1Achy.

En effet, 1'isotachophorése permet de séparer dans un champ élec-
trique, les ions en fonction de leur mobilité électrique. Les ions de 1l'échantil-

lon se "rangent” en zones derriére l'ion de téte ("leading ion”) choisi pour

% 6 000 tours/minute = 4 000 g avec le rotor utilisé.
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sa mobilité plus élevée que celle des ions de 1'échantillon ; lorsgue tous les
ions sont rangés en zones suivant leur mobilité électrophorétique dans le systé-
me choisi, ils se déplacent & la méme vitesse dans le champ électrique. La sépa-
ration en isotachophorése se fait dans une colonne de gel de polyacrylamide ;

les zones correspondant aux ions de points iscélectriques voisins sont "écartées”
les unes des autres par 1'addition & 1'échantillon d'ampholytes dont les mobi-

lités sont comprilses entre celles des ions de 1'échantillon (Ampholines LKB).

De tres nombreux essais ont é&té effectués en utilisant cette tech-
nique, mais en fait, si la méthode semblait trés séduisante, les rendements ob-
tenus ont été trés médiocres et, de plus,1'élimination des Ampholines est diffi-
cilement compléte : ces constituants peuvent en effet rester fixés sur les
protéines méme aprés une étape de gel-filtration.

D'autre part, nous avons pu observer que 1l'a Achy est un consti-

1
tuant particuliérement fragile : la précipitation par le sulfate d'ammonium

suilvie d'étapes de dialyse et de lyophilisation fait perdre & l'a,Achy une partie

1
importante de son activité inhibitrice. Cette précipitation au sulfate d'ammonium
et 1'isotachophorése ont été ainsi éliminées.

La chromatographie d'immunoaffinité connaissait alors un important

développement. A partir d'un immunsérum spécifique de 1l'a,Achy (fabriqué par les

laboratoires BEHRING), nous avons préparé les immunoglobulines gui ont ensuite
€té couplées & du gel de Sepharose 4 B activé par le bromure de cyanogéne. Les
méthodes de préparation des immunoglobulines, d'activation du gel, de couplage
ainsi que le protocole de la chromatographie d'immunoaffinité sont décrits dans
la partie technigue (p :T72). Malgré la grande spécificité qui était reconnue &

la chromatographie d'immunoaffinité, nous avons préféré conserver les deux pre-
miéres étapes de chromatographie covalente. Ces étapes se déroulent en effet dans

les conditions de pH et de force ionique gui ne risquent pas de dénaturer 1l'’a, Achy

1

et permettent d’obtenir une fraction enrichie en o, Achy avant d'aborder 1'étape

d’'immunoaffinité ; il est de plus particuliérement1intéressant d'éliminer le plus
possible de sérumalbumine qui, ayant toujours tendance & se lier de fagon non
spécifique y compris sur la colonne d'immunoaffinité, pourrait donc diminuer le
rendement de cette étape et entrainer une contamination plus importante. Tout au
long du protocole de préparation, il feut veiller & ce que les fractions contenant
1'a1Achy restent un minimum de temps & un pH inférieur & 7,0 ou en milieu désio-
nisé pour éviter une altération de ses propriétés inhibitrices. Deés la fin de

1'élution de la colonne d'immunoaffinité par le tampon glycocolle 0,2 M, NaCl
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0,5 M de pH 2,8, les fractions contenant 1'a1Achy sont ajustées & pH 7,4 avec
de la soude 0,1 M puis abondamment lavées par ultrafiltration dans un appareil
Diaflo (membrane YM 5) par le tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,3 M

pH 7,4 contenant 0,02 % d'azide de sodium gue nous appellerons PBS dans la suite.

La derniere étape indiguée dans la publication n® 1 consiste en
une chromatographie d'immunoaffinité sur une colonne de Sepharose 4 B & laquelle
des anticorps anti-sérumalbumine ont &té couplés selon la méthode présentée page

T 2 . Cette étape permet d'éliminer de la préparation d'a,Achy les traces de

II
sérumalbumine qui subsistent.

Publication n® 1.

T - 1.2 Protocoles actuels.

La plupart des études d'interactions o Achy-protéases qui seront

/l

présentées dans le chapitre III ont été effectuées avec de l'a1Achy obtenue en

appliquant & du sérum le protocole présenté dans la publication n® 1 auguel est

ajoutée une étape d’immunoaffinité sur une colonne de Sepharose 4 B-anti-a1PI.

1Achy subsistaient en effet des traces d'a1PI, il

gétait indispensable de les éliminer avant d'aborder les études d'inhibition en-

Dans certaines préparations d'a

zymatique qui auraient pu étre faussées. Le tableau II présente en déetail le pro-

tocole complet.

Trés récemment, nous avons été amenée & modifier un peu ce proto-
cole de purification car nous avons mis en évidence la présence de résidus de

cystéine dans 1'a,Achy ( voir p:6869) et nous avons voulu doser les groupements

1
thiol libres. Afin de ne laisser subsister aucun doute sur nos résultats, nous

avons préféré supprimer les étapes de chromatographie covalente (&tapes n°® 1 et
2 du tableau 1II ), car avant 1'étape n® 2, un peu de réducteur est ajouté a la

fraction, de plus lors de ces deux étapes, 1l'a,Achy est en contact avec des sup-

ports chromatographiques pour 1'élution desque;s des concentrations importantes
de B-mercaptoéthanol sont utilisées. Un protocole un peu différent a donc été

mis au point récemment, il est présenté dans le tableau III. Aprés une dialyse

de trois Jjours contre le tampon PBS, le sérum est immédiatement soumis & la chro-
matographie d'immunoaffinité sur colonne de Sepharose 4B-anti—a1Achy. La fraction
contenant 1'a1Achy est ensuite soumise & une étape de gel filtration sur une co-
lonne de Sephacryl S 200 (100 x 2,5 cm) en tampon Tris 0,1 M HC1, NaCl 0,2 M

pH 8,0. L'é@luat de cette colonne est étudié par la méthode d’'électroimmunodiffusion
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avec prédiffusion de 1'antigéne en utilisant un immunsérum anti-protéines séri-

ques totales et un immunsérum spécifique de 1'o ,Achy. Au cours de cette étape,

1
1’Q1Achy est séparée de plusieurs constituants de taille moléculaire plus élevée.

Les fractions contenant 1'q, Achy sont rassemblées. Cette solution est alors con-

1
centrée dans un appareil Diaflo (membrane YM 5) et équilibrée en tampon PBS.Elle
est soumise ensuite aux deux chromatographies d'immunoaffinité (étapes identiques

aux étapes 4 et 5 du tableau II).

II1 - 1.3 Protocoles de purification de 1'a,Achy publiés par d'autres auteurs.

1

Un protocole de préparation de l'a,Achy a été préconisé par TRA-

VIS et coll ( 202 ) en 13978, Il consiste essentiellement en trois étapes séparées
par des dialyses et ultrafiltrations nécessaires a 1'éguilibration de la prépa-
ration pour 1l'étape suivante. Ces trois étapes sont successivement un fractionne-
ment par le sulfate d'ammonium (la fraction précipitant entre 50 % et 80 % de
saturation est conservée), une chromatographie sur colonne de Cibacron Blue Se-
pharose en tampon phosphate de sodium 0,03 M pH 7,0 (sur laguelle l'a1Achy est
retenue puis éluée par augmentation de la force ioniquel et enfin une chromato-
graphie sur colonne de SP-Sephadex C-50 en tampon citrate de sodium 0,025 M &

pH 5,5. La solution d'a1Achy pure est alors équilibrée par dialyse en tampon Tris
0,05 M NaCl 0,05 M pH 8,0,puis est conservée congelée. Ce protocole a été récem-
ment modifié par TRAVIS et MORII (204) : 1'étape de chromatographie & pH 5,5

est supprimée. En 1880, KATSUNUMA et coll ( 104 ) purifient & partir du sérum
humain une glycoprotéine caractérisée par sa capacité & se lier & de 1'ADN,
SIDDIQUI et coll ( 184 ) montrent, peu aprés, gque cette glycoprotéine est iden-

=~

tique & 1'a Achy. Les protocoles de purification préconisés par ces deux éguipes

sont tres s;mblables. Entre chaque étape, une dialyse permet d'équilibrer la pré-
paration dans le tampon utilisé pour 1l'étape suivante. Dans le protocole de KAT-
SUNUMA et coll { 104 ), la premiére étape est une chromatographie d’échange ioni-
gue sur colonne de DEAE-Sephadex A 50 en tampon phosphate de potassium 0,01 M

pH 6,5 NaCl 0,15 M; 1'élution de la fraction contenant l'anchy est effectuée
avec du tampon contenant du NaCl 0,225 M. Cette fraction est alors déposée sur
une colonne de DNA-cellulose en tampaon phosphate de potassium 0,01 M pH 6,8.

Le matériel &lué en augmentant la force lonigue (NaCl 0,3 M) est soumis & un
fractionnement par le sulfate d'ammonium ; la fraction précipitant entre 50 et

70 % de saturation est ensuite déposée, pour l'étape finale, sur une colonne de

Sephadex G 150 équilibrée et éluée en tampon Tris 0,01 M HC1 pH 7,8, KC1 0,1 M.
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La premiére étape du protocole mis au point par SIDDIQUI et coll
( 184 ) consiste en une étape de chromatographie d'échange icnique sur une colonne
de QAE-Sephadex éguilibrée en tampon phosphate de potassium 0,01 M pH 6,5. Un
gradient linéaire de molarité en NaCl (0 & 0,5 M) est alors appligqué & la colon-
ne. La fraction éluée par une molarité en NaCl comprise entre 0,125 et 0,225 M
est dialysée contre le tampon de départ et soumise & une deuxiéme chromatogra-
phie identique. L'étape suivante consiste en une chromatographie d'affinité sur
une colonne de DNA-cellulcse en tampon phosphate de potassium 0,01 M pH 6,8, dont
1'élution est effectuée en augmentant la force ionique. La purification se ter-

mine par une chromatographie de gel filtration sur une colonne de Sephadex G 200

équilibrée et é&luée en tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,0.

A partir de 100 ml de sérum, TRAVIS et coll ( 202 } cbtiennent
9 mg d'a1Achy pure ; KATSUNUMA et coll ( 104 ) purifient 3,5 mg d'a1Achy & par-
tir de la méme quantité de sérum, tandis que SIDDIQUI et coll ( 184 ) en obtien-
nent 4 mg. Les rendements obtenus par ces trois équipes sont plus faibles que le
notre puisque nous obtenaons 16 a 20 mg d'a1Achy a8 partir de 100 ml de sérum. Par
ailleurs, notre méthode évite la précipitation par le sulfate d’emmonium et un

séjour prolongé & un pH inférieur & 7,0 gul semblent préjudiciables & l'activité.

1T - 2 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.

Plusieurs propriétés physico-chimigues sont décrites dans la publi-
cation n° 1, mais nous revenons sur certaines d'entre elles pour les préciser ou
pour corriger quelques inexactitudes dont nous nous sommes rendue compte en uti-
lisant des techniques d'analyse plus précises mises au point ou appligquées depuis

la rédaction de cet article.

I1 - 2.1 Masse moléculaire relative.

La détermination de la masse moléculaire relative a été effectuée
aprés électrophorgse en milieu SDS sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) en gra-
dient de 10 & 20 % d'acrylamide comme dans la publication n® 1 ou en gradient de
5 & 30 % d'acrylamide comme nous 1’effectuons maintenant. Que la molécule d'a1Achy
soit ou non traitée par le B-mercaptoéthancl avant 1'électrophorése, elle conser-

ve la méme migration dans ce systéme. Contrairement & 1'a,PI qui migre sous la

1
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forme d'une bande étroite, 1'a1Achy se présente sous la forme d’'une bande assez
large, moins bien définie (figure 8 ) ; ceci est peut-&tre di & 1'importance de
la partie glycannique qui représente & peu prés le quart de la molécule® La masse

moléculaire relative est estimée & 58 000 + 1 000. TRAVIS et coll ( 202) ont

-

trouvé une Mr proche de 68 000. Nous avons donc cherché & vérifier par deux moyens

différents la valeur que nous avions déterminée.

En premier lieu, aprés avoir réduit les éventuels ponts disulfure

par un exceés molaire de dithiothréitol de 40 fois, nous avons alkylé 1l'g Achy

1

par aminoéthylation (voir page T 15]). La Mr de 1'q,Achy réduite et amincéthylée

est déterminée en SDS-PAGE ; elle est égale a cellé qui a été estimée pour 1la
molécule native soit 58 000 (figure 9 ).

En second lieu, nous avons cherché & modifier au moins partielle-
ment la structure secondaire de la molécule d’G1Achy. La succinylation des amines
primaires, souvent utilisée pour limiter 1l'action de la trypsine aux seules liai-
sons arginyl, permet également de "déplier” la chaine polypeptidique. En se fon-

dant sur la valeur estimée pour la Mr et sur la teneur en glucides de 1'a Achy,

le nombre total de résidus d'acides aminés par molécule d'a1Achy serait dTenvi-
ron 400 et le nombre de résidus de lysine s'éléverait & 26 d'aprés le pourcentage
déterminé dans la publication n® 1. La molécule porterait donc 27 groupements
amine primaire. La molécule d'a1Achy succinylée devrait avoir une Mr de 58 000

+ 2 700 soit 60 700, puisque cheque groupement succinyl ajouté représente une
masse moléculaire relative de 100. En SDS-PAGE (en gradient de 5 & 30 % d'acryla-
midel, la Mr de l'anchy succinylée est estimée & 61 000 (figure10}. La concor-
dance entre cette valeur expérimentale et la valeur calculée est tout & fait sa-

tisfaisante.

Les résultats obtenus apreés les deux types de modification chimi-
que nous permettent de penser que la valeur 58 000 gue nous avions obtenue est
correcte. Une explication du fait gque TRAVIS et coll ( 202) aient trouvé une M.
gégale 3 69 000 pourrait étre que le témoin d'’albumine humaine qu'ils ont employé
comme référence n'a peut-8tre pas é&té suffisamment réduit et traité par le SDS :
dans ce cas, la molécule n'est pas suffisamment déroulée et se comporte alors com-
me une protéine de Mr inférieure. L'utilisation de tels témoins pour déterminer

une Mr en SDS-PAGE conduit & des erreurs par excés.

% Deux bandes de M, nettement supérieures & 84 000 sont parfois visibles, et
doivent correspondre & des agrégats d'a1Achy. Elles ne sont en effet plus obser-
vées dans des préparations d'a1Achy effectuées en appliquant le nouveau protocole

{(tableau III).
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Figure 8 : Migration électrophorétique de 1'a1Achy apreés divers traitements

chimigues. L'é&tude est effectuée en gel de polyacrylamide (gradient

de 5 & 30 % d'acrylamide) en présence de SDS.

M? ¢ Témoins de Mr
: G1Achy en tampon PBS : a1Achy native
1 anchy apres lavage par NH4HCU3 0,005 M en appareil Diaflo,
lyophilisation et remise en solution en PBS
2 a1Achy aminoéthylée
partie A : en présence de SDS

partie B : en présence de SDS et de B-mercaptoéthanol.
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Figure 10 : Détermination de 1la Mr de 1'a, Achy succinylée par électrophorése

1
en gel de polyacrylamide (gradient 5 & 30 % d'acrylamide) en pré-

sence de SDS.

témoins de Mr aprés réduction
a1Achy conservée en tampon PBS : anChy native
a1Achy succinylée

s échantillons réduits

m > N > =

échantillons non réduits
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II - 2.2 Comportement en électrophorése en gel de polyacrylamide (10 %) 2

pH 8,3 et en immuncélectrophorése bidimensiocnnelle.

Une fraction d'a1Achy purifiée présente bien souvent plusieurs ban-

~

des en gel de polyacrylamide & pH 8,3. D’'une préparation & l'autre, le rapport

densitométrique de ces différentes bandes varie (figure 11)}. Les bandes peu im-

=

portantes en Y et en B sont vraisemblablement dues & la formation de polyméres

d'a,Achy. Les deux bandes migrant en o Achy

1 1 1
mais seule la bande la moins rapide posséde une activité inhibitrice envers la

réagissent avec 1l'immunsérum anti-a

chymotrypsine. Nous reverrons ultérieurement (page 75)les conditions gui peuvent

provoguer l'inactivation de 1’a1Achy.

Un peu d'a1—g1ycoprotéine acide contamine généralement notre pré-
paration, nous avons pu l'identifier en immunoélectrophorese bidimensionnelle

avec 1'immunsérum spécifigue. L'a;glycoprotéine acide dosée par la technique d'é-

=~

lectro-immunodiffusion (ou rockets) par rapport a des dilutions d'un sérum stan-

dard BEHRING, représente 3 &8 4 % de la préparation d'c, Achy.

/I

En immunoélectrophorése bidimensionnelle avec un immunsérum anti-

protéines sériques totales, les préparations d'c,Achy ne donnent en général qu'un

1
seul arc. En effet la quantité d'immunsérum nécessaire pour avoir un rapport an-

tigéne-anticorps permettant le développement d’'un beau pic de précipitation pour

l'anchy ne correspond pas & la quantité nécessaire pour la visualisation de
l'a1—glycoprotéine acide. Le pic de précipitation de 1'a1Achy avec 1’'immunsérum
antiprotéines sériques totales a une forme identique & celle du pic obtenu avec

1'immunsérum spécifique de 1'a,Achy BEHRING ou DAKO (figure12).

1

i1 - 2.3 Détermination du point isocélectrique.

La détermination du point isocélectrique est effectuée par iscélec-
trofocalisation en plagque d'Isogel, agarose dépourvu d'électroendosmose (F M C
Corporation Marine Colloids), dans lequel ont été ajoutés des ampholytes choisis
pour obtenir un gradient de pH pratiquement linéaire entre les valeurs de pH 3
et 7. A 21 ml d'Isogel 8 1 % dans 1'eau déminéralisée, nous ajoutons les guanti-
tés suivantes de Pharmalytes (PHARMACIA) pour chacune des gammes de pH indiquées :

0.5 ml (pH 2,5 - 5)

0,4 ml (pH 4 - 6,5)

0,5 ml (pH 6,5 - 3]
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Figure 11 : Comparaison de différentes préparations d'e Achy en électrophorese

1
en gel de polyacrylamide (10 % d'acrylamide) & pH 8,3.

S -: sérum témoin.

Les autres dépbts correspondent & différentes préparations d'a1Achy.
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Figure 12

Comparaison des diagrammes obtenus avec l’a1Achy purifiée en immu-
noélectrophorese bidimensionnelle avec différents immunsérums.
a : immunsérum anti-protéines sériques totales (BEHRING)

b : dimmunsérum spécifique de 1'a, Achy (DAKO)

1
c : dimmunsérum spécifique de 1'a1Achy (BEHRING)

Pour un dép8t de 2 ug d’'a Achy purifiée, nous avons ajouté 80 yl

d’'immunsérum & 12 ml d'ag;rose (pour 80 cm2] pour les immunsérums
spécifiques utilisés dont les titres sont les suivants

T : 0,51 mg/ml pour 1l'immunsérum BEHRING: c

T : 0,60 mg/ml pour 1'immunsérum DAKO:b

(le titre T désigne la quantité en mg de 1l'antigéne protéinique pré-
cipité dans 1 ml d'antisérum au moyen de 1'immunodiffusion radiale

simple).
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Cette solution d'Isogel est coulée sur un "Gel Bond” (12,5 X 11 cm).
Aprés gélification, des puits sont ménagés au milieu de la plague. Le contact au
niveau des électrodes est effectué par une méche imbibée par de 1'acide phospho-
rique 1 M du c6té de 1'anode et par de la soude 1 M du c6té de la cathode. Les
échantillons que 1'on analyse dans cette technigque sont généralement mis en so-
lution dans 1'eau. Or,comme nous le verrons ultérieurement (page 76), si on dessa-

le 1'a_Achy et si on la garde en solution dans l'eau, 1'a

1 1

active & la forme inactive qui, devenue plus acide, migre plus rapidement en gel

Achy passe de la forme

alcalin. Nous avons donc étudié en isoélectrofocalisation d'une part de 1'a1Achy

native qui est conservée en PBS, et d'autre part de 1'a,Achy gui, aprés avoir été

1
dialysée contre de 1'eau désionisée puis lyophilisée, a été mise en solution dans

de 1'eau désionisée; il s'agit alors d'a,Achy inactive.

1
On commence 1'électrofocalisation sous un ampérage constant de
25 mA pendant 15 minutes (le voltage s'éléve & 200 volts environ au départ).
Puis la puissance est maintenue constante et égale & 10 watts. On arréte 1l'élec-
trofocalisation lorsque 1'ampérage, aprés avoir diminué, reste constant pendant
15 minutes au moins. L'expérience dure environ 1 heure et demie. La mesure du pH
est effectuée & l'aide d'une électrode de contact et la courbe du gradient de pH
est tracée en fonction de la distance de migration. La plaque d'Isogel est ensui-
te placée dans la solution de fixation {page T 11) pendant 2 heures, au minimum.

Aprés avoir été séchée, la plaque est colorée (page T 12).

L'a1Achy native apparait sous la forme de deux bandes de pl moyens
différents : labande la plus importante a un pl moyen égal & 4,0, l'autre bande
a un pI moyen proche de 3,75. L'a1Achy qui a été dessalée, lyophilisée puis re-
mise en solution dans 1l'eau se présente sous une forme unique de pI moyen égal
a 3,75. La forme active d’aﬂAchy a donc un pl moyen égal & 4,0 tandis que 1'a1Achy
inactive posséde un pI moyen égal & 3,75. Des résultats analogues ont £té obtenus
avec un gradient de pH un peu différent (2,5 - 10,5) ; ils sont présentés figure
34, page 142.

En étudiant du sérum humain par isoélectrofocalisation en gel de
polyacrylamide suivie d'immunofixation avec 1'immunsérum spécifique de 1'a  Achy,

GIANAZZA et ARNAUD ( B8 ) ont montré que 1'a

1
Achy migre sous la forme de 7 ban-

1
des dont les pl sont compris entre 4,1 et 4,45. Apres traitement par la neurami-

nidase, il reste 4 bandes de pl plus élevés. Des différences dans le taux de sia-
lylation de l'a1Achy n'expligueraient donc que partiellement la microhé&térogénéité

de cette glycoprotéine.

* "Gel bond” : film polyester servant de support (FMC Corporation, Marine colloids division).
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IT - 2.4 Composition chimique de 1'a, -antichymotrypsine.

1

IT - 2.4.1 Composition en acides aminés.

Depuis la rédaction de la publication n® 1, un certain nombre de
déterminations complémentaires ont été effectuées pour mieux définir la composi-

tion en-acides aminés.

IT - 2.4.1.1 Dosage du tryptophane et de la méthionine.

Le tryptophane a été dosé aprés une hydrolyse de 22 heures par

1'acide mercaptoéthane sulfonigque 3 N & 110°C (1591} : le tryptophane représente

0,84 % des résidus d'acides aminés dosés dans la méme analyse.

PENKE et coll (159) ont par ailleurs constaté gue cette hydrolyse
permettait également le dosage précis des résidus de méthionine de la molécule.
Aprés une hydrolyse par HC1l 5,6 N, cet acide aminé est trés souvent dosé par dé-
faut puilsgqu'une oxydation partielle peut le transformer en méthionine sulfoxyde.
Aprés hydrolyse de 1'a1Achy par HC1 5,6 N, nous avons remarqué, d'une expérience
a 1l'autre, des variations importantes du taux de méthionine. Lorsque le pourcen-
tage de méthionine était faible, nous observions dans le diagramme, en avant du
pic d'acide aspartique, un pic correspondant vraisemblablement & de la méthionine
oxydée sous forme de méthionine sulfoxyde. Lors de 1'hydrolyse par 1'acide mer-
captoéthane sulfonique, 1'effet réducteur de cet acide protége la méthionine

contre l'oxydation. La méthionine représente 3,1 % des résidus d’'acides aminés

dosés apres cette hydrolyse.

II - 2.4.1.2 Dosage de la cystéine.

Lors des é&tudes effectuées pour la publication n® 1, nous n'avons
pas décelé de cystine dans le diagramme d'analyse en acides aminés ; la composi-
tion en acides aminés était & cette époque déterminée aprés analyse sur un auto-
analyseur BECKMAN multichrome B. Par contre, dans certaines analyses faites ul-
térieurement sur un autoanalyseur plus performant, 1'appareil BECKMAN 118 CL,
un pic peu important de cystine a pu 8tre observé. Le pourcentage de cystéine
dans la molécule d'a1Achy constitue un point de désaccord entre HEIMBURGER et coll

(75), qui n'en trouvent pas, et TRAVIS et coll (202) qui décrivent la présence de
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deux résidus de cystéine par molécule d'o, Achy. Pour préciser le pourcentage

1
que peut représenter cet acide aminé dans la molécule, nous avons donc effec-
tué d'une part une transformation de la cystéine en acide cystéique par oxy-

dation perfofmique et, d’autre part, la transformation en aminoéthylcystéine.

L'oxydation performique eét effectuée selon la technique de HIRS
(80) et nous nous sommes inspirée de la stratégie adoptée par GLASER et coll.
(68) pour 1’a1PI.: le produit obtenu apré&s oxydation performique est, ou bien
soumis d'emblée & 1'hydrolyse par HCl1 5,6 N, ou bien socumis au préslable & une
dialyse contre de 1l'eau désionisée ; dans ce dernier cas, 1'hydrolyse par HC1
5,8 N est effectuée sur le matériel adialysable et sur le matériel dialysable.
Il se pourrait en effet, comme cela a &té observé pour 1'a1PI. gqu'un pont di-
sulfure existat entre un résidu de cystéine de 1'01Achy et un résidu de cystéine
d'un peptide comme le glutathion présent dans le sérum. La dialyse effectuée
apres l'oxydation performique doit permettre d'éliminer cet éventuel peptide.
Les résultats indigquent que 1'acide cystéigque représente environ 0,9 % des ré-
sidus d'acides aminés du produit obtenu aprés oxydation performique et qui n'a
pas subl de dialyse. Il n'y a pas de perte d'une quantité significative d'acide
cystéique lors de la dialyse. L'acide cystéigque dosé doit donc bien appartenir

8 la molécule d'u1Achy.

D'autre part, nous avons soumis 1'a1Achy a une réduction suivie
d'une aminoéthylation selon le protocole décrit dans la partie technique (page
T 15). Nous avons préféré effectuer 1'aminoéthylation plutdt que la S-carboxy-
méthylation, car dans le diagramme d’acides aminés, la S-carboxyméthylcystéine
est éluée juste avant 1'acide aspartique ; or, nous avons vu qu'apreés hydrolyse
de 1'a1Achy native par HC1 5,6 N, nous obtenions trés souvent & cette méme place
un pic vraisemblablement dii & de la méthionine sulfoxyde, ce qui rend moins aisée
la comparaison entre les diagrammes obtenus avant et aprés la modification chi-
mique. L'aminoéthylcystéine, é€luée entre la lysine et 1l'arginine, est par contre
bien individualisée : elle représente dans 1'a1Achy 0,5 % des résidus d’'acides
aminés. En fait, la réaction d'aminocéthylation peut n'avoir pas &té compléte :
cela expliquerait gque le pourcentage d’aminoéthylcystéine soit inférieur au pour-

centage d'acide cystéigue.



TABLEAU IV

Composition chimique de 1'a1—antichymotrypsine sérique

]
esicats pursomars | SEVEICEL T T ot
' . i
AEERE GMSHES rés?grzrpeoff'l 00 Erésr;;rjgr;a:ﬁole Erés?gzzrsa:riole*: rés?grzrpea:emole
' N H
Acide aspartigue : 11,4 : 46 : 47 : 43
Thréonine ° E 7.7 S 31 E 32 : 31
Sérine ° | 7,2 : 28 | 31 E 32
Acide glutamique 1+ 10,7 ] 43 | 54 ! 50
Proline E 3,5 : 14 E 15 : 15
Glycocolle : 4,1 E 16 : 16 E 18
Alanine ; 7,7 : 31 E 31 : 34
Cystine/2 ° : 0,8 : 4 ! 0 : 2
Valine : 5,2 : 21 E 25 : 27
Méthionine © : 2,6 : 10 ' 12 : 11
Isoleucine E 4,3 E 17 E 20 E 23
Leucine ! 13,4 X 53 ' 54 ; 56
Tyrosine ; 2,7 : 11 : 10 " g
Phénylalanine : 5,1 E 20 E 26 E 26
Histidine : 2,2 : g i 9 : g
Lysine E 6,4 : 26 E 28 ; 27
Arginine . 4,0 : 16 . 15 : 15
Tryptophane c : 0,8 : 4 : 3 : 4
Bl g . S IR TR A
Nombre total ' : 401 ; 428 ' 438
SUCRES en g Pour 100 gi ) Nombre de Een g Pour 100 gE ) Nombre de
(poids sec) ,résidus parmole; (poids sec) résidus parmole
Fucose X Y ' / i 0,7 '
Mannose " 4,7 15 3 18 : :2 38 & 40
N 1 ! 9,8 1
Galactose g 5.4 117 318 X !
N-acétyl-glucosamine! 8, 1 21822 | 7.4 ! 30 3 35
Acide N-acétyl : : : :
neuraminique ! 5,4 : 10 a 11 X 6,6 : 11 & 14

* Résultats indiqués sous cette forme par TRAVIS et coll (202).

a La valeur est déduite par extrapolation linéaire au temps zéro des valeurs obte-
nues aprés 24 et 72 heures d'hydrolyse.

b La cystine n'est pas dosable aprés hydrolyse de 24 heures par HC1l 5,6 N ; le
pourcentage de cystine/2 a été déterminé aprés transformation en acide cystéique

par oxydation performique.

¢ Acide aminé dosé aprés hydrolyse de 22 heures par 1l'acide mercapto-éthane sulfo-
nigque 3 N & 110° C.

d Les osamines sont dosées sur autoanalyseur aprés 4 heures d'hydrolyse par HC1 4 N

4 h.
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Aprés ces déterminations, la composition en acides aminés de
1’a, Achy peut &tre recalculée, elle figure dans le tableau IV, ainsi que les

1
compositions publiées par HEIMBURGER et coll. (75) et TRAVIS et coll. (202).

L'existence de résidus de cystéine dans la molécule d'a1Achy ne
semble donc plus & mettre en doute aprés ces résultats, leur nombre s'éleverait
a8 4 résidus par molécule si 1'on considére le pourcentage d'acide cystéique dosé.
Nous avons vu que, lors des étapes de chromatographie covalente du protocole de
purification, 1’a1Achy n'est pas retenue sur les deux colonnes utilisées ; on
peut donc penser que les groupements thiol de l'anchy ne sont pas facilement
accessibles. L'addition d'une faible guantité de B-mercaptoéthancl indispensable

pour la fixation de 1'a,PI sur la colonne de Activated-Thiol-Sepharose 4 B (étape

1
n® 2 du protocole du tableau II page 54 ) ne doit pas étre suffisante pour ou-
vrir les éventuels ponts disulfure de 1'a1Achy.

Par ailleurs, nous pouvioms nous demander si nous n'avions pas
dans 1'G1Achy une ou plusieurs liaisons thicester comme celles qui existent dans

l'QZM (186). Lors de la formation du complexe uzM-protéase, ces liaisons thioes-
ter sont coupées et quatre groupements thiol libres peuvent alors étre dosés par

molécule d'aZM.

Le dosage de groupement thiol libre par la méthode au DTNB (ou
réactif d'ELLMAN . ( 586 ) : acide 5,5' dithiobis - (2-nitrobenzolque))indigue
qu'il n'existe pas de groupement thiol libre dans l'a1Achy native. Cependant,
pour continuer dans cette voie, il nous a semblé nécessaire d'essayer de purifier
l‘a1Achy sans utiliser les deux étapes de chromatographie covalente gqui nécessi-
tent un contact avec du B-mercaptoéthanol (voir II-1.2 page 56 ). Ce protocole
modifié est maintenant au point et nous pourrons appliguer le dosage de groupe-
ment thiol libre & l'anchy purifiée selon ce protocole. Il sera ensuite intéres-
sant de voir si aprés action d'un enzyme ou aprés transformation en forme inactive
par différents procédés physico-chimiques, il est possible, comme dans le cas de

1'a2M ( 488 ) de mettre en évidence un ou plusieurs groupements thiol libres.

I - 2.4.2 Composition en sucres.

Pour comparer nos résultats avec ceux de TRAVIS et coll. (202},
nous avons, dans la publication n® 1, présenté la composition en sucres de l'a1Achy
en exprimant la composition globale en sucres neutres et en N-acétylhexosamines.

Cependant, les méthodes d'analyse utilisées, précisées dans cette méme publication
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permettent de définir la composition détaillée en sucres ; elle est indiquée
dans le tableau IV.

-

31 nous considérons que la Mr moyenne de 1l'a, Achy est égale a

58 000 et que sa teneur en glucides s'éléve & 24 % {en poid;]. nous pouvons en
déduire gque la contribution en sucres représente une Mr d'environ 14 000. S1i 1'on
estime que 1la Mr moyenne d'une chaline glycannique de glycoprotéine sérique humai-
ne est d'environ 2 500, il est possible de déterminer le nombre de chaines gly-
canniques par molécule : il doit étre de l'ordre de 4 3 5. Il s'agit trés vrai-

semblablement de glycannes de type N-acetyllactosaminigque ou complexe.

IT - 2.5 Interactions avec la concanavaline A.

La lectine de feéve Jack ou concanavaline A posseéde quatre sites
de liaison ; elle réagit spécifiquement avec les structures glucidiques ayant la
configuration d’un a-D-mannopyranoside ou une configuration analogue (d'aprés la
revue de LIS et SHARON (122)). Puisque le mannose représente une partie importan-
te des glycannes de nombreuses glycoprotéines, 1'interaction avec la concanavali-
ne A peut 8tre utilisée pour une caractérisation structurale partielle de ces

glycoprotéines.

KRUSIUS et coll (110) ont montré, en utilisant des glycopeptides
de fétuine et de transferrine que les glycannes ayant une structure biantennée
sont capables de réagir avec la concanavaline A, tandis que les glycannes ayant
une structure triantennée ne le sont pas. Les travaux de BAYARD et KERCKAERT sur
1'a1—foetopr0téine (15) et 1'a1-g1ycoprotéine acide (14) et ceux de BAYARD et
coll sur 1'a1PI (18) ont permis de confirmer cette observation pour chacune des
glycoprotéines étudiées : la fraction réagissant avec la concanavaline A contient
uniguement des glycannes ayant une structure biantennée, tandis que la fraction
ne réagissant pas avec 1la concanavaline A peut &tre un mélange de plusieurs types

~

de glycannes, & l'exception des glycannes ayant une structure biantennée.

L'étude des interactions avec la concanavaline A peut E8tre effec-
tuée en appliquant la technigque d'immuno-affinoélectrophorése bidimensionnelle
qui permet simultanément la détection et 1'identification de glycoprotéines pou-
vant se lier & la lectine ; elle combine en effet 1'interaction spécifique avec
la lectine et l'identification des glycoprotéines par 1'immunoprécipitation. La

technique originale a été décrite en 1873 par B®53-HANSEN et coll (26), la modi-
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fication qui consiste 3 incorporer la lectine directement dans la bande de gel
de la premiére dimension a été introduite ultérieurement (27) ; elle augmente en-
core la sensibilité de la technique. Le protocole que nous avons utilisé est dé-

crit dans la partie technigque (page T 12).

La concanavaline A incorporée dans le gel de la premiére dimension

est immobile lors de 1'électrophorése. Sa présence provogue un retard de migration

-

de la glycoprotéine et ce retard est proportionnel & 1l'affinité de la glycoprotéi-
ne pour la leetine. I1 faut donc que la quantité de concanavaline A incorporée
dans le gel de la premiére dimension soit suffisante pour que toutes les molécu-
les présentes dans le dépdt puissent réagir avec la concanavaline A, si elles ont

une affinité pour elle. Ceci nécessite donc un certain nombre d'essais prélimi-

~

naires. Pour un dépbt de 1 & 1,5 ug d' o Achy, il faut incorporer 100 ul d'une

1
solution de concanavaline A & 10 mg/ml dans 1,1 ml d'agarose qui recouvrira en-

suite un espace de 1 x 8 cm ménagé dans la bande de premiére dimension. L'immun-

sérum spécifique de l’a1Achy est utilisé dans la deuxiéme dimension.

Nous avons analysé, en appliquant cette technique, le sérum de dé-

part, 1'a1Achy purifiée et 1'a, Achy qui a réagi avec la chymotrypsine bovine ou

1
: * : . - .
avec la cathepsine G. Une immunoélectrophorése, sans concanavaline A dans le gel

de premiére dimension, est effectuée en témoin pour 1'a, Achy pure et 1'a1Achy qui

1
a réagl avec la cathepsine G. Les diagrammes obtenus sont présentés dans la figu-

re 13. En présence de concanavaline A, les profils de précipitation obtenus sont

trés semblables, que ce soit avec le sérum, 1l'a Achy purifiée, 1'a1Achy qui a

1
réagl avec la chymotrypsine ou avec 1la cathepsine G. Le pic le plus anodique cor-

respond & de 1'a,Achy qui n'est pas retenue par la concanavaline A. Lorsque ru1-

1
Achy a réagi avec la chymotrypsine ou la cathepsine G, la migration de ce pic est

plus élevée que celle du pic obtenu avec 1'a,Achy native ou le sérum. Le pic in-

II

termédiaire correspond & de 1'a_, Achy faiblement retenue par la concanavaline A.

1
Une certaine hétérogénéité est observée pour le pic le moins anodique qui corres-

pond & l'a1Achy retenue par la concanavaline A.

Dans 1le cas de 1'a1—Foetoprotéine {15), de 1'a1—g1ycoprotéine aci-
de (14) et de 1'a1PI (18), la présence du pic intermédiaire caractérisé par des
interactions faibles avec la concanavaline A est due 3 des interactions hydropho-
bes et/ou & la conformation de la chaine polypeptidique de la molécule qui empé-
che l'interaction des glycannes avec la concanavaline A. Pour chacune de ces gly-

coprotéines, il a en effet été démontré que la réduction sulvie de 1'alkylation

¥ cathepsine G leucocytalre humaine, voir p : 85.
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Figure 13
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Diagrammes d'immunoélectrophorese (a et c) et d'immuno-affinoélec-
trophorése avec la concanavaline A (b, d, e, et f) en utilisant
1’immunsérum spécifique de 1’a1Achy (DAKO) dans la deuxiéme dimen-

sion.

aetd: a1AChy native ; b : sérum humain normal ; c et e : u1Achy

ayant réagi avec la cathepsine G ; f : u1Achy avant réagi avec

la chymotrypsine.

Un trait indique la position du sommet du pic de 1’u1Achy native

obtenu en (a) prise comme point de repere.
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transforme le diagramme obtenu en immuno-affinoélectrophorése : les interactions
faibles avec la concanavaline A ne se créent plus et il n'existe plus que le pic

retenu et le pic non retenu.

Les essais d'immuno-affinocélectrophoreése bidimensionnelle effec-
tués sur 1'a1Achy réduite et aminoéthylée n'ont pas permis d'obtenir des résultats
intéressants. En effet, aprés cette modification chimique, les déterminants anti-
géniques de 1'a1Achy sont modifiés de fagon trop importante pour que 1'on puisse
obtenir des réactions d'immunoprécipitation correctes.

Le pic le moins anodique correspond aux molécules d'a Achy possé-

dant des structures glycanniques capables de réagir avec la concanavlline A, c'est-
3-dire des structures biantennées. L'hétérogénéité de ce pic peut &tre due a deux
phénoménes supplémentaires : d’'une part, des liaisons hydrophobes peuvent s'ajou-
ter 3 1'affinité des chalnes glycamniques et donc augmenter enccre l'interaction
des molécules avec la concanavaline A ; d'autre part, la conformation de la chai-
ne polypeptidique peut géner la réaction des glycannes, dans ce cas 1'interaction

des molécules avec la concanavaline A est moins forte.

Ces études des interactions de 1'a1Achy avec la concanavaline A ne

peuvent permettre une définition plus précise de la structure des glycannes de la

molécule. Elles permettent, par contre, de montrer que :

1) le traitement subi par 1'a1Achy pendant le protocole de purification n'induit
pas dans les glycannes de modification gui perturbe leurs interactions avec la

concanavaline A,

2) la réaction de 1'&1Achy avec la cathepsine G leucocytaire ou la chymotrypsine

bovine qui aboutit 3 1la transformation de 1'inhibiteur en a,Achy modifiée (voir

1

le chapitre III) ne change pas le taux respectif des formes d'a, Achy qui se dif-

1
férencient par leur interaction avec la concanavaline A.

II - 2.6 Détermination de la ségquence amino-terminale de 1'a1-antichym0-

trypsine.

A chaque cycle de la dégradation récurrente de EDMAN (54), la
chaine polypeptidique est amputée & son extrémité N-terminale d'un acide aminé
et un dérivé cyclique instable est 1ibéré : la 2-anilino-5-thiazolinone d'acide

aminé. Ce composé est converti en dérivé plus stable : la phenylthiohydantoIne
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d'acide aminé (PTH acide aminé). Les PTH d'acides aminés sont identifiées et

qguantifiées par HPLC.

L'a1Achy (35 nanomoles) a &té soumise 3 la méthode manuelle de la
dégradation de EDMAN. L’'acide aminé en position N-terminale est 1l'asparagine. Le
rendement obtenu est faible {6 %}, ceci est sans doute dd a la mauvaise solubili-
té de 1'a1Achy dans le tampon de couplage (la diméthylasllylamine). La mauvaise

solubilité et la proportion élevée de sucres dans la molécule d'a_ Achy sont sans

1
doute les causes de 1l’erreur que nous avons faite auparavant {publication n°® 1)

dans la détermination de 1'acide aminé N-terminal.

Un échantillen d'a1Achy {130 nanomoles) a ensuite été soumis & la
dégradation automatique de EDMAN sur un ségquenceur BECKMAN 830 C. Le tampon gua-
drol 1 M pH 9,0 (programme BECKMAN 122974) a été utilisé en espérant obtenir une
meilleure solubilisation de 1'a1Achy. Au départ un cycle complet, sans clivage,
est effectué pour éliminer les acides aminés libres éventuellement adsorbés sur
1'échantillon. La présence de 1l'asparagine en position N-terminale est confirmée
sans ambiguité. Les résultats obtenus permettent de proposer pour l'a1Achy la

séquence amino-terminale suivante :

Asn-Pro-Asn-lLeu-Asp-

I1 sera toutefois nécessaire de confirmer cette séguence car nous avons été con-
frontée & deux problémes : d'abord, la réaction de clivage pour libérer le déri-
vé d'acide aminé proline en position 2 a été incompléte et dés le troisiéme cycle
nous observons un recouvrement important dd & une remanence des acides aminés des
cycles précédents. Ensuite, il semble qu'il y ait eu coupure partielle d'une
liaison interne de la molécule, puisqu'il y a apparition d’une séquence mineure
dés le deuxiéme cycle de la dégradation. La coupure de cette liaison peptidique
pourrait résulter des conditions nécessaires 3 la réaction de clivage (en présen-

ce d'acide heptafluorobutyrique et & 57° C). Nous verrons en effet dans la suite

de notre travail que 1'a, Achy purifiée est particuliérement labile dans des con-

1
_ditions analogues d'acidité et de température.

La séquence que nous avons déterminée présente une similitude
avec celle publiée récemment par MORII et TRAVIS (138) et qui est présentée ci-
dessous sous l'intitulé séquence 1. Une autre séquence amino-terminale de 1'a1—
Achy, présentée ci-dessous sous 1'intitulé séguence 2, avait été publiée en
1878 par TRAVIS et coll (202). C'est dire gue les études structurales de la mo-

lécule native posent des problémes.
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séquence 1 :

Asp-Pro-Asn-Leu-Asn-Glu—Asp-Asp-Leu—T%r—Glu-Gly—Asp-Glu-ﬁgn-ﬁzg-sly-Thr-His-

séquence 2 :

Arg-Gly-Thr-His-

En fait, la séquence 1 publiée par MORII et TRAVIS (138) allonge

de 15 acides aminés du cGté N-terminal 1la séquence 2 publiée en 1978. L'a,Achy

utilisée & cette époque avait été préparée & partir de sérum de sujets atleints
de polyarthrite rbhumatolde ; de plus, le protocole de purification comportait
une étape de chromatographie & pH 5,5 qui aurait pu, selon MORII et TRAVIS (138)
activer un enzyme capable d'hydrolyser la liaison peptidique entre les acides

aminés en position 15 et 16.

Cependant, MORII et TRAVIS (138) montrent que méme en effectuant

~

toutes les étapes de purification & un pH égal & 8,0, 1l'a,Achy présente les deux

1
séquences amino-terminales décrites, que l'a1Achy soit préparée & partir de sé-

©,

rum normal ou de sérum de sujets atteints de polyarthrite rhumatoide. 90 % des

molécules d'a1Achy purifiée a partir du sérum normal possedent la séquence 1,

les 10 % de molécules restantes présentent la séquence 2 ; quand 1l'a,Achy est

préparée a partir de sérum de sujets atteints de polyarthrite rhumat;ide, 55 %
des molécules possédent cette fois la séquence 2. MORII et TRAVIS (138) envisa-
gent, en coneclusion, 1'existence éventuelle solt d'un systéme enzymatique parti-
culier pouvant provoguer la libération du peptide, soit d'un deuxiéme géne, 1'un

ou 1'autre pouvant &tre activé quand intervient une réaction inflammatoire.

La premigére détermination de séquence amino-terminale de 1'01Achy
nous permet de tirer quelques enseignements qui seront mis & profit lors d'une

étude ultérieure :

1) Le remplacement de la diméthylallylamine utilisée en méthode manuelle par le
quadrol utilisé en méthode automatique a permis d’'améliorer un peu le rendement
du premier cycle gqui reste cependant relativement faible (25 %)}. Nous envisageons
donc de détruire la conformation de la molécule d'a1Achy par réduction et alky-

lation ce qui devrait permettre d'obtenir une meilleure solubilisation.

2) L'identification d'un résidu de proline en deuxidme position nous conduira
a3 effectuer un double clivage afin d'obtenir une meilleure libération du dérivé

proline et d'éviter ainsi les recouvrements aux cycles suivants.
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I - 2.7 Stabilité de 1'activité inhibitrice de 1'a1AChy aprés divers trai-

tements physigues ou chimiques.

Nous reverrons beaucoup plus en détail dans le chapitre III 1les
études de l'activité inhibitrice de l'a1Achy. Dans cette partie, nous nous limi-
tons & suivre 1l'activité inhibitrice de 1'a_ Achy lorsque la molécule est soumise

& différents traitements physiques ou Chimi;ues. L'activité inhibitrice est mise
en évidence soit apreés migration en gel d'agarose ou en gel de polyacrylamide sans
agent dénaturant selon la méthode décrite dans la partie technigue (page T 13)
soit par la mesure, & 1'aide de la méthode spectrophotométrique, de 1'activité ré-
siduelle de 1l’enzyme dans des mélanges inhibiteur-enzyme (voir page T 16 ).

Nous avons vérifié en SDS-PAGE si 1'a,Achy conserve, apres certains

1
traitements, sa capacité de former un complexe avec la chymotrypsine bovine ou la

cathepsine G d’origine leucocytaire humaine.

IT - 2.7.1 Effet de la température.

L'anchy se trouve dans tous les cas en sclution dans le PBS.

Lorsque l'a1Achy est congelée et conservée & -25°C, elle conserve ses propriétés

inhibitrices pendant au moins 2 ans. Conservée & 4°C, 1'a,Achy garde ses proprié-

1
tés inhibitrices pendant 2 & 3 mois au minimum. Aucune perte d’activitéinhibitrice

significative n'a pu &tre décelée aprés une conservation de 1'a Achy pendant 4

jours & 25°C ou & 37°C. Dans tous les cas, nous avons pu const;ter apres €lectro-
phoreése en gel de polyacrylamide & pH 8,3 sans agent dénaturant que le rapport
densitométrique des bandes obtenues au niveau des a-globulines reste le méme, ce
qui indique que la proportion d'a1Achy active ne varie pas. Notons cependant que
1'activité inhibitrice de 1'a,Achy est détruite aprés traitement & 100°C pendant

1
3 minutes.

Récemment, MATSUMOTO et coll ( 130 ) ont montré que 1'a1Achy gardée
a 80°C pendant 15 minutes perd totalement son activité inhibitrice, tandis qu’un
traitement de 15 minutes & 55°C fait disparaitre seulement la moitié de son acti-
vité. HEIMBURGER et coll ( 75 ) pour leur part ont observé que 1'a1Achy perd sa
capacité d'inhiber la chymotrypsine aprés 30 minutes & 56°C (56°C est la tempéra-

ture utilisée pour inactiver le complément dans un sérum).



_77-

IT - 2.7.2 Effet du dessalage et de la lyophilisation.

Une dialyse contre de 1l'eau désionisée ou un lavage par 1l'eau dé-
sionisée dans une cellule d'ultrafiltration (avec une membrane YM 5)suivi d'une
lyophilisation et d'une remise en solution dans 1l'eau désionisée provoque la per-

te de la guasi-totalité de 1l'activité inhibitrice de 1'a,Achy. Il est pourtant né-

/‘
cessaire pour certaines études telles que les analyses chimiques (composition chi-
migue ou détermination de la ségquence N-terminale par exemple) de disposer de

matériel lyophilisé.

-

Nous tenions & ce gue le matériel ait conservé le maximum des carac-

téristiques de la molécule native, y compris les propriétés inhibitrices.

Aprés de nombreux essais, il s'est avéré qu'un lavage dans une cel-
lule d'ultrafiltration (membrane Y M 5) par 100 volumes au moins de bicarbonate
d'ammonium 0,005 M (pH 7,4) permet d'éliminer les sels en n'altérant pas les pro-
priétés inhibitrices. Dans ces conditions, l'anchy acquiert, & pH 8,6, une mo-
bilité électrophorétigue un peu plus anodique, mais conserve son activité inhi-
bitrice. Le bicarbonate d'ammonium peut étre éliminé par lyophilisation. La lyo-
philisation provogue néanmoins une augmentation d'environ 10 % de la bande d'a, Achy

/[
inactive observée en gel de polyacrylamide & pH 8,3 sans agent dénaturant.

Le bicarbonate d’'ammonium 0,1 M de pH 8,3 a été utilisé par PETER-
SEN et coll ( 162 } pour la conservation de l'antithrombine III. CARP et coll { 34)
conservent également 1'a1PI en solution dans du bicarbonate d'ammonium {0,05 M,
pH 7,8]).

IT - 2.7.3 Effet de la succinylation.

L'G1Achy succinylée ne présente plus d'activité inhibitrice. Ce
résultat a été cbtenu par des mesures spectrophotométriques et par révélation
apres électrophorése en plaque d'agarcose ou en gel de polyacrylamide & pH 8, 3.

Aucune formation de complexe n'est observée en SDS-PAGE guand 1l'a,Achy succinylée

1
est incubée avec de la chymotrypsine (figure 14).

IT - 2.7.4 Effet de 1l'oxydation performique.

Aprés oxydation performique, dialyse et lyophilisation, trés peu

d'a1Achy peut étre observée en SDS-PAGE ou aprés électrophorése en gel de polya-



Figure 14

Inactivation de l'a1Achy par la succinylation. L'étude est
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effectuée en électrophorése en gel de polyacrylamide (gradient

de 5 & 30 % d'acrylamide) en présence de SDS.

o v b W N -

a1Achy native

a1Achy succinylée

chymotrypsine

chymotrypsine succinylée

mélange d'a1Achy + chymotrypsine

mélange d'a1Achy succinylée + chymotrypsine.
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crylamide & pH 8,3 sans agent dénaturant. Dans ce dernier systéme, nous observons
un matériel insoluble important gqui ne pénetre pas dans le gel. Aucune bande pré-
sentant une activité inhibitrice envers la chymotrypsine ne peut €tre mise en évi-

dence dans cet échantillon.

IT - 2.7.5 Effet de l'amincéthylation.

Nous avons montré que 1'a1Achy aminoéthylée présente une Mr égale
& celle de la molécule native (figure 9). Elle n'est plus capable cependant de
former un complexe avec la chymotrypsine ou la cathepsine G. Aprés électrophoreése
en gel de polyacrylamide & pH 8,3 en l'absence d’agent dénaturant, aucune activité

inhibitrice n'est mise en évidence dans cet échantillon.

IT - 2.7.8 Effet d’un agent dénaturant : le SDS.

I1 aurait été intéressant de pouvoir révéler 1'activité inhibitri-
ce de l'anchy apres SDS-PAGE d'autant plus gque des techniques d'élimination du

SDS sont décrites (59,70). Mais il ne faut pas faire subir & l'anchy le traite-

ment généralement appliqué aux échantillons que l'on étudie en SDS-PAGE, et qui
consiste & maintenir 1'échantillon & 100°C pendant 3 minutes en présence d'une
concentration finale de 1 % en SDS. En effet, nous avons vu gue 1l'activité inhi-

bitrice de l'anchy est détruite aprés 3 minutes & 100°C (voir II - 2.7.1 p.76).

L’G1Achy a donc été traitée & température ambiante par le SDS (concentration fi-

nale de 1 %) et étudiée en SDS-PAGE. Dans ces conditions, la majeure partie de
l'a1Achy a une migration identique & celle qu'elle a aprés avoir subi le traite-
ment & 100°C, mais la révélation de 1'activité inhibitrice aprés élimination du

SDS par la technique de GRANELLI-PIPERNO et REICH ( 70 ) montre que l'a, Achy a

I]
perdu sa capacité inhibitrice. La présence de SDS provogue, méme & température

ambiante, la perte des propriétés inhibitrices de 1'a, Achy.

1

Nous pouvons donc constater que 1'a1Achy perd relativement facile-

ment son activité inhibitrice. HEIMBURGER et coll ( 75 ) ont indiqué que 1'a,Achy

1
est particuliérement instable en milieu acide (pH < 5,0), ceci expliquerait d'ail-

leurs gue 1'a Achy dont le pI est inférieur & 4,0, perde son activité lorsqu'elle

est en soluti;n dans 1l'eau. TRAVIS et coll (202) ont précisé qu'ils stockent

1'a1Achy purifiée en solution congelée dans un tampon Tris 0,05 M,NaCl 0,05 M de
pH 8,0 et gue s'ils poursuivaient la concentration de leur solution par ultrafil-
tration au-dela de 3 mg / ml, une précipitation vraisemblablement due & la poly-

mérisation de 1'inhibiteur intervenait.
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Nous avons constaté une augmentation importante de la forme
inactive de 1'a1Achy lorsque la concentration d'une solution d'a1Achy purifieée

dépasse 1,5 mg/ml. Nous ne pouvons actuellement expliquer ce phénomene.

Par contre, 1'a1PI que nous avons également purifiée et dont
nous commengons & étudier les propriétés inhibitrices supporte mieux la dialyse
contre 1'eau désionisée et la lyophilisation. De plus, cet inhibiteur conserve
au moins en partie son activité inhibitrice aprés avoir subi un séjour de 3 mi-

nutes & 100° C en présence de 1 % de SDS.

D'autres inhibiteurs de sérine-protéases sont caractérisés par

une grande instabilité. Ainsi l'a2M se transforme facilement en forme inactive

(voir I - 3.1). L'AP (Mr = B7 000) se transforme spontanément "in vitro” en une

=

forme modifiée de Mr = 60 000 (43). Ces changements sont associés & la fois a
une diminution de 1la Mr et 3 une augmentation de la mobilité électrophorétigue
en gel d'agarose & pH B8,6. Les processus aboutissant & ces transformations ne

sont pas connus (43).



Le deuxiéme chapitre présente :

1) la mise au point de deux protocoles de purification de 1'a1-anti-
chymotrypsine sérique fondés sur la chromatographie d'immuno-affinité ; 1'un d’en-

tre eux permet en outre d'obtenir une fraction trés enrichie en a -antiprotéase.

il

2) les critéres de pureté de 1'a1—antichymotrypsine ainsi obtenue

- un seul arc de précipitation avec un immunsérum anti-sérum humain
total.

- une seule bande aprés électrophorése en gel de polyacrylamide en
présence de SDS (M. = 58 000).

- un seul acide aminé en position N-terminale (Asn).

3) les propriétés physico-chimigues

= 1'a1—antichymotrypsine dont la composition chimique est détaillée,

est une glycoprotéine contenant 24 % de sucres (en poids), soit 4 ou 5 chaines gly-

canniques. Son point isoélectrique est voisin de 4,0.

4) 1'étude de la stabilité de la molécule

= 1'a1-antichymotrypsine perd relativement facilement ses proprié-
tés inhibitrices. La molécule inactive est caractérisée par un point iscélectrique

plus bas et une Mr plus faible gque ceux de la molécule native.
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CHAPITRE III

REACTION DE L'a1—ANTICHYMOTRYPSINE AVEC 4 SERINE-PROTEASES.

CHOIX ET PROPRIETES PRINCIPALES DES PROTEASES UTILISEES AU COURS
DE NOTRE ETUDE

IIT - 1.1

I - 1.2

Choix des protéases

Propriétés principales des protéases cholsies

APPROCHE TECHNOLOGIQUE DES PHENOMENES D'INTERACTION. APPORT ET
LIMITES DES DIFFERENTES TECHNIQUES UTILISEES.

III = 2-1
ITI - 2.2
ITI - 2.3
IITI - 2.4

Dosage spectrophotométrique de 1'activité enzymatique

Révélation de l'activité inhibitrice et révélation
de l'activité estérasique aprds séparation électro-

phorétique

Méthodes faisant intervenir la précipitation antigeéne-

anticorps.

Modifications des propriétés physiceocchimiques de

1'inhibiteur et des enzymes.

DEFINITION DES CONDITIONS OPERATOIRES CHOISIES POUR LES ETUDES DES
INTERACTIONS DE L’a1-ANTICHYMOTRYPSINE AVEC LES ENZYMES.

ITI - 31
ITI - 3.2
III - 3.3

Tampon utilisé.

Détermination des concentrations des solutions d'in-

hibiteur et d’'enzyme.

Mélange de contrdle : a1—antichymotrypsine - enzyme

inactiveé.
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Arrét de.la réaction.
Température choisie pour 1'incubation.

Dispositions générales.

LA CHYMOTRYPSINE BOVINE.

Titration des sites actifs de la chymotrypsine.

Courbe d'inhibition de la chymotrypsine par 1'a1~

antichymotrypsine.

Etude de 1'inhibition & 0° C de la chymotrypsine

par 1'a1-antichymotrypsine.

Stabilité dans le temps du complexe a1Achy-chymo-

trypsine.

Résultats publiés par d’'autres auteurs.

Considérations sur le caractére temporaire de 1'in-

hibition par certains inhibiteurs sériques.

Etude de la stabilité du complexe a, Achy-chymotryp-

1
sine en présence de PMSF.

LA CATHEPSINE G.

Résumé des résultats présentés dans les publications

n® 2 et 3.

Questions posées par ces résultats et par 1'utilisa-

tion d'une nouvelle préparation de cathepsine G.

Stabilité du complexe a1Achy—cathepsine G dans un

mélange préparé en présence d'inhibiteur en excés.
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SUMMARY. The stoichiometry of the dinhibition of 1leukocyte cathepsin G by

serum o —antichymotrypsin was determined spectrophotometrically to be 1 : 1.
Complex formation was assessed by both S$SDS and alkaline polyacrylamide gel
electrophoreses at various molar ratios of inhibitor to enzyme ; formation of

a complex with a molecular weight near 80,000 was demonstrated. Even in
excess of enzyme a modified inactive form of o,-antichymotrypsin was shown to
be produced free in solution during the reaction. Moreover this modified
inhibitor could not be differentiated electrophoretically and immunologically
from inhibitor spontaneously dissociated from the complex.

Plasma protease inhibitors such as (ﬁ—macroglobulin, a1—protease
inhibitor and more recently antithrombin III have been given great attention
and the manners 1in which these inhibitors react with proteases have been
investigated by several authors (1-12). With regard to the mechanism for
inhibition of cathepsin G by a1Achy, details have not been worked out.
According to Travis et al. (13), the reaction results in a complex of Mr near
90,000 by SDS-PAGE. Previously they had noticed (14) that the reaction
required an excess of inhibitor to inactivate all of the cathepsin G, without
giving more explanations except for the possible presence of an unknown
cofactor needed to activate all of the inhibitor molecules in the purified
preparation.

A search for a possible mechanism of interaction betweena1Achy
and cathepsin G led us to examine the products obtained for different molar
ratios of these two components under various experimental conditions. This
paper demonstrates that, as for antithrombin III (11), we obtain concurrently
the formation of an inhibitor-enzyme complex and the appearance of a free
modified inactive inhibitor. Moreover when the enzyme excess is not inactiva-
ted after formation of the complex, some degraded complex can be observed in

SDS—PAGE as for antithrombin III (12).

Abbreviations: SDS, sodium dodecyl sulfate ; PMSF, phenylmethylsulfonyl fluo—
ride ; Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA,N. succinyl-L-alanyl-L-alanyl-prolyl-L-phenyl-
alanyl-p-nitroanilide ; (%Achy, (H—antichymotrypsin ; PAGE, polyacrylamide
gel electrophoresis.
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MATERIAL AND METHODS

Human serum Achy was prepared by the procedure detailed
previously (15). Human leukocyte cathepsin G (EC 3.4.21.20) was obtained in
our laboratory from purulent sputum using the procedure described previously
(16). o _Achy was kept frozen in 0.01 M sodium phosphate buffer, 0.3 M NaCl,
pH 7.5 ; the concentration of the solution (1.05 mg/ml) was measured after
electroimmunodiffusion according to Weeke (17) (with dilutions of a standard
serum Behring) and with the method of Lowry et al. (18). Cathepsin G, which
was stored lyophilized, was dissolved just before the assays in 0.05 M sodium
acetate buffer pH 5.9 containing 0.45 M NaCl. Its concentration was measured
with the method of Lowry et al. (18) which gave results in good agreement
with spectrophotometric measurements using an extinction coefficient (Ezéa)
of 10.0 (19). The solution we used was 1.3 mg/ml.

Cathepsin G activity was determined by a spectrophotometric
method in which the release of p-nitroaniline from a synthetic chromogenic
substrate, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA, was measured at 410 nm. The conditiops
were 0.1 M He9§s buffer, pH 7.5, 0.5 M NaCl, 1 % dimethylsulfoxide, 9 x 10 "M
enzyme and 10 "M substrate (final concentrations), at 25°C. The concentration
of cathepsin G was determined with the above substrate using the kinetic
constants which are based on titrated enzyme (20).

Analytical electrophoreses were carried out on polyacrylamide
slab gels using the technique described by Kerckaert (21). Alkaline PAGE was
performed on 10 % acrylamide gels, at pH 8.3, using the gel buffer system of
Davis (22). SDS PAGE was performed on a 5-30 % gel gradient using the buffer
system of Laemmli (23). Before SDS-PAGE, samples were heated for 3 min in a
boiling water bath, in a buffer containing 1 % SDS and 2 % mercaptoethanol.
Protein precipitation and staining were performed as in our previous work
(15). Mr were determined in SDS PAGE using the Pharmacia low Mr calibration
kit and were estimated to be 58,000 and 27,500 for deChy and leukocyte
cathepsin G respectively.

RESULTS

A constant amount of cathepsin G was incubated with increasing
amounts of a1Achy for 5 min at 25°C and the remaining cathepsin G activity
was measured by the spectrophotometric assay described under "Materials and
Methods". The results were plotted and led to an estimation of the molar
ratio between a1Achy and cathepsin G of 1.1 : 1 at the point of full
inhibition. In spite of the precautions taken during the purification procedu-
re, a small part of the purified ajAchy (less than 10 %) is inactive.
Therefore q1AChy and cathepsin G must form a 1 : 1 stoichiometric complex.
Furthermore, we observed that (HAchy completely inhibited cathepsin G at a
molar ratio 1.1 : 1 after an incubation time as short as 1 min at 25°C. The
same results were also obtained after 10 min incubation at 0°C, so these more
practical conditions were used for further experiments.

Complex formation was assessed by SDS PAGE. A constant amount of
(HAchy (4 nanomoles) was incubated with varying amounts of cathepsin G. The
incubation was performed for 10 min at 0°C at pH 7.5. Four different
incubation mixtures were made and led to the following molar ratios of a1Achy
to cathepsin G = 0.46 : 1, 0.92 : 1, 1.85 : 1, 4,6 : 1. The remaining
cathepsin G activity which was measured at the end of the incubation time for
the molar ratio of 0.92 : 1 was equal to 20 % of the initial activity. That

was 1in agreement with the previous spectrophotometric assays.
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An aliquot of each incubation mixture was immediately treated for
SDS PAGE as described under "Materials and Methods'". To the remaining part of
each 1incubation mixture was added a hundred-fold molar excess of PMSF over
cathepsin G initially present in order to stop the enzymatic action of excess
cathepsin G or of cathepsin G which might have dissociated from the complex.
This enzymatic action actually could occur when the samples were heated
before SDS PAGE. After 15 min of contact with PMSF, an aliquot of each of
these incubation mixtures was treated for SDS PAGE. The following controls
were also analyzed : %Achy alone, cathepsin G alone and a mixture (molar
ratio 1.85 : 1) of ajAchy and cathepsin G which had been inactivated before
mixing with the inhibitor by treatment with a hundred fold molar excess of
PMSF for 15 min at 0°C. The SDS PAGE results are shown in Fig 1. The sample
volumes analyzed were calculated to have the same initial amount of inhibitor
(2 ug). We obtained the same results when mercaptoethanol was omitted during
the preparation of the samples (data not shown}). In slot 2 and 9, cathepsin G
has not been inhibited with PMSF before the treatment for SDS PAGE, thus some
autolysis occurred during this treatment and smaller components are visible.
In all the incubation mixtures, we observe the presence of a component having
a lower electrophoretic mobility, thus a higher Mr (estimated to be 80,000)
than the native inhibitor. Since its amount in each mixture depends on the
inhibitor—-enzyme molar ratio, it must be a complex Dbetween a1Achy and
cathepsin G. In the mixtures with molar ratio of 0.46 : 1 a smaller amount of
the 80,000 complex is detected in slot 4 than in slot 10 where PMSF was added
to the mixture at the end of the incubation time. But in slot 4 another form
(of Mr near 69,000) is clearly visualized. - This form must be the result of
degradation of the 80,000 complex, when the samples were heated, by the
untreated with PMSF cathepsin G in excess. In all the incubation mixtures we
can see a component which migrates in nearly the same position as the native
inhibitor. When there is an excess of enzyme (Fig 1, slots 4, 5, 10 and 11)

this protein band moves slightly faster than the native inhibitor ; in excess

Eigure 1

SDS PAGE.

T : Mr markers : phosphorylase B (94,000}, bovine albumin (67,000), ovalbumin
(43,000}, carbonic anhydrase (30,000), trypsin inhibitor (20,100), %lactalbu-—
min (14,400).

Slots 1, 8, 14 : @ _Achy. Slots 2, 9 : leukocyte cathepsin G. Slots 3, 15
mixture of G1Achy with previously inactivated leukocyte cathepsin G. Slots 4
to 7 : incubation mixtures without PMSF. Slots 10 to 13 : incubation mixtures
with PMSF,

Molar ratios : & _Achy : cathepsin G = Slots 4, 10 : 0.46 : 1, Slots 5, 11
0.92 : 1, Slots 6, 12 : 1.85 : 1, Slots 7, 13 : 4.6 : 1, (2 ug of initial
inhibitor present in each slot.)

The stained gel was scanned with a densitometer Vernon PHI4. Densitometric
traces are shown for slots 3, 4, 10 and T. The major band of cathepsin G was
chosen as reference for the slots 3, 4 and 10 in order to compare the
mobilities more precisely. The mobilities of the reference proteins (in slot
T) were plotted versus the logarithm of their molecular weight. Then the
comparison of the molecular weight of the two forms of a_Achy was made with

cathepsin G (Mr : 27,500) as reference. !

189



Vol. 105, No. 1, 1982 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

+
S 1 2 3 a4 5 g 7
Figure 2
Alkaline PAGE
S : normal serum. Slots 1, 7 : o, Achy. Slot 2 : "mixture of a1Achy and
previously inactivated cathepsin G. %lots 3 to 6 : incubation mixtures with

PMSF. Molar ratios o _Achy : cathepsin G = slot 3 = 0.46 : 1, slot 4 = 0.92
1, slot 5 = 1.85 : 1, slot 6 = 4.6 : 1, (3ug of initial inhibitor present in
each slot.)

of inhibitor (Fig 1, slots 6, 7, 12 and 13) this band is broader and consists
of a mixture of the native inhibitor and the other faster migrating compo-
nent. Densitometric traces of slots 3, 4 and 10 are shown as the trace of
slot T which allows us to estimate the Mr difference between the slightly
faster band and the native inhibitor : about 3,000. In the mixtures with
active cathepsin G we are able to observe a diffuse band of Mr near 6,000,
slightly stained with Coomassie Blue (marked with an arrow, Fig 1).

The incubation mixtures treated with PMSF were studied in alkali-
ne PAGE (Fig 2). The mixture of GﬂAchy with inactivated cathepsin G gives the
same pattern as 0C1Achy alone (Fig 2, slots 1 and 2). At pH 8.3 cathepsin G
(pI > 10) is not able to migrate towards the anode. The volumes of the
analyzed samples were calculated to have the same initial amount of inhibitor
in each slot (3 Ug). In the first two mixtures (molar ratios 0.46 : 1, 0.92
1) (Fig 2, slots 3 and 4) the band corresponding to the native inhibitor has
disappeared. We only can see a more lightly stained band which moves faster
than the native inhibitor. Its pI, determined by isoelectric focusing, 1is
equal to 3.75 instead of 3.9 for native inhibitor. In crossed immunoelectro-

phoresis these samples give a precipitation curve with specific antiserum
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against G1Achy with a1 mobility at pH 8.6 (data not shown). This faster band
corresponds to a modified form of G1Achy. In the last two mixtures (slots 5
and 6), when there is an excess of inhibitor, native inhibitor still exists
in addition to the faster band. Contrary to the faster band, this native
inhibitor has kept the ability to inactivate cathepsin G or bovine chymotryp-
sin when we use the method for characterization of the activity of protease
inhibitors previously described (15). In this electrophoretic system the
complex cannot be easily shown because it tends to aggregate : the mixture
solutions are more turbid than the initial inhibitor and enzyme solutions.
Thus this aggregated complex does not easily enter the gel.

In order to know how the reaction was going on, a mixture with
molar ratio of 1.85 : 1 was left in the buffer used for the complex formation
{(pH 7.5) without PMSF at 4°C for 7 days. As control native inhibitor was kept
in the same conditions. After 24 h some complex persisted, after 7 days the
complex previously shown by SDS PAGE (Fig 1 slot 6) has completely disappea-—
red (Fig 3A, slot 1) ; the following components are seen : one band migrating
slightly faster than the native inhibitor (of Mr near 55,000) and the diffuse
band of Mr near 6,000 that we have seen before. When the mixture was studied
in alkaline PAGE (Fig 3B, slot 1) and compared to the same mixture left for
10 mn at 0°C (Fig 2, slot %) only the faster component was visualized. This

component reacted with antiserum against 0‘,IAchy.

DISCUSSION. The spectrophotometric assays bring to the fore the fact that
equimolar amounts of (%Achy and cathepsin G are required for full inhibition
of the enzyme. The complex formed has a Mr (80,000) in SDS PAGE smaller than
the one expected (58,000 + 27,500 = 85,500) ; however its Mr confirms a 1 : 1
stoichiometric reaction. The diffuse bvand of Mr near 6,000 corresponds
probably to the missing peptide. Besides these two components, 1in the
presence of excess enzyme, while all of the inhibitor should be complexed, an
unexpected band is observed after SDS PAGE, having a slightly faster mobility
than the native inhibitor. Considering the results obtained in alkaline PAGE,
without dissociation agent, this form does not represent the result of a
partial complex dissociation due to the presence of SDS in the gel and in the
samples. Actually, in these incubation mixtures no native inhibitor is found
using the alkaline PAGE, only a new faster moving component is detected ; it
reacts with antiserum against quchy but has lost the ability to inhibit
cathepsin G or bovine chymotrypsin., This modifieduﬁAchy is probably a product
of cathepsin G action because none of it is formed whenaﬁAchy is incubated
with cathepsin G which had been previously inactivated with PMSF.

In the last experiment, we demonstrated that a dissociation or a

degradation of the complex occurred spontaneously in 7 days ; it leads to a
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Figure 3

PAGE patterns of a mixture of _ Achy and leukocyte cathepsin G molar ratio
1.85 : 1 kept for 7 days at 4°C at pH 7.5 (slots 1), and of a1Achy alone
(slots 2).

A — SDS PAGE. T = Mr markers (the same as in Fig. 1). (the diffuse band with
a molecular weight of about 6,000 is marked with an arrow).

B - Alkaline PAGE. S = normal serum.

modified form of awAchy, which cannot be electrophoretically and immunolo-
gically differentiated from the modified inhibitor detected after 10 min
incubation at 0°C.

All these data suggest that as for the interaction between anti-
thrombin III and thrombin (24), limited proteolysis of the inhibitor by the

enzyme may be involved in the mechanism by which a_ Achy inhibits leukocyte

4
cathepsin G. Such a mechanism has been much debated in the interaction
between (H—protease inhibitor and proteases (5-8). Tentative hypothesis given
by Fish and Bj8rk (24) for the mode of action of antithrombin III in the
inhibition of thrombin would seem to be suitable, in the broad lines, in this
case. The ratios between the two possible ways these authors have suggested

for the modified inhibitor present in the initial complex are probably

depending on the association and dissociation rate constants of the reactions.
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SUMMARY - The interactions of human o.-antichymotrypsin with human leukocyte
cathepsin G and bovine chymotrypsin wére investigated by means of circular
dichroism spectroscopy and concurrent polyacrylamide gel electrophoresis. The
mixtures were made in inhibitor excess at 0°C and studied at different times.
Circular dichroism analyses indicated that within 10 min significant modifica-
tions had occurred in the aromatic environment of the components upon
interaction. By SDS-polyacrylamide gel electrophoresis a complex having a M
near 80,000 was observed in both mixtures. By both methods it was demonstra-
ted that these complexes were not stable.

INTRODUCTION

Human a]Achy is a serum. glycoprotein which 1is known to inhibit
chymotrypsin and chymotrypsin-like enzymes such as leukocyte cathepsin G
(1,2). Limited data were available concerning the formation of complexes
between this inhibitor and the enzymes. Our previous work {(3) dealt with the
formation of complexes between human Teukocyte cathepsin G and Q]Achy and
showed that production of a modified inhibitor occurred concurrently with the
formation of a 1:1 complex of Mr equal to about 80,000. When u]Achy was
allowed to react with bovine chymotrypsin in different molar ratios (4), a
1:1 complex and a modified inhibitor were also obtained.

CD spectroscopy is a direct method of observing the interaction between
the components of an equilibrium mixture, without physical separation of the
components such as electrophoresis which may perturb the equilibrium. CD
spectra modifications have already been used to follow the minor conformatio-
nal changes induced by the interaction of al—protease inhibitor with bovine
trypsin and chymotrypsin (5-7). Recently complex formation between chymotryp-
sin and rata] 1nh1b1tor3 (8) was shown to lead to a significant modification
of the CD spectra in the near UV.

Abbreviations. a]Achy, a,antichymotrypsin ; M, relative molecular mass ;
TLCK, N a-p-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone '; PAGE, polyacrylamide gel
electrophoresis ; CD, circular dichroism ; PMSF, phenylmethylsulfonyl
fluoride ; SDS, sodium dodecyl sulfate ; UV, ultraviolet.
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Such a study was thought to be helpful 1in following the oL]Achy
interaction with human leukocyte cathepsin G or bovine y-chymotrypsin, since
only protease inhibition measurement using a chromogenic substrate and analy-
tical electrophoretic methods have been carried out in our other studies
(3,4). In the present work the same enzyme-inhibitor mixtures (in inhibitor
excess) were concurrently analyzed at different times by CD spectroscopy and
electrophoretic methods.

MATERIALS AND METHODS

Human o,Achy was isolated and kept according to a prog@dure previously
described (2). Its concentration {(1.35 mg/ml i.e. 2.33 x 10 “M) was measured
by electroimmunodiffusion and with the method of Lowry et al. (9)as described
in (3). Leukocyte cathepsin G (EC 3-4.21.20) was obtained in our laboratory
from purulent sputum using the procedure described by Martodam et al. (10).
Bovine o -chymotrypsin (TLCK-treated, type VII)} was from Sigma. Both enzymes
were dissolved in 0.01 M sodium phogghate buffer, 0.3 M NaCl, O.ZZ.Ngg (pH
7.5). The solutions were 2.18 x 10 “M for cathepsin G and 2.9 x 10 ﬁ for
bovine chymotrypsin.

Analytical electrophoreses were carried out on polyacrylamide siab gels
using the technique described by Kerckaert (11). Alkaline-PAGE was performed
on 10% polyacrylamide gels at pH 8.3 using the gel buffer system of Davis
(12). SDS-PAGE was performed on a 5-30% gel gradient using the buffer system
of Laemmli (13). Samples treatment before electrophoresis, protein precipita-
tion and staining, Mr determination were carried out as previously described
(3). M_ were estimated to be 58,000, 27,500 and 26,500 for a]Achy, Teukocyte
cathepgin G and bovine qa-chymotrypsin respectively.

Chymotrypsin inhibitors were made visible in polyacrylamide gels using the
sTightly modified (2) method of Uriel and Berges (14).

The CD spectra were recorded using a Jobin-Yvon Mark III dichrograph in cells
of 1 cm pathlength in the near UV (350 to 255 nm) and 0.01 cm in the far UV
(260 to 200 nm) which were thermostatized at 4°C.

The buffer baseline was recorded before and after the measurement of the
corresponding solution and automatically subtracted. The eﬂ]iptig?ty was
expressed as mean residual molar ellipticity [8) in degree. cm“.dmol ' taking
111, 112, 113 as mean residue weight for chymotrypsin, a;Achy and cathepsin G
respectively. The so-called theoretical spectrum of the mixture corresponds
to the sum of individual spectra of its components at the concentrations
present in each reaction mixture.

Enzyme-inhibitor incubation mixtures were made at 0°C. The inhibitor-

enzyme molar ratio was equal to 1.6 for the mixture of a,Achy and cathepsin G
and to 1.36 for the mixture of qo,Achy and o-chymotryp$in, but due to more
inactive material in commercial cthotrypsin (20%) than in cathepsin G (less
than 10%) we considered that the active components molar ratio was about the
same in both cases.
CD spectra were recorded after 10 min, 19 h, 48 h and 6 days for both
incubation mixtures. At every time an aliquot of these mixtures was immedia-
tely added with a hundred-fold molar excess of PMSF over enzyme initially
present for electrophoretic studies to be carried out a few hours later.

RESULTS AND DISCUSSION

The near UV CD spectra of cathepsin G, chymotrypsin and <x,]Achy are
presented in Fig. 1A and 1B. The spectrum of chymotrypsin is very similar to
published spectra (5-7). Concerning the spectrum of cathepsin G, in accordan-
ce with Strickland (15) the positive band at 262 nm and the shoulder at 275
nm are assigned to Phe residues. The large negative band with its maximum at
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Figure 1 - CD spectra in 0. 01 M sodium phosphate buffer, 0.3 M NaCl, 0.2 /oo

NaN, (pH 7.5) of Achy ), human cathepsin G (=~ ) and bovine
chy%otrypsm ~~~~~~~~~ in 1the near Uv (A and B) and in the far UV (C).

290 nm contains unresolved contributions from Trp and Tyr and the shoulder
at 297 nm is due to Trp. The spectrum of oc]Achy exhibits three bands. The
positive band at 298 nm is possibly due to the Trp residues, the negative cne
at 284 nm contains the contributions of Trp and Tyr. The positive band at 267
nm in addition to the shoulders at 262 and 272 nm correspond to the fine
structure of Phe residues. The nullpoints are observed at 277 and 292 nm.

The far UV CD spectra of cathepsin G, chymotrypsin and u]Achy are
shown in Fig. 1C. Cathepsin G and chymotrypsin secondary structures consist
of g sheet, unordered structure and only a weak percentage of o helical form.
On the contrary a]Achy has an appreciable o helical content in addition to
unordered structure. The a]Achy spectrum shows a minimum at 220 nm [8] =
9,600 deg.cmz.dmof]) and a shoulder at 214 nm which might be due to the
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Figure 2 - Near UV spectra of the mixtures after 10 min incubation : ( )
experimental spectrum ; (------ ) theoretical spectrum ; (.o ) difference
spectrum. A : a1Achy-catheps1‘n G mixture ; B : o ]Achy-chymotrypsin mixture.

presence of slightly deformed o helix. The contribution to CD from acetamido
groups in the carbohydrate part can be neglected as previously shown (16).

Studies of the mixtures after 10 minutes incubation

(D spectra of the 10 min-mixtures, prepared as described under "Mate-
rials and Methods", are shown in Fig. 2. The experimental CD spectra differ
significantly from the theoretical spectra in the near UV region and the
difference spectrum between the calculated and the observed spectra has been
drawn for each mixture. The differences are thus reflections of perturbations
that have occurred upon interaction. Both difference spectra show one extre-
mum at about 295 nm which is due to the disturbance of at least one Trp
residue. Other extrema are observed around 285 nm and at 280 and 290 nm for
the q]Achy-chymotrypsin and a]Achy-cathepsin G mixtures respectively. In both
cases these bands are reflecting changes in the Trp and Tyr residues. The
changes in the 270-255 nm region are more difficult to interpret ; indeed a
perturbation arising from S-S bond can also be involved in this domain (14).

No marked change was observed in the far UV spectra of both mixtures,
indicating the lack of modification in the secondary structure consecutive to

the interaction.

In alkaline-PAGE, excess of active inhibitor 1is seen in the 10 min
mixtures (Fig. 3A, slots 4 and 7). A new component having a A—mobi]ity is
shown in the a]Achy—chymotrypsin mixture (Fig. 3B, slot 7) : it is a complex
since coexistence of 0chhy and chymotrypsin has been demonstrated in this
component (more details will be given elsewhere (4)). No visible complex can
be seen in these conditions in the a]Achy—cathepsin G mixture (3) (Fig. 3B,
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N

123 456 7 12345686 7
A ) B ’

Figure 3 - Alkaline-PAGE. 1 : normal serum ; 2 and 5 : o Achy ; : Achy
+ inactivated cathepsin G ; 4: 10 min m1xture of a ;Achy gnd cathepsm
a,Achy + inactivated chymotrypsin ; : 10 m1k mixture of o Achy and
chymotrypsin. A ; visualization of chymotrypsm inhibitors. B  protein
staining. a : o,Achy-chymotrypsin complex ; b : active o jAchy ; ¢ : inactive

o jAchy. Some Achy polymers are visible in slots 2, 3, 5 and 6 between the
to& of the gel anh band b.

slot 4). Formation of a modified o Achy (band ¢ more acid than activey, Achy)
is visualized in both cases and this modified form has no inhibitory activity
(Fig. 3A and 3B, slots 4 and 7).

Free or complexed chymotrypsin is split when reduced, unlike cathepsin
G (3), thus reduction before SDS-PAGE is avoided for chymotrypsin containing
samples ; for valid comparison we do not reduce the a‘Achy~cathepsin G

- -
it E
- T —— y
,,,,,,,,, — +

Figure 4 - SDS-PAGE. Only T, 1 and 2 were reduced before electrophoresis. T
and 1% M markers : phosphorylase b (94,000), bovine albumin (67,000},
ovalbumin (43,000), carbonic anhydrase (30,000), trypsm inhibitor (20,100),

a-lactalbumin (14,400). Stab A : T : Achy ; Achy + 1nact1vated
cathepsin G ;3 3 : 10 min mixture of a1Achy and catheme G 3 4 : 10 min

mixture of Achy and chymotrypsin. Slab B : 5 : chymotrypsin ; 6 @ « ]Achy
+ inactivated lzhymotrypsm
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Figure 5 - Time-course studies of the incubation mixtures. The difference
spectra were drawn after : (- ) 10 min ; ¢ ) 19 h 3 ---- ) 48 h 5 (——

6 days incubation. The mixtures were also analyzed by SDS-PAGE without prior
reduction after : 10 min (1 and 5 ; 5 was used as control in the gel made for
the time 6 days), 19 h (2), 48 h (3), 6 days (6). 4 : native a]Achy. A .
uiAchy-cathepsin G mixture ; B : a]Achy—chymotv‘ypsin mixture. -

mixture either. Complex formation with both enzymes is seen in Fig. 4. The
estimated Mr of u]Achy-cathepsin G complex and of oc1Achy-chymotryps1'n complex
are respectively 80,000 and 79,000 instead of 85,500 and 84,500 as expected
for 1:1 complexes. A diffuse band migrating as a component of Mr near 6,000
{not easily visible on the photograph) probably corresponds to the missing
peptide (3,4). No free cathepsin G subsists (slot 3) and just a weak
chymotrypsin band is seen (slot 4), it is probably due to inactive enzyme
which is always significantly present in commercial preparations.
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Figure 6 - Comparison of the experimental near UV spectra recorded after 19 h
for the o ,Achy-cathepsin G mixture ( ) and after 6 days for the
0t]Achy-chymotrypsin mixture {(----- ).

Time-course studies of the mixtures

The mixtures kept at 0°C, were analyzed by CD spectroscopy and SDS-PAGE
after 19 h, 48 h and 6 days. Only difference spectra, in the near UV, are
presented in Fig. 5 for each time, with SDS-PAGE patterns. No evolving was
observed in the far UV spectra of both mixtures.
Mixture with cathepsin G (Fig. 5A) - Difference CD spectra have slightly
evolved between 10 min and 19 h but significant differences between theoreti-
cal and experimental spectra persist. Except in the range of 290 nm, a
statjonary state is observed as well after 19 h as 6 days indicating that no
important modification has occurred in the aromatic environment of the
components. However after 6 days a significant variation is observed at 290
nm in accordance with the modification of the environment of at least one Trp
residue. In SDS-PAGE patterns, disappearance of the complex of Mr = 80,000 is
observed after 19 h (slot 2) and a slower migrating component (of M. near
67,000) is seen in addition to a band migrating just a bit faster than
a1Achy. After 6 days (slot 6) we observe the same results as in our previous
work (3) : modified inhibitor (Mr = 55,000) and the component of M near
6,000 (not easily visible) are only present. No free enzyme is detected
either by SDS-PAGE or by activity measurement.
Mixture with chymotrypsin (Fig. 5B) - Difference CD spectra show no important
modification between 10 wmin and 19 h. Between 48 h and 6 days some
differences appear in the range 255-275 nm and the experimental spectrum gets
farther from the theoretical spectrum. As shown in SDS-PAGE a noticeable
decrease in complex amount occurs only after more than 48 h. Just a few
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complex remains after 6 days (slot 6). The most important component migrates
just a bit faster than native inhibitor ; in alkaline-PAGE and in electropho-
resis on agarose plate at pH 8.6 (data not shown) it has the same behaviour
as the modified inhibitor previously described (3).

Comparison of the results obtained with the two enzymes

Using SDS-PAGE it has been possible to show complex formation between

u]Achy and both enzymes and to demonstrate that some spontaneous dissociation
of these complexes occurs ; however a1Achy-chymotrypsin complex dissociates
more slowly than q]Achy—cathepsin G complex.
Since in SDS-PAGE patterns the material observed in the 19 h a,Achy-cathepsin
G mixture (Fig. 5A, slot 2) and in the 6 days a]Achy-chymotrypsin mixture
(Fig. 5B, slot 6) consists mainly of modified inhibitor, it seems interesting
to compare the experimental spectra of these mixtures. Similarities between
the two spectra of Fig. 6 prove that the environments of the aromatic
residues are alike in the two mixtures. It is, therefore, possible to think
that the modified a]Achy molecule would be responsible for these similar
spectra since the CD spectra of the two proteases, as shown in Fig. 1A, are
very different.

In conclusion, it has been pointed out that some interactions occur
between a]Achy and both enzymes leading to complexes ; furthermore these
components evolve in time but do not go back to the initial state. CD
spectroscopy results are in agreement with the results of electrophoretic
studies. Therefore it appears that electrophoretic methods do not disturb the
equilibrium and are properly usable in the study of interactions between
proteases and antiproteases.

Acknowledgements - We would like to thank Mrs Michéle Lohez and Marie-Paule
Ducourouble and Mr Claude Denis for their skillful technical assistance.

REFERENCES

1. Travis, J., Garner, D. and Bowen, J. (1978) Biochemistry 17, 5647-5651.

2. Laine, A. and Hayem, A. (1981) Biochim. Biophys. Acta 668, 429-438.

3. Laine, A., Davril, M. and Hayem, A. (1982) Biochem. Biophys. Res. Commun.
105, 186-193.

4. Laine, A., Hayem, A. and Davril, M. manuscript in preparation.

5. Saklatvala, J., Wood, G.C. and White, D.D. (1976) Biochem. J. 157, 339-351.

6. Wood, G.C., White, D.D. and Saklatvala, J. (1976) Protides Biol. Fluids
Proc. Colloq. 23, 129-132.

7. Bloom, J.W. and Hunter, M.J. (1978) J. Biol. Chem. 253, 547-559.

8. Esnard, F., Gauthier, F. and Maurizot, J.C. (1981) Biochimie 63, 767-774.

9. Lowry, 0.H., Rosebrough, H.J., Farr, A.L. and Randall, R.J. (1951) J.
Biol. Chem. 193, 265-275.

10. Martodam, R.R., Baugh, R.J., Twumasi, D.Y. and Liener, I.E. (1979)
Preparative Biochemistry 9, 15-31.

11. Kerckaert, J.P. (1978) Anal. Biochem. 84, 354-360.

12. Davis, B.J. (1964) Ann. N.Y. Acad. Sci. 121, 404-427.

13. Laemmli, U.K. (1970) Nature (Lond.) 227, 680-685.

14. Uriel, J. and Berges, J. {1968) Nature (Lond.) 218, 578-580.

15. Strickland, E.H. (1974) CRC Crit. Rev. Biochem. 2, 113-175.

16. Aubert, J.P. and Loucheux-Lefebvre, M.H. (1976) Arch. Biochem. Biophys.

175, 400-409.

344



- 84 -

ITT - 1 CHOIX ET PROPRIETES PRINCIPALES DES PROTEASES UTILISEES AU
COURS DE NOTRE ETUDE.

ITIT - 1.1 Choix des protéases.

Parmi les différentes sérine-protéases qui peuvent &8tre utilisées

pour étudier les interactions avec 1’a,Achy, les enzymes d'origine bovine ont 1'a-

vantage d'étre commercialisés . Comme lous 1'avons vu dans le premier chapitre,
les enzymes d'crigine bovine ont été largement utilisés dans les études d'inter-
action entre protéases et inhibiteurs sériques humains de sérine-protéases comme
l'G1PI. 1'a2M, 1'AT et 1'AP. Ce n'est pas 1'intérét physiologique qui_justifie
ces études, mails ces réactions servent souvent de modéles pour la détermination
du mécanisme des réactions plus spécifigques de ces inhibiteurs avec les protéases

d'origine humaine.

Nous avons choisi la chymotrypsine et la trypsine bovines ; seul
le premier enzyme est inhibé par 1'a1Achy, mais il nous a semblé intéressant d'é-
tudier les modifications gque subit 1'a1Achy aprés l’action de la trypsine. Ces en-

=

zymes protéolytiques sont extraits en grande quantité & partir du pancréas de boeuf

=

et sont commercialisés & 1'état cristallisé.

Deux enzymes d’origine humaine, la cathepsine G et 1'élastase, ont
également &té utilisés pour les études d'interaction. Ils sont préparés au labora-
toire & partir de mucus bronchique purulent obtenu par expectoration de malades
atteints de dilatation des bronches ou de mucoviscidose. Ces enzymes proviennent
des leucocytes que l'on trouve en guantité importante dans ces sécrétions.
L'anchy est donc susceptible d’entrer en contact "in vivo” avec ces protéases dque
ce soit dans le sérum, dans les sécrétions ou les tissus. Comme nous le verrons,
1'a1Achy est capable d’inhiber la cathepsine G, alors gu’'elle n'a aucune activité

inhibitrice envers 1'élastase.

Les interactions de 1'a1Achy avec ces deux enzymes sont particulié-

»

rement intéressantes 3 étudier si 1l'on désire comprendre les mécanismes par les-

quels un déséquilibre des couples protéases-antiprotéases au nlveau bronchique et

bronchoalvéolaire engendre des altérations du tissu pulmonaire (66).
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IIT - 1.2 Propriétés principales des protéases choisies.

IIT - 1.2.1 a-Chymotrypsine bovine (E.C.3.4.21.1) (d'aprés BARRETT (9)).

Cet enzyme est produit par 1'action de la trypsine sur un précur-
seur, le chymotrypsinogéne. L'a-chymotrypsine est formée de 3 chaines polypepti-
diques reliées entre elles par 5 ponts disulfure (figure 15). La chymotrypsine
migre, en SDS-PAGE, comme un constituant protéique de M, égale a8 26 000. Si avant
d'étre déposée en gel, la chymotrypsine est traitée par le B-mercaptoéthanol, les
trois chalfnes polypeptidiques sont dissociées ; la chymotrypsine apparait alors
sous la forme de deux bandes correspondant & des My de 15 000 et 12 000 environ,
la troisiéeme chaine (chalne A) gul est un peptide de 15 acides aminés sort du gel

dans les conditions utilisées.

On connait la séquence en acides aminés compl&te de cet enzyme et
sa structure tridimensionnelle a été é&établie grice & des études de diffraction des
rayons X. La chymotrypsine a un point iscélectrigque égal & 8,6 et un coefficient

d'extinction tras élevé : E 1% = 20,8 (216 ). La chymotrypsine coupe préfé-

280 nm
rentiellement les liaisons peptidiques impliquant le groupement carboxylique d'un

acide aminé aromatique ou de la leucine (Tableau V). Un substrat spécifique sou-

vent utilisé est le Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NAY(51].

IIT - 1.2.2 Cathepsine G leucocytaire humaine (E.C. 3.4.21.20)

L'existence d'une protéase de type chymotrypsique dans les leuco-

cytes neutrophiles humains est &établie dés 1974 (67, 167, 175).

En 1376, STARKEY et BARRETT (192 ) isolent un enzyme de type chy-
motrypsique & partir de la rate humaine et montrent qu’'il est identique a l'enzyme
de type chymotrypsique caractérisé dans les neutrophiles. Cet enzyme présente un
certain nombre de caractéristiques différentes de celles de la chymotrypsine et est
individualisé sdus le nom de cathepsine G. La cathepsine G est un constituant des
granules azurophiles des leucocytes neutrophiles humains et c'est une des protéines

majeures de ces organelles.

% Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA : N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-prolyl-L-phenylalanyl-p-

nitroanilide.
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Figure 15 : Représentation schématique de 1' a-chymotrypsine bovine mettant
en évidence les 3 chaines polypeptidiques qui la composent (d'a-
prés BERNHARD, S.A. Structure et fonction des enzymes. Ediscience
1969, p : 278).
chaine A

chalne B ———— résidus 16 & 146

résidus 1 a 13

chalne C =~ — - résidus 149a 245

—— pont disulfure
Les acides aminés His, Asp, Ser (en positions 57, 102 et 185 res-

pectivement) sont les é&léments du site actif de la chymotrypsine.
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TABLEAU V

Spécificités des enzymes utilisés dans notre &tude.

Chymotrypsine bovine : agit essentiellement sur les liaisons

Tyr - X
Phe - X
Trp - X
Leu - X
Cathepsine G leucocytaire humaine agit essentiellement sur les liaisons
Tyr - X
Phe - X
Leu - X
Ile - X
Met - X
Trypsine bovine : aune activité limitée aux liaisons
Lys - X
Arg - X

Elastase leucocytaire humaine : agit essentiellement sur les liaisons

Val
et Ala
Met

- X
- X

- X mais maoins rapidement.
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La purification de la cathepsine G est effectuée au laboratoire
a partir du mucus bronchique purulent en appliquant le protocole décrit par MAR-
TODAM et coll (128) et présenté dans le tableau VI. La cathepsine G est séparée
de 1'élastase par chromatographie sur colonne de carboxyméthyl cellulose en utili-

sant un gradient de force ionique croissante ; 1'élastase est éluée la premidre.

La cathepsine G n'est que trés faiblement glycosylée ( 201 ). Elle
posséde un pourcentage de résidus d’arginine élevé (15 %). Elle‘est trés basique :
son point iscélectrique se situe aux environs de pH 10,0. En électrophorese en gel
de polyacrylamide & pH acide, elle a donc une mobilité trés cathodique et migre
plus rapidement que le lysozyme de blanc d'oeuf de poule. En SDS-PAGE (gradient de

~

5 & 30 % d'acrylamide), la cathepsine G donne 4 bandes qui correspondent & 4 iso-
enzymes. La Mp de 1'iscenzyme majeur est estimée & 27 500. La moléculé est consti-
tuée d'une seule chalne polypeptidique et contient 3 ponts disulfure intrachalnes.
Des valeurs différentes du coefficient d’extinction (E %8% nm] ocnt été données par
plusieurs auteurs : il est égal 3 6,64 selon TRAVIS et coll ( 201 )} et & 10,0 se-
lon STARKEY et BARRETT ( 182 ). La cathepsine G est une protéase relativement peu
spécifique (tableau V p. 87 ). Les substrats synthétigues de cet enzyme sont rare-
ment solubles & des concentrations excédant le Km 3 cause de la présence des rési-
dus hydrophobes qui sont les sites potentiels de coupure par 1l'enzyme. NAKAJIMA et
cocll ( 144 ) ont étudié 1l'action de la cathepsine G sur une série de peptides ni-
troanilides bloqués. Mais le substrat synthétique le plus souvent utilisé est le

Sue-Ala-Ala-Pro-Phe-NA, substrat utilisé pour la chymotrypsine (voir p. 85).

La cathepsine G peut hydrolyser de nombreux constituants comme les
protéoglycannes de cartilage et le collagdne natif de tendon ou de cartilage (183).
L'activité élastolytique de la cathepsine G est restée longtemps méconnue ; c'est
en 1980 gque REILLY et TRAVIS ( 1868) ont montré gue la cathepsine G est capable de
dégrader 1'élastine, mais beaucoup plus lentement que ne le fait 1'élastase leuco-
cytaire. Cette propriété est trés importante, car il a été suggéré qu'un résidu de
phénylalanine, site potentiel de coupure par la cathepsine G, est localisé prés des
desmosines qui forment les liaisons croisées de 1'élastine ( 83 ). La dégradation

de 1'élastine pourrait donc 8tre initiée par 1'action de la cathepsine G.

Plus récemment, BOUDIER et coll { 30 ) ont montré que bien qu’el-
le n'ait qu'une faible activité élastolytique, la cathepsine G joue un réle impor-

tant dans la dégradation de 1'élastine, puisqu’elle accroit fortement la solubili-



TABLEAU VI

Protoccle de purification de 1’élastase et de la

>

cathepsine G & partir du mucus bronchique.

{128)

Mucus bronchique

+ NaCl 2 M (1 valume)
- homogénéisation, 2 mn (avec POLYTRON) 2 fois
- centrifugation, 20 mn & 30 000 g (3 5 ° C)

Etape n° 1
Surg;geants
-~ traitement par la DNase (205)
- centrifugation, 20 mn & 30000 g (&4 5 ° C)
Y
Précipiteé
- homogénéisation enTris 0,05 M,HCl, pH 8,0, 4 faois
Etape n® 2 NaCl 1 M de
~ centrifugation suite
)
Surnageants
- dép6t sur colonne de Trasylol-Sepharose (11)
Etape n°® 3 en Tris 0,05 M, HCl,pH 8,0,NaCl 1 M
- élution par acétate de sodium 0,05 M pH 5,0
NaCl 1 M,
\j
Fraction &luée
- concentration puis équilibration par dialyse
en acétate de sodium 0,05 M,pH 5,5,NaCl 0,1 M
~ dépdt sur colonne de CM Sephadex C 50 dans le
Etape n° 4 méme tampon
< ~ élution par acétate de sodium 0,05 M,pH 5,5,
NaCl 0,45 M
‘////// - élution par acétate de sodium 0,05 M,pH 5,5,
Elastase NaCl 1 M.

\j
Cathepsine G
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sation de 1'élastine pulmonaire catalysée par 1'élastase : un mélange équimolé-
culaire d'élastase et de cathepsine G, rapport observé dans les leucocytes humains

~

présente une activité 5 3 6 fols supérieure & celle de 1’élastase seule en méme

quantité. Selon ces auteurs, on peut donc également attribuer & la cathepsine G un

rile dans le développement de 1'emphyséme pulmonaire, en action avec 1'élastase.

IIT - 1.2.3. Trypsine bovine (E.C. 3.4.21.4) (d'aprés BARRETT ( 8 ) ).

Cet enzyme est sécrété par les acini pancréatiques sous forme d'un
zymogeéne, le trypsinogeéne. L'activation s'effectue dans 1'intestin grace & l'en-
térokinase, enzyme lul-m@me sécrété par la muqueuse intestinale sous forme de pro-
entérokinase qui est ensuite activée.l'amorgage du processus d’activation du tryp-
sinogeéne par 1l'entérokinase est relativement lent, mals la trypsine elle-méme est
un puissant activateur du trypsinogéne et poursuit alors cette activation trés ra-
pidement. La g-trypsine est la forme majeure. Elle est constituée par une seule
chaine polypeptidique possédant 6 ponts disulfure intrachaines. La trypsine migre
en SDS-PAGE comme un constituant protéique de M. égale & 24 000. On connalt la
séquence compléte en acides aminés de cet enzyme ainsi gue sa structure tridimen-
sionnelle. Le point isoélectrique de la trypsine est égal & 10,8 et le coefficient

d'extinction E 1%

280 nm est égal a 15.,4.

La trypsine coupe sélectivement les liaisaons lysyl et arginyl dans
une chaine polypeptidique (tableau V p.87 ) & l'exception des liaisons Lys-Pro et
Arg-Pro. Notons gque certains esters ou certains amides de substrats synthétiques
peuvent 8tre hydrolysés : ainsi le N-acétyl-DiL-phénylalanine- B-naphtyl ester uti-
lisé dans la méthode de révélatian des inhibiteurs de chymotrypsine de URIEL et
BERGES ( 208).

III - 4.2.4 CElastase leucocytaire humaine {E.C.3.4.21.37) (d'aprés BARRETT (10})

JANOFF et SCHERER ( 88 ) ont été a l'origine de 1'intérét porté

vy

cet enzyme : 1ils ont identifié 1'élastase et montré qu’'elle est capable de jouer

un r8le dans un grand nombre d'affections y compris 1’emphyséme pulmonaire.

L'8lastase leucocytaire est comme la cathepsine G 1'une des pro-
téines majeures des granules azurophiles des neutrophiles humains. Elle est prépa-

rée au laboratoire conjointement avec la cathepsine G & partir du mucus bronchique
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purulent (tableau VI p. 89 }. Trois ou quatre formes majeures d’élastase ont pu
étre individualisées que ce soit en isoélectrofocalisation ocu en électrophoreése
en gel de polyacrylamide & pH acide ( 10 }. L'élastase est un constituant basi-
que dont le pI se situe entre 8,75 et 9,15. Aucune différence d'activité cataly-
tique n'a pu étre démontrée entre les différents iscenzymes. Contrairement a
1'élastase pancréatique qui est une holoprotéine, 1'élastase leucocytaire est une
glycoprotéine : le pourcentage de glucides combinés s'éléve 3 22 % selon BAUGH
et TRAVIS ( 11 ), alors gue selon OHLSSON et OLSSON ( 148), les trois é&lastases
gu'ils ont isolées posseédent respectivement des pourcentages eh glucides combi-
nés de 6,6 %, 8,3 % et 3,2 %. La préparation d'élastase que nous avons utilisée
contient environ 5 % de sucres.

En SDS-PAGE, nous avons estimé & 29 000 la Mr de 1l'isoenzyme ma-

jeur d'élastase. Ceci est en accord avec les résultats de BAUGH et TRAVIS (11).

9,

Le coefficient d'extinction de 1'élastase E -
280 nm

est égal a 9,85,

L'élastase leucocytaire est formée d'une seule chaine polypepti-
digue. Cantrairement & ce qui a été décrit pour 1'élastase pancréatique porcine
qui est obtenue aprés activation d'une proélastase, aucun proenzyme de l1'&lasta-
se leucocytaife n'a été décrit jusqu'ad présent. L'élastase coupe préférentielle-
ment les liaisons Val-X et peut couper également les liaisons Ala-X, mais moins
facilement (tableau V). Le Boc-Ala-NP ¥ est un substrat quil permet un dosage
spectrophotométrique avec une grande sensibilité, mais il n'est pas spécifique
et ne peut donc étre utilisé que pour 1'élastase leucocyteire purifiée. Le sub-
strat Suc—[Ala]a—NA*“*( 19 ) est plus spécifique, mais la réaction avec 1l'élas-
tase leucocytaire est plus lente gqu'avec l'élastase pancréatique. L'activité de
1'élastase leucocytaire est considérablement influencée par la force ionique
(23 ) : plus la force ionique est élevée, plus 1'élastase leucocytaire hydro-

I\* *

lyse rapidement le substrat Suc—(Ala]3-N . C'est ainsi qu'en présence de NaCl

5 M, 1l'activité est augmentée de 20 fois par rapport & 1'activité observée en
1'absence de NaCl ; on peut dans ces conditions doser avec précision des concen-
trations d'élastase de l'ordre de 35 ng/ml. La force ionigue du milieu réaction-
nel a également un effet important sur la solubilisation de 1'élastine par 1'é-
lastase leucocytaire. En présence d'une concentration en NaCl inférieure a 0,2 M,

1'élastase leucocytaire n'a pas d'action sur 1'élastine. Par contre 1l'action est

maximale en présence de NaCl 0,75 M, puis diminue avec des concentrations plus

% Boc-Ala-NP : : t-butoxycarbonyl-lL-alanine-p-nitrophenyl ester

* % Suc-[Ala]a—NA : Succinyl-l-alanyl-L-alanyl-t-alanyl-p-nitroanilide
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élevées. Ceci distingue nettement 1'élastase leucocytaire de 1'élastase pancréa-
tique dont 1'activité sur 1'élastine est progressivement inhibée lorsque la mola-
rité en NaCl augmente de 03 1 M ( 29 }. L'élastase leucocytaire est également

capable de dégrader les protéoglycannes de cartilage bovin et la fibrine.

II1 - 2 APPROCHE TECHNOLOGIQUE DES PHENOMENES D'INTERACTION.
APPORT ET LIMITES DES DIFFERENTES TECHNIQUES UTILISEES.

L'étude de la réaction d'un inhibiteur avec un enzyme peut &tre
abordée d'une part en suivant la variation de 1l'activité enzymatique, d'autre
part en suivant aussi bien le devenir des deux antagonistes que celui du complexe
enzyme-inhibiteur qui a pu se former : il s'agit d'une interaction entre des ma-
cromolécules qui peuvent &tre visualisées par coloration aprés séparation par

différentes techniques.
Nous allons faire un inventaire rapide des techniques utilisées

en insistant sur les renseignements qu’elles permettent d'obtenir et sur leurs

limites.

IIT - 2.1 Dosage spectrophotométrique de 1'activité enzymatigue.

On dose souvent 1l'’activité estérasique des enzymes. Les protoco-
les utilisés sont indiqués dans la partie technique (p. T 18). Ce dosage a 1l'a-
vantage d'étre rapide et de nécessiter des concentrations protéiques 10 a 100
fois inférieures & celles qui doivent étre utilisées en SDS-PAGE par exemple. Ce
dosage est indispensable pour déterminer le rapport molaire inhibiteur/enzyme
pour legquel 1'inhibition totale de 1l'enzyme est obtenue, mals cette technigue
présente 1l'inconvénient de ne donner aucune information sur les transformations

que peut avoir subies 1l'enzyme ou 1l'inhibiteur.

IIT - 2.2 Révélation de l'activité inhibitrice et révélation de l'activitsé

estérasique aprés séparation électrophorétique.

ta révélation de 1'activité inhibitrice ou de l'activité estéra-

sique aprés séparation électrophorétique des constituants permet de déterminer
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a guel constituant peut étre attribuée une activité décelée auparavant dans le
mélange par le dosage spectrophctométrique. Le protocole de ces révélations spéci-
fiques est indiqué page T 13 . Ces techniques de révélation présentent toutefois un
inconvénient : eslles nécessitent un temps assez long pour leur mise en ceuvre et

1'interprétation des résultats peut, de ce fait, &tre plus délicate.

ITT - 2.3 Méthodes faisant intervenir la précipitation antigéne - anticorps.

Les techniques que nous avons utilisées sont essentiellement 1'im-
munoélectrophoreése bidimensionnelle et 1'électroimmunodiffusion appliquées & 1'é&tu-
de de 1'inhibiteur : nous avans utilisé deux immunsérums commerciaux spécifiques
de l'a1Achy (Laboratoires BEHRING et DAKQ). Ces techniques permettent.de déterminer

en particulier si les sites antigéniques de 1'a,Achy sont encore accessibles aux

anticorps pendant la réaction inhibiteur—enzymeT Comme 1'a mantré WEEKE (214),
1'immunoélectrophorése bidimensionnelle peut &tre utilisée pour des mesures semi-
quantitatives et permet donc de juger & la fols des modifications qualitatives

et guantitatives. Sur un méme échantillon, on peut effectuer en double 1'électro-
phorese de la premigre dimension. Sur une des deux bandes de gel, on révéle l'acti-
vité estérasique ou l'activité inhibitrice, ce qui permettra de repérer sur 1'immu-
noélectrophorése bidimensionnelle effectuée avec la deuxidme bande, le constituant
qul présente 1l'activité décelée. Ceci n'est applicable néanmoins qu'ad un échantil-

lon contenant un nombre limité de constituants.

Un immunsérum spécifique de la cathepsine G leucocytaire humaine a
été préparé au laboratcire : avant d'8tre injecté, l'enzyme est inactivé par le
PMS?*pour éviter une réaction inflammatoire du Lapin. Mais l’emploi de cet immunsé-
rum en immunoélectrophorése bidimensionnelle ou en électroimmunodiffusion pose un
certain nombre de problémes liés en particulier & la précipitation de la cathepsine
G dans le tampon généralement utilisé pour le gel d'agarose. Nous espérons pouvoir

3 l'avenir surmonter ces probldmes. En ce qui concerne la chymotrypsine, il n'exis-

te pas 3 notre connaissance d'immunsérum commercialisé spécifique de cet enzyme.

III - 2.4 Modifications des propriétés physico-chimiques de 1'inhibiteur et

des enzymes.

by

Nous avons cherché & mettre en évidence les modifications de char-

ge, de point isoélectrique, de masse moléculaire relative et les changements des

* Le PMSF est un inhibiteur irréversible des sérine protéases.
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propriétés optiques des constituants au cours de leur interaction.

0,

L'étudeen électrophorése en gel de polyacrylamide (10 % d’acryla-
mide) & pH 8,3 ou en gel d'agarcse & pH 8,6 permet de mettre en évidence un éven-
tuel changement de charge des molécules se traduisant par une modification de la

migration électrophorétique.

L'isoélectrofocalisation permet de déterminer trés précisément
les pl des constituants présents dans les mélanges. Une deuxiéme migration dans un
gel contenant des anticorps peut permettre une identification des constituants.
L’électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SOS et en gradient d'a-
crylamide (5 & 30 %) permet de déterminer les valeurs des M, des constituants et
de suivre les modifications de ces valeurs lors de la réaction inhibiteur-enzyme.
La comparaison d'échantillons traités ou non par le B-mercaptoéthanol donnera des
indications supplémentaires concernant 1l'’existence éventuelle de ponts disulfure
interchaines. Sur ce type de gel et pour l'inhibiteur étudié, il n'esf plus possi-
ble de mettre en évidence une activité inhibitrice, car elle est détruite en pré-

sence de SDS (voir p.79)

Les propriétés optiques des molécules sont &troitement reliées a
leur structure. Les variations des spectres dichroiques refldtent des modifications
dans 1'environnement des groupes absorbants et en particulier dans 1l'environnement
des acides aminés aromatigques qui peuvent intervenir lors des interactions inhibi-
teur-enzyme. L'étude en dichrolIsme circulaire ne provogue aucune perturbation de
1'échantillon lors de son analyse ce qui représente un avantage sur les analyses
électrophorétiques au cours desquelles 1'éguilibre du mélange réactionnel risque
d’étre perturbé et ol les liaisons faibles entre les constituants peuvent &tre
détruites. Les analyses électrophorétiques constituent néamnmoins des méthodes

d'étude trés largement utilisées.

ITT - 3 DEFINITION DES CONDITIONS OPERATOIRES CHOISIES POUR LES ETUDES DES
INTERACTIONS DE L'aiANTICHYMDTRYPSINE AVEC LES ENZYMES.

Les phénomenes d'interaction sont é&tudiés en mélangeant des solu-
tions d'anchy et d'enzyme dans des proportions précises. Nous allons donc décrire
les déterminations des concentrations des solutions ainsi que les conditions opé-

ratoires qui seront adoptées pour chaque systeme a1Achy—enzyme étudié.
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ITI - 34 Tampon utilisé.

L'<%Achy est en splution dans le PBS : tampon phosphate de sodium
0,01 M, NaCl 0,3 M.NaN3 0,02 % pH 7,4. Les enzymes sont mis en soclution dans ce

méme tampon juste avant les expériences.

III - 3.2 Détermination des concentrations des solutions d'inhilibiteur et

d’enzyme.

Cette détermination est effectuée en employant‘au minimum deux

techniques de dosage différentes.

III - 3.2 Détermination de la concentration de la solution d'a1-antichynn-

trypsine.
- Dosage par électro-immunocdiffusion.{p : T 12).

L'G1Achy purifiée est dosée en électro-immunodiffusion avec 1'im-

munsérum spécifique de l'a1

des dilutions d'un plasma standard (BEHRING].

=~

Achy (BEHRING) par rapport & une gamme préparée par

- Dosage de la teneur en protéines par la méthode de LOWRY et coll

(126).

9,

La partie protéique représentant 75 % de la molécule, la valeur

obtenue lors de ce dosage est multipliée par 1,33.

- Dosage spectrophotométrique.

Le spectre d’absorption de la solution d'a1Achy est tracé entre

360 nm et 230 nm. On soustrait la valeur de 1l'absorbance 3 350 nm de celle qui

~

est mesurée & 280 nm, afin d’'éviter une erreur due & la turbidité éventuelle de
la solution. La concentration de la solution d'a1Achy est alors mesurée en uti--

' % sgal a 6,2 indiqué par TRAVIS et

lisant le coefficient d’extinction E
280 nm

coll (202).

Les valeurs de concentration des solutions d’a1Achy obtenues par

les trois méthodes présentent des écarts d’envircn 15 %.
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ITT - 3.2.2 Détermination de la concentration de la soclution d'enzyme.

- Dosage de la teneur en protéines par la méthode de LOWRY et coll
(128).

La chymotrypsine et la trypsine bovines sont des holoprotéines,
le chiffre obtenu n'est donc pas & corriger. Etant donné que le pourcentage de
sucres présents dans nos préparations de cathepsine G et d'élastase leucocytaire

est faible {(respectivement 1 % et S5 %), nous n'avons pas jugé nécessaire de cor-
P J

riger les valeurs de concentrations obtenues.

- Dosage spectrophotométrique.

Les spectres d'absorption des solutions enzymatiques sont tracés.
Le coefficient d'extinction de chacun des enzymes est connu:il est de 20,5 pour
la chymotrypsine bovine ( 216 ), 15,8 pour la trypsine bovine ( 212 ) et 9,85
pour l'élastase leucocytaeire ( 11 ). Pour le dosage de la cathepsine G, nous pré-
férons utiliser le coefficient d'extinction indiqué par STARKEY et BARRETT (192)
(E 1% )
280 nm
le premier donne des valeurs de concentration plus proches de celles obtenues par

la méthode de LOWRY et coll (126).

= 10,0) plutdt gque celui publié par TRAVIS et coll ( 201 ) ; en effet,

IIT - 3.3 Mélange de contréle : aq—antichymotrypsine - enzyme inactivé.

Lors de chaque série d'’expériences, un mélange de contr8le est
préparé de la fagon suivante : une partie aliquote de la solution d’enzyme est
inactivée en ajoutant dans un excés molaire de 100 fois un inhibiteur irréver-
sible des sérine protéases, le PMSF, préalablement solubilisé dans 1'isopropa-
nol pour constituer une solution 100 mM ; aprés un minimum de 10 minutes d'ac-
tion du PMSF & température amblante, 1'enzyme inactivé est ajouté a de 1'a1Achy
de fagon & obtenir un rapport inhibiteur/enzyme égal & celul qui sera utilisé
avec l'enzyme actif lors de 1'étude. Ce mélange de contrdle permet de déterminer
s'il y a entre 1'inhibiteur et 1l'enzyme des interactions autres gue celles qui
sont dues & 1'activité de 1l'enzyme. lLes différences observées entre le mélange
de contrdle et les mélanges préparés avec l'enzyme actif peuvent alors &tre at-

tribuées a 1l’'activité de 1'enzyme.
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IIT - 3.4 Arrét de la réaction.

Dés les premiers essais d'interaction entre 1'c, Achy et la chy-

motrypsine ou la cathepsine G, nous nous sommes rendue compte ql'il fallait
inactiver 1l'excés d'enzyme ou l'enzyme qui aurait pu se dissocier du complexe
sous forme active, pour ne pas risquer de dégradations ultérieures. Porter le
mélange & ébullition pendant 3 minutes, placer le mélange dans un bain dg glace
sont deux procédés couramment utilisés pour arréter une réaction enzymatique ;
ils n'ont pas donné de résultats trés reproductibles. Nous avons donc essayé
puis adopté un traitement par le PMSF. Cet inhibiteur (100 mM dans l'isopropa-
noll) est ajouté en excds molaire de 100 fois par rapport & la quantité initiale
d'enzyme dans le mélange. Le volume d'isopropancl & ajouter dans les mélanges
contenant généralement une molarité en enzyme de 2 a 20 X 10-8 M n'expéde pas

2 % du volume total et ne risque pas de provoquer de phénoméne de précipitation.

Nous avons pu cependant constater, et cela avait d’ailleurs été
signalé par JAMES ( 86 ), que le PMSF en solution agueuse devient assez vite inac-
tif. JAMES a montré qu’aprés dilution en tampon Hepeékde pH 7,5, la perte de
1'activité du PMSF envers la chymotrypsine (rapport inhibiteur/enzyme = 5/1) est
totale en 1l'espace de 2 h 30 ; elle serait due 3 1'action des ions hydroxyle de
1’eau. L'addition de PMSF & une sérine-protéase déja en solution dans un tel tam-
pon permet l'inhibition de cet enzyme, mais si de 1'enzyme continue & se libérer,

progressivement dans le milieu & partir d’'un complexe par exemple, le PMSF n'aura

peu & peu plus d’action sur 1'enzyme.

IIT - 3.5 Température choisie pour 1’incubation.

Il nous avait d’abord semblé souhaitable de ralentir la vitesse
de la réaction de 1'a1Achy avec les enzymes en effectuant 1'incubation des mé-
langes & 0°C. Par la suite, pour éviter que les mélanges ne subissent un écart
de température trop important entre 1'incubation et 1'étude, nous avons effectué

d'autres expériences & la température du laboratoire (25° CJ.

L'action des enzymes qui ne sont pas inhibés par 1'a1Achy a de
plus été testée a 37°, température du corps humain, quil est également couram-

ment utilisée pour une hydrolyse enzymatique.

% Hepes : acide [(hydroxy-2-éthyl) - 4 - pipérazinyl - 1]- 2 - éthane sulfonique
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IIT - 3.6 Dispositions générales.

Toutes les expériences ont été répétées plusieurs fois. Nous

avons donc été amenée & utiliser différentes préparations d'a1Achy purifiée ayant
donc des concentrations variables. Deux préparations différentes de cathepsine G
purifiée ont été employées ; une importante variation de 1'activité spécifique

de 1l'enzyme entre ces deux préparations a été observée et nous y reviendrons.
L'activité spécifique de la chymotrypsine ou de la cathepsine G est vérifiée un
grand nombre de fois au cours des expériences pour déceler une éventuelle dégra-

dation de 1’enzyme avec le temps.

Lorsque des études analytiques en électrophorése sont effectuées
sur une série d'échantillons, le volume des dépits utilisé est tel que nous avons

dans chaque dépit la m8@me gquantité initiale d'a1Achy.

L'activité enzymatique résiduelle d'un mélange inhibiteur-enzyme
est exprimée en pourcentage de 1l'activité d’une solution du méme enzyme pur a

la méme concentration.

III - 4 REACTION AVEC LA CHYMOTRYPSINE BOVINE. ﬁf&gf

Lyt 04
‘& .‘4 7] i l“‘f-‘f?
Aprés avoir déterminé la proportion d’enzyme actif dans la pré-

paration que nous utilisons, nous établissons la courbe d'inhibition de la chymo-
trypsine par 1'a1Achy. La réaction inhibiteur-enzyme est ensuite abordée en étu-
diant des mélanges d'inhibiteur et d'enzyme en rapports molaires différents, puis

en suivant dans le temps un mélange dans lequel 1'inphibiteur est en excés.

Nous utilisons la chymotrypsine de type VII de SIGMA (49 unitsés/
mgl), traitée par la TLCK.

ITI - 4.1 Titration des sites actifs de la chymotrypsine.

Cette titration est effectuée en utilisant 1la méthode de KEZDY
et KAISER ( 107 ) avec une solution de chymotrypsine & 10 mg/ml en tampon acétate
de sodium 0,02 M de pH 4,2. Le substrat est le p-nitro phényl acétate (SIGMA],
dissous dans 1l’acétonitrile. La réaction est effectuée en tampon phosphate de so-
dium 0,067 M de pH 7,8. Les résultats obtenus indiguent que la chymotrypsine

contient 70 % d'enzyme actif, pourcentage généralement trouvé pour un enzyme

commercial de ce type.



_gg_

III - 4.2 Courbe d'inhibition de la chymotrypsine par l'a{antichymotrypsine

Le but de cette expérience est de déterminer si la courbe d'in-
hibition est linéaire. Elle permet de définir 1le rapport molaire inhibiteur/
enzyme pour lequell’inhibition totale de la chymotrypsine est obtenue. Nous cal-
culons donc ici les rapports molaires en prenant en compte uniguement la quantité
de matériel actif : la solution de chymotrypsine contient en fait 70 % d'enzyme
actif, la solution d'a1Achy contient environ 85 % d'inhibiteur actif, ce pourcen-
tage est déterminé en mesurant le rapport de l’intensité des bandes d’inhibiteur
actif et d’inhibiteur inactif séparés en électrophorése en gel de pplyacrylamide

a pH 8,3.

Des gquantités croissantes d'a1Achy sont ajoutées & une guantite
constante de chymotrypsine (7,4 x 10_7 M en enzyme actif dans les mélanges).
Une incubation préalable en PBS (pH 7,4) est effectuée a 25° C pendant 5 minutes.
L'activité chymotrypsique résiduelle est mesurée par dosage spectrophotométrique
{page T 18) aprés dilution au 1 : 100. L'activité résiduelle est exprimée en
pourcentage de 1l'activité mesurée sur une solution témoin de chympntrypsine. La
courbe obtenue est présentée figure 16. Elle est linéaire Jjusqu’a environ 25 %
d'activité résiduelle. L'extrapolaticon de cette partie linéaire donne une acti-
vité nulle pour un rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 1,45/1. On peut ob-
server de plus gu'il reste une faible activité enzymatique résiduelle méme lors-
que le rapport inhibiteur/enzyme est supérieur & 2. Puisque nous avions tenu
campte des quantités de matériel actif, d'aprés les déterminations indiquées
auparavant, nous aurions di aboutir, pour une réaction stoechiométrique, a un
rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 1/1. I1 se peut gue nous ayians sous-
estimé la proportion d'a1Achy inactive, la différence de migration électropho-
rétique, a8 pH 8,3 entre la forme active et la forme inactive n'étant peut-&tre

pas un critére absolu. En fait, nous verrons dans la suite de notre travail que

ces résultats peuvent 8tre expliqués par un autre phénoméne.

ITT - 4.3 Ftude de 1'inhibition & 0° C de la chymotrypsine par 1'a1~anti-

chymotrypsine.

L'étude va Btre essentiellement suivie par électrophorése. Puis-
que par cette technique nous visualisons tout le matériel protéique (actif ou
inactif) présent dans les mé&langes, nous exprimons dans cette série d'expériences
comme dans celles qui suivront les rapports molaires en tenant compte du contenu

protéique total.
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Figure 16

Inhibition de la chymotrypsine par l'anchy.

L'incubation est effectuée pendant 5 minutes & 25° C, puls 1l'activité
chymotrypsique résiduelle est dosée par la méthode spectrophotomé-
trique. Le rapport molaire inhibiteur/enzyme(I/E)eét exprimé en tenant
compte de la quantité de matériel actif dans la solution d'inhibiteur

et la solution d'enzyme. Avant le dosage, les échantillons sont dilués

{1 : 100) dans le tampon Hepes.
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ITT - 4.3.1 Préparation des mélanges.

Des mélanges d'a,Achy et de chymotrypsine bovine sont préparés

dans 4 rapports molaires inhibitelr/enzyme différents : 0,35/1 ; 0,7/1 ; 1,4/1 ;
3,5/1. Un mélange de contrdle est effectué dans le rapport 1,4/1. Les mélanges
sont gardés a 0° C. Aprés 10 minutes d'incubation, une partie aliguote de chaque
mélange est prélevée pour le dosage de 1'activité enzymatigue résiduelle et au
volume restant de chaque mélange, on ajoute alors du PMSF en excés molaire de

100 foils par rapport & la guantité initiale d'enzyme.

ITT - 4.3.2 Dosage de 1'activité enzymatique résiduelle.

La partie aliquote prélévée dans chacun des mélangeé est diluée
100 fois par du tampon Hepes. Sur cette dilution on mesure & 25° C 1l'activité
enzymatique résiduelle par la méthode spectrophotométrique. Les résultats sont
indiqués dans le tableau VII. Ces résultats ne sont pas & comparer avec ceux
présentés dans le paragraphe précédent, ils permettent uniguement de déterminer
le taux d’'inhibition de la chymotrypsine dans les mélanges gqui seront simultané-

ment étudiés en électrophoraése.

IIT - 4.3.3 Etude en électrophorése en gel de polyacrylamide (gradient de

5 & 30 % d'acrylamide) en présence de SOS.

La figure 17 montre les résultats obtenus en SDS-PAGE pour les
4 mélanges. Ils different suivant que les échantillons sont, préalablement & 1'é-
lectrophoreése, soumis (partie A) ou non (partie B) & la réduction par le B-mer-
captoéthancl. Dans chacun des 4 mélanges, il y a apparition d'un constituant pos-
sédant une Mr supérieure a celle de 1l'inhibiteur natif : elle est estimée & en-
viron 67 000 dans les échantillons réduits, tandis qu'elle est proche de 76 000-
77 000 dans les échantillons non réduits. Ce constituant dont 1'’importance dépend
de la quantité d'enzyme présente lorsque l'inhibiteur est en exceés, est le com-

plexe a,Achy-chymotrypsine. Dans le mélange de contrdle (dépdt C) ol l'enzyme a

1
été au préalable inhibé par le PMSF, la formation de ce constituant n'’est pas

observée.

La réduction a pour effet de séparer les trois chaines polypep-
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Figure 17 Diagrammes électrophorétiques en gel de polyacrylamide (gradient de

5 3 30 % d'acrylamide) en présence de SDS de 4 mélanges d'a1Achy et
de chymotrypsine en rapports molaires différents.

Aprés 10 minutes d'incubation & 0° C, du PMSF est ajouté & chague
mélange.

Partie A : échantillons réduits

Partie B : échantillons non réduits.

I : o, Achy native

() : melange de contrdle (rapport molaire I/E = 1,4/1, voir
p:96 et 101 )

M’ : témoins de Mr

134 : mélanges dont les rapports molaires I/E sont respecti-
vement

1 :0,35/1 ; 2 :0,7/17 3 :1,4/1% 5 4 : 3,51

La bande diffuse migrant comme un constituant protéique de Mp proche
de 6 000 est indiquée par la fléche.

(I/E signifie inhibiteur/enzyme).
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TABLEAU VII

Activité chymotrypsique résiduelle des mélanges préparés

dans des rapports molaires inhibiteur/enzyme différents.

Cette activité est mesurée par la méthode spectrophotométrique
aprés 10 minutes d'incubation & 0° C et exprimée en pourcentage

de 1l'’activité initiale de la solution de chymotrypsine.

Rapport molaire
Activité résiduelle

inhibiteur/enzyme
0,35/1 8s %
0,70/1 60 %
1,40/1 5,5 %
3,50/1 2 %

Mélange de contrdle 0 %
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tidiques de la chymotrypsine gque celle-ci soit sous forme libre ou engagée dans
le complexe. Dans les dépdts 3 et 4, partie B de la figure 17, il y a respecti-
vement peu et pas d'enzyme en excés. Dans les mémes échantillons rédults (partie

A de la figure 17), on observe une bande correspcndant & une My d’environ 15 000

qui est dissociée du complexe @, Achy-chymotrypsine par la réduction. Cette bande

1
doit correspondre & la chaine B de la chymotrypsine (voir figure 15 p.86), il

est . vraisemblable en effet que la chaine C de la chymotrypsine (résidus 149 &

245) dans laquelle se trouve la sérine 195 du site actif reste liée a l'a1Achy.

Méme dans les échantillons non réduits, 1la Mr estimée pour le
complexe (76 000-77 000) est un peu inférieure & la valeur théorique de la Mr
d'un complexe équimoléculaire (58 000 + 26 000 = 84 000). Dans tous les mélanges
d'a1Achy et de chymotrypsine active, on peut noter la présence d'une bande dif-
fuse (indiquée par une fléche) ayant la migration d'un constituant protéique de
Mr proche de 5 & 6 000 : la perte de ce fragment rend vraisemblablement compte

de la différence entre la Mr théorique et la M. observée pour le complexe.

En présence d'un net excés de chymotrypsine, an peut observer
un constituant gqui migre juste un peu plus rapidement que la bande moyenne
d’a1Achy native. L'Stude qui suit caractérisera mieux ce constituant. Dans le
dépdt n® 4, la bande migrant 3 ce niveau est nettement élargie du cdté des Mr

plus élevées, & cause de la présence d'inhibiteur natif en excés.

IIT - 4.3.4 Electrophorése & pH alcalin en absence d'agent dénaturant.

Ces mémes mélanges ont été étudiés en électrophorése en plaque
de gel d'agarose (pH 8,6) et en gel alcalin de polyacrylamide (pH 8,3). Trois
séries identiques de dépdts ont été faites en plaque d'agarcse. Aprés électro-
phorése, une série est utilisée pour la révélation de 1l'activité inhibitrice
(figure 18 A), une autre aprés fixation est colorée par le bleu Coomassie (fi-
gure 18 B) ; sur la troisiéme est effectuée la révélation de 1'activité estéra-
sique (figure 18 C). Une gquatriéme série identique de dépdts est é&tudiée en gel

.de polyacrylamide & pH 8,3 (figure 18 D}.

Dans la figure 18 A, on ne peut mettre en évidence de 1'inhibi-
teur actif que dans le mélange du dépdt n° 4, il y en a trop peu dans le dépdt

n® 3 pour pouvoir 8tre visualisé par cette méthode. Les résultats obtenus aprés
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coloration des protéines en gel de polyacrylamide & pH 8,3 (figure 18 D) ou en
plagque de gel d'agarose {(figure 18 B) sont assez semblables, mis & part le fait
gue la chymotrypsine peut 8tre visualisée en plague d'agarcse ol elle a une mi-
gration légérement cathodique, alors qu’elle sort du gel de polyacrylamide. Dans
ce dernier systéme électrophorétique par contre, on peut trés bien individualiser
l'a1Achy active et 1'a1Achy inactive ({Publication n°® 13}.

Lorsque l'a,Achy est mélangée & de la chymotrypsine active, il

y a apparition d'un constitua;t {noté "a” dans la figure 18) qui a une migration
plus cathodique que 1'inhibiteur natif et dont 1'importance dépend qe la quantité
d’'enzyme quand . on est en présence d'un excds d'inhibiteur. Ce constituant n’'e-
xiste pas dans le mélange de contrdle, il correspond donc au Complexe' a1Achy—
chymotrypsine.

La révélation de 1l'activité estérasique effectuée aprés électro-~
phorése en plaque d'agarcse a permis de mettre en évidence une activité estérasi-
que au niveau de ce complexe (figure 18 C). Ces résultats permettent de démontrer
que de 1l'enzyme se trouve effectivement dans le constituant "a”. Cependant, il
est difficile d'expliquer la présence d’enzyme ayant encore une activité estérasi-
que dans des mélanges auxquels a été ajouté du PMSF. Nous reverrons ultérieurement

le développement apporté & cette observation.

En gel de polyacrylamide (figure 18 D), il n'y a plus d'a1Achy
sous forme active (bande b) dans les dépdts n°® 1 et 2 (rapport I/E = 0,35/1 et
0.7/1) : toute 1'a1Achy active qul était disponible dans ces mélanges a.réagi
avec la chymotrypsine et n’est plus retrouvée dans 1l'électrophorégramme. Par con-
tre une tres faible quantité d'a1Achy active existe encore dans le dépdt n° 3

(rapport 1,4/1), un trés net excés existe dans le dépdt n° 4 (rapport 3,5/1).

Les résultats obtenus par électrophorése en gel alcalin montrent
gue la bande obtenue au niveau de 1’a1Achy native en SDS-PAGE (figure 17} pour des
rapports inhibiteur/enzyme inférieurs & 1 (dép6ts 1 et 2] ne peut pas étre de

1'a, Achy active, mais doit sans doute correspondre & la forme inactive d'a,Achy

1 1
observée dans la figure 18 D.

L'ensemble de ces résultats nous a amenée 3 procéder & des étu-

des trés précises de la stabilité du complexe dans le temps.
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IIT - 4.4 Stabilité dans le temps du complexe q,Achy-chymotrypsine.

1

Nous nous sommes trés vite rendue compte gque le profil électro-

phorétigue de mélanges d'a, Achy et de chymotrypsine varie avec le temps malgré

1'addition de PMSF : on ob;erve en effet la disparition progressive du complexe
Nous avions de plus observé gue méme en exces d'a1Achy une activité enzymatique
résiduelle pouvait 8tre mesurée. Les résultats obtenus en dichroisme circulaire
et présentés dans la publication n°® 3 démontrent que le complexe formé entre
1'a1Achy et la chymotrypsine n'est pas stable dans le temps et que l'instabilité
observée parallélement en SOS-PAGE n'est probablement pas artificielle. I1 faut

noter que 1’évolution observée & 1’aide des deux techniques ne permet jamais de

revenir & la situation initiale.

Nous avons entrepris des études dans lesquelles nous avons sui-
vi, en fonction du temps d’'incubation du mélange, le devenir des deux antagonistes.
Les premiéres études ont été effectuées sur des mélanges gardés & 0°C . Nous avons
ensuite préféré éviter les écarts de température entre 1'incubation et 1l'analyse

~

et travalller, donc,a la température du laboratoire.

III - 4.4.1 Stabilité d'un mélange gardé a 0° C.

Un mélange d'a1Achy et de chymotrypsine bovine (rapport molaire

1,6/1) est préparé et gardé a 0° C.

IIT - 4.4.1.1 Mesure de 1'activité enzymatique résiduelle en fonction du

temps d'incubation.

L'activité chymotrypsique résiduelle est mesurée par dosage
spectrophotométrigque sur des parties aliquotes du mélange prélevées aprés 10 mn,
1 h, 27 h, 48 h, 6 jours et 11 Jours, Elle est respectivement de 7 %, 2 %, 8 %,
10,5 %, 22,5 % et 24 %.

IIT - 4.4.1.2 Etude en électrophorése en gel d'agarose a pH 8,6.

A des temps variables (10 mn , 1 h, 3 h, 5h, 27 h, 48 h, 72 h,

6 jours et 11 jours), une partie aliquote du mélange est prélevée. Elle falt
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alors immédiatement 1'objet de deux dépﬁts identiques en plaque de gel d'agarose.
Apreés électrophorése, une bande de dépﬁt est utilisée pour la fixation et la colo-
ration des protéines, sur l'autre bande on pratique une révélation de 1l'activité
estérasique. Les résultats obtenus sqnt rassemﬁlés dans la figure 19 ; les dia-
grammes d’'immuncélectrophorése bidimensionnelle de 1'a1Achy native et du mélange

aprés 11 jours d'incubation & 0° C y figurent également.

Dans la figure 19 A, il est possible dés le temps 10 minutes
d’incubation, de mettre en évidence le constituant que nous avons identifié au
complexe, Il disparait ensuite progressivement au cours du temps tandis que s‘ac-
croit 1'importance d'un constituant migrant légeérement plus rapidement que 1’a1A—
chy native. Au bout de 11 jours d'incubation & 0° C (figure 19 B}, il n'y a plus
de complexe, le seul constituant visible migre plus raplidement que 1'a1Achy nati-
ve et réagit avec les anticorps spécifiques de 1'a Achy. Ces caractéristiques

1
permettent de penser qu’il s'agit de la forme inactive d'a1Achy déja observée en

~

gel de polyacrylamide & pH alcalin (figure 18 D).

La révélation de 1’'activité estérasique (figure 19 C) montre gue
l'activité mise en évidence au niveau du complexe diminue dans le temps pour dis-
paraltre totalement aprgs 6 jours d'incubation ; parallélement, des quantités crois-
santes de chymotrypsine libre et active sont visualisées du c6té cathodique de 1'é&-

lectrophoreése.

On peut conclure gu'avec le temps, le complexe formé entre IW%A-
chy et la chymotrypsine se dissocie pour donner & 1la fols de 1'a1Achy modifiée
inactive et de l'’enzyme libre ayant gardé son activité estérasique comme 1l'ont
montré les dosages spectrophotométriques et la révélation selon la technique de
URIEL et BERGES (206 ) ; la chymotrypsine dissociée du complexe est également ca-
pable de digérer de la fibrine incorporée dans un gel d'agarose (résultat non il-

lustré) ce qui prouve gu'elle a conservé également son activité protéolytique.

Si 3 un mélange qui a été incubé au minimum 24 heures, on ajoute
du PMSF avant la migration électrophorétique, on peut toujours mettre en évidence
une activité estérasique au niveau du complexe, par contre on n'obssrve plus d'ac-
tivité au niveau de la chymotrypsine libre : le PMSF a inhibé la chymotrypsine dé-
ja libérée dans le mélange au moment de son addition, mais ne semble pas pouvoir
inhiber 1'activité que 1'on visualise au niveau du complexe, ce phénoméne avait

déja été observé figure 18 C.

Nous avions d'abord pensé que, comme dans le cas des complexes
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aZM—sérine—protéase { 184), l'enzyme engagé dans le complexe pouvait avoir conservé

une certaine partie de son activité envers des substrats de petite taille molé-
culaire ; mais on peut aussi se demander si cette activité n'est pas plutdt due
3 de 1l'enzyme qui se serait dissocié du complexe pendant le temps nécessaire a

la révélation de 1l'activité estérasique, ce phénoméne pouvant &tre accéléré par
1'augmentation de la température (de 0 & 25° C) requise pour la révélation. Cet
écart de température pourrait en effet provoquer une perturﬁation de 1'équilibre.

> N

Nous avons donc été amenée & travalller & température constante (25° CJ).

III - 4.4.2 Stabilité d'un mélange & 25° C.

Nous avons ainsi suivi 1'’évolution dans le temps d’un mélange

s

o,Achy-chymotrypsine bovine conservé & 25° C, avec un rapport molaire inhibiteur/

1
enzyme un peu supérieur (2/1) pour pouvoir saisir le déroulement des phénom&nes

aboutissant entre autres & 1l'épuisement de 1'inhibiteur actif en excés au départ

de la réaction.

ITIT - 4.4.2.1 Mesure de 1'activité enzymatique résiduelle en fonction du temps

d'incubation.

L'activité enzymatique résiduelle est mesurée par dosage spectro-
photométrique sur des parties aliquotes d'un méme mélange prélevées 3 des temps
différents. La courbe obtenue (figure 20} indique qu’aprés les deux premiéres minu-
tes de contact, 1'activité enzymatique résiduelle décroit de fagon importante ;
aprés 1 h d'incubation par contre, on peut observer qu'il y a régénération d’acti-

9,

vité enzymatique qui, aprés 24 et 48 h, atteint environ 20 % de 1l'activité initiale
de l'enzyme seul. Nous avions auparavant vérifié que l'enzyme conservait, & 25° C,

la méme activité pendant 24 heures au moins.

ITI - 4.4.2.2 Préparation des échantillons pour les études électrophorétiques.

La régénération de l'activité enzymatique intervenant trés rapi-
dement, nous avons choisi la stratégie suivante pour que 1'étude simultanée de plu-
sieurs temps d'incubation par des technigues d'électrophorése en gel de polyacrylami-
de ou d’immuncélectrophorése bidimensionnelle puisse &tre effectuée avec le plus

de précision possible : nous avons successivement préparé autant de mélanges iden-
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Variation en fonction du temps de l'activité estérasique dosable

dans un mélange a,Achy-chymotrypsine (rapport molaire inhibiteur/

1
enzyme = 2/1) incubé & 25° C. Le dosage est effectué par la métho-
de spectrophotométrique. La concentration en enzyme dans le mélange

- -8
est 3,45 x 10 BM (concentration finale pour le dosage 3,45 x 10 ~ M).

L'activité résiduelle est exprimée en pourcentage de 1'activité
d'une solution de chymotrypsine de méme concentration a laquelle

on n'a pas ajouté d'inhibiteur.

Encart : le temps est exprimé en minutes.
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tigques (en rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1) que de temps d’incubation a
étudier en procédant & un compte & rebours pour pouvoir ajouter le PMSF simulta-
nément aux différents mélanges et ainsi arréter 1'action enzymatique dans tous
les mélanges en méme temps. Un mélange identique a é&té incuﬁé pendant 10 Jjours,
un autre, pendant 1 mois & 25° C, puls analysé de la méme fagon aprés addition de
PMSF. Pour s'assurer de la reproductibilité des mélanges, nous avons vérifié sur
une partie aliquote de chacun d'eux qu'aprés 10 minutes d'incubation, l'activité

enzymatique résiduelle est bien identique dans tous les cas.

Les différents échantillons ont été étudiés simultanément en
SDS-PAGE, en électrophorgse en gel de polyacrylamide sans agent dénaturant (& pH
8,3) et en immunoélectrophorése bidimensionnelle avec 1'immunsérum spécifique de

1'a Achy.

ITI - 4.4.2.3 Etude en électrophorgse en gel de polyacrylamide.

Le diagramme électrophorétique obtenu en SDS-PAGE pour les 10
temps d'incubation les plus courts est présenté dans la partie A de la figure 21.
Bans la partie B figurent les enregistrements densitométrigues des dépdts corres-
pondant au mélange de contrfle et aux temps d'incubation 1 mn , 1 h 30, 6 h et
52 h. Le diagramme obtenu pour ces 10 échantillons en électrcphorése en gel de
polyacrylamide en absence d'agent dénaturant est présenté figure 22. Les résul-
tats obtenus dans les deux systémes d'électrophorése aprés 10 jours d'incubation
sont rassemblés dans la figure 23 ; des électrophorégrammes identiques sont obte-

nus apres 1 mois d'incubation.

Nous pouvons constater sur la figure 21 qu’une faible quantité
de chymotrypsine est visible dans le mélange aprés 1 minute d'incubation ; ells
disparalit ensuite pour réapparaltre de fagon nette aprés 6 heures d’incubation.

On peut observer dans les deux systémes [figures 21 et 22)que l'intensité de la
bande du complexe équimoléculaire ne diminue nettement qu’au deld de 3 h 30 d'in-
cubation. Ce complexe a complétement disparu aprés 24 h. Par contre, & partir de
6 h d'incubation apparaissent, en gel de polyacrylamide & pH alcalin (figure 22),
des bandes ayant une migration intermédiaire entre celle du camplexe équimolécu-
laire et celle de l'inhibiteur. L'élargissement vers les M. plus élevées de la
bande d'a,Achy ohservée en présence de SDS aprés 6 heures d'incubation (figure 21)

1
s'explique vraisemblablement par 1'apparition de ces constituants intermédiaires.
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Variation en fonction du temps du profil électrophorétique en gel
de polyacrylamide (10 % d'acrylamide) & pH 8,3 d'un mélange anchy—
chymotrypsine (rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1) incubé a

25° C.

Le PMSF est ajouté au mélange aprés le temps d'incubation indiqué

pour chague échantillon.

sérum humain

S

I a1Achy native

C mélange de contrdle (voir page 96)
a : complexe u1Achy-chymotrypsine

a' : forme dégradée de complexe

b a1Achy active

c a1Achy inactive
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Figure 23 : Etudes électrophorétiques de 1’a1AChy native (I) et d'un mélange a1Achy-chymotrypsine

{rapport molaire 2/1) incubé pendant 10 jours a 25°C (m).

électrophorése en gel de polyacrylamide (10 % d'acrylamide) & pH 8, 3.

o\

: électrophorese en gel de polyacrylamide (gradient de 5 & 30 d’'acrylamide) en

présence de SDS.

C ¢ enregistrements densitométriques des 2 dépdts de la partie B.

- St -

La courbe d'étalonnage est établie & partir de témoins de Mr ayant migré dans

le méme gel.
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Ces derniers doivent &tre des formes dégradées du complexe équimocléculaire dont

la dégradation se poursuit ensuite au-deld de 6 heures d'incubation, nous y re-
viendrons un peu plus loin. La figure 22 montre qu'une bande d'inhibilteur actif
est nettement visible au moins jusqu'a 30 minutes d'incubation ; aprés 1 h 30
d'incubation, elle n'est plus décelable, par contre la bande correspondant &
1'a1Achy inactive s’intensifie. L'étude en gel de polyacrylamide & pH alcalin per-
met de faire la distinction entre les deux formes, active et inactive, de l'a1Ar
chy ; de méme les formes dégradées du complexe qui doivent avoir des charges dif-
férentes sont individualisées dans ce systéme. En SOS-PAGE, par contre, tous ces
constituants présentant des Ma trés voisines apparaissent sous la forme d'une seu-

le bande dans la zone de migration de 1'a,Achy. On constate uniquement sur les en-

1
registrements densitométriques (figure 21) un déplacement vers les Mr plus faibles
de cette bande entre 8 heures et 52 heures d'incubation, ce qui montre gque la dé-

gradation du complexe se poursuit.

Aprés 10 Jjours d'incubation, seule subsiste la forme d’a1Achy
de migration rapide comme on peut 1l’observer sur le gel de polyacrylamide & pH
alcalin (figure 23-A) et en SDS-PAGE (figure 23-B) ol une seule bande homogéne de
Mp 55 000 est bien définie. Dans ce dernier systéme électrophorétique, on aobserve
également une bande peu importante de chymotrypsine et la bande (faiblement visi-
ble) correspondant au fragment qui migre comme un constituant protéique de M. pro-
che de 5 &8 6 000. Les mémes résultats sont cbtenus aprés 1 mois d'incubation. La
forme d'a1Achy que 1'on retrouve en fin de réaction présente un certain nombre de
caractéristiques différentes de celles de 1'a1Achy native : elle a une migration
plus anodique & pH alcalin, elle a donc subi des modifications de charge, elle
possede une M. inférieure (55 000 au lieu de 58 000 estimée en S0S-PAGE), elle ne
présente plus de propriétés inhibitrices envers des enzymes de type chymotrypsique ;
nous 1'appelons a1Achy modifiée.

Dans les conditions utilisées pour suivre 1'évoluticon du complexe
a1Achy-chymotrypsine dans le temps, nous n'avons jamais observé de modifications
de 1'a1Achy aboutissant & une forme de M, inférieure a 55 000.

IIT - 4.4.2.4 Etude en immunoélectrophorése bidimensionnelle.

Les mé@mes échantillons ont &té étudiés en immunoglectrophorése

bidimensionnelle avec 1'immunsérum spécifique de 1'c, Achy (DAKO) dans la deuxiéme

1
dimension. Nous présentons, figure 24, les résultats obtenus pour les mélanges
incubés pendant 1 mn, 10 mn, 3 h 30, 6 h, 24 h et 52 h ; ils sont en effet repré-

sentatifs de 1'évolution du phénomdne. La présence d'une activité estérasique au
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niveau du complexe (figures 18 et 19) permet de localiser ce dernier aprés 1'é-
lectrophoreése en premigére dimension. Ce repérage n'est montré sur la figure 24
que pour le mélange incubé pendant 1 mn, mais il en est de mé8me pour les mé-
langes incubés pendant 10 mn, 1 h, 3 h 30 et 6 h, c'est-a-dire tant qu'il existe
du complexe. La surface des pics de précipitation est évaluée par pesée. Les ré-
sultats sont exprimés en pourcentage de la surface obtenue avec la méme quantité

d'a1Achy native prise comme référence {(tableau VIII).

Dans 1'échantillan analysé apres 1 minute d’'incubation i1 n'y a,
au niveau du complexe repéré grace 3 la révélation de l'activité estérasique,qu’un
petit épaulement dans le courbe de précipitation. Il semble donc que les détermi-

nants antigéniques de 1'a,  Achy soient en trés grande partie masqués dans le com-

plexe a1Achy-chymotrypsin;. Le pic de précipitation obtenu correspond a 1'a1Achy
en exces et & la forme modifiée déja observée dans ce mélange apres une électro-
phorése dans des conditions & peu prés identiques, c’est-a-dire en gel de poly-
acrylamide & pH 8,3 (bandes b et c de la figure 22). La surface du pic de précipi-
tation formé (tableau VIII) ne représente que 40 % de la surface obtenue pour une
quantité égquivalente d'inhibiteur natif. Des résultats analcgues sont observés
pour les temps d'incubation 10 mn et 1 h. Pour les échantillons ayant é&té incubés
pendant 3 h 30 et plus on assiste & une augmentation progressive de la surface

du pic qui atteint, aprés une incubation de 24 h et 52 h,des valeurs supérieures a
celle de la référence. Ainsi donc & partir du moment ol des formes dégradées du
complexe apparalssent, aprés 3 h 30 d'incubation (voir figure 22), 1'iphibiteur
impliqué dans ces formes dégradées semble pouvoir & nouveau former un arc de pré-
cipitation avec ses anticorps lors de la deuxiéme dimension. La forme modifiée et
inactive d'a1Achy obtenue apres dissociation posseéde des déterminants antigéniques
communs & ceux de la molécule native, mais 1'arc de précipitation obtenu est plus
dense, il a une "morphologie” différente. L'aspect du pic de précipitation obtenu
en rocket ainsi que celui de 1'anneau de précipitation observé en immunodiffusion

radiale différent suivant qu'ils sont produits par 1'a1Achy native ou 1'a_ Achy

modifiée obtenue aprés interaction avec la chymotrypsine ; cette derniére1donne
en effet un pic ou un anneau de précipitation plus dense (figure 25). La molécule
a donc vraisemblablement subi un changement de conformation qui influence la ré-
action avec les anticorps. Dans les techniques faisant intervenir une é&lectropho-
rése & pH 8,6, la mobilité plus grande & ce pH de 1'a1Achy modifiée peut expli-
quer en partie le fait que la surface du pic obtenu soit supérieure & celle de la
référence. Nous reviendrons sur cette question dans la partie consacrée & 1'étude

de la réaction de 1'a1Achy avec la cathepsine G.
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Variation dans le temps du diagramme obtenu en immunoélectrophorése
bidimensionnelle avec un mélange a1Achy—chym0trypsine (rapport mo-
laire 2/1). L'immunsérum spécifique de l'anchy est utilisé en

deuxiéme dimension.

I a1Achy native. Les temps indiqués sont les temps d'incubation

du mélange.

¥ : visualisation de 1l'activité estérasique aprés 1'’électrophore-
se en premiere dimension.

Le trait indique la position du sommet du pic de 1l'a Achy native

1
(I) qui sert de point de repére.
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TABLEAU VIII

Comparaison des surfaces des pics de précipitation

des diagrammes immunoélectrophorétiques présentés

figure 24. .

La surface du pic de 1'a1Achy native est prise comme référence.

a1Achy native 100 %
Mélange incubé 1 minute 40 %
10 minutes 40 %

1 heure 45 %

3 heures 30 70 %

6 heures 80 %

24 heures 115 %

52 heures 125 %
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Figure 25 : Comparaison de 1’immunoprécipitation d'un mélange o, K Achy-chymotryp-

1
sine (m) et de 1'inhibiteur natif (I} en

A : 8lectro-immunodiffusion

B : immunodiffusion radiale.

Les dépdts renferment la méme quantité initiale d'inhibiteur natif

(2 ug).

Le mélange est préparé dans un rapport molaire inhibiteur/enzyme

S

égal & 2/1, i1 est déposé aprés 5 jours d’incubation & 0° C.
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IIT - 4.4.3 Essai de synthese des résultats concernant 1'évolution en fanc-
tion du temps d'un complexe a1Achy-chymotrypsine préparé en

présence d'un exces d'inhibiteur.

Les résultats sont résumés sous forme de schéma permettant de
suivre l'apparition et la disparition des différents constituants impliqués dans

la réaction (figure 26). Le complexe équimoléculaire a_ Achy-chymotrypsine gqui peut

gtre visualisé que ce soit en SDS-PAGE ou en électrophlrése a3 pH alcalin se disso-
cie quand le temps d'incubation augmente. Cette dissoclation provoque la libéra-
tion d'une part d’inhiﬁiteur modifié inactif et d'autre part d'enzyme actif. L’en-
zyme actif libéré s'associe aux molécules d'inhibiteur actif encore disponibles

pour former & nouveau du complexe dont la quantité reste approximativement constan-
te jusqu’'a environ 3 h 30 d'incubation. Pendant ce temps, la forme modifige d'a1A—
chy devient peu & peu le constituant majeur.Quand 1'intensité de la bande du complexe
diminue, on observe 1'apparition de formes dégradées de ce complexe. Deux chservations
suggeérent que c'est bien 1'enzyme engagé dans le complexe qui subit une dégrada-
tion. On pe récupere qu'une proportion peu importante de 1l'enzyme (20 % en acti-
vité et une bande faible en SOS-PAGE), par ailleurs, nous n'obtenons & aucun moment
de forme d'a1Achy plus dégradée que ne 1l'est 1'a1Achy modifiée de My = 55 000.

De plus, 1'intensité de la bande obtenue permet de penser gue la gquasi-totalité de
1'inhibiteur natif présent au début de la réaction s'est transformée en ce consti-

tuant.
Puisque de 1l'enzyme actif se trouve libéré aprés dissociation du

complexe, nous pouvons considérer que 1'a1Achy se comporte comme un inhibiteur tem-

poraire de la chymotrypsine bovine, selon la définition de BIETH (21].

III - 3.5 Résultats publiés par d'autres auteurs.

BEATTY et coll (17 ) ont déterminé la constante d'association
de l'a1Achy avec, entre autres, la chymotrypsine bovine ; cette constante est beau-
coup plus faible que celle de 1'a1Achy avec la cathepsine G (respectivemant 8,0
+ 1,0 x 104 et 5,1 £+ 0,7 x 107 déterminées & 25° C & pH 8,0). Ces auteurs n'ant
pas déterminé de constante de dissaclation et ont précisé que la détermination
d'un Ki ne peut donc 8tre effectude. BEATTY et coll [ 17 } ainsi que TRAVIS et
coll ( 203 ) affirment gue l'a1Achy agit en inhibiteur "pseudo-irréversible” sans

plus de précisions.
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Figure 26 : Schéma illustrant 1'apparition et la disparition au cours du temps des différents constituants

d’'un mélange d'a,Achy et de chymotrypsine bovine préparé en présence d'inhibiteur en exces

1
{rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1).

Les variations des constituants qui, & certains moments, sont difficilement observables, sont

représentées par des traits discontinus. '
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GIANAZZA et ARNAUD ( 68 ) ont étudié le devenir de l'a1Achy dans
un plasma humain incubé avec de la chymotrypsine bovine. L'a1Achy est détectée
par immuncfixation aprés 1'iscélectrofocalisation en gel de polyacrylamide. Ces
auteurs utilisent une chymotrypsine bovine marquée & 1'iode 125 qu'ils mettent en
évidence par autoradicgraphie. Ils démontrent ainsi que 1l'interaction de l'a1Achy
avec la chymotrypsine conduit & la formation de complexes possédant, comme 1’a1-
Achy native, une certaine microhétérogénéité. Pour un rapport protéase/antipro-
téase faible, ils observent la formation d’'un complexe gui présente un diagramme
décalé de 0,25 unité de pH vers la cathode. La présence de chymotrypsine est dé-
montrée dans chaque bande. En présence d'excés de protéase, par contre, le dia-

gramme est décalé vers les pIl plus bas.

Récemment, MATSUMOTO et coll (130 ) ont analysé en SDS-PAGE 1la
réaction entre l'a1Achy et la chymotrypsine bovine apreés 30 minutes d’'incubation
a 25° C. Avec un rapport inhibiteur/enzyme égal & 1, ils observent encore la pré-
sence d'a1Achy en plus de celle d'un complexe de M. = 82 000 {pour ces auteurs,

la Mp de la chymotrypsine est 22 000 et celle de 1'a,Achy 64 000). Ces auteurs

expliquent leurs résultats par une instabilité du co&plexe en présence de SOS.
Ils notent également que lorsqu'ils effectuent un mélange équimoléculaire d'a1-A
Achy et de chymotrypsine, aucune activité chymotrypsique n'est détectée sur un
substrat synthétique, le N-benzoyl-lL-tyrosine éthyl ester, par méthode spectro-
photométrique ; il faut ajouter que le pourcentage d’enzyme actif n'est pas pré-

cisé par les auteurs.

IIT - 4.8 Considérations sur le caractére temporaire de 1l'inhibition par

certains inhibiteurs sérigues.

Le caractére temporaire de 1'inhibition a été également décrit
pour d'autres inhibiteurs sériques de sérine-protéase. Puisque de la thrombine
active est libédrée lors de la dissociation spontanée du complexe AT-thrombine,
DANIELSSON et BJORK ( 48 ) considérent que 1' AT est un inhibiteur temporaire
de la thrombine. WONG et coll { 220) ont démontré gque la trypsine bovine libé-
rée sous forme active du complexe AT-trypsine est recyclée avec 1l'inhibiteur en
excés pour former & nouveau du complexe. L'a1PI a également été décrite comme un
inhibiteur temporaire de la trypsine porcine (18, 147 ) et de 1'élastase por-

cine (172).
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Les travaux récents de LOBERMANN et coll ( 124 ) ont cependant
fait naftre un doute & propos du caractére temporaire de 1l'’inhibition par 1'a1PI.
Ils ont montré tout d'abord que les complexes formés entre 1'a1PI et la chymo-
trypsine ou le chymotrypsinogéne A ne sont pas stables, puisqu'une incubation de
plus de 30 minutes & 37° C provoque la dissociation du complexe. Ces faits sug-
gérent donc que 1'a1PI est également un inhibiteur temporaire de la chqutrypsine
et du chymotrypsinogéne A. LOBERMANN et coll ( 124 ) ont ensuite é&tudié 1'action

du diisopropylflucrophosphate (OFP) sur le systéme o, PI-chymotrypsine et démontré

1
que 1l'instabilité du complexe était due 3 une protéase qui contamine la prépara-

tion d'a1PI s si 1'a1PI est traitée par le DOFP dont l'’excés est éliminé avant gque
l'enzyme ne soit ajouté ou si le mélange a1PI-chymotrypsine est traité par le DOFP,

le complexe reste stable.

ITI - 4,7 Etude de la stabilité du complexe a1Achy-chym0trypsine en présence

de PMSF.

Nous avons donc été amenée & vérifier si 1’'instabilité du complexe
a1Achy-chymotrypsine que nous avions décrite pouvait &tre due & une protéase con-
taminante et nous avons étudié en fonction de la durée de l'incubation et de 1la

présence de PMSF les constituants d'un mélange a,Achy-chymotrypsine. Au moment de

1
son addition au mélange, le PMSF devrait inhiber non seulement la chymotrypsine
déja dissociée du complexe, mais aussi 1'éventuelle sérine-protéase contaminante.

Un mélange a,Achy-chymotrypsine dans le rapport 2/1 est préparé et incubé & 25°C

1
pendant 10 minutes, il est alors divisé en 2 parties ; & 1'une on ajoute du PMSF,

=

en exceés molaire de 100 fois par rapport & la guantité initiale d'enzyme ; on
conserve alors les deux parties a 25° C pendant 48 ou 24 heures avant 1'étude en
électrophoreése en gel de polyacrylamide en absence d'agent dénaturant. Deux au-
tres mélanges incubés respectivement pendant 1 minute et 10 minutes avant 1'addi-
tion de PMSF sont alors immédiatement analysés comparativement aux quatre échan-
tillons précédents. Sur une série de dépdts, on effectue la révélation de 1'acti-
vité inhibitrice pour déterminer la consommation dans le temps de 1'inhibiteur

actif en excés, 1l'autre série est colorée par le bleu Coomassie (figure 27).

Quand 1'analyse électrophorétique est effectuée immédiatement
apres l'addition de PMSF sur un échantillon incubé pendant un temps court, 1'in-
hibiteur actif en excés est bien visualisé (partie A de la figure 27). Aprés 24

et 48 heures d'incubation, on observe la disparition de la bande correspondante,
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Effet du PMSF sur 1'évolution dans le temps d'un mélange a1Achy-

chymotrypsine (rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1).

Les mélanges identiques additionnés ou non de PMSF aprés 10 minu-
tes d'incubation & 25° C sont conservés pendant des temps variables
& la méme température, puls étudiés en électrophorése en gel de

=

polyacrylamide (10 % d'acrylamide} & pH 8,3.

A : révélation de 1'activité inhibitrice.
B : coloration des protéines par le bleu Coomassie.
I :a1Achy native

I1/2 :dilution au 1/2 de 1 u1Achy native
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que l'on ait ou nan ajouté du PMSF. Il y a donc eu consommation de 1l'inhibiteur
actif en excés. La révélation au bleu Coomassie (partlie B de la figure 27) mon-
tre que 24 heures aprés l’'addition de PMSF, on retrouve & la fois du complexe et
de 1'inhibiteur modifié. Dans 1'échantillon gardé sans PMSF pendant 24 heures, le
complexe équimoléculaire n'existe plus, on cbserve la forme modifiée d'a1Achy,
ainsi qu'une forme dégradée de complexe. 48 heures aprés 1'addition de PMSF, on
obtient un électrophorégramme ressemblant beaucoup 3 ce que l'on a dans 1'échan-
tillon gardé sans PMSF pendant 24 heures, tandis que dans 1'échantillon gardé
sans PMSF pendant 48 heures, on peut constater que la dégradation du complexe
s'est poursuivie. Le PMSF n'a donc pas stoppé définitivement le processus de con-
sommation de l'inhibiteur actif en excés ni le processus de dissociation du com-

plexe.

Ainsi donc 1l'hypothése selon laquelle une sérine-protéase conta-
minante pourrait étre la cause de la dissociation du complexe ne semble pas devoir
étre retenue pour le systéme étudié ; en effet dans ce cas, nous aurions dd con-

stater un arrét total des deux processus.

Selon JAMES ( 86 ), le PMSF en solution aqueuse perd progressi-
vement son activité envers la chymotrypsine, en effet les ions hydroxyle produi-
sent un phénoméne d'hydrolyse. Quand le PMSF est devenu inactif, si le processus
de dissociation se poursuit, 1'enzyme alors libéré ne peut plus 8tre inhibé. Le
PMSF a donc pour résultat final apparent de ralentir le processus mais non de
1'arréter. L'hypothése de LOBERMANN et coll (124 ) ne semble donc pas confirmée

pour le systéme que nous étudions. L'a Achy est donc bien un inhibiteur tempo-

1
raire de la chymotrypsine bovine dans toutes les conditions ol nous avons effec-

tué 1'étude.

III - 5 REACTION AVEC LA CATHEPSINE G.

III - 5,1 Résumé des résultats présentés dans les publications n® 2 et 3.

Nous avons étudié 1l'interaction de 1‘a1Achy avec la cathepsine G
leucocytaire en examinant des mélanges dans lesgquels nous avons fait varier le
rapport molaire inhibiteur/enzymé% Nous avons observé gu'il y a simultanément

formation d'un complexe équimoléculaire et production d'a, Achy modifiée inactive.

1
Le rapport molaire inhibiteur/enzyme est calculé en tenant compte du contenu pro-

téique total (matériel actif et inactif) pour 1l'inhibiteur comme pour l'enzyme.

% Le rapport molaire inhibiteur/enzyme est calculé en tenant compte du contenu pro-

téique total (matériel actif et inactif) pour 1'inhibiteur comme pour 1l'enzyme.
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I1 n'a pas été possible, par les techniques électrophorétiques utilisées, de dif-
férencier cette 31Achy inactive obtenue dés le début de la réaction de la forme
d'a1Achy que 1'on retrouve apreés dissociation compléte du complexe. Lars de ce
travail, en mesurant 1'inhibition de la cathepsine G par 1'a1Achy a 1l’aide de la
méthode spectrophotométrique, nous avons établi que 1l'inhibition compléte est at-
teinte pour un rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 1,1/1. Cependant, si la
réaction est stoechigmétrique, il est difficile de comprendre comment, aprés 10
minutes d'incubation & 0° C, on peut avolr dans un mélange presque équimalaire
(rapport inhibiteur/enzyme = 0,92/1) coexistence & la fois du complexe stoechio-
métrique et d’inhibiteur sous forme inactive qui a donc déja réagi avec la ca-
thepsine G. Nous avons signalé dans la publication n° 2 qu'une certaine analogie
se présente entre la réaction de 1'a1Achy avec la cathepsine G et la réaction en-
tre 1'AT et la thrombine. Or, FISH et BJORK { g1 ) suggdrent que 1l'ohtentian si-
multanée et rapide d'un complexe équimoléculaire et d'inhibiteur modifié sous
forme libre est précédée par la formation d'un hypothétique complexe tétrahédri-
que non visualisé, puisque instable, qui subit trés rapidement des réarrangements

moléculaires.

Dans la publication n® 3, naus avans montré que le complexe a1-

Achy-cathepsine G comme le complexe a1Achy-chymotrypsine se dissocie spontanément
méme si le mélange est conservé & 0° C. De plus, 1l'excés d'inhibiteur actif au
départ est consommé dans le temps et ne figure plus parmi les constituants mis

en évidence en fin de réaction.

L'étude en dichroisme circulaire est une analyse directe du mi-
lieu réactionnel. Elle a permis de définir les spectres dichrolques de 1'G1Achy
et de la cathepsine G qui n'étaient pas encore décrits. Nous avons pu montrer gque
des que 1'G1Achy et la cathepsine G sont en contact, on enregistre entre 320 et
260 nm un spectre dichroique différent du spectre théorique obtenu par addition
des spectres dichrolques des deux constituants. Les variations du spectre dichrol-
que différentiel (spectre théorique-spectre expérimental) ont ensuite &té suivies
dans le temps. Quand le temps d'incubation augmente, on observe une évolution,
mais le spectre dichrqique expérimental s’'éloigne plutdt du spectre théorique, il

n'y a donc pas retour aux constituants de départ.

ITII - 5.2 Questions posées par ces résultats et par 1’utilisation d'une

nouvelle préparation de cathepsine G.

L’hypothése de la formation d'un complexe tétrahédrique comme
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premiére étape de la réaction de 1'Q1Achy avec la cathepsine G en prenant pour
exemple ce qui a été suggéré pour 1'’AT réagissant avec la thrombine ( 81 ) ne
permet pas de répondre a toutes les gquestions. En effet, si 1'inhibition totale

est obtenue pour un rapport inhibiteur/enzyme égal & 1,1/1, gqu'est devenue la ca-

thepsine G qui a réagi avec les molécules d'a1Achy que 1l'on retrouve sous forme

inactive ? Cette fraction d'enzyme ne peut exister sous forme active dans le mé-
lange puisque le rapport inhibiteur/enzyme pour 1l'inhibition compliéte a été déter-

miné égal a 1,1/1. Une autre hypothése qui ne semblait pas devoir étre envisagés

lorsque nous avons effectué ce travall est devenue ensuite, nous allons le voir,
une évidence : une proportion relativement importante de l'enzyme se trouve sous
forme inactive, le rapport molaire inhibiteur/enzyme exprimé en tenant compte du
matériel actif est alors beaucoup plus élevé pour 1l'inhibition totale. Nous avons
en effet, été amenée, il y a peu de temps, 3 utiliser une préparation de cathepsi-
ne G (préparation n® 2) différente de celle (préparation n°® 1) utilisée pour les
expériences présentées dans les deux publications et dans bon nombre d'essais gqui
figurent dans cette Tha@se. Or 1'activité spécifique déduite des constantes cinéti-
ques de NAKAJIMA et coll (144 ) est beaucoup plus é&levée (A = 0,0053/10_8M/min]
pour la préparation n° 2 que pour la préparation n® 1 (A = 0.0032/10—8M/min].
Sachant gu'on ne peut envisager gu'une préparation enzymatique soit "superactive".
nous en déduisons que la préparation n® 1 était loin d'8tre compldtement active.
Nous ne disposons malheureusement pas du réactif spécifique (le p-nitrophényl
carbazate d'acétylphénylalanine (164 ) non commercialisé) qui permettrait de ti-
trer les sites actifs de la cathepsine G comme nous 1'avons fait pour la chymo-

trypsine bovine ( p :398 ).

La figure 28 représente les courbes d'inhibition des préparations
n® 1 et n° 2 de cathepsine G par l'a1Achy en fonction du rapport moclaire inhibi-
teur/enzyme exprimé en tenant compte de la quantité totale de matériel dans les
solutions (matériel actif et inactif). C'est la méme préparation d'a1Achy qui est
utilisée dans les deux cas, le pourcentage d’inhibiteur actif est donec identique
dans les deux expériences. Une incubation préalable des mélanges est effectuée
pendant 5 minutes & 25° C avant le dosage de 1'activité enzymatique résiduelle
par la méthode spectrophotométrique. On peut conclure des courbes figurant sur
la figure 28 que si la préparation n® 2 est active & 95 % (d'aprés 1'activits
spécifique, en se référant aux données de NAKAJIMA et coll (144)), la préparation

n°® 1 de cathepsine G ne contient que 55 & 60 % d'enzyme actif.
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Figure 28 Inhibition des préparations n® 1 et n° 2 de cathepsine G par

1'a1Achy. A une quantité constante de cathepsine G, on ajoute des
quantités croissantes d'a1Achy. Apreés 5 minutes d'incubation 3

25° C, 1l'activité enzymatique résiduelle est mesurée par la métho-
de spectrophotométrique, les échantillons ayant été au préalable

dilués (1 : 10) dans le tampon Hepes.

I/E + inhibiteur/enzyme.
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Le rapport 1.1/1 €tabli dans 1a publication n°® 2 pour 1’'inhibition
campléte de la cathepsine G par 1‘a1Achy devient égal 3 1,75/1 ou 1,7/1 si 1'on
considére que 1l'’enzyme est actif & 55 ou 60 % et que 1’inhibiteur est actif a
90 %. I1 y a donc comme pour la réaction de 1'a1Achy avec la chymotrypsine bovine,
consommation de plus de molécules d'a1Achy que prévu pour une réaction stoechiomé-
trique. Nous avons donc sulvi 1'évolution dans le temps des produits de la réaction
pour tenter d’aveir une explication de ce phénoméne. Nous avons de plus essayé de
déterminer si nous avions & faire 3 un processus identique & celuil que nous avons
été amenée 3 proposer pour la réaction de 1'a1Achy avec la chymotrypsine bavine,

c'est 3 dire un processus d'inhibition temporaire.

Dans les expériences qul vont suivre, le rapport molaire inhibiteur/
enzyme est exprimé en tenant compte du contenu protéique total (matériel actif et
inactif) pour 1l'inhibiteur comme pour l'enzyme. Le rapport molaire en matériel ac-

tif n'est précisé que dans guelques expériences de dosage.

ITTI - 5,3 Stabllité du complexe a,Achy-cathepsine G dans un mélange préparé

1
en présence d'inhibiteur en excés.

Nous avons démontré dans la publication n° 3 gue le complexe a, Achy-

1
cathepsine G n'est pas stable, méme & 0° C, quand nous prolongeons le temps d'in-
cubation. De plus, si de 1'inhibiteur actif est en excés au début de la réaction,

il est consommé au cours du temps. Par ailleurs, nous n'avons pu mettre en éviden-

ce de réapparition d'activité enzymatique (mesurée a 25° C) lors de ces mémes ex-
périences. Nous avons donc étudié en fonction de la durée d'incubation les consti-

tuants d’un mélange a,Achy-cathepsine G, préparé en excés d'inhibiteur, & 1l’aide

1
des méthodes suivantes : dosage de 1'activité enzymatique, électrophorése et immu-

noélectrophorase.

ITI - 5.3.1 Dosage de l'activité enzymatique résiduelle en fonction du temps

d'incubation.

Un mélange d'a, Achy et de cathepsine G (préparation n® 1) est pré-

1
paré dans un rapport molaire inhibiteur/enzyme égal 3 2/1 (c'est-a-dire 3/1 si
1'on considére les proportions de matériel actif pour l'inhibiteur comme pour

1’enzyme}. Ce mélange est incubé & 25° C. Aprés des temps d'incubation variables,

la mesure de 1'activité enzymatique résiduelle est effectuée par la méthode spec-
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trophotométrique sur des parties aliquotes du mélange. La diminution de 1'activi-
té est trés rapide : 1'activité résiduelle est de l'ordre de 1 % aprés 1 minute
d'incubation, puis devient ensuite non significative. Méme aprés 5, 24 ou

48 heures d'incubation, nous n'observons pas de réapparition d’activité enzymati-

gue comme celle que nous avons observée dans un mélange a, Achy-chymotrypsine bo-

1
vine préparé également en excés d'inhibiteur.

III - 5.3.2 Préparation des échantillons pour les études électrophorétiques.

Lors d'études préliminaires de la stabilité du complexe o, Achy-

1
cathepsine G, nous avions observé gue le complexe se dissociait trés rapidement.
Nous avons donc préféré reprendre le méme type de préparation des échantillons

que celul adopté pour 1l'étude de la stabilité du complexe & Achy-chymotrypsine

(voir IIT - 4.4.2.2). Ainsi le PMSF est ajouté au méme momenl 4 tous les échan-
tillons qui ont été auparavant incubés pendant des temps variables. Le mélange

de contrdle est préparé en ajoutant a 1'a1Achy de la cathepsine G préalablement
inactivée par le PMSF pour obtenir également un rapport molaire inhibiteur/enzyme
égal & 2/1. Des séries comportant des temps d'incubation différents ont été étu-
diées. D'une série & l'autre, on conserve quelques temps d'incubation identiques

afin de contrfler la reproductibilité des expériences.

IIT - 5.3.3 Etude en SDOS-PAGE.

Deux séries différentes sont é&tudiées: pour 1'une les temps d’in-
cubation sont de 1 mn, 5 mn, 10 mn, 30 mn, 1 h, 1 h 30, 2 h et 1 mois 1/2 ; pour
1’autre, de 1 mn, 10 mn, 1 h, 3 h, 6 h, 24 h, 48 h et 8 jours. Les électropho-
régrammes obtenus pour les échantillons des deux séries sont présentés figure
29. La formation du complexe équimoléculaire de Mr = 78 000 - 79 000 est ob-
servée dés le temps d'incubation 1 minute. A partir de 30 minutes d'incubation,
il y a diminution progressive de la bande de ce complexe alors qu'est visualisé
un constituant de Mr intermédiaire (Mr = 67 000). Le complexe de M. proche de
78 000 disparait progressivement quand le temps d'incubation se prolonge au de-
1a de 30 minutes. Simultanément, la Mr apparente du constituant intermédiaire di-

minue progressivement pour atteindre aprés 24 ou 48 heures d’'incubation une Mr
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Variation en fonction du temps du profil é&lectrophorétique en gel

de polyacrylamide (gradient de 5 & 30 % d'acrylamide) en présence

de SDS d'un mélange anchy-cathepsine G (rapport mplaire inhibi-

teur/enzyme = 2/1) incubé & 25° C.

Le PMSF est ajouté au mélange aprés le temps d'incubation indigué

pour chague échantillon.

M et M' : témoins de M.

I : a1Achy native

C : mélange de contrdle (voir page 96)
E : cathepsine G

Seul M' est réduit.

La bande migrant comme un constituant protéique de Mr proche de

6 000 est indiquée par la fleche.
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proche de 56 500, Aprés B8 jours d'incubation, la bande observée caorrespond a un
constituant de Mr 55 000 qui présente donc la méme migration que 1'a1Achy madi-
fiée obtenue aprés action de la chymotrypsine. Le mélange analysé aprés 1 mois

1/2 d'incubation donne le méme électrophorégramme que celui obtenu apres 8 jours

d'incubation.

Dans tous les mélanges a1Achy-cathepsine G active, on peut obser-
ver une bande diffuse (indigquée par une fléche, figure 29) ayant la méme migra-

tion qu'un constituant protéigue de Mr proche de 5 & 6 000.

IIT - 5.3.4 Etude électrophorétique en gel de polyacrylamide en absence d'a-

gent dénaturant (& pH 8,3).

Sur une premiére série dont les temps d’incubation sont de 1 mn,
5 mn, 10 mn, 30 mn, 1 h, 1 h 30 et 2 h, on effectue, aprés 1l'électrophorése, la
révélation de 1'activité inhibitrice. Seuls les échantillons ayant été incubés
pendant 1 mn, 30 mn et 1 h sont &galement colorés par le bleu Coomassie (flgure
30). On peut constater que 1'inhibiteur actif, encore révélé dans les échantillons
incubés pendant des temps courts, n'est plus décelable dans les mélanges qui ont

été incubés pendant plus de 1 heure.

Deux autres séries sont étudiées en électrophorése & pH alcalin
puis colorées par le bleu Coomassie. Pour 1'une, les temps d’incubation sont de
1mn, 5mn, 10mn, 30 mn, 1 h, 2 h, 3 h 30, 5h 30, 24 h et 50 h ; pour 1l’autre,
de 1 mn, 10 mn, 4 h, 3 h, 6 h, 24 h, 48 h et 8 jours. Les électrophorégrammes
sont présentés figure 31. Dans ce systéme électrophorétique, seul le matériel co-
loré qui reste & l'interface entre le gel de concentration et le gel de sépara-
tion peut rendre compte du complexe équimoléculaire. L'intensité de coloration
de ce matériel diminue en effet lorsque le temps d'incubation augmente ; il a
complétement disparu aprés 2 h d'incubation. Dans les dépdts correspondant aux
temps les plus courts d'incubation, on peut déja remarquer une nette augmentation

N

de la bande d'a1Achy inactive {une faible bande est toujours observée a ce niveau

dans la solution d'a1Achy nativel. Cette bande d'a1Achy inactive qui correspond a

l'a1Achy modifide est le seul constituant visible aprés 8 jours d'incubation.

kY

Avant d'arriver & ce constituant final, on peut observer 1l'appa-

rition, aprés 3 h 30 d'incubation, d'une bande (a') qui migre & peu prés au niveau
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Consommation au cours du temps de 1l'exceés d'a Achy active présente

1

au début de la réaction dans un mélange d'a,Achy et de cathepsine

1
préparé dans un rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1 et incubé
a 25° C.

L'étude est effectuée en électrophorése en gel de polyacrylamide
(10 % d'acrylamide) & pH 8,3. Le PMSF est ajouté au mélange aprés

le temps d'incubation indiqué pour chaque échantillon.

Partie A : coloration des protéines par le bleu Coomassie

Partie B : révélation de 1l'activité inhibitrice.
I : a1Achy native

I

172 et 11/5 : dilutions au 1/2 et au 1/5 de 1'a1Achy native.
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Figure 31 : Variation en fonction du temps du profil électrophorétique en gel
de polyacrylamide (10 % d'acrylamide) & pH 8,3 d'un mélange Gchhy-
cathepsine G (rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1) incubé &

25° C.

Le PMSF est ajouté au mélange aprés le temps d'incubation indigqué
pour chagque échantillon.

S : sérum humain normal

I : o,Achy native

1

C : mélange de contrdle (voir page 96)

a' :+ forme dégradée de complexe.
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de 1'G1Achy active ; elle n'a pas d'activité envers la chymotrypsine utilisée pour
la mise en évidence de 1'activité inhibitrice. L'intensité de cette bande (a')
parait maximale aprés 24 h d'incubation. Rappelons gu'en SDS-PAGE, on observe une
bande dont la M. moyenne est estimée & 56 500 environ dans cet échantillon. Par

analogie avec ce qui a été observé au cours de la réaction de 1'a, Achy avec la

1
chymotrypsine, la bande (a’') correspondrait donc vraisemblablement & un complexe
dont la partie enzyme serait trés profondément dégradée. Aprés 8 jours d'incuba-

tion & 25° C, seule subsiste 1'a, Achy modifiée.

1

ITT - 5.3.5 Etude en électrophorése en gel d'agarose a pH 8,6.

Quelgues-uns des échantillons précédents ont été analysés en élec-
trophorése en gel d'agarose a pH 8,6 : le complexe a1Achy-cathepsine G n'est pas
nettement visualisé, seule une trainée du c8té anodique du puits de dépdt peut
rendre compte du complexe (résultats non illustrés). Il ne semble pas, en tout cas,
que 1'on puisse attribuer au complexe une migration cathodique dans ce systéme
électrophorétique identique & celui utilisé dans la technique d'immunocélectropho-
rese bidimensionnelle (voir paragraphe suivant). La cathepsine G seule précipite
dans ce milieu peu ionisé ; en effet, sa trés faible migration cathodique ne cor-

respond pas & celle que doit avoir un constituant aussi basique.

ITI - 5.3.6 Analyse immunologique.

Cette analyse a été effectuée essentiellement en immunoélectropho-
rése bidimensionnelle avec 1'immunsérum spécifique de 1'a1Achy (DAKO) . Les diagram-
mes obtenus pour des mélanges incubés pendant 1 mn, 10 mn, 1 h, 5 h 30, 24 h puis
50 h, ainsi que pour 1’inhibiteur natif sont rassemblés figure 32. Les contours
des pics de précipitation sont reproduits sur une feuille de papier, puis les sur-
faces ainsi délimitées sont découpées et pesées. La surface du pic de précipita-
tion obtenu pour la méme quantité initiale d'inhibiteur natif sert de référence et
représente 100 %. On exprime la surface du pic obtenu pour chacun des mélanges en

pourcentage de la surface de référence (tableau IX).

Les surfaces des pics obtenus pour les temps courts d'incubation,
1 mn et 10 mn, représentent respectivement 65 et 60 % de celle de la référence.
Aucun pic de précipitation pouvant correspondre au complexe a1Achy-cathepsine G
n'est mis en évidence. Lors de 1'électrophorése en premiére dimension déja, il
n'avait pas été possible de visualiser nettement ce complexe (voir III - 5.3.5) ;
outre ce phénomeéene, il se peut que les sites antigéniques de 1'a1Achy soient mas-
qués dans le complexe, comme cela a pu &tre montré pour le complexe a1Achy-chym0—

trypsine.
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Variation dans le temps du diagramme obtenu en immunoélectrophoraése
bidimensionnelle avec un mélange anchy-Cathepsine G (préparation
n® 1) en rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1.

L'immunsérum spécifique de 1'g,Achy est utilisé en deuxieme dimen-

1
sion.

I : quchy native.

Les temps indiqués sont les temps d'incubation du mélange.
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Comparaison des surfaces des pics de précipitation des

diagrammes immunoélectrophorétiques présentés figure 32.

La surface du pic de 1'a1Achy native est prise comme

référence.

a1Achy native
Mélange incubé 1 minute
10 minutes
1 heure
5 heures 30

24 heures

50 heures

100

65

60

75

100

125
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N

Le pic de précipitation observé est dd & la fois a l'a1Achy ac-

s

tive qui existe encore et & 1'a,Achy modifige déja présente. Remarquons que le

1
pic de précipitation correspondant 3 1'échantillon incubé pendant 1 heure est

nettement dissymétrique, présentant une pente plus faible du c8té cathodique.

Pour les mélanges incubés plus longtemps, la surface du pic de
précipitation augmente avec le temps d’'incubation jusqu'a devenir supérieure a
celle de la référence aprés 24 ou 50 heures. Nous avions observé ce méme phéno-

méne lors de 1l'étude des mélanges a,Achy-chymotrypsine (III - 4.4.2.4).

1

On remarque, comme lorsque 1’a1Achy réagissait avec la chymotryp-
sine, que la ligne de précipitation obtenue aprés addition de 1'enzyme est plus
dense que celle qui est formée par l'inhibiteur natif. Ce phénoméne ést également
observé si 1'an étudie ces échantillons & 1'aide d'autres techniques d’immunopré-
cipitation. Nous avons comparé en rocket et en immunodiffusion radiale (figure

33) une solution d'a1Achy native (I) et un mélange o, Achy-cathepsine G préparé

1
en rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 2/1. Les dépdts sont effectués aprés
10 minutes d'incubation. La méme guantité initiale d'inhibiteur est déposée pour

les deux échantillons. On peut constater que dans ces deux technigques également

N

1'addition de cathepsine G 3 1'a1Achy provogque la formation d’'un arc ou d'un an-
neau de précipitation plus dense délimitant une surface inférieure 3 celle abte-
nue pour la mé@me quantité d'inhibiteur natif. Par ailleurs, on constate que la
gamme d'étalonnage préparée & partir de dilutions d'un plasma standard (BEHRING)
présente, comme 1l'inhibiteur natif, un pic de précipitation moins bien défini que

celui obtenu avec le mélange o, Achy-cathepsine G.

1

A la suite de tous ces résultats, il semble que 1’'immunsérum
"reconnaisse” mieux la forme modifiée que la forme native de 1l'’inhibiteur. Nous

en déduisons ou bien que 1l'immunsérum a été préparé avec de l'a, Achy déja sous
prep

1

forme modifiée, ou bien que 1'a,Achy native injectée & 1l'animal a, "in vivo" su-

1
bi la transformation en anchy modifiée envers laquelle 1l'animal a alors fabriqué

les anticorps.

Les réactions d'immunoprécipitation cobtenues laissent penser

1) que l’a1Achy engagée dans le complexe ne peut plus réagir avec
les anticorps,
2) que certains déterminmants antigénigues existant dans la forme

modifiée d'a,Achy sont masqués ou absents dans la forme native de 1l'a Achy. Ce

1 1
deuxieme point a déja &été démontré pour l'antithrombine III (46, 53, 115, 211).
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gamme ‘I Im

Comparaison de 1'immunoprécipitation d'un mélange a1Achy-cathepsine

G (m) et de la méme quantité initiale d'inhibiteur natif (I) en :

A : électro~immunodiffusion

B : immunodiffusiaon radiale.

Le mélange est préparé dans un rapport molaire inhibiteur/enzyme

égal & 2/1 et déposé aprds 10 minutes d'incubation & 25° C.

La gamme est préparée & l'aide de dilutions d’'un plasma standard

BEHRING.
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3) que la migration plus anodique de la forme modifiée d'a1Achy

N

ainsi que sa Mr plus falble comparées a celles de 1'a Achy native peuvent, en

1
partie au moins, expliquer l'obtention & la fin de la dissociation d'un pic de
précipitation de surface supérieure & celle observée avec la méme quantité d'a1-

Achy native.

III - 5.3.7 Etude en iscélectrofocalisation.

Les études électrophorétiques a pH alcalin et en absence d'agent
dénaturant ne nous ayant pas permis de suivre de fagon précise 1’'évolution dans

le temps des mélanpes a,Achy-cathepsine G, nous avons effectué une étude en isc-

1
€lectrofocalisation. A 35 ml d'Isogel & 1 % dans 1'eau, nous ajoutons les quanti-

tés suivantes de Pharmalytes (PHARMACIA) pour chacune des gammes de pH indiquées :

0,5 ml (pH 2,5 - 5§ }
0,66 ml (pH 4 - 86,5)
0,66 ml (pH 6,5 - 8§ )
0,5 ml  (pH 8 - 10,5)

Aprés avoir déposé les différents échantillons indiqués dans la
figure 34, on effectue 1'isoélectrofocalisation de la méme fagon que précédemment
{p : B5). Aprés fixation et coloration (voir p. T 11), on trace la courbe du gra-
dient de pH d’aprés la migration des marqueurs de pl (figure 34). On peut obser-

ver que 1'a Achy native migre sous la forme de 5 bandes, dont 3 majeures, entre

1
les valeurs de pI égales 33,9 et 4,35. Comme précédemment, la cathepsine G précipi-

te dans ce milieu désionisé avant d’atteirdre son pI (nettement supérieur 3 8,65,
derniére valeur inscritel. Dans le mélange déposé aprés 10 minutes d’'incubation,
on voit apparaitre un constituant présentant un pI proche de 8,5 gui n'existait
ni dans 1'G1Achy, ni dans la cathepsine G. Puisque nous avons rencontré des pro-
blémes pour la détermination du pI de la cathepsine G, nous ne pouveons étre ab-
solument certaine qu'un probléme analogue ne se pose pas pour la détermination du
pl du complexe gui renferme de la cathepsine G. Aprés 1 h 30 d'incubation, ce
constituant a disparu, on cbserve par contre une zone colorée aux alentours du

pI = 5,2 ; aprés 24 h d'incubation, cette zone colorée a disparu également. On
peut remarquer que dés les temps d'incubation les plus courts, l'addition de ca-
thepsine G provoque 1l'apparition de bandes plus acides que celles gqui existent

dans 1'a1Achy native.

Les trois mélanges incubés pendant des temps différents ont été,

aprés 1'iscélectrofocalisation, soumis & une deuxiéme dimension dans de 1'Isogel

en tampon véronal lactate de pH 8,6 contenant 1'immunsérum spécifique de 1'a1Achy.
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Figure 34 : Analyse en isoélectrofocalisation des constituants d'un mélange

u1Achy—cathepsine G.

Le mélange préparé dans un rapport molaire inhibiteur/enzyme
égal & 2/1 est déposé apreés 3 temps d'incubation différents a

25° C.

E : cathepsine G

I = anchy native
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Pour éviter des phénoménes de précipitation non spécifique des anticorps au con-
tact de la partie acide de la bande d'lIsogel ayant subl 1'isoélectrofocalisation,
il est nécessaire de ménager une "barriare” de 1 cm environ constituée par de
1'Isogel (en tampon véronal lactate de pH 8,6) sans immunsérum. Les diagrammes
obtenus sont présentés Figufe 35. Rappelons que 1'Isogel est un gel dépourvu d'é-
lectroendosmose ; par conséquent, les résultats obtenus dans ces expériences ne
sont pas directement comparables & ceux obtenus en immuncélectrophorése bidimen-
sionnelle en agarose Indubiose présentés figure 32. Les constituants de pIl pro-
che de 6,5 et de 5,2 observés respectivement aprés 10 mn et 1 h 30 (figure 35)
renferment du matériel immunologiguement rattaché 3a 1'a1Achy puisqu'apres la deu-
xiéme dimension, on peut mettre en évidence & ces niveaux un arc de- précipita-
tion avec les anticorps spécifiques de l'a1Achy ; cet arc présente une communau-
té antigénique avec l'arc ohservé dans la zone de plI proche de 4,0. Il ne nous a
pas &été possible, jusqu’a présent, de déterminer, par l'utilisation de 1'immunsé-
rum anti-cathepsine G par exemple, si la cathepsine G se trouve également au ni-
veau de ces arcs. Nous pouvons donc nous demander si les arcs de précipitation
agbservés figure 35 au niveau des pI 6,5 et 5,2 correspondent aux différentes for-
mes de complexe (8quimolaire et dégradé appelé a’, aprés 10 mn et 1 h 30 respec-
tivement, figure 31), ou s'ils sont produits seulement par les molécules d'inhi-
biteur modifié dissociées de la partie enzymatique du complexe et capables de mi-
grer lors de la deuxiéme dimension. Cette deuxidme hypotheése serait, d'aprés nous,
la plus plausible ; nous pouvons en effet remargquer gque dans le gel servant de
premiere dimension, il reste du matériel coloré par le bleu Coomassie au niveau
des pl 6,5 et 5,2, pouvant rendre compte des constituants qui n'ont pas migré au
cours de la deuxiéme dimension. Pour confirmer cette hypothése, 11 faudrait trou-

ver un moyen de visualiser la cathepsine G.

IIT - 5.4 Stabilité du complexe a,Achy-cathepsine G lorsqu'une activité

1
enzymatique résiduelle existe dans le mélange au début de la

réaction.

I1 est intéressant de déterminer si 1'instabilité du complexe
est identique ou accrue lorsqu'une activité enzymatique résiduelle existe dans
le mélange au début de la réaction. Une premiére série de mélanges avec des temps
d'incubation relativement courts (10 s, 1 mn, S mn, 10 mn, 30 mn, 1 h, 1 h 30,
3 h) a été effectude en utilisant la préparation n® 1 de cathepsine G. Le mé-
lange en rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 0,8/1 (soit 1,1/1 si 1l'on tient
compte seulement de la proportion de matériel actif) présente encore 40 % d'acti-

vité enzymatique résiduelle aprés 5 minutes d'incubation a 25° C.
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Variation en fonction du temps du diagramme immunoélectrophorétique

aprés isoélectrofocalisation d'un mélange o,Achy-cathepsine G (rap-
- S s 1

port molaire inhibiteur/enzyme = 2/1].

Aprés une premiére dimension en iscélectrofocalisation, les échan-

tillons sont soumis & une deuxiéme dimension‘dans un gel contenant

1'"immunsérum spécifique de 1'a Achy. Les temps indigqués sont les

temps d'incubation du mélange & 25° C.
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Des temps d’incubation plus longs, 1, 2 et 3 jours, ainsi qu'un
temps d'incubation de 10 mn (pour vérifier si nous avons le méme résultat que
dans la série précédente) ont ensuite été appliqués en utilisant la préparation
n°® 2 de cathepsine G pour déterminer & quel produit de dégradation ultime peut
aboutlr la réaction dans ces conditions. On prépare les mélanges pour obtenir un
rapport molaire inhibiteur/enzyme égal & 1,1/1 en ne tenant compte que de la pro-
portion de matériel actif pour &tre dans les mémes conditions gque dans la premig-
re série. Ces mélanges renferment encore 40 % d'activité enzymatique résiduelle
aprés 5 minutes d'incubation & 25° C. Comme précédemment les mélanges sont incu-
bés & 25° C,

ITIT - 5.4.1 Etude en SDS-PAGE.

La série compléte des temps d'incubation des mélanges préparés
avec la préparation n® 1 de cathepsine G est présentée {partie A de 1la figure 36).
En ce qui concerne la deuxiédme série, nous ne faisons figurer que 1l'échantillon
incubé pendant 3 jours. L'échantillon incubé pendant 10 min dans cette série donne
le méme résultat gque celui qui a &té incubé pendant le méme temps dans la premiére
série. Aprés 1,2 ou 3 jours, les résultats sont identiques, nous avons choisi de

faire figurer le temps d'incubation le plus long (partie B).

On peut observer dans tous les mélanges contenant de la cathepsine
G active, la bande diffuse ayant la méme migration gu'un constituant protéique de
Mr proche de 5 & 6 000 (indiquée par une fléche, elle n'est pas trés visible sur
les photographies). Dés les temps trés courts d'incubaticn (10 s et 1 mn dans
la partie A de la figure 36), on assiste & la formation simultanée du complexe
équimoléculaire de Mr proche de 78 000 et du complexe intermédiaire de Mr = 67 000;
a ces deux bandes s'ajoute une bande correspondant & une M. une peu inférieure a
celle de 1'a1Achy native.

Les deux formes de complexe disparaissent assez rapidement et ne
sont plus retrouvées au-deld de 30 minutes d’'incubation. On n’observe plus alors
que l'excés d'enzyme et une bande dont 1la Mr diminue progres;ivement quand le
temps d'incubation augmente pour atteindre aprés 24 h d'incubation une M. de
55 000 ; il n'y a ensuite plus de modifications. M&me en présence d'excés de ca-
thepsine G la dégradation de 1'a1Achy ne se poursuit daonc pas au-deld de la forme

d'a1Achy de Mr = 55 000.
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Figure 36 : Variation en fonction du temps du profil électropharétique en gel

de polyacrylamide (gradient de 5 & 30 % d'acrylamide) en présence
de SDS d'un mélange a1Achy-cathepsine G préparé en présence d'ac-

tivité enzymatique en excés et incubé & 25 ° C.

Le PMSF est ajouté au mélange aprés le temps d'incubation indiqué

pour chaque échantillon.

M' : témoins de M.
a1Achy native
C : mélange de contrdle ( voir page 96 )

E : cathepsine G

Seul M' est réduit.

Partie A : 12re série de mélanges (avec la préparation n°® 1 de
cathepsine G).
Partie B : mélanges préparés avec la préparation n® 2 de cathepsi-

ne G
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IIT - 5.4.2 Etude électrophorétique en gel de polyacrylamide en absence

d'agent dénaturant.

Seuls les résultats obtenus avec la premiére série, dans laguelle
est utilisée la préparation n® 1 de cathepsine G,sont ici illustrés (figure 37]).
Dans les échantillons incubés pendant un temps inférieur ou égal & 10 minutes, an

n'observe qu'une bande migrant comme l'a,Achy modifiée inactive et un peu de ma-

tériel coloré par le bleu Coomassie qui leste 3 1l'interface entre le gel de con-
centration et le gel de séparation et qui traduit la présence du complexe équi-
moléculaire. Aprés 30 minutes d'incubation apparaft la bande a' déja mise en évi-
dence auparavant (p : 132). Cette bande dont 1'intensité augmente jusqu'a 3 heures
d'incubation au moins correspond 3 une forme dégradée du complexe. Dans les mé-
langes de la deuxiéme série gqui ont été incubés pendant des temps beaucoup plus
longs (Jjusgqu’'a 3 jours), le seul constituant visualisé dans ce systéme électro-

phorétique est 1’a1Achy modifiée.

Ainsi donc 1'instabilité du complexe est plus grande lorsqu’une

activité enzymatigue résiduelle existe dans le mélange au début de la réaction.

ITI - 5.5 Etude de la stabilité du complexe o, Achy-cathepsine G en présence

1
de PMSF.

Lors de 1'étude de la stabilité du complexe o Achy-chymotrypsine,

nous avions &été amenée & vérifier si nous pouvions stabiliser1le complexe en ajou-
tant un inhibiteur synthétique de sérine-protéase en l'occurence le PMSF. En effet
les travaux récents de LOBERMANN et coll ( 124 ) montraient que 1’instabilité du
complexe 01PI-chymotrypsine qu'ils étudiaient &tait due & une sérine-protéase
contaminant la préparation d'a1PI. Nous avons pu montrer que dans le systéme a1—
Achy-chymotrypsine, le phénoméne de dissociation du complexe ne pouvait &tre di

a la présence d'une sérine-protéase contaminante (voir III-4.7, p : 124)

Dans le cas du complexe a1Achy-cathepsine G, 11 est également né-
cessaire de procéder & cette vérification. L'une des conséquences directes de la
dissociation du complexe dans un mélange préparé en excds d'inhibiteur est la
consommation de 1'inhibiteur actif en excés lorsque le temps d'incubation se pro-
longe. Notre but est donc de déterminer si 1'addition de PMSF & un tel mélange
permet d’arréter la consommation de 1l'excés d'inhibiteur actif gue nous avions

observée précédemment (voir III - S5.3.4, p : 133].

Un mélange d'a1Achy et de cathepsine G en rapport molaire inhibi-

teur/enzyme égal a 2/1 est préparé puis séparé en deux parties ; & 1l'une on ajoute



Figure 37
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Variation en fonction du temps du profil électrophorétique en gel
de polyacrylamide (10 % d’acrylamide) & pH 8,3 d'un mélange a1Achy—
cathepsine G préparé en présence d'activité enzymatique en exces

et incubé & 25° C.

lLe PMSF est ajouté au mélange aprés le temps d'incubation indiqué

pour chaque échantillon.

I : oz1Achy native
C : mélange de contrdle (voir page 96 )

a' : forme dégradée du complexe
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du PMSF aprés 1 minute d'incubation. Les deux parties du mélange sont alors con-
servées a 25° C. Trois temps d'incubation différents aprés 1'addition de PMSF
sont étudiés : 48 heures, 24 heures et 30 minutes. Ces six échantillons sont alors
analysés en électrophorése en gel de polyacrylamide sans agent dénaturant. Apras
1’électrophorése, on applique la révélation de 1'activité inhibitrice sur la moi-
tié du gel, sur l'autre moitié on effectue la fixation et la coloration des pro-
téines. Les résultats sont présentés figure 38. Aprés 24 ou 48 heures, les mélan-
ges auxgquels on n'a pas ajouté de PMSF ne présentent plus de bande d'inhibiteur
actif. On observe que la consommation de 1'inhibiteur actif en excés au début de
la réaction est peu importante en présence de PMSF, mais néanmoins visible : dans
le mélange conservé pendant 24 ou 48 heures aprés 1'addition de PMSF la bande cor-
respondant & 1'inhibiteur actif est plus Faible que celle obtenue dans le mélange
conservé pendant 30 minutes aprés 1l'addition de PMSF. Ainsi donc la présence de
PMSF semble diminuer la consommation de 1'excés d'inhibiteur actif de fagon plus

efficace que pour le mélange o, Achy-chymotrypsine, mais il ne l'enraye pas com-

1
pletement non plus.

I1 aurait été également intéressant de savoir si le PMSF permet-
tait de stabiliser le complexe, mais les difficultés que nous avons rencantrées
pour mettre en évidence ce complexe rendent cette étude plus délicate. Actuelle-
ment en effet le seul systéme électrophorétique dans lequel nous avons pu visua-
liser le complexe est le systéme SDS-PAGE. Rappelons que pour éviter une dégrada-
tion enzymatique pendant le traitement que doit subir 1'’échantillon avant d'é&tre dé-
posé (étre porté & ébullition), tout échantillon susceptible de contenir une ac-
tivité enzymatique doit 8tre au préalable inactivé par addition de PMSF. Pour les
mélanges que 1l'on étudierait par cette technique aprés des temps d'incubation va-
riables intervenant aprés 1'addition de PMSF, il faudrait donc procéder & une deu-
xieme addition de PMSF juste avant le traitement par ébullition ; on peut craindre
gue l'isopropanol dans lequel le PMSF est dissous finisse par avoir une action sur
les constituants des mélanges. I1 faudra donc envisager d'autres études pour con-
nalftre 1’action du PMSF dans la stabilisation du complexe a1Achy-cathepsine G.

En fait on ne sait pas pendant combien de temps le PMSF en solu-
tion equeuse reste actif envers la cathepsine G. L'étude de JAMES ( 86 )} n'a por-
té gue sur la chymotrypsine bovine. Nous avons donc effectué 1l'expérience suivan-
te : nous avons ajouté du PMSF & du tampon PBS et apres des temps variables, ce

mélange a servi & diluer ume solution de cathepsine G. L'activité enzymatique est

alors mesurée sur ces dilutions & 1l'aide de la méthode spectrophotométrique.
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Figure 38 : Effet du PMSF sur 1'évolution dans le temps d'un mé&lange a1Achy-
cathepsine G (rapport molaire inhibiteur/enzyme = 2/1).
Les mélanges identiques additionnés ou non de PMSF aprés 1 minute
d'incubation & 25° C sont conservés pendant des temps variables
4 1a méme température, puis étudiés en é&lectrophorése en gel de

0,

polyacrylamide (10 % d'acrylamide) & pH 8,3.

A : révélation de 1l'’activité inhibitrice
B : coloration des protéines par le bleu Coomassie.
I : a1Achy native

C : mélange de contrdle (voir p : 98)
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Malheureusement, nous avons constaté que le PMSF présent dans le tampon ne per-

mettait pas d'obtenir une bonne reproductibilité des dosages et nous n'avons pu

poursuivre dans cette voie.

Néanmoins, si 1'on admet que le PMSF en solution aqueuse conserve
son activité envers la cathepsine G pendant une durée analogue & celle qui a été
rapportée pour la chymotrypsine ( 86 ), on peut avoir une explication des phéno-
ménes observés. En effet, la dissociation du complexe a1Achy-cathepsine G et donc
la libération éventuelle d'enzyme actif est plus rapide que la dissociation du
complexe a1Achy-chymotrypsine ; pendant le temps d'efficacité du PMSF, il y a par
conséquent une plus grande gquantité de cathepsine G qui se dissccie et qui peut
donc étre inactivée ; elle n'est plus alors capable de "se recycler” et de consom-
mer 1'inhibiteur actif en excés. C'est actuellement la seule explication que nous

puissions donner des phénoménes observés.

IIT - 5.8 Essal de synthése des résultats obtenus dans 1'étude de la réac-

tion de l’anchy avec la cathepsine G.

L’u1Achy inhibe 1la cathepsine G mais le rapport molaire inhibi-
teur/enzyme égal & 1,76/1 nécessaire pour cobtenir 1'inhibition compléte ne cor-
respond pas & la valeur 1/1 attendue pour une réaction stoechiométrique. Or nous
avons pu démantrer qu'il y a formation d’'un complexe équimoléculaire qui peut étre
visualisé en SDS-PAGE. Dans les différents systémes électrophorétiques sans agent
dénaturant gue nous avons utilisés, il ne nous a pas été possible par contrs de
visualiser de fagon précise le complexe. Plusieurs hypothéses peuvent &tre avan-
cées pour expliquer ce phénoméne : ce complexe poss&de un pI qui ne lui permet
pas de migrer aux pH utilisés (8,3 et 8,6) en l'absence de SDS, ou il précipite
en milieu relativement peu ionisé, ou bien ce complexe a la particularité de for-
mer des agrégats qui ne pénétrent pas facilement dans les pores des gels utilisés.
I1 est vraisemblable mdme que ces trois effets se conjuguent. Dés que de la ca-
thepsine G active réagit avec 1'a1Achy, il y a, en plus de la formation du com-
plexe équimoléculaire, apparition en SDS-PAGE d'un fragment migrant comme un

constituant protéique de M. proche de 5 & 6 000. Simultanément, on met en éviden-

ce par électropharése en gel de polyacrylamide & pH alcalin, une forme d'a, Achy

1
inactivée.

Nous avons montré que le complexe équimoléculalire n’'est pas stable

quand le temps d'incubation augmente, que les mélanges soient préparés en présence



- 152 -

d’excés d'inhibiteur ou en présence d'activité enzymatique résiduelle. Les sché-
mas de la figure 39 permettent de suivre dans les deux cas l’apparition et la
disparition des différents constituants impliqués dans la réaction. La succession
des phénoménes est pratiquement identigque dans les deux cas, mais le processus
est beaucoup plus rapide quand les mélanges contiennent une activité enzymatique

résiduelle au début de la réaction.

Dans les mélanges préparés en présence d'un exces d'inhibiteur,
1'activité estérasique de la cathepsine G est effectivement inhibée au début de
la réaction. Ensuite, contrairement 3 ce gue nous avions observé lors de la dis-
sociation du complexe a1Achy-chymotrypsine, il n'y a pas de réapparition d'acti-
vité enzymatique décelable par la méthode de dosage spectrophotométrique lors de

la dissociation du complexe a,Achy-cathepsine G. On ne peut donc parler dans ce

cas d'iphibition temporaire [;1]. Cependant, le fait que 1l'on assiste a la con-
sommation de 1'inhibiteur actif en excés au début de la réaction améne a penser
que dell'enzyme doit se dissocier du complexe sous forme active et &tre capable
de former & nouveau du complexe en s'associant & 1'inhibiteur actif en excés ;
1'intensité de la bande du complexe éguimoléculaire est en effet & peu prés con-
stante tant que 1’inhibiteur en excds n'est pas épuisé. Lorsque cet excés est
consammé, la cathepsine G qui continue & se dissocier du complexe exerce alors
son activité protéolytique sur le complexe équimoléculaire ; notons en effet que
la forme dégradée de complexe de Mr = 67 000 n'apparait gue lorsque l'intensité
de la bande de complexe équimoléculaire commence & décroitre. Par contre, on peut
observer que dans les mélanges qui contiennent au début de la réaction une acti-
vité enzymatique résiduelle, cette forme dégradée de complexe est visible dé&s le
temps d’incubation le plus court ; cette forme coexiste avec le complexe équimo-
léculaire. Ceci tend & prouver gue l'enzyme libre et actif dans les mélanges doit
Jouer un rdle dans la production de cette forme dégradée de complexe. Puisque la
quantité d'enzyme n'augmente pas en fin de réaction et que l'anchy ne subit
gqu'une protéolyse trés limitée, i1 faut admettre que c'est la cathepsine G présen-
te dans le complexe gqui est dégradée, la conformation gqu'elle posséderait dans 1le
complexe la rendrait relativement sensible & 1'attaque protéolytique par l'enzyme

libre.

Mise & part la présence d'enzyme dans les mélanges représentés
dans la partie B du schéma (figure 38), 1l'aboutissement des phénoménes est iden-

tique dans les deux types de mélanges : la forme d'a1Achy obtenue & la fin de nos

€tudes est 1'G1Achy modifiée inactive qui présente en SDS-PAGE une Mp égale &

55 000. Méme en présence d'activité enzymatique résiduelle, on n’observe pas de

forme d'a1Achy plus profondément dégradée. D'autre part, le fragment (M, proche
de 5 & 6 000) est présent également dans les deux types de mélanges.
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IIT - 5.7 Résultats publiés par d'autres auteurs.

Seuls TRAVIS et coll (202,203) ont publié des résultats concer-
nant 1'interaction de 1'a1ACHY avec la cathepsine G. Ces auteurs ont incuﬁé 1'a1‘
Achy avec des quantités croissantes de cathepsine G pendant 5 minutes & pH 8,0 et
observé en SDS-PAGE la formation d’un complexe de My proche de 88 000; pour ces
auteurs en effet 1'u1Achy posséde une Mp de 68 000 et la cathepsine G une M, com-
prise entre 24 000 et 26 000. Puisqu'en exces d'enzyme, ils ohservent encore une
bande d’a1Achy ils en déduisent que ce qu'ils obtienngnt en 3DS5-PAGE représente
en fait un équilibre entre les formes du complexe stable et instable en SDS ;
en effet, en électrophorgse en gel alcalin, les mé8mes mélanges se présenteraient
(ces obsérvations ne sont pas illustrées) sous la forme d'un constituant de migra-

tion plus cathodique que 1'a,Achy native, toute l'a1Achy étant alors engagée dans

1
le complexe.

La dissociation du complexe a,6 Achy-cathepsine G est obtenue en

1
faisant agir la benzamidine 1 M en tampon Tris 0,05 M, HCl pH 8.0 pendant 24 h &
40° C. En SDS-PAGE, 1'a1Achy qui est présente dans ce mélange posséde la méme Mp

que 1l'inhibiteur natif. Cette forme d'a, Achy isclée par chromatographie de gel-

1
filtration sur colonne de Sephadex G 75 posséde le m@me acide aminé en position

N-terminale que 1'inhibiteur natif (Arg). TRAVIS et coll {(203) retrouvent cepen-
dant également de la sérine, mals n’ont pas poursuivi leurs investigations étant

donné les problémes rencontrés pour la quantification de ces acides aminés.

En fait, les derniers travaux de MORII et TRAVIS (138) ont montré
que dans 1'inhibiteur natif, 1'acide aminé en position N-terminale n'est pas 1’ar-
ginine mais 1'acide aspartique ; une protéase contaminante auralt provoqué une

coupure au niveau de 1'arginine.

Lorsque TRAVIS et coll (203) font réagir simultanément 1'a1Achy
et 1'a1PI avec la cathepsine G, ils démontrent gque c’'est 1’a1Achy qui réagit le
plus rapidement. Ils en déduisent que 1'inhibiteur préférentiel de la cathepsine
G doit donc étre 1'a1Achy, tandis que 1'a1PI auralt pour cible privilégiée 1'é-

lastase leucocytaire que de toute fagon 1'a1Achy n'inhibe pas.
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IIT - 6 REACTION AVEC LA TRYPSINE BOVINE ET L'’ELASTASE LEUCOCYTAIRE HUMAINE

Cette partie conduit & des développements moins importants gue
les précédentes ; en effet, depuis les travaux de HEIMBURGER et coll (75), il est

connu que 1'%

chymotrypsique. Plus récemment, TRAVIS et coll (202,283) ont montré que 1'q1Achy

n'est pas capable de former de complexe que ce soit avec la trypsine humaine ou

Achy n'exerce son action inhibitrice que sur des enzymes de type

1'élastase leucocytaire humaine. Mais 11 pouvait &tre intéressant de savoir si
ces enzymes provoquaient la coupure de liaisons peptidiques dans la molécule d'a{
Achy et de fagon plus générale, de savolr comment 1'a1Achy se comportait en pré-
sence d'enzymes qu'elle n'inhibe pas. Les deux enzymes gue nous avons utilisés

sont la trypsine bovine et 1'élastase leucocytaire humaine.

IIT - 6.1 Réaction avec la trypsine bovine (SIGMA type I).

L'G1Achy n'est pas capable d'inhiber 1l'activité estérasique de

la trypsine : lorsque 1'on utilise 1la technigue de révélation de l'activité in-
hibitrice apreés électrophorése en plague d'agarose ou en gel de polyacrylamide a
pH 8,3 en effectuant cette fois 1'incubation dans une soltition de trypsine bovine
(&2 1 mg/100 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 7,4), aucune activité
inhibitrice n’est décelée au niveau de 1’a1Achy (résultats non illustrés). Nous
avons préparé des mélanges d'a1Achy et de trypsine en rapportsmolaires a1Achy/
trypsine différents = 1/0,02 , 1/0,2 et 1/1. Ils sont incubés pendant 10 minutes
ou 1 heure & 0° C ou & 37° C. Aprés avoir ajouté du PMSF, noué avons étudié ces
mélanges en SDS-PAGE et en électrophorése en gel de polyacrylamide sans agent dé-
naturant & pH alcalin. Les résultats qui sont présentés figure 40 montrent qu'il

n'y a pas de formation de complexe entre 1'a,Achy et la trypsine, mais gu'il se

produit une transformation progressive de 1'l1Achy de M. = 58 000 en une forme

de M. = 55 000. On observe 1l'appariticn d'une bande diffuse migrant comme un con-
stituant protéique de Mr proche de 5 & 6 000. En gel alcalin (résultats non il-
lustrés), il y a transformation progressive de l'a1Achy active en un constituant
ayant perdu sa capacité d'inhiber la chymotrypsine bovine ou la cathepsine G et
ayant une migration analogue & .celle de l'a1Achy modifiée qui est obtenue lors

de la réaction de l'a1Achy avec la chymotrypsine bovine ou la cathepsine G. Des

temps d’incubation plus longs n'ont pas amené de dégradation ultérieure.

Apreés avoir fait agir la trypsine bovine sur le plasma humain,

GIANAZZA et ARNAUD (68) trouvent aprés iscélectrofocalisation en gel de polyacryl-



Figure 40
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Action de la trypsine bovine sur l'a, Achy étudiée en électrophorése

1
en gel de polyacrylamide (gradient de 5 & 30% d'acrylamide) en

présence de SOS.

3 rapports malaires a,Achy/trypsine sont étudiés & 0° C ou 37° C

1
pendant des temps variables.

Seul M' est réduit.

M' : témoins de Mr

I : a1Achy native

La fléche indique la migration de la bande diffuse (voir textel.

I/E : rapport molaire inhibiteur/enzyme.
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amide et immunofixation avec 1'immunsérum spécifique de l'a1Achy, un diagramme
décalé vers les pl inférieurs. Ils expliquent ce phénoméne par une dégradation

de la molécule d'a1Achy.

IITI - 6.2 Réaction avec 1'élastase leucocytaire humaine.

Nous avons d'abord examiné si 1'élastase leucocytaire conserve
son activité, dosée par la méthode spectrophotométrique, lorsqu'on lui ajoute de
1'a1Achy. L'activité de 1'élastase n'est ni inhibée, ni modifiée dans des mélan-
ges préparés en rapports molaires o Achy/élastase égaux a 1/0.2, 1/0,5, 1/1 et

1
incubés au préalable pendant 5 minutes.

Deux séries de mélanges ont ensuite été étudiées : pour 1l'une le
rapport molaire a1Achy/é1astase est égal & 1/0,02s0it 1p100 en poids, ce rapport
substrat/enzyme est en effet couramment utilisé pour 1'hydrolyse enzymatique d'u-
ne protéine. Dans l'’autre série, le rapport o Achy/élastase est égal & 2/1, nous

1

voulons en effet déterminer jusqu'a quel stade il est possible de dégrader l'qTA‘

=

chy. Les mélanges sont incubés & 25° C ou & 37° C pendant des temps variables
10 minutes, 1 heure et 5 heures, pour les mélanges en rapport molaire 2/1 et 1
heure, 24 heures et 48 heures pour les autres mélanges. Aprés addition de PMSF,

les mélanges sont analysés en SDS-PAGE et en gel de polyacrylamide & pH alcalin.

En SDS-PAGE (figure 41), nous n'observons pas de formation de com-

plexe entre 1l'’qg,Achy et 1'é&lastase, par contre il yv a transformation progressive

1
de 1'a1Achy en un constituant de Mr proche de 55 000 et apparitian d'une bande
diffuse (indiguée par une fléche) de migration analogue 3 celle de la bande obser-

vée lorsque l'a1Achy réagit avec la chymotryspine ou la cathepsine G.

En gel de polyacrylamide & pH alcalin (résultats non illustrés]),
on observe la transformation progressive de 1'a1Achy en une forme inactive possé-

=

dant une migration identique & celle de 1’q,Achy modifiée déja décrite.

1

La transformation nécessite bien sdr, plus de temps lorsque le
rapport molaire n'est que de 1/0,02. DB'autre part, méme en rapport molaire 2/1
aprés 5 heures d'incubation & 25° C, la forme d'a1Achy retrouvée n'est pas une

forme plus dégradée que 1'a1Achy modifiée.



Figure 41
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Action de 1'élastase leucocytaire humaine sur i'a Achy étudiée en
¢électrophorése en gel de polyacrylamide (gradient de 5 & 30 %
d'acrylamide) en présence de SDS.

Deux séries de mélanges dans des rapports molaires a,Achy/élastase
(I/E) différents sont incubés & 25° C ou & 37° C pendant des temps
variables puis additionnés de PMSF.

Un mélange o, PI-&lastase (rapport molaire 2/1) incubé pendant 10
minutes est également analysé aprés addition de PMSF.

Tous les échantillons ont été réduits.

' ¢ témoins de M.
: elastase leucocytaire
: mélange de contrfle a1Achy—é1astase inhibée
: o, Achy native
: melange de contrile o,PI-&lastase inhibée
mélange a1PI-élastase incubé pendant 10 minutes

I wHOMZIB

La fleéche indique la migration de la bande diffuse (voir texte).
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IIT - 6.3 Synthése et comparaison avec la réaction entre d'autres inhibi-

teurs et des enzymes qu’'ils n'inhibent pas.

L'a1Achy est donc progressivement inactivée par la trypsine bo-
vine ou 1'élastase leucocytaire et se retrouve socus la forme d’'un constituant

ayant une migration électrophorétique tres proche de celle de 1l'a AChy modifiée

1
obtenue au cours de la réaction ou aprés dissociation du complexe a1Achy—cathep-
sine G ou du complexe a1Achy-chymotrypsine. Le petit fragment cbservé rend sans

doute compte de la coupure pratiquée par l'enzyme. De la méme fagon, cette forme

d'a, Achy réagit avec 1l'immunsérum spécifique de 1'aq,Achy.

1 1

D'autres inhibiteurs sériques sont également inactivés par les
enzymes qu’'ils n'inhibent pas. Ainsi JOHNSON et TRAVIS (98) ont montré gque les
thiol-pfotéases camme la céthepsine B1 ou la papalne inactivent treés rapidement
l'a1PI en provoguant la coupure d'une liaison peptidique et la transformation de
l%ﬁPI native de M. 53 000 en a1PI modifiée de Mr 47 000. Les études de séquence
en acides aminés réveélent que la coupure s'effectue sur la liaison peptidique qui
est aussi rompue par la trypsine lorsque celle-ci réagit avec 1'a1PI.

KRESS et CATANESE (108} ont démontré que 1'AT est inactivée par
les protéases de venin de serpent et transformée en un constituant ayant une\Mr
inférieure de 5 500 & celle de 1'AT native. La liaison peptidique cible serait
ici différente de celle gqui est rompue lors de la réaction de 1'AT avec la throm-
bine (109}, mais n’en serait éloignée que de 9 résidus. L'élastase leucocytaire
humaine inactive également 1'AT (94} et provoque vraisemblablement des perturba-
tions dans les sites nécessaires pour la liaison avec 1'héparine. Dans ce cas
également, la dégradation de la molécule d'inhibiteur est limitée puisque JOCHUM
et coll (84) suggérent que la (ou les) liaison(s) coupée(s) par 1'élastase doit

(ou doivent) 8tre proche(s) de la liaiscn coupée par la thrombine.

Plus récemment, BROWER et HARPEL (32) ont examiné 1'action de 1'é-
lastase sur 1'AP et le Ci inactivateur. L'enzyme inactive progressivement 1l'acti-
vité inhibitrice de 1'AP et du CT inactivateur envers la plasmine. Cette perte
d'activité est accompagnée d'unme protéolyse limitée, mals il semble qu’'il y ait
plusieurs sites de coupure : 2 pour 1’AP et 3 pour le CT inactivateur.

Le processus d’'inactivation d'un inhibiteur par protéolyse 1limi-

tée est donc largement répandu.
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II1 - 7 DISCUSSION, HYPOTHESE D'UN MECANISME D'ACTION DE L'a1ANTICHY—
MOTRYPSINE.

Lorsque 1'a1Achy réagit avec la chymotrypsine bovine ou la ca-
thepsine G leucocytaire humaine, 11 y a apparition d'un complexe qui peut &tre
visualisé en électrophorése en présence de SDS et qui présente une Mr un peu in-
férieure & la somme des M, des deux constituants engagés dans le complexe. Cette
observation est en faveur de la formation d’un complexe équimcléculaire covalent
dans lequel un des constituants au moins a dd étre amputé d'un fragment. L’appa-~

~

rition d'un fragment ayant, en présence de SO0S, une migration analogue 3 celle
d’un constituant protéique de M. proche de 5 & 6 000 est observée lors de la ré-
action de 1’a1Achy avec 1'un ou 1l'autre enzyme et confirme qu'une protéolyse 1li-
mitée s'est produite.

En fait, il y a simultanément formation d'un complexe égquimolé-

culaire et apparition d'une forme modifiée d'a, Achy. Cette forme modifiée possa-

de une Mr légerement inférieure & celle de 1'a:Achy active (55 000 au lieu de

58 000), une migration électrophorétique un peu plus élevée & pH 8,3 ou 8,6 en
absence d'agent dénaturant ; elle réagit avec les anticorps spécifiques de 1'a1-
Achy, mais elle en a perdu les propriétés inhibitrices envers la cathepsine G ou
la chymotrypsine bovine.

D'autre part, nous avons constaté que les rapports molaires in-
hibiteur/enzyme nécessaires pour 1l'inhibition des enzymes sont nettement supé-
rieurs au rapport escompté pour une réaction stoechiométrique, alors que nous
avons veillé & tenir compte uniguement du pourcentage de matériel actif. Une
sous-estimation du pourcentage d'a1Achy inactive ne peut 8tre catégoriquement
exclue. On peut en effet envisager que parmi les molécules qui migrent, & pH
alcalin, au niveau al 1’activité inhibitrice est révélée, il puisse exister des
molécules d'a,Achy gui aient perdu leur activité inhibitrice par un phénoméne

1

autre que la transformation en «,Achy modifiée. Il n'est cependant pas possible

1
d'imaginer que, comme pour 1'a1PI, 1'inactivation soit due a un phénomene d'oxy-
dation (100) puisqu’il a été montré que l'oxydation ne provoquait pas d'altéra-
tion des propriétés inhibitrices de 1'a1Achy {202). I1 pourrait s'agir d'un au-

tre phénomeéne encore indéterminé.

Ces molécules d'a1Achy inactives serviraient de substrat a
1'enzyme dés le début de la réaction et seraient trés rapidement transformées

en molécules d'a1Achy modifiée présentant les caractéristiques déja mentionnées.
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Mais pourquoi ces molécules seraient-elles en proportions différentes suivant

que l'a1Achy réagit avec la chymotrypsine ou la cathepsine G ? Les rapports mo-
laires inhibiteur/enzyme (en matériel actif) pour 1l'inhibition sont en effet
respectivement de 1,45/1 et 1,75/1. Il est peu vraisemblable que des problémes

de dosage des protéines interviennent et faussent & ce point les calculs des rap-
ports molaires. En effet, les déterminations de concentration des soclutions d'in-

hibiteur et d'enzymes sont toujours effectuées 3 l'aide d’'au moins deux techni-

ques dont les résultats concordent.

Par contre, les études gue nous avons ensuite effectuées sur 1la
stabilité des complexes dans le temps nous permettent de présenter une autre ex-
plication. En effet, que ce soit avec la chymotrypsine ou avec la cathepsine G, le
complexe est instable. Comme cela a été montré par de nombreux auteurs pour d’au-

tres inhibiteurs sériques réagissant avec des sérine-protéases tel 1'q,PI (18,

147) ou 1'AT (24, 48, 438, 220), nous avons pu observer une dissociatio; spontanée
du compiexe qui conduit a la libération d’inhibiteur modifié d'une part, et d'en-
zyme au moins partiellement actif d'autre part. Cet enzyme actif est capable de
s’associler de nouveau avec de l'inhibiteur actif en excés s’'il en existe, pour
reformer du complexe, il y a alors recyclage de l'enzyme. Si,comme nous le pen-
sons, ce processus de recyclage intervient dés le début de la réaction, nous pou-
vons alors expliquer 1'obtention tres rapide d'une quantité importante d'inhibi-
teur modifié et la nécessité d’un rapport inhibiteur/enzyme nettement supérieur a
1/1 pour 1'inhibition des enzymes. De plus, puisque la constante d'association

1
Achy avec la chymotrypsine bovine {17), 11 s'ensuit une consommation plus rapide

de l'a1Achy avec la cathepsine G leucocytaire est plus élevée que celle de 1l'a, -

de 1'inhibiteur actif en excés lors de la réaction de 1'a1Achy avec la cathepsine

G gue lors de la réaction de 1’a,Achy avec la chymotrypsine. Ceci expliquerait

1
gue le rapport molaire inhibiteur/enzyme en matériel actif soit plus élevé pour

1'inhibition de la cathepsine G que pour 1’inhibition de la chymotrypsine.

A partir de ces éléments et en nous inspirant des mécanismes
qui ont été décrits dans le premier chapitre pour d'autres inhibiteurs de sérine-
protéases du plasma humain, nous essayons de définir un mécanisme d’actian de
l'a1Achy sur les sérine-protéases gu'elle est capable d'inhiber et que nous avans
utilisdes dans nos travaux : la chymotrypsine bovine et la cathepsine G leucocy-

taire humaine.
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L’équation sulvante semble pouvoir résumer les événements qui

se déroulent :

K, K, Ky
E + Ig=——? EI —— EI*—af + I*
k
-1

E est 1'enzyme, I 1'inhibiteur actif, I* 1’inhibiteur modifié

Lorsque 1'a,Achy réagit avec la chymotrypsine bovine ou la ca-

thepsine G leucocytaire humalne. la premiére étape doit étre la formation d’un
complexe du type "enzyme-substrat” appelé EI dans 1l'équation indiquée ci-dessus.
Puis 1'enzyme pratique dans la molécule d'inhibiteur une coupure d’une liaison
peptidique ; 1'inhibiteur (I*) amputé d'un fragment forme alors avec l'enzyme
le complexe équimoléculaire EI’covalent . La transformation de EI en EI* est
trés rapide et le complexe que nous pouvons cbserver en SDS-PAGE,par exemple,

est tréé probablement le complexe EI* . Les constantes k, et k., seraient trés

1 2

élevées, tandis que la constante k_, si elle existe, serait trés faible. Par

analogie avec ce qui est décrit poul les inhibiteurs de sérine-protéases du plas-
ma humain comme 1'a1PI. 1'AT et 1'AP, nous pouvons supposer d'une part, que la
liaison hydrolysée par 1l'enzyme doit se situer au niveau du site actif de 1'in-
hibiteur et d'autre part, que le radical carboxyle ainsi 1libéré dagg 1'inhibi-
teur doit pouvoir réagir avec la sérine du site actif de la protéase pour éta-
blir la liaisaon covalente du complexe EI* . L'inhibition de 1'activité de

1'enzyme serait donc due & la formation d'un "acyl-enzyme”.

Comme NILSSON et WIMAN (146) et DANIELSSON et BJORK (48) 1'ont
déja souligné, respectivement pour 1'AP et 1'AT, nous sommes certainement dans
le cas de 1'a1Achy aussi en présence d'un acyl-enzyme plus stable que celui qui
est formé quand 1'enzyme agit sur un substrat ordinaire. NILSSON et WIMAN (148)
proposent deux explications de cette plus grande stabilité : ou bien la molécule
d'eau nécessaire pour 1l'hydrolyse pourrait rencontrer des difficultés a pénétrer
dans le complexe pour atteindre la liaison ester, ou bien un changement des con-
formation de la molécule d'inhibiteur se produisant aprés la protéolyse limités
pourrait perturber le systéme de délocalisation électronique intervenant norma-
lement pour la réaction de désacylation. La désacylation finirait par se produi-

re néanmoins conduisant & la dissociation du complexe en inhibiteur modifié d’une

part et en enzyme encore actif d'autre part.



- 163 -

Dans les expériences effectuées avec la chymotrypsine, une ré-
apparition d'activité chymotrypsique prouve sans conteste qu'’une certaine quan-
tité d’enzyme actif se dissocie du complexe. L'G1Achy agit donc en inhibiteur
temporaire de la chymotrypsine bovine selon les définitions de BIETH (21). Par
contre, nous n'avons pas décelé de cathepsine G active lors de la dissociation

du complexe a, Achy-cathepsine G. Cependant, que ce solt dans les mélanges a1Achy—

1

chymotrypsine ou dans les mélanges o, Achy-cathepsine G préparés en présence d'ex-

ces d'inhibiteur actif, les é&tudes F;ites en gel de polyacrylamide mentrent 1la
disparition progressive de l'excés d'inhibiteur actif tandis gue dans le méme
temps, 1l'intensité de la bande correspondant au complexe égquimoléculaire reste
constante. Nous en avons déduit que, dans les deux cas, l’enzyme actif dissocié
du complexe s'’est recyclé. Le fait gue nous n’observions pas de cathepsine G li-
bérée active s'expliquerait par la plus grande rapidité de la réaction (17) et
par la Frégilité beaucoup plus importante de 1la molécule de cathepsine G. Nous
essaierons & l'avenir de suivre plus précisément le devenir de la cathepsine G
en utilisant, soit des anticorps spécifiques, soit un marquage radicactif de 1la

molécule, dans la mesure ol ce marquage n'altére pas les propriétés enzymatiques

de la cathepsine G.

De san c8té, 1'inhibiteur modifié a vraisemblablement subi, en
plus de la perte d'un fragment, des modifications de conformation qui provogue-
raient entre autres scit le masquage de certains groupements basiques, soit le
démasquage de groupements acides ; en effet, il posséde une migration 2lectro-
phorétique supérieure 3 celle de 1'inhibiteur natif & pH alcalin. La différence
de Mp entre 1'inhibiteur natif et 1'inhibiteur modifié est estimée & 3 000 en
SDS-PAGE, tandis que le fragment 1ibéré a une My apparente de 5 3 6 000. En fait,
i1 est difficile d'obtenir en SDS-PAGE dans le méme gradient d'acrylamide une
estimation correcte de Mr pour des composés de taille aussi différente que celle
de 1'inhibiteur et celle d'un peptide d'environ 30 & 50 résidus. De plus, dans
ce méme systeme de gel, la détermination d'une Mr voisine de 55 000-58 000,
lorsqu’'il s'agit d'une glycoprotéine, ne peut &tre ohtenue qu'’avec une erreur
d'au moins * 1 000. I1 faudra donc isoler et étudier le fragment pour détermi-

-

ner plus précisément ses propriétés physico-chimiques. Jusqu'a présent, nous ne
sommes pas parvenue & l'isoler par chromatographie de gel-filtration sans agent
dénaturant, ce qui laisse penser qu'en milieu non dénaturant,il reste associé
au gros fragment d'inhibiteur modifié ; nous n'avons pu l'individualiser qu'a-

prés migration électrophorétique en présence de SDS.
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€n ce gqui concerneg l'enzyme actif libéré du complexe, son de-
venir dépend de la présence cu de 1l'absence d’'inhibiteur encore actif dans le
milieu réactionnel. En présence d’inhibiteur actif libre, 1l’'enzyme va réagir
avec celui-cil et redonner la suite des réactions décrites ci-dessus. En effet,
la constants d'association de 1’'inhibiteur avec 1l'enzyme est trés élevée et la
formation du complexe serait 1la réaction privilégiée. Par contre, lqrsqu'il n'y
a plus d’'inhibiteur actif, l'enzyme exercerait alors son activité protéolytique
sur le complexe provoquant ainsi sa dégradation. Nos résultats suggérent que
c’est la partie "enzyme” du complexe qui subit 1'action protéolytique puisque
la partie "inhibiteur modifié” ne subit pas de dégradation ultérieure, méme en
présence d’'enzyme en exc®s ; dans ce cas, la dégradation du complexe est accélé-

rée.

Comme pour d'autres inhibiteurs de sérine-protéases, tels 1'01—
PI, 1'AP et 1'AT, 1'a1Achy est inactivée par des enzymes qu'elle n'est pas capa-
ble d'inhiber ; elle est transformée en un constituant qui, par ses propriétés
électrophorétiques et ses propriétés d'immunoprécipitation ressemble beaucoup &
1'a, Achy modifiée obtenue aprés la réaction de 1'a1Achy avec la cathepsine G au

1

la chymotrypsine. On peut envisager qu'il existe dans la molécule d'a, Achy une
-~

1
liaison ou une région cible sur laguelle agissent les sérine-protéases. La molé-
cule d'G1Achy amputée d'un fragment devient alors plus résistante & 1l'action ul-

térieure d'une protéase.

Peut-on attribuer un r8le physiologique a cette molécule beau-
coup plus stable qu'est 1'u1Achy modifiée ? Certains auteurs (31, 104, 184) ont
montré que l'a

Achy posséde une affinité pour 1'ADN. L'a, Achy modifiée conserve

1 1
t-elle cette affinité ? Peut-on envisager que cette propriété lui confére un ré-
le particulier ? L'a1Achy a-t-elle un rdle dans la régulation de phénomeénes

n'ayant plus trait 3 1'inhibition des sérine-protéases ? Ces questions restent

sans réponse jusqu'a présent.

I1 faut bien sUr ajouter que nos études ont &té réalisées dans
un milieu beaucoup moins complexe gque les liquides biologiques et que les temps
d'incubation sont peut-&tre tré&s longs par rapport aux vitesses des réactions
qui ont lieu en milieu physiologique. De plus, nous n'avons pas pris en compte
1'intervention possible d'autres inhibiteurs sériques comme l'a1PI ou l'aZM qui

sont capables de réagir également avec les enzymes utilisés.
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L'étude gquantitative des inhibiteurs de sérine-protéases dans

les liquides biologiques est le plus souvent abordée par le biails des dosages

-

immunologiques. Les valeurs obtenues sont ensuite comparées & 1'activité inhi-
bitrice de ces mémes liquides biologiques. Ces parametres sont en effet impor-
tants & connaitre en pathologie pulmonaire par exemple ol le déséquilibre de la
balance entre protéases et antiprotéases créerait des conditions favorables au
développement de 1'emphyséme et de la fibrose. Or nous avons pu montrer que le

>

résultat du dosage immunologique de 1’a,Achy & 1l’aide de techniques couramment

utilisées (1'immunoélectrophorese bidim;nsionnelle, 1’'électro-immunodiffusion et
1'immunodiffusion radiale) dépend de la forme moléculaire de 1l'inhibiteur : l'a1-
Achy engagée dans un complexe équimoléculaire ne peut plus réagir avec ses anticorps
vraisemblablement par suite du masquage des sites antigéniques de la molécule ;
1'a1Achy modifiée est par contre surestimée d’au moins 25 % par rapport & une

quantité équivalente d’'a,Achy native.

1
Les résultats des dosages immunologiques doivent donc étre uti-
lisés trés prudemment, avant d'affirmer par exemple la perte du pouvoir inhibi-
teur de ces compasés dans les liguides biclogiques analysés et d'en déduire un
déséquilibre de la balance entre protéases et antiprotéases. Il est de toute fa-
gon indispensable d'utiliser une gamme de référence préparée avec ges constituants

~

présentant les mémes caractéristiques que les échantillons & doser.



Le troisieme chapitre est consacré aux réactions de 1'q,-antichy-

1
motrypsine avec les sérine-protéases. Les études effectuées montrent gue :

1) 1'inhibition de 1'enzyme se traduit par la formation d'un complexe
équimoléculaire de type enzyme-substrat dans lequel 1'inhibiteur a subi une protéo-
lyse limitée. Il y a apparition simultanée d'un peptide de My inférieure & 6 000
et d'une forme libre d'inhibiteur "modifié"” inactif possédant un pIl plus bas et

une M. plus faible.

2) les complexes équimoléculaires se dissocient au cours du temps en

inhibiteur "modifié" inactif et en enzyme actif.

3) si de 1'inhibiteur actif reste disponible, 1'enzyme actif ainsi 1i-
béré forme & nouveau du complexe. Ceci expliquerait que le rapport molaire (I/E)
pour 1'inhibition de la chymotrypsine bovine et de la cathepsine G leucocytaire hu-

maine soit supérieur & 1.

4) lorsque l'inhibiteur actif est épuisé, 1'enzyme libéré s'attaque a

la partie enzyme du complexe restant.

51 1'a1-antichymotrypsine agit en inhibiteur temporaire de la chymo-
trypsine bovine ; par contre aucune régénération d'activité enzymatique n'’est ob-

servée apres la réaction de 1'a, -antichymotrypsine avec la cathepsine G leucocytaire

ll
humaine.

B8) les déterminants antigéniques de 1'a1-antichymotrypsine sont mas-
qués dans les complexes équimoléculaires. L'inhibiteur modifié qui est inactif pré-

sente une réactivité immunologique différente de celle de 1'inhibiteur actif.

7) la trypsine bovine et 1'élastase leucocytaire humaine ne sont pas
inhibées par 1'a1—antichymotrypsine, mais elles 1l'inactivent par une protéolyse

limitée.

N

Le mécanisme d’action proposé a partir de tous ces éléments permet
de ranger 1'a1~antichymotrypsine dans le groupe d'inhibiteurs composé jusqu'a pré-

sent de 1'a1-antiprotéase, 1'antithrombine III et 1'a_-antiplasmine.

2
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CONCLUSIONS
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Aprés avoir exposé les généralités sur les sérine-protéases et
leurs inhibiteurs présents dans le sérum humain, nous avons, dans le premier cha-
pitre, rassemblé les connaissances sur les propriétés et les mécanismes d'action
des principaux inhibiteurs sériques (l'az-macroglobuline, 1'a1-antiprotéase, 1'an-
tithrombine III et l'az—antiplasmine]. Nous avons montré la diversité des métho-
des d'investigation employées pour aborder 1'étude des interactions de ces inhi-
biteurs avec les sérinme-protéases et nous avons souligné la difficulté qui en

résulte pour effectuer une synthdse des résultats publiés.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons décrit les différentes
étapes que nous avons eues & franchir pour mettre au point un protocole de puri-
fication de 1'a1Achy sérique. Nous disposons actuellement de deux protocoles fon-
dés sur la chromatographie d'immuncaffinité gqui permettent d'obtenir avec un bon
rendement de l'a1Achy pure dont les propriétés inhibitrices ont été préservées
au maximum. L'un des deux protocoles est un peu plus complexe puisqu'il fait ap-
pel & deux chromatographies covalentes supplémentaires ; au cours de 1l'une de

ces étapes, on obtient une fraction & partir de laguelle il est facile de puri-

fier l’a1-antiprotéase.

Nous avons ensuite précisé les propriétés physico-chimigues de
1'a1Achy purifiée, en particulier la masse moléculaire relative, le point iso-
électrique et la composition chimigue de cette glycoprotéine.Nous avons d’autre

part étudié la stabilité de 1'a, Achy aprés divers traltements physiques ou chimi-

1
gues pour déterminer les conditions optimales nécessaires pour la conservation

ou les études fonctionnelles de cet inhibiteur.

Le troisiéme chapitre débute par une bréve revue des caractéris-
tigques des sérine-protéases que nous avons choisies pour les études d'interac-
tions. Aprés avoir défini la stoechiométrie de la réaction aussi bien avec 1la
chymotrypsine bovine qu'avec la cathepsine G leucocytaire humaine, nous avons
abordé 1'étude de la formation des complexes. Lorsgue 1'a1Achy réagit avec 1l'un
ou l'autre enzyme, il y a formation d'un complexe équimoléculaire de type enzyme-
substrat dans lequel 1l'inhibiteur a subi une protéolyse limitée et se trouve
sous la forme d'inhibiteur qui a perdu scn activité et gquil est appelé inhibiteur
modifié. La formation de ce complexe est accompagnée de 1l'obtention d’'une forme

d'a1Achy modifiée libre.
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Nous avons suivi dans le temps la réaction de l'a1Achy avec la
chymotrypsine bovine et avec la cathepsine G leucocytaire et nous avons pu mon-
trer en particulier que les complexes éguimoléculaires entre l'a1Achy et ces en-
zymes ne sont pas stables. La dissociation des complexes produit de 1'inhibiteur
modifié et de 1l'enzyme actif capable de se recycler avec de l'inhibiteur actif
en exces s'lil en existe dans le milieu réactionnel. La réapparition d’enzyme ac-
tif a pu étre démontrée pour la chymotrypsine, 1'a1Achy se comporte donc en in-
hibiteur temporaire de la chymotrypsine bavine. Ce comportement n’est par contre
pas retrouvé pour 1'a1Achy réagissant avec la cathepsine G qui doit &tre vraisem-

blablement détruite beaucoup plus rapidement.

Les résultats obtenus nous ont permis de proposer un mécanisme
d’action de 1’a1Achy sur ces protéases ; il met en jeu un processus d'acylation
et de désacylation comme celui qui a été suggéré par d'autres auteurs pour 1’a1—
antiprotéase, l'antithrombine III et l’az-antiplasmine et qui permet de donner
une explication de la dissociation des complexes équimoléculaires que forment
ces inhibiteurs avec les sérine-protéases. Aprés épuisement de l’'inhibiteur actif
présent dans le milieu réactionnel, cette dissociation est suivie d’une dégrada-

tion du complexe dont le produit final est 1'a,Achy modifige.

1

Nous avons pu montrer d'autre part que 1’inactivation produite
par la trypsine bovine et 1'élastase leucocytaire humaine était due également a
une protéolyse limitée laissant penser gqu'il existe une liaison cible ou au

moins une région cible dans la molécule d'a,Achy comme cela a été démontré pour

1
d'autres inhibiteurs sériques.

Dans les milieux biologiques pouvant contenir de telles activi-
tés enzymatiques, par exemple les sécrétions bronchiques recueillies aprés ex-
pectoration ou par lavage broncho-alvéolaire, une proportion importante de 1'a1—
Achy peut se trouver sous cette forme modifiée inactive qui présente une réac-
tivité immunologique différente de celle de la forme active. Ce point dolt E&tre
pris en considération dans l'exploitation des résultats des dosages immunologi-
ques et dans leur comparaison avec les résultats de la mesure de 1l'activité
inhibitrice ou de 1'activité enzymatique effectuées dans ces sécrétions. Autre-

=

ment, les dosages immunologiques risquent d'aboutir & des conclusions erronées.
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PERSPECTIVES
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Nous nous proposons d'effectuer la séparation {avec ou sans
agent dissociant) des différents constituants présents dans les mélanges a1Achy-
cathepsine G et a1Achy-chym0trypsine apreés des temps d'incubation variables. La
détermination des séquences N- et C- terminales de ces constituants devrait per-
mettre de définir le site de la coupure protéolytique provoguant la formation de
1'a,Achy modifiée. Nous tenterons également de mieux suivre le devenir de la "par-

1
tie enzyme

du complexe a l'aide de ses propriétés immunologigques ou par margquage
de l'enzyme & 1'iode 125.

Nous envisageons également d'isoler 1'o,Achy cbtenue apreés action

1
de la trypsine bovine cou de 1'élastase leucocytaire humaine ainsi que les frag-
ments produits lors de ces réactions : nous déterminerons si la liaison coupée

par ces enzymes est la méme que celle gul est hydrolysée par la cathepsine G ou

la chymotrypsine.

Nous nous proposons de plus de poursuivre les études concernant

les modifications des déterminants antigéniques de la molécule d'a, Achy au cours

1
des interactions avec les enzymes ; cet aspect pourrait avoir en effet une ré-
percussion importante sur tous les dosages immunologiques effectués dans des 1i-
quides biologiques dans lesguels 1’a1Achy a pu réagir ou bien réagit encore

avec la cathepsine G par exemple.

Enfin, l'quChy n'agit pas seule et il seralt intéressant de voir
comment coopérent les différents inhibiteurs dans la défense du tissu pulmonaire.
entre autres, face & des enzymes gui eux aussi agissent simultanément. On entre-
voit ici la complexité des phénoménes dont la compréhension nécessite encore de

nombreux travaux.
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=] CHROMATOGRAPHIE D'IMMUNCAFFINITE.

Tl R 2l Préparation des immunoglobulines G d'un immunsérum.

s

Au cours de notre travail, nous avons été amenée & purifier les

immunoglobulines G d'un immunsérum pour répondre a deux nécessités

- pouvoir préparer une colonne d'immuncaffinité,

- éviter, lors de 1'emploi des techniques d'électro-immunodiffusion
les réactions "parasites” entre les autres protéines de 1'immunsérum et 1'échan-
tillon & analyser : ainsi, par exemple, lorsque 1l'on étudie un mélange contenant
un enzyme actif, nous avons pu observer la formation de réactions entre 1'enzyme
et ses inhibiteurs présents dans 1'immunsérum, ce qui complique 1l'interprétaticn

des résultats.

Pour purifier les immunoglobulines G d'un immunsérum, nous avons
appliqué la technique de WIDE ( 215 ) reprise par RUOSLAHTI ( 169 ). Le protocole

est le suivant : & 1 ml d’'immunsérum, on ajoute 180 mg de Na (anhydre) . Apreés

g
dissolution compléte, le mélange est maintenu sous agitation trés douce pendant
1 heure & 25° C. Les immunoglobulines G qui ont précipité sont obtenues par cen-
trifugation & 4 000 g pendant 20 minutes. Le culot est lavé par du PBékconte-

nant la méme concentration de Na2804,

tes immunoglobulines sont alors dissoutes dans 1'eau déminéralisée, dialysées 4

une nouvelle centrifugation est effectuée.

jours contre de l'eau déminéralisée (avec 2 changements par jour), puis lyophili-

sées.

o= 1.2 Préparation du gel de Sepharcose 4 B activé par le bromure de cya-

nogeéne et couplage de protéines sur ce gel activé.

Ce protocole peut &tre appliqué pour coupler toute protéine
a du gel de Sepharose. Nous l'avons utilisé pour la préparation de supports pour
la chromatographie d'immunoaffinité, le matériel a coupler était donc constitué

par des immunoglobulines G préparées & partir d'un immunsérum spécifique.

)

*#PBS : Tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,3 M de pH 7,4 contenant 0,02 %

de NaNa.
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i =2 o Activation du gel de Sepharose 4 B (selan MARCH et coll (127])).

30 ml de gel de Sepharose 4 B sont lavés sur un verre fritté n° 4
par 1,5 litre d'eau déminéralisée & 0°C. Le gel débarrassé de l'exceés d'eau est

remis en suspension dans 25 ml de K C03 2M. Cette suspension est gardée & 0°C sous

2
agitation douce. On ajoute 3,5 ml d'une solution de BrCN dans 1l'acétonitrile (2 g
de BrCN par ml d'acétonitrile). Aprés un contact de 2 minutes exactement, le gel
est replacé sur le verre fritté puis trés rapidement lavé par 3 litres d'eau dé-

minéralisée froide.

er=r i S2 o2 Couplage des protéines sur le gel activé.

Immédiatement apreés le lavage par 1l'eau, le gel de Sepharose acti-
vé est placé dans une éprouvette de 100 ml. On y ajoute les immunoglobulines (100

a4 150 mg) dissoutes dans 25 ml de NaHCO, 0,5 M. L'éprouvette est fermée de fagon

étanche & 1'aide de Parafilm et elle ess soumise & une agitation rotative douce
pendant 24 heures & 4°C. Le contenu de 1'éprouvette est alors placé sur verre

fritté. Afin de contrdler 1'efficacité du couplage, le premier filtrat est conser-
vé, dialysé et lyophilisé. Le gel est lavé sur verre fritté par 500 ml de NaHCO

0,5 M.

3

(=T 02 Saturation des sites activés restés éventuellement libres.

Le gel débarrassé de l'exceés de tampon par filtration sur verre
fritté est transvasé dans un béchers on y ajoute 2 volumes d'une solution de gly-
cocolle 1 M : cette opération permet de saturer les sites activés qui n'auraient
pas été occupés par les immunoglobulines G lors du couplage. Le mélange est main-
tenu sous agitation magnétique douce pendant 3 heures & température du laboratoi-
re. L'excés de glycocolle est éliminé par lavage sur verre fritté, d'abord par
500 ml de NaHC030.5 M, puis par 500 ml de tampon PBS qui sera ultérieurement uti-
lisé pour la chromatographie d'immunoaffinité. Le gel est alors placé dans une

colonne de 2 cm de diametre.

s Chromatographie d'immunoaffinité.

La chromatographie d'immunoaffinité est effectuée a température
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ambiante. Par contre, lorsque la colonne n'est pas utilisée, elle est placée &
4° C pour éviter une perte de 1l'affinité des anticorps. Avant la premiére uti-
lisation de la colonne, un”cycle & blanc'est effectué : aprés un lavage abondant
par le PBS, la colonne est éluée par le tampon glycocolle 0,2 M, NaCl 0,5 M de

pH 2,8. Puis la colonne est de nouveau équilibrée en PBS.

La solution qui doit étre soumise & la chromatographie est cen-
trifugée (& 4 000 g pendant 10 minutes) pour éliminer les particules insolubles.
Apreés le dépdt, la colonne est lavée par le tampon PBS. Des fractions de 3 ml
sont recueillies. Le lavage est effectué jusqu'@ ce que la densité optique a
280 nm de 1'éluat revienne & la ligne de base et s'y maintienne pendant le passa-
ge d'une quantité de tampon au moins égale au volume mort de la colonne. Puis le
matériel retenu est élué par le tampon glycocolle 0,2 M, NaCl 0,5 M de pH 2,8.
Apres retour de la densité optique & 280 nm de 1'éluat a la ligne de base, la co-
lonne est de nouveau équilibrée en tampon PBS. Le pH des fractions éluées par le
tampon de pH 2,8 est immédiatement ajusté a 7,5 par l'addition de NaOH 0,1 M. Tou-
tes les fractions recueillies au cours de la chromatographie sont analysées par é-
lectro-immunodiffusion avec prédiffusion de 1l'antigene (voir page T 12 ) en utili-
sant, d'une part 1l'immunsérum anti-protéines sériques totales et, d'autre part,
1’immunsérum de méme spécificité gque les immunoglobulines G fixées sur la colonne.
Les résultats cbtenus avec 1l'immunsérum anti-protéines totales indiquent le degré
de contamination des fractions retenues sur la colonne et éluées & pH 2,8. Une
saturation de la colonne sera visualisée par une réaction avec 1l'immunsérum spé-
cifique des fractions éluées pendant le premier lavage en PBS. Lorsque les guan-
tités optimales & déposer et le nombre de fractions & recueillir sont bien déter-
minés, il n'est plus nécessaire d'effectuer les vérifications en électro-immuna-
diffusion & chague chromatographie. Le systeme étant parfaitement reproductible,

une analyse est effectuée toutes les dix chromatographies.

Les colonnes d'immunoaffinité peuvent étre utilisées plus de 100

fois en donnant de trés bons résultats.

T = 4 ELECTROPHORESES ANALYTIQUES.

La technique d'électrophorése a été effectuée sur des supports dif-

férents : gel d'acrylamide ou gel d’agarose.
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TSR] Electrophorese en plaque de gel de polyacrylamide.

Deux systémes différents d'électrophorése en gel de polyacrylamide

ont été utilisés

- 1'électrophorése a pH 8,3 sans agent dénaturant en gel & 10 % d'a-
crylamide,

- 1'électrophorése en présence de SDS en gradient d'acrylamide de
5 a8 30 % (SDS-PAGE).

L'équipement, la plupart des solutions stock et un certain nombre

de détails techniques sont communs aux deux systémes.

= A Equipement, solutions stock, détails techniques communs.

Nous effectuons la séparation électrophorétique sur plaque de gel
de 1 mm d’'épaisseur, en systéme vertical avec un appareillage semblable a celui
mis au point par KERCKAERT ( 105 ). Les dimensions des plaques sont :10 X 15 cm ;
le gel de séparation a une hauteur de 8 cm. Avant de laisser polymériser le gel
de séparation, on dépose au-dessus de la solution d'acrylamide, un peu d'eau dé-
minéralisée & l'aide d'une seringue pour obtenir une surface bien plane. Aprés

polymérisation, cette eau est absorbée & 1'aide d'un papier filtre.

Le gel supérieur ou gel de concentration est constitué par un gel
a8 5 % d'acrylamide dans lequel 17 puits de dépSts (de 4 mm de largeur) sont ména-
gés a l'aide d'un peigne placé avant la polymérisation et qui sera ensuite déli-

catement enlevé.

=

L'électrophorese est effectuée & 1'aide d’un redresseur de courant

LKB 2103 qui permet de maintenir 1'ampérage constant.

Les solutions stock pour la préparation des deux types de gel sont

les suivantes (pour 100 ml de solution)

= 1A Tampon de pH 8,8
Tris 36,3 g
HC1 1 N 48 ml pH 8,9
Temed * 0,46 ml

*Temed NNN'N® - Tetramethyléthylénediamine.



- Foig =

= Tampon de pH 6,8
Tris 2511008
HC1 6 N pH 6,8

=R A2 Solution d'acrylamide
Acrylamide 48 g =
N , N' - méthylene bisacrylamide 1,28 g

=~ 3 A Solution de persulfate (& préparer extemporanément)
Persulfate d'ammonium 280 mg

= Solution de riboflavine
Riboflavine 4 mg

T e e Fixation et coloration des protéines.

Elles sont effectuées de la méme fagon apres les deux types d'é-
lectrophorése selon la technique légeérement modifiée de DIEZEL et coll ( 52 )
le gel est placé pendant une nuit dans une cuve de coloration contenant 500 ml
d'ATCA & 12,5 % auxquels sont ajoutés 50 ml d'une solution de bleu Coomassie

(Brilliant Blue G 250) (0,25 g/100 ml d'eau). Aprés plusieurs heures (4 heures au
minimum), cette solution est &liminée et remplacée par de 1'acide acétique a 5 %

qui permet de développer la coloration des protéines en un bleu intense.

L'enregistrement densitométrigue des bandes est effectué a 1l'aide
d'un photométre enregistreur VERNON PH I4. Les gels sont stockés sous sac plasti-

que hermétiquement fermé.

o,

T = 24,3 Electropharese en gel de poalyacrylamide (10 % en acrylamide) a
pH 8.3 sans agent dénaturant (systéme de DAVIS ( 50 ) légerement

modifié).

Le gel de séparation et le gel de concentration sont préparés en

effectuant les mélanges suivants
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Solutions Gel de séparation Gel de concentration

1A 5 " ml 1,5 ml

2 A2 4 ml 1 ml

HZO 9.9 mi 6,5 ml

Temed 10 ul 5 ul

3 A’ 0,7 ml 0,8 ml

Riboflavine 0,2 -ml 0,3 ml
15 ml environ de ce 4 ml environ sont
mélange sont utilisés. utilisés.

Tampon d'électrophoreése.

Tris 2l g
Glycocolle 1655 2
HZO gsp 15 " litre

Les échantillons que nous étudions sont généralement déja en so-
lution. Avant d’'étre déposés, ils sont traités de la fagon suivante : & 30 ul

d'échantillon, nous ajoutons 10 pl de la“solution échantillon"composée de

Glycérol 2 ml
Solution 1 B 1 ml
bleu de bromophénol 2,4 mg.

Le volume des dépdts est de l'ordre de 2 & 10 ul (environ 1 & 2 ug
d'a1Achy purifiée par exemple]).

L'électrophorese est effectuée sous un ampérage constant de 35 mA.
Nous mesurons le temps”t"nécessaire pour que le témoin coloré atteigne le bas du

2 o i
gel et 1'électrophorése est poursuivie encore pendant un temps égal a > -

Aprés 1'électrophorése, ce gel peut, ou bien étre fixé et coloré
par le bleu Coomassie comme indiqué précédemment, ou bien utilisé pour la révéla-

tion de 1l'activité estérasique ou de l'activité inhibitrice (voir page T13]
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e el Electrophorese en gradient d’acrylamide (5 & 30 %) en présence de

SDS (systéme de LAEMMLI ( 113 ) légérement modifié).

Préparation des 2 solutions d'acrylamide pour le gradient

Solutions Solution a 5 % Solution & 30 %

1A 2,5 ml 245 ml
2 A2 q ml 6 ml
HZD 6;3 ml

Glycérol 1.5 ml
Temed 5 pl S ul
3 A’ 0,2 mi 0,1 ml
SDS 10 % 0,1 ml 050 md
Riboflavine 0,2 ml 8,1 ml

Le gradient est fait avec un appareil & 2 réservoirs:8 ml de la
solution @ 5 % d'acrylamide sont placés dans le compartiment sans agitation,
7 ml de la solution & 30 % d'acrylamide sont placés dans le compartiment ol s'ef-
fectue le mélange. Avant d’'ouvrir la communication entre les deux réservoirs, on

o,

laisse s'écouler environ 1 ml de solution & 30 % d'acrylamide.

Le gel de concentration est préparé avec le tampon de pH 6,8 de

la fagon suivante :

Solutions
18 11,25 imi
2 A2 1 ml
HZO 6,3 ml
Temed 5 pl
3 A’ 8,2 'ml
SBS 10 % 0,7 ml
Riboflavine 0,3 ‘mi
Tampon d'électrophorese pH 8,3
Tris 257 g
Glycocolle 16,5 g
SDS 1.5 g
H.O gep. 1,5 litre.

2
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Les échantillons a déposer sont préparés de la fagon suivante

a 20 pl de solution protéique sont ajoutés 20 pl de "solution échantillon”.

Deux "solutions échantillons” différentes peuvent &tre utilisées

selon gque 1'on désire ou non réduire 1'échantillon.

Préparation des "solutions échantillons” . :

"Solution échantillon” "Solution échantillon”

S0S SDS + B-mercaptoéthanol
Tris 0,65 g 0,65 g
SDS 2 o4 2 g
Glycérol 9,34 ml 9,34 ml
Bleu de bromophénol 25 mg 25 mg

Ajuster & pH 6,8 avec HCl

R -mercaptoéthanol / 4 ml

HZD gsp 50 ml gsp 50 ml

Le mélange de la solution protéigue & analyser avec l'une ou 1l'au-
tre "solution échantillon” est placé dans un bain-marie bouillant pendant 3 mi-
nutes, puis aprés refroidissement est déposé dans un puits du gel. Le volume des

dépbts est de 1’ordre de 2 & 10 ul.

Pour la détermination de la Mr. nous utilisons une courbe d’'étalon-
nage qui est établie d'’aprés la migration dans la méme expérience de témoins de
Mr connues (Mow molecular weight calibration kit"de PHARMACIA) qui sont obliga-
toirement traités par le B-mercaptoéthanol : 2 mg sont dissous dans 20 ul d'eau
et additionnés de 20 ul de "solution échantillon”SDS + B-mercaptoéthanol. 2 upl

de ce mélange sont déposés.

L'électrophorese est effectuée sous un ampérage constant de 35 mA
Jjusqu'’a ce que le témoin coloré de migration atteigne 1'extrémité du gel, ce gui

nécessite environ 3 heures.
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ifee = D3 Electrophorése en plague d'agarose.

Cette électrophorése est effectuée en plaque d'agarose (de 1'In-
dustrie Biologique Frangaise, Indubiose A 45) & 1 % en tampon Véronal de pH 8,6.
La préparation du gel, 1'appareillage employé, le voltage utilisé (10 volts/cm)
correspondent en fait aux conditions utilisées pour la séparation électrophoré-
tique de la premiére dimension de 1'immunoélectrophorése bidimensionnelle (voir
p. T12). Cette standardisation permet d'effectuer soit une simple étude électro-
phorétique aprés laquelle on peut réaliser différentes révélations ou colarations,

soit une étude immunoélectrophorétique.

L'intérét de ce type d'électrophorése réside dans le fait gu’en
choisissant bien la place ol est ménagé le puits de dépdt, il est possible de vi-
sualiser un constituant trés basique comme la chymotrypsine ou la cathepsine G
qui, au cours de l'électrophorése en gel de polyacrylamide & pH 8,3, sort du gel

vers le compartiment de la cathode.

Cette technique facile & mettre en oceuvre est de plus adaptée a

des études successives trés rapprochées dans le temps.

Le support que nous utilisons est le Gel Bond ( F M C corporation,
Marine Colloids Division) que 1'on peut facilement découper et sur lequel 1'aga-

rose adhere bien méme lors des passages successifs dans les bains de révélation.

Aprés électrophorése, les protéines sont fixées en plagant la pla-
gue dans un bain de fixation : Acide acétique RP / Eau / Ethanol & 95° (100/450/
450 ; v/v) pendant au moins 4 heures. Aprés séchage, la plaque est colorée par le
bleu Coomassie(Brilliant Blue R 250)(5 g/1 dans le méme mélange que le bain de
fixation).lLa décoloration est effectuée par bains successifs dans le solvant du

colorant.

IS ISOELECTROFOCALISATION EN PLAQUE D'ISOGEL.

Cette technigque permet la détermination du pI d'une protéine.
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Wete Byt Préparation de la plaque.

Nous utilisons de 1'Isogel (agarose dépourvue d'électroendosmose,
F M C corporation, Marine Colloids Division) en solution @ 1 % dans 1'eau déminé-
ralisée, auquel sont ajoutés des ampholytes choisis pour former le gradient de pH
désiré. Le volume des ampholytes ajoutés ne doit pas dépasser 10 % du volume d'I-
sogel . Cette préparation est coulée sur un Gel Bond (110 x 125 mm) pour obtenir
une épaisseur de 1,5 mm. En théorie, il n'y a pas d'endroit précis od doit étre
ménagé le puits de dépdt ; en pratique, on peut &tre amené a rencuveler 1'expé-
rience car il est préférable que le puits ne soit pas placé justement & 1'endroit
ol focalisera 1l'échantillon. L'échantillon est de préférence dissous dans de 1'eau

déminéralisée.

T = 3.2 Conditions d'électrophorese.

On utilise un appareil LKB 2117 Multiphor dans lequel la plaque
est refroidie pendant la migration. Le contact avec les électrodes est effectué
a 1l'aide de "meéches"” épaisses imprégnées d'électrolytes choisis en fonction des

>

ampholytes ajoutés a 1'Isogel.
L'électrofocalisation est effectuée sous une puissance constante

de 10 watts jusqu'a ce que l'ampérage reste constant pendant 15 minutes au moins,

apres une chute progressive au cours du temps.

7« = &haE Bétermination du gradient de pH.

Apreés la migration, la détermination du gradient de pH est effec-
tuée par mesure du pH, tous les centimetres, au moyen d'une électrode de surface.

Des marqueurs de pI (PHARMACIA) peuvent également étre utilisés.

T = hadea Fixation et coloration.

La plague d'Isogel est ensuite placée pendant au moins 2 heures

dans la solution de fixation suivante

Méthanol /ATCA & 12,5 %/acide sulfo-5-salicylique & 20 % / eau
(240/330/140/2890 ; v/v).



-T12 -

L'acide sulfo-5-salicylique permet d'éliminer les ampholytes du
gel. Pour 8tre séchée, la plaque est recouverte d'une épaisseur de papier Arches’,

puis d'une épaisseur de 1 cm de papier de cellulose (papier Lotus).

Apres séchage, la plague est colorée par le colorant utilisé apreés

€lectrophorése en plaque d'agarose (T - 2.2).

= TECHNIQUES D'ELECTRO-IMMUNODIFFUSION.

N

Les différentes techniques gui se rattachent & 1'électro-immunc-

diffusion et que nous avons utilisées sont

- 1'immunoélectrophorése bidimensionnelle selon le principe présenté

par LAURELL ( 117) et adapté par CLARKE et FREEMAN ( 41 ),

- la technique dite des "rockets” qui est une technigque de dosage

immunologique, selon la méthode de LAURELL ( 118),

- la technique d'électro-immunodiffusion avec prédiffusion de 1l'an-

tigéne selon SVENDSEN et ROSE ( 198 ),

- la technique d’'immuno-affinoélectrophorése selon la technigue de

BOG-HANSEN et coll ( 27 ),

Une description compléte des trois premiéres techniques a été don-
née dans notre précédent travail ( 114 ). Nous précisons seulement ici que nous

utilisons de 1'Indubicse A 45 8 1 % en tampon Véronal de pH 8,6

\Véronal sodé 20,6 g
Véronal acide 4 g
HZO gsp 5 litres.

Pour 1’immuno-affinoélectrophorése, nous utilisons un tampon dif-
+
férent, de pH 8,7; la concanavaline A nécessite en effet la présence d'ions Ca 3

La composition de ce tampon est la suivante

Tris 44,8 g (73 M)
Véronal sodé 4 g
Véronal acide 19 g (24,5 mM)
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Lactate de calcium 055 g (0,36 mM)
Azide de sodium 0,06 g (0,2 mM]
H20 gsp 5 litres.

P o,

15 ml d'agarose (Indubiose A 45) & 1 % dans ce tampon de pH 8,7 sont coulés sur
une plaque de 10 x 10 cm. Aprés gélification, une Eande de gel est remplacée par
de 1l'agarose (1,1 ml) contenant 100 ul de la solution de concanavaline A (& 10 mg/
ml dans le tampon de pH 8,7) (figure T1). En fait, la guantité de concanavaline A
a inclure dans le gel a été déterminée\expérimentalement en utilisant des guanti-
tés croissantes comme cela a été décrit par KERCKAERT et coll (106 ). Le puits

de dépdt est ménagé dans 1l'agarose éontenant la concanavaline A (figure T1). La
durée de 1'affinoélectrophorése doit étre un peu supérieure & celle de la premie-
re dimension de 1'immunoélectrophorése bidimensionnelle (1 h 20 au lieu de 1 h

avec un voltage de 10 volts/cm aux bords de la plaque).

Aprés cette migration, le gel recouvrant la partie doublement ha-
churée sur la figure T1 est €liminé et on coule a la place de 1l'agarose contenant
1'immunsérum spécifique. La deuxiéme dimension et la suite des opérations sont

effectuées comme pour une immunoélectrophorése bidimensionnelle ordinaire.

B TS METHODES PERMETTANT LA REVELATION D'UNE ACTIVITE ESTERASIQUE OU
D'UNE ACTIVITE INHIBITRICE ENVERS DES ENZYMES POSSEDANT UNE ACTI-
VITE ESTERASIRUE

Ces méthodes peuvent étre appligquées directement soit apreés élec-
trophorése en gel de polyacrylamide & pH 8,3 sans agent dénaturant, soit apres
électrophorése en plague de gel d'agarose a pH 8,6 aprés un lavage pendant 5 mi-
nutes dans le tampon utilisé ensuite au cours de la révélation : tampon phosphate
de sodium 0,1 M de pH 7,4 . Ces méthodes de révélation sont des adaptations de
la technique de URIEL et BERGES ( 206 ) qui permet de révéler les inhibiteurs de
trypsine et de-chymotrypsine. Ce type de révélation est également applicable a
des gels de polyacrylamide en milieu SDS aprés en avoir éliminé le SDS selon la
méthode de FILHO et De AZEVEDO MOREIRA( 53 ) ou celle de GRANELLI-PIPERNO et
REICH ( 70 ). Il faut de toute fagon vérifier au préalable que l'échantillon ana-
lysé conserve ses propriétés estérasiques ou inhibitrices en milieu SDS, ce gui

n'est pas le cas de 1l'a, Achy.

1
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Figure T1 : Schéma de la préparation d'une plague pour 1l'étude en affino-

immunoélectrophorese.

// agarose + concanavaline A
W agarose + immunsérum.
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Paur la mise en évidence de l'activité inhibitrice de l’a1Achy.
1'incubation est ‘effectuée a 37° C dans une solution de chymotrypsine bovine
(SIGMA, type VII) & 2 mg/100 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 7,4
pendant 1/2 heure pour le gel d'agarose et 1 heure pour le gel de polyacrylamide.
Le gel est ensuite rincé dans le tampon de pH 7,4 puis la révélation de 1l'acti-
vité estérasique est effectuée de la fagon suivante : le gel est placé pendant
40 minutes a température du laboratoire dans le mélange préparé extemporanément

de :

la solution a 10 mg de N-acétyl-DL-phénylalanine- B-naphtyl
ester (SIGMA) + 4 ml de N,N diméthyl formamide

(SIGMA)

et de la solution b

50 mg de o-Dianisidine tetrazotée (SIGMA)
+ 90 ml de tampon de pH 7.4.

Les constituants possédant une activité inhibitrice vis-a-vis de
la chymotrypsine apparaissent sous la forme de "spots” transparents sur un fond

rose.

L'activité estérasique de constituants est mise en évidence en
plagant la plaque d'électrophorése dans le méme mélange des solutions a et b,
sans avoir fait subir au gel 1'étape d'incubation dans la solution de chymotryp-
sine. Les constituants possédant une activité estérasique apparaissent sous for-
me de spots roses sur un fond transparent. Pour stopper la réaction, la plaque de
gel est placée dans de l'acide acétique 38 2 %. Une plaque d’agarose révélée de
cette fagon est ensuite séchée aprés avoir été recouverte d'une épaisseur de pa-
pier filtre. Un gel de polyacrylamide est par contre conservé en sac plastique

soudé.

it e REDUCTION ET ALKYLATION DES GROUPEMENTS SULFHYDRYLE.

Nous avons choisi 1'aminoéthylation comme méthode d'alkylation des

groupements sulfhydryl de 1'a,Achy. La technique utilisée est dérivée de celle de

SCHWARTZ et coll ( 181). L'élape de réduction est modifiée de la fagon suivante :
la solution de chlorhydrate de guanidine 6 M a été remplacée par une solution d'u-
rée 8 M (préalablement désionisée sur résine BIORAD AG 11 A 8) tamponnée & pH 8,1

par du Tris 0,2 M. La réduction et 1l'alkylation sont effectuées sous azote, a l'a-

bri de la lumiére et sous agitation magnétique.
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10—7 mole d'a1Achy (soit 5,8 mg) est reprise par 5,8 ml de la
solution d'urée 8 M tamponnée. Un excés molaire de dithiothréitol de 40 fois par
rapport au nombre de ponts disulfure, calculé & partir de la composition en aci-
des aminés, est ajouté, soit 8 x 10-8 mole, puisque apreés oxydation performique,

la préparation contiendrait environ 1 % d'acide cystéique, donc au maximum 2

ponts disulfure par molécule.

La réduction s'effectue pendant 4 heures & température du labo-
ratoire. Le pH de la solution est alors ajusté & 8,8 par addition de NaOH 1 M,puis an
ajoute un exceés d'Amincéthyl 8 (PIERCE) de 25 fois par rapport & la quantité to-
tale de SH présente dans le milieu réactionnel, soit 4 x 10‘7 mole pour les
SH de la protéine et 16 x ‘10_8 mole de SH pour le dithiothréitol : on ajoute
donec 4,1 x 'IO-4 mole , soit 109 mg d’Aminoéthyl 8 dissous dans du méthanol. Le
réactif est ajouté en 2 fois et la réaction est suivie en dosant les SH libres
par la méthode au DTNB (réactif d'ELLMAN ( 56 J)). Au bout de 2 heures, 1'alky-

lation est compléte. Le mélange est ajusté a pH 5,5 avec de 1l'acide acétigue et

dialysé ensuite pendant 8 jours contre de l'acide acétique 0,005 M puis lyophi-

lisé.

I = DOSAGE DE L'ACTIVITE ESTERASIQUE DE LA CHYMOTRYPSINE, DE LA
CATHEPSINE G ET DE L'ELASTASE LEUCOCYTAIRE PAR METHODE SPECTRO-
PHOTOMETRIQUE.

Le principe du dosage est la mesure & 410 nm de la libération de
paranitroaniline en fonction du temps & partir d'un substrat chromogénique syn-
thétique hydrolysé par 1l'enzyme. Le dosage est effectué & l'aide d'un spectro-

photometre UVIKON (KONTRON) dont le compartiment & cuves est thermostaté a 25° C.

IF = = A Dosage de l'activité de la chymotrypsine et de la cathepsine G (144)

Le tampon utilisé pour le dosage est le tampon Hepes 0,1 M de

\S

pH 7,5, NaCl 0,5 M, 9 % DMSO? Le substrat utilisé est le Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
NA. Il est dissous dans le DMSO, le volume utilisé par dosage est de 10 ul. La
concentration finale en substrat est 10_3 M pour le dosage de la cathepsine G et

10—4 M pour le dosage de la chymotrypsine.

*DMSO : diméthylsulfoxyde.
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La concentration finale en enzyme est de l'ordre de 3 & 4 x 10_7M

pour la cathepsine G et de 1 a 2 x 10-8 M pour la chymotrypsine ; le volume final

dans la cuve est de 1 ml.

Rees 87102 Dosage de l'activité de 1'élastase leucocytaire (19 ) .

-

Le tampon utilisé pour le dosage est le tampon Tris 0,05 M, NaCl
0,5 M de pH 8,0. Le substrat utilisé est le Suc-Ala-Ala-Ala-p-NA dissous dans le
*¥NMP . Le volume utilisé pour le dosage est de 10 ul. La concentration finale en
substrat est égale a 10-3 M. La concentration finale en enzyme est de l'ordre de

3 a4 x 10—7 M. Le volume final dans la cuve est également de 1 ml.

Lors des expériences d'inhibition d'un enzyme par un inhibiteur,
1'activité enzymatique résiduelle est exprimée en pourcentage de 1l'activité d'une
solution d'enzyme de méme concentration a laquelle 1'inhibiteur n'a pas été ajouté

et qui est doséedans les mémes conditions.

¥ NMP : N-méthylpyrrolidone-—2
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