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INTRODUCTTION




Dans de nombreuses affections . lg réle pathogéns des protgazes  est
gvident. Au niveauw pulmonaire, les élastases st en particulier 174lastase
leucocytaire jouent un réle essentiel dans 17 agression tigsulaire

conduisant & la destruction des parocis alvéolaires.

L™ qy=antiprotéase (qqAF, appelée autrefols Q-antitrypsine ) est
17antieélastase la plus anciennement connue. Son rile physiclogigue in sity
peut &tre &valud par 17étude des ligquides de lavage bronchoalvéolaire

{ LEA ).

I

Apres avoir rappelé 17intérét clinigues de cette méthode d'esplaoration,
nous avons failt le point des connaissances acquises concernant 1

san rdle au niveau de 17 appareil raspiratoire.

Mous décrirons ensuite les problémes gue nous avons rencontrés pouwr la
mizse au point de meéthodes de dosage immunclogique et enzymatique de 1704 AF
présente dans les LBEA. Les résultats obtenus par 17analyse déchantillons

rélavés dans une population de patients atteints diaffections
respiratoires ont &téd interprétés en fonction des connaiszances acguises

dans le meécanisme de survenue des diverses pneumopathies.




GENERALITES




{ LE LAVABE ERONCHOALVEOLAIRE

Il vy 50 ans,

ax

1)

moven thérapesutique

accumiilation anormales de matériel.

LEA  permet  aussl  le recueil de matérisl szlvéoclaire et [Tétude dss
populations cellulairss, normalemsnt, sssentiellement constitugss de
mACrOphages.

Celui-ci  &tait auw départ obtemnu & 17aides dun bronchoscope rigidse,

b e~ - S L -y am N - & - P —
LeA. Cette méthode s’est largement développéde dans un but diagnostigue st
= ® =% 3 o - =1 ™ 1o = o b= o R T R N &
comme moyen 4 investigation biclogigue: elle a permis une énorae  avancée
dans la comprehension du réle des systémes inflammatolre et ismunologigue

du poumon humain sain et malade avec un minimum de risgues =t peu de  geéne

powr les sujets. La sure &

volontaires en  bonne santé = cnezr des patients ayant une maladie
&

interstitielle; aucune complication majeure n

ales & thorax ouvert a généralement
presentatifs des systémes inflammatoires
et immunociogigues des structures alvéolaires.
L'utilisation de ces techniguss permet d’obtenir des matérigls suffizant
chez  des individus normaud, pouwr caractériser non seulement les types de

cellules et les constituants presents mais auszsi leur fornction.
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lLes volumes de liguides wtilisés varient largsment d'un  auteur &
17autre et ceci pourrait modifier les resultats du lavage, comme ls montre
1"¢gtude des cellules et des composants biochimigues des LEBA, récupérés

sgparément aprés injection successive de 4 échantillons de &0 ml d7eau

physiologigue dans une branche sous-segmentaire du lobe madian droit. Des
sujets normaux  ont  été volontaires pow le lavage. La numgration des
cellules chez les sujets non fumeurs et fumsurs suggére une  slution des

macirophages adhérents & la surface alveéclaire non esupliguée par la simple
dilution des échantillons. Les concentrations des protaines, das
carbohydrates, des lipides st du potassium diminuent dans les gchantillons

t

successifs, mais selon un modeie cindtique propre &

n

hague constid
Les valeurs meEsurées pour ces composants peuvent donc agtre
significativement différentes pow une petite {120 ml) ou une grandes (240

ml) guantité de liguide de lavage (19} .

1.2 COMPOSITION DES LBA

-

Le LBA recueilli chez le sujgt normal {non fumsur! sel

. .0 .
de 5 & 10.10° cellulss ( macrophages 93 & 5%, 1
polynucl2aires neutrophiles, éosinophiles et cellules basocphiles < 1% ) 2t

1 & 10 mg de protéines, représentéess eszentiellement par 17albumine.

1.2.1 Constituants cellulaires

a-Les macrophages alveclaires
Les macrophages alvéclaires font partie du systéme des phagocytes
manonucl és.
Chez 17animal, les macrophages proliférent dans 17interstitium alvéclaire
et migrent ensuite vers la surface 'épithéliale. On  présume que, chez
1"homme, ces cellules migrent & travers les jonctions #épithéliales, mais

tte migration ne zemble pas avolir &été définie de fagfon précise.




lLes macraophages alvéclaires interviennent dans la hagocoyt
] g 7

o
particulaire, au niveaw de 1arbre aédrien. Celle-ci = exsrce dans des

g,

délais rapides et fait face constamment & une agression particulaire,
infectiesuse ou non.

Les macrophages alvéolaires jousnt A 17égard des polynucl daires
activateur pour amplifier et prolonger la défense

phagocytaire. A cet effet, 1ils peuvent libérer un factew chimiotactique
1

Bien que les macrophages alvéolaires soient capables de libérer des

m

médiateurs gul pesuvent dérangsr les structures alvéclaires, ils ne le font
gque =711ls sont activés par des stimull excgenes, c'est-A-dire gue le nombre

de cellules parait un fscteuwr moins important gue leur état diactivation.

b- Les lymphooytes alvéolairses
Pes obzervations morphologiques du poumon humain noroal (39) suggérent
gue, dans les structures alveclairss, l&s lymphooytes se trouvent

ITinterstitium et sur la surface épithéliale. Il doit vy avoir un mouvemen

]

des lymphocytes du sang périphérigue et des formations lymphoides vers le
1

oo Y "

structures alvésclaires. On tend actuellement & estimer que B0 & 7

113

fu ae

lymphocytes, méme chezr le sujet normal sont des cellules T, les proportions

immunocglobulines incluant 17IgG, 1°IgM,
lymphocytes, au niveau pulmonaire, sécrdtant des Igh plutsdt gues des 1g5 ou
1

des IgM est plus importante gue dans

c- Les polynucléaires
Chez les personnes en bonne santé, les neutrophiles représentent une
petite fraction { < 1% ) de la population des cellules alvéclaires du LEA.

Les éosinophiles sont en génséral absents chez ces sujets.




Maizs, dans les poumons de certains malades, parml lesguels des patients

atteints de fibrose pulmonaire idicpathigue, les neutrophiles peuvent

s’ accumuler et induire des lésions au niveau du parenchyme alvéolaire.
Les dosinophiles participent & la réaction inflammatcire: lors des

o
pneumopathies interstitislles, peuvent libérer des médiatsurs capables

ils
dii

3

ot

tle

i

de léser aussi les ce parenchyme pulmonaire et la matrice
1

interstitie

1.2.2 Constituants solubles

Les constituants splubles présents dans le LBA  proviennsnt
gssentiellement dun processus de diffusion passive & partir des Iliguides
interstitiels ou du plasma. Cette diffusion dépend théoriguement du poids
moléculaire du constituant étudié, de la gqualité de la membrane & traverser
gt des gradients de pression 8t de concentration de chague cité de cette
membrane. In viennent de plus, le fransport actif de composants
plasmatigues et une sécrétion locals.

Lranalyse de ces constituants chez des sujets normaux a été faite par LOW
et coll {30).
a- Lipides
Le composant lipidigue principal est la phosphatidylcholine (84 % des
1

phospholipides totaux), le phasphatidylgly:ér représente 12,4 X de ¢

du

o e
derniers; on note aussli la présesnce de diphosphatidylglycérol, d

1

=]
phosphatidylinositol, d”acide phosphatidigue, de la phosphatidylsdrine et
de la phosphatidyl&thanolamine.

Les 4/5 des carbohydrates trouvés dans les LBA ont un poids
moléculaire infériewr a 10,000 daltons &t 1/5 de cette fraction correspond
au glucose libre.

c—- Composants protéinigues
Selon LOW &t coll (50, la concentration des protéines totalss est de

1 & 136 mg/l chez des sujets zains. Celles—ci proviennent essentisllement




du plasma par diffusion.

Les structures alvéclaires sont plus permgables auy protéines de faibl

i

poids moléculaire, comme la sérum albumine { 28 ) gul représentes snviron

a
0% des protéines présentes dans le LEA.

Les  immunoglobulines, IgB, IghA et IgE, sont présentes chez lz su

normal  tandis gue 171gM nlest pas détectds. On
&

guantités de plusieur
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L'antiprotéase sérique principale, e 8F, est largement présente dans
o

le LBA. Au contraire, 170y -macrogl

faible part a la protection de 17alvéole contre 1 élastase. Cher les sujsis
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normaws, 1'ogM =5t a peine détec
Flus récemment, un inhibiteur acido-stable da faible poi

d
(10,300 ) a #té isoléd du mucus bronchigque. Il est prodult directement par

-
1.2

DR )

a =

Liinterprétation des résultats des examens pratigués sur le LEA ast

conditionnée par leur mode d'expresszion. En effet, le liguide in

2 17autre: celui-ci peut &tre diminuég chez les fumeurs ou lors de dive

§
)]
il
[13]

affecticns. Il est ainsi difficile d euprimer les résultats par unité de
volume de LBA; il en est de méme si ceux-ci sont rapportés & la totalitd du
liquide récupéré. Fowr résoudre ce probléme, plusieurs soclutions ont &té

proposées.
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BAUGHMAN et coll (&) ont utilisé trés recemment le blsu de méthyléns,
que 1'on sait ne pas étre absorbé lors du lavage pulmonaire et gui  est
ajouté a faible concentration au liguide introduit; celle-gi est déterminas
dans le volume instillé puis dans le LEBA . ré; un factew de dilution du

7

liguide introduit peut ainsi é&tre calculéd.

Plus frequemment, les résultats sont exprisés sous forme d7un rapport

e

de concentration, en se ré&férant & un standard supposé rESENT
’ up

concentration constante, au niveauw alveéclaire,

m

finsi, 1 potassium & 2té proposé comme bstance ds réfdérence.

it

ﬂ}

Cependant, le dosage du potassium dans 4 chantillions recusillis

successivement lors du méme lavage, réalisé chez des sujsts sains, montre

gue la diminution de sa concentration est plus lente gue celle des autres

constituants du LBA. Ceci peut &tre expligué par la libération de potassium
1

& partir de cellules endommagees ou par sa diffusion & partir du p

La sérum-albumine a ¢&té largement acceptée comme standard pour les
autres protéines, =sa présence dans le LBA étant expliguées essentie t
par un mécanisme de diffusion passive. Cependant FICE et coll (22) ont noté
une diminution du taux d’albumine dans les LEBA de patients atteints de
mucoviscidose : celle-ci pourrait &tre en partie détruite. De méme, BELL et
coll (8) ont signalé une diminuticon de la concentration de 17albumine du
LBA sans que celle d'autres protéines de taille comparable soit affectée en

cas de pneumopathie chronigue.

Dans ces conditions, il pouwrrait étre préférable dexprimer les
t

ats en fonction de la concentration en protéines totales .

1.3 INTERET CLINIGUE

Le recueil du matériel alveclaire constitue un moyen privilégisd
g’ etude des mécanizmes biologiques de bon rniombre d”affections
respiratoires; celles—ci ont &té classées par HUNNINGHAKE et coll (39) en 4

categories.




-Les affections interstitielles,

- II -

gui forment iy graoupe

hétédrogéne de maladies chronigques du tractus respiratoire inférieur,

caractérisées par une inflammation, un

alvéolaire, et une perte des unités fonctionnesl

e .
épaississement de ia parol

- [ | [ T o
les alvéolo~capillaires.

-les maladies infectisuses, correspondant Aau troubles
chronigques et aigus dd= aux micro-organimes.
~Les maladies destructives, clest-a~dire caractériséss  par

une perte des structures alvéclaires, parmi le

~-Et les maladies neoplasiguss ,

pulmonaires primitives.

Les maladies pulmonaires interstitislles

o |
rt
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ot
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ot
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forment un group d’environ

I0  affections différcntes, chacune #tant caractérisde par une alvéolite

&
chronigue, c'est-i-dire une augmentation du nombre de cellules effectrices

inflammatoires et immunc—compétentes dans le parenchyme pulmonairs.

Chez de nombreux patients,

17alvéclite entraine un dérangement des

structwes alvéolaires, incluant une fibrose de 17interstitium adjacent.

5%ils ne sont pas contrélés, ces processus

inflammatoires st immuns  von

-

perturber la structuwe du parenchyme pulmonairs de sorte gqus les alvéoles

seront incapables dassurer les échanges gazeux. C'est pourguoi il 5

intéressant dévaluer 17alvéplite des maladies

et de comprendre les processus gqul commandent

chague maladie.

Une classification de ces affections
différentes formules cytologigues obtenues par

on distingue ainsi différents types.

+

f

pulmonairss interstitielles

la forme et 17intensite de

sut &tre basfe sur les

lavage bronchoalvéclaire et
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~-Le premier est le type lymphocytaire ., caractérise par uns

s AYBPLUZLyLalle
augmentation du powcentage des lymphocytes au-dela de 154 . Ce typ
ghservé surtout dans la sar t l=s prneuncpathies d'hvpersensibilita.
La sarcoidose, affection de loin la plus f 1 =

ine alveéolite lymphocytaire, a &té de ce fait, l1a misux sxplorés. [Test une

maladie granulomatszuse diffuse, de cause inconnue. De noobreux  organss
pauvent &tre affectés mais le tractus respiratoire infdrisur est le site le
plus fréguemment impligué avec une dvolution possible vers wune insuffisance
respiratoire grave.

L7etude cytologigus dul LEBA montre wune sugmentation =20 nombre  de
T~-lymphocvytes, alo griphdrigus est diminus.
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ant inchangés dans l2 sang.

Les T-lymphocytes activés libérent des lymphokinesz, en particulisr un
factew chimiotactique des monocytes et un facteur dactivation des
macrophages. Ces phagocyies mononucléés seront & 1'origine de la formation

des granulomes.

C
neutrophiles au-deld de 5 & 6 % { parfois bzaucoup plus élevée ).

L*alvéolite & neutrophiles caractérisze less processus  fibrogénes

fib

idiopathigues diffuses, fibroses assocides aux connectivites ou  fibrosss
familiales. Elle peut aussi s’ associsr aud stades tardifs diaffsctions
telles gque la sarcoidoze, la pneumoconicse, et 17 histicocytose X.

L7 augmentation en pourcentage des neutrophiles est  as
hypercellularite globale marguéde. Les macrophages, augmentés en nombre st
activés, produisent un facteur chimictactique attirant spécifiguement lazs
neutrophiles gui  migrent alors vers 17alvécle et libérent des enzymes,

notamment une collagénase, gqui déscrganizent ls collagene et 1Minterstitium
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pulmonaire. Cetie déscrga
collagéne par les fibroblastes stimuléds suy aussi par un factewr de

crolssance sécrété par les macrophages.

dans les prneumonies & fosinophiles st dans 17 asthme.

1.3.2 Les maladies infeclticusses
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Dans ung études sequentielle des populations ce
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riennes, TOMNEL =t

H
i}

le poumon, lors de 17évolution des pneumonies bact

i

i1

11 (77) ont montré gue les neutrophiles étaient prédominants, lors de la

o
ha Mais on n'a pas trouvé de neutrophiles dans les  poumo

LY
i

& aigu

=
at

T

=, n
teints d affections pulmonaires chronigues telles gue la tuber-

ot
a4
£
M
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[m}

uwlose. Le liguide de lavages de patients attsints de cette affection révdle

r

in

une accumulation de lymphocytes dans les structures aslvéolaires, en parti-

culier des T-lymphocytes.

Dams des cas particuliers, 17examen bactérioclogigue ou carasitologigue
: j

paut apporter une alde importante pour le diagnostic de maladies

il

infectieuses. Le LEA représenterait le meillew moven dYidentificatio

i

chez des sujets immunodéprimés, dTagents infectieuy opportuniste

ut

2

cytomégalovirus, mycobactéries, aspergillus, stc...

1.7.2 Les maladies destructives

Au cours de ces dernieérss annges, 17intdrét porté au réle des enzymas
protéolytigues et de leurs inhibiteurs dans la pathogénie de 17emphyzéme a
grandi vrapidement. Ceci provient de deux cbservations faites dans les

années &0 3
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1- La reconnaissance gue les sujsts présentant  un déficit

herdditaire en ogAF, sont prédisposds & 17 emphyséme pulmonaira.

- La démonstration gu’un enzyme protéolytigue ( papains )} est
1

i
ri
pu g
m
r4

capable de produlre des lésions semblables & celles de  17emphysés

fu niveaw du  poumon sain, les protéases sont neutralisdges pa
antiprotéaszes, presentes sn excés. Au contraire, un déséquilibre en faveur
eut expligusr la survenu de 1’ emphyséme (53) .
ie destructive intervient donc lorsgque les snzymes sont nrasents &

1
concentration supérisure & celle des inhibiteurs, de so

Les enzymes @lastolytiques ont &té particuligrement dtu
par l7'slastase au niveau pulmonaire.
c

vies neutrophiles contiennent deux protéases, actives & pH

L élastase est likérée par le neutrophile durant la phagocytose; elle est
la principale responsable de la destruction alvéclaire { esxpérimentalement,

un emphyseme peut apparaltre aprés son instillation chez 17animal .

La cathepsine 6 qui présente une activiteé chymotrypsine-like est aussi
produite par les neutrophiles. Elle ne samble cependant jouer gquun réle

mineur.

Les macrophages pourraient contenir une élaztase qui a les prop
serine-protéase. Celle-ci proviendrait du neutrophile, elle ser
par 1l'intermédiaire de récepteurs membranaires et libédrée ult
Le macrophage produit aussi une élastase gqui a les propriétés dune
métalloprotéass Ea’tﬁépendante }3 elle nfest pas stockée mals sécrétée

par les macrophages activés.
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L&quilibre lastase-antiélastass peut &tre perturbd pour plusisurs
raisons, de sorte que les #lastasss prédominent. Le taux d élastase dans le
poumon  peut augmenter, 172cran anti-élastase peut diminuer ou i1 peut ¥y
avolr une combinaison des deux facteurs., O mécanisme a 4té  récemment

3,

appligque & 4’

P

utres maladies pulmonaires. Cependant, c'est pouwr la

bronchite chronigue et 17 emphyséme qu’il est le mieux établi.



2 LES ANTIPROTEASES DU LAVAGE BRONCHOALVEOLAIRE

La présence de 17x4A&F dans le LEA a &té signalde en 1974 par

£

AY

K

"}

NOLDE et coll (&60). Celle-ci semble jouer un réle essentiel dans la

gtection de la mugueuse respiratoir

R
%

e
cet inhibiteur ssront donc rappelées dans ce travail.
Les autres inhibiteurs de s&

-
dans le LBA seront ensuite present

2.1 L O4ANTIPROTEASE

Z.1.1 FPurification de 1 o AF
Celle-ci est géndralement obtenue & partir du plasma. La separation de
1" x4 AP &t de la sérum-—albumine, gui ont un comportement assez voisin dans
di?férents protocoles de purification, est le probléme le plus difficile &
réspudre. Elle a é&té effectuée en utilisant, socit wune chromatographie
datfinitée  sur Conf-Sepharose (81}, gqui tire partie de la nature
glyvcoprotéique de 170 AP, soit une chromatographie d7affinité sur  thicl-

Sépharose (47) basge sw la présence d'un  groupesment thiol libre dans

et

17'cq AF réduite. Enfin, 17albumine peut &tre aussi absorbge selectivement
par  immunoaffinité, & l7aide d'anticorps antialbumine ou par affinite sur
]

Blue-Sépharose (78},

2.1.2 Structure de 1704AF .

C’est une glycoprotéine qui a un PM d7environ 34,000 et gui est
constituée diune seule chalne polypeptidigus. La structure primaire,
entidgrement connue {13, =st constitude par 374 reésidus d acides aminés,
avec un acide glutamigue en position MN-terminale et une lysine en position

T

C—terminale. Elle neg comporte qu’un résidu de cystéine ( en position 232



situgd & la surface de la molécule. Ce der

-
i disulfure avec le glutathion ou avec d’asutres protéines plasmatigues gquid

ont une cystéine libre st accessible.

La copule glucidigue représente 12 % du poids de la molédcule. Elle est

constitude de 3 chaines glycannigues de type N-acétyllacto

position 44, 8% et 247,

ln
...q
|...:
,:
Ew]
r
I
1)
2

L™ o AP humaine est présente chez le méme sujet sous plusisurs formes
différentes @ trois bandes principales st plusiswrs bandes minsurss
izoinhibitrices sont Sépardgss &n ispelectrofocalisation. Cette

microhetérogéneitéd a eté expliguée dabord par la différence dans le

contenu d acide sialigue des chaines glycanniques. Cependant, un traitement
1

de 17 &4 AP par la neuwraminidase naltére pas de +agon substantielle le

éma des bandes sur les gels d'iscélectrofocalisation sauf pour le

oot
i

acer vers les points izcélectrigues les plus hauts,
La structure glycannigue des trois bandes principales a étg déterminéds par
VAUGHAN et coll  (Bl). Chacune des trois bandes contient trois thaines

glycanniques de type N-acétyllactosaminigue, mais l7une de ces bande

ui

comporte trois chalnes biantenndges ( iscforme I 3, 1

o

1
|
|
i
|

biantennées et une chaline triantennée ( iscforme 11 ) et la troisiéme, une
chaine biantennée et deux chaines triantennges ( iscforme III ).

Le powcentage de ces différentes formes ¢ I, II, III ) est relativems

constant chesz des sujests gains, dans des -rapartians S 4, 1
espectivement. Un changement margué survient dans le cas une inflammation
aver une augmentation des isoformes I1 et I1I, contesnant des chalinszs

glycannigues triantenndes.

2.1.2 Folymorphisme de 17wy AF

Rarns la population générale, d'un sujet & 17autre, les formes diogsP
suvent étre différentes. Le polymorphisme génstigue est edprimé par le
systeéme Pi( protéase-inhibiteur ), représenté par le locus Pi oulti-alléli-

gue & transmission autosomigue co-dominante. ‘lus de 20 allales différents

- 17 -

deuxisme, deux chaines
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ant  &té mis en évidencey ils ont été nommés par des latires, suivant leur

mobilité électrophordtique en isodlectrofocalisation (79). Canv

ment, 1%alleles le plus courant avant wune mobilit

mediaire est appelé M. Des alléles plus rapides (F), plus lents {3} et p
lents encaore (2) ont 4té découverts.

Les szujets portant le phénotype le plus courant M, homozygotes MM, ont une

concentration en o4AF de 17ardre de deux grammes par litre de plasma.

D7 autres alleéles, ne conduisant pas & ume diminution de la concentration
plasmatique de 170¢AF, ont été decrits et désignés par diverses lesttres de

alphahet an fonction de lew rapidité de migration en isocdélectrofocalisa-

tion. Les plus fréguents sont représentés par lss lettres F, I, ¥V st szont

transmis a 17&tat homozygote { FF )} ou hétérozygote { FM Y, (0 IM ) ou { MV )

Suelgues alleles donnent des phénctypes caracterisdés par une diminution de

la concentration plasmatigue de 170qAF, par exemple FiZ et PiS.

Les zsujets de phénotype 2, homozygotes ZZ, ont une concentration inférisure

"'I
J i
f—
ii]

a 200 mg par litre de plasma. Cette protéine 7 diffare de la M pa
d

L4

s

)
e

2y G}L —lys ). Sa fréguence

[
04

substitution d'un seul acide aming | ans

e 1 4.

[

population europeenne est de l7ordre
La protéine 5 différe aussi de la M par la substitution d'un acide aminé
{ 2464, Glu——sVal ). Ba concentration dans le plasma est d'envireon 1,2 g/1,
sa frequence est de l'ordre de & % .

La substitution de 17acide glutamigue de ces variants implique une migra-

tion en iscélectrofocalisation plus lente que celle de Fi MM,

2.1.4 Biosynthése et seécrétion de 170 AP

La structure moléculaire du gazne chromosomal codant pouwr 17 o AP est
montrée dans la figure 1 @ le géne est formé de 10,000 paires de bases,

reparties en S exons, séparés par 4 introns.

l.a biogsynthése de 1'w AF a &téd étudiée par plusieurs auteurs ¢ 13,28,
30,31,82 ) le mRNA correspondant & 17 xAF a3 été isolé par les méthodes

conventionnelles ( immunoprécipitation des polysomes ). Sa traduction dans
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Figure 1

Hind 111

EcoR |

[uag]

1 v v
B D
%
GAG
Jo 2.4
Hind 111
Xba | Xba I
EcoR. |

Les régions codant l'exon sont représentées en hachures, et les introns par des blancs.

L'orientation horizontale 5'-—p 3' du géne est montrée par la fléche au dessus du géne.

Les positions relatives du codon de départ AUG et du codon de terminaison UAA du géne

sont aussi montrées.

La localisation du site de mutation impliquée dans la déficience Pi z est indiquée par le

codont triplet GAG et la fléche montre sa position relative dans l'exon V.

)

- 6I -
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une  culture primaire d'hépatooyies de rat a mis en évidence un  précurssur

b

de  17oufF gui présentes, en position M-terminale, un peptide signal de 24

résidus d acides aminés. La séguence de ce peptide, mantre classiguement

o~

e richesse particuliédre en acides aminés hydrophobes.

Un preécurseur intracellulaire nouvellement synthétisd, de FM 47.000 estimé

par electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de 2DE, peut &tre
gpatocytes par imnunoprécipitation. Il est  déglycosylée par

1 Endcr-ﬁ-ﬁ—a cétylglucosaminidase H, les chaines cligosacharridigues sont

donc de type oligomannosidigue.

Une deuxigme forme de 17ocqAF peut gire iscléde. Elle présente un M de

34,000 et elle n"est pas sensible & 1°endoglycosidase H. Far contre, elle

est modifide par la neuraminidase; elle est marguée, aprés  incubation

i

2

réalable en présence du galactose [3 ] . Ces reésultats montrent gue cette

forme, gqui prasente des chalines glycannigues de type N-acétyllactoszaminigue
zialylées, correspond & 170GAP sécrétée.

En presence de ?“n;hamycineﬁ qui blogue la glycosylation de la protéine dés
sa premisre etape, une XiAF, de FM apparent 41.000, a étd trouvée dans les

cellules et dans le milisuw extracellulaire.

La différence de PM entre 4 AF glycosylée ( 54.000 ) st non glycosylée, est

de 13,000, ce gui représente 24 % , soit deux fois plus que l& pourcentage
de sucres présent dans 1704 AP, Cette discordance ssrait dus  aux  aerrsurs
possibles dans la détermination du FM des glvcoprotéines par glectrophorase
en gel de polyacrvlamide-SDE.

Chez: les s=sujets FiZ, la déficience sn MAF st dus au mangue de
secretion de 172AF gul s accumule dans le foie, vraisemblablement au
niveau du réticulum endoplasmigue (23).

On a pensé tout dabord gque cette o AF différe de 176aAF M par za  tensu

=

plus faible en acide sialigue, par déficience en sialyl-transférase
(25,7%). D autres chercheurs (13) suggérent gque la molécule I, accumulée
dans le fole, présente des chainss glycanniques de type oligomannosidique,

gui n'ont pas subi le processus de maturation habituel.
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Lranalyse cristallographigque des inhibiteurs & mis en  évidence un2

conformation ez sites actifs telle gue ceux-ci preésentent une analogie
F

avec le substrat; les protéases peuvent donc interagis
t
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comme aver les substra

Le mécanisme diinhibition impligue un freinage tres intense de la
reaction, probablement au niveau de 1Tintermadiaire t

est ainsi génd stériguemsnt, un complexe équimolaire =sst formd. s darnier

réziste & la dissociati

a

n par des agents denaturants tels gue le 2DS  ou
1'uree. Ceci impligue gu'il y a formation d'une liaison covalente entre
a

1"inhibiteur et 1

Le site réactif de 1°0q6F est centré sur un résidu mdthionine en

-

position 358, la liaison peptidigus liant ce dernier 4 la sérine 337 se
=)

trouve entouree par le site actif de la protéase puis lentement hydrolysée.
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Le mécanisme de 1'intsraction de toutes les sérine-protéas

est zemblable. A chague fois, un petit peptide de 24 A4 &s

gst par la suite inactivée.
&

lLe schéma suivant ré

i
»

J BT yme
£t e
tij ¢ ipnibiteur
r bl
Bl 2 complade covalent non modifiéd
- -
%
LEI, : complere covalent modifié
f <
{I) # inhibiteur non fonctionnel

Les resultats obtenus par MOROI et coll (54 dans 17étude de
‘.
1interactio entre 1° X4aF et la tryvpsing permettent d7illustrer ce

mecanisme d’interaction.

Aprés incubation de 17o4AF purifisge avec 15}3—tFVﬁSine dans un rapport
molaire I/E de 1/Z, pendant 10 minutes & Z7°C, uns é&lectropho

rese
polyacrylamide—aDS parmet de visualiser guatre bandes différentes.

- Urne bande de PM infériewr & 10.000 correspond au neptide
; H

C-terminal, provenant de 1 hydrolyse de 17204F par la trypsine.

Une bande de FM 48.000 correspond & 1Vinhibiteuwr modifid

et inactive par protéclyse limitéde.

- Une troisiéme bande présente la mobilité de 170G AF native

{ PM 54,000 ).

- Une bande de PM 74.000 correspond au complexe formé par
17inhibiteur partiellement hydrolysé, 1ié stoechiométriguement & la tryp-—

sine bovine. Il est stable en milieu 5D5; ceci permet d’affirmer que 1la

liaison enzyme-inhibiteur est de nature covalents,
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: L A o o T e o K o g gy oy o - fr e e - oo 5
La dissociation du complase par 'hyvdrarine, conduit & deux consti-
tuants, le premisr de PM 48.000 gui est 17inhibitew dégradé, le zecond a

T = : e g 35 31 oy 3 U
un P 23,000, i1 correspond & la frypsine.

En présence d'oxydants chimigues ocu biologigues, c©es résidus de
methionine suvent s oxvyder en méthionine sulfouyds, treés polairs,
} Y GE, B 1

moditiant ainsi 17interaction entre 1°w¢AF et les protéases.

La k ass entre 17inhibitewr owydé par la N-chlorosuccinimide et 1l enzvms
1

-7 -1 -1 RN S | - 24
pancreatique  bovine et de 107 M sec & 107 M sec' pouwr 17#lastase lsuco-
cytaire humaine (79). Four la plupart des sérine-protéases , 17affi-
"1 dé est diminudge fortemsnt, sauf

peut former des ions hypochlorites oxydant la méthionine {(fig. 2 ).

L'gtude du role de 176 AF dans la protection du parenchyme pulmonaire
e

paut &t

=

abordee par celle des sécrétions bronchigues supectorgss ou

mieux, par celle du LEA.

b

La concentration de cet inhibiteur dans le LBA des sujets normaun &
gté déterminde (Z4) par immunodiffusion radiale et  &lectroimmunodiffusion
{ LAURELL ) en utilisant un antisérum monospécifigue anti o AF. Elle est de

17ordre de 51 £ 10 pg/mg d'albumine chez les sujets normau.
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a- Deéticit congeénital en OGAF

Les patientz prssentant une deficience congénitale en X4 AP, par
exemple les sujets Pil, ont une concentration &
LEA, de lordre de 11 %+ 2 Fg!mg d albumine (24) soit 5 fois moins gue les

sujets normaut.

Liouydation de la mé&thionine conduit & une perte dactivite

inhibitrice de 17 4lastase leucocytaire.

ROSENEBERG et coll {461} ont récemment produit, grace & des cultures de
levure, un mutant d'audF dans lsguel la méthionine

remplacés par une valine. La plus grande stabilité de ce composg gui
pourrait étre préparé en guantité importante, est susceptible de faciliter

le traitement proposé.

b~ D&ficit fonctiornel de 17X4F

Lactivité fonctionnelle de 174 AP du LBA peut étre dosée en oresence
de diverses protéases : le plus souvent, 17élastase lesucocytaire humaine ocu
1°&lastase pancréatique de Porc sont utilisdes. LTactivité élaatasiqu;
résiduelle est détesrminge en utilisant soit un substrat chromogénigque tel
le N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanyl-paranitroanilide { Buc-( Ala )z —

pNA ), scit une #lastine inscluble.

Le rapport inhibiteur fonctiannel / inhibitsur total ,  dosé
immunologiguement dans le LEBA des sujets sains non fumeurs est tras
discuté., Il serait de 17ordre de | pour certains (14,25) ;3 cela impligqus
que 1°oyAF est totalement active. Pour diautres (11,73), le rapport =&
inférieur &4 1, d'olt 1’esxistence dun certain pourcentage d'inhibiteur non

fonctionnel dans ls LEBA diindividus normaux.
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g interfére, soit directement apa

en oxydant la méthionine site acti en m&thionine

t indirectement, en stimulant les monocytes et les macrophages

i produisent des agents oxydants et jouent ainsi un réle dansg
locale de 170uAF (41). Ce fait powrait expliguer au moins
fréguence accrue de 17 emphyséme et des bronchopneumopathies

z les fumsurs.
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Differents mecanismes physiologigues ont &té décrits gui permetiraient

de s'opposer & 1 action nocive des owydants.

Récemment, JANOFF {(41) a suggéré gque la cérulecplasmine { protéine plasma
&

gue transportant le culvre ) présente dans le LBA est susc

.

pou

i

-

unt role de protection vis-a-vis des agents ox
t

ad
coll {(2) ont montré gu’un enzyme purifi

sulfoxide-reductase, est capable de réactiver in vitro 17 aq AP oxy
+ 4 ;

1 3 Wy g L R - A - e o - - - | R P—
chimiguemaent., Un snzyme similaire a ete caractérisd dans les homogsnat

poumon humain {(41).

Selon ABEOLD (1) il n'y awralt pas de différence dans 17acti:

nhibitrice de 1704AF entre non fumeurs st fumeurs lorsgu ces derni
2

s’ abstiennent de fumer pendant 8 heures, avani d'effectu

{]

serait did & la reduction de 17sqAF gui  retrouv

[ e

e}

diactiviteé de 17 6F, rapportges chez les fumsurs.

=) =
nhibitrice pendant le temps écould depuis la derniére prise de cigarette.

e 5:\i_tELd ouriral L EniJlJ. [RE=]) n (=) tlE 185 dl—“‘:D! dances dangs i&s 1y

La diminution de la fonction inhibitrice de 170 AF peut  aussi

gtre expliguée par 17 action des protéases présentss au nivesau pulmonaire

En effet, 1'glectrophorése en gel de polvacrylamide en présence de
L

suivie d'un transfert sur papier de nitrocellulose, du

atteints de bronchite chronigue permet de mettre en évidence, aprés révéla-

tion par immunoglobulines monospécifigues, trois formes diffgrentes de

1" X AF 2 une forme native ayant un FM de 54.000, une forme dégradée o
b4

47.000 =t une forme complexée & un enzyme gqul pourrait &tre ]

leucocytaire de FM BEZ.000. Les deux derniégres formss ne sont pas foncti
nelles mais sont prises en compte lors du dosage immunoclogigue.

I1 #iste dans les poumcns plusisurs sources de probéasses

pourralient  agir sur 17 AP alveéolaire: 17élastase leucocvytaire a




17 AR, Ainsi, 7

culture de FPseudomonas dune activité #lastasi

1704 AP,

Z.2 LES AUTRES ANTIELASTASES DU POUMON

Farmi les agents protecteurs de 17élasti

" Xxq AP, plusieurs inhibitesuwrs de faible PM =t
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g retrouvés notamment  dans
o, de =, - - - o e -
t de Qc.tlé’nt: atteints oo

glastase dont 17une est une

pas inhibés par 17agAF gui,

rne pulmonaire et, a cote de

un inhibitewr de FPM plus

lvéonlaire.

OHLESON et coll (57) ont isolé dez séc

inhibitew acido-stable de PM 10,500, Ils 17ont appelsd "antileucoprotéase”.
Ce dernier inhibe 1°&lastase, la cathepsine § ( les deus sont diorigine
leucocytaire )}, la trypsine et la chymotrypsine, mais il n'a aucune action
sur 1 élastase pancréatigue. Il est synthétisé localement par les cellulss

sereuses de la mugueuse du tractus respiratoire
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HOCHSTRASEER =t coll (37) ont trouveé deur inhibiteswrs de protdases
acido-stables. Tous deux sont de taille voisine, FM 11.000, UMun, appelé
BEI-E, inhibe l'#lastase pancréatique de Forc st 17zlastaze leucocoyiairs

. 1

WAECHTER st HOCHETRASEER (B4) ont étudid en détsil la structure des

inhibiteuws HI-30 st HI-14. Ce dernier est formé d'une chaline polypeptidi-
que qul comporte & pmntg disulfures intrachaines; il
domaines de type KUNITZ, stabilis#s chacun par 7 ponts disulfures.

- Un domaine HI-BE, correspondant & un peptide glucosaming,
inhibe seulement 17 é&lastase leucocytaire.

- Un domaine C~terminal HI-E inhibe la trypsine et 1a

.
chymotrynsing {(5).

HI-30 différe de HI-I4 par un peptide N-terminal comportan uns
structure glycannigue, Ce dernisr peut &tr !

trypsique. HI-Z0 présente une réaction immuno
o-trypsine inhibitewr ( ITI ).

Cette antiprotéase du plasma n2 sembls jousr dans ce milisu guiun réls

mineur, en raison de sa faible tenewr ( 300 & 300 mgsl ) et de  sa
specificitéd restreinte {(584). Cependant, 17ITI jousrait un réle important

comme proinhibiteur, capable de libérer des fragments de petite taillse.

Ceux-ci diffuseraient dans différents milieuwr et notamment sur le
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GIRARD

ronchigu

par  OHLSSCN;
RAE

HOCHET

differe par
antigeénigus avec ITI { table

El
FUEFFERS &t BROMKE {43) ont

protéases & partir des sécrétions
g9

ugs ségarées par &lectro
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{ PM  respectid 156,000, 12,600 et 4.500 )} avant la méme réactivite

immunclogique. Lsur cor

Tyr e&n position MN-terminale.
KUEPFERS et EBROMEE ont aussi mis en évidence deux autres inhibiteurs:
TPun de PM &4.000 ( A 3, 17autre de FPM 20,000 { 411 ). Ces deux inhibi-
teurs presentent un caractére acide et paraissent  imnunclogigusment  en
lation avec ITI ( l7inhibitew AIl provient de Al probablement par pro-

re
téclyse ). Al correspondrait peut &tre & HI-I0 et AIT A HI-14.

Les differentes antiprotéases ainsi caractérisées par HUEFPERES et EBROMEE
inhibent la trypsine, la chymotrvpsine et 17élastase leucocytaire mais sont
¥ ¥
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LPexamen de ces diffdrents résultats montre gu’il exists encore de
nombreuses incertitudes, certaines geuvent sans doute s’ sxpliguer par les
différences de méthodologies utilisges.
ln accord semble cependant se faire sur la présence dans le poumon, & cota
de 1°cqAP, d7un inhibiteur sécrétoire de caractére basigue et dun  autre

1

qui preésenteralt une parentd immunclogigue avec |



TABLEAU I : Les inhibiteurs de faible PM

BSI-L : Bronchial secretion inhibitor with activity against pancrea-
tic and leucocyte elastase.

BSI-TE :Bronchial secretion inhibitor with activity against trypsin,

chymotrypsin, elastase and cathepsin G from human polymorpho-
nuclear leucocytes.

HI-30 : Human inhibitor with Mr 30.000.
HI-14 : b " 14.000¢
HUSI-I: Human seminal plasma inhibitor.

BMPI : Bronchial mucus proteinase inhibitor.
Al ¢ Acid protease inhibitor

Al : " " "

Br I : bronchial inbibitor.

ITI : Inter ¢ trypsin inhibitor.

. : HOCHSTRASSER : DHLSON  : STOCKLEY :  GIRARD
Auteurs G S R 57 s 73y (29)
MNomenc-: : : : ~ :
lgture:BSI“E :BEI-TE HUSI-1 H BMFI : br
FMi11.000:11.000 & 10.500 :  18.500 i  19.500
Trypsine : - : + : + : + :
Chymo- : : : : :
Trypsine 1 - 1 oo + : :
ELH & + : + + : + : +
EFP : + 3 - 3 - : - : -
réaction : : : :
immuno— @ : : : 5
croisee acec : : : s
171 : : - : - : - f -

Trypsine : trypsine pancréatique de Porc;

Chymotrypsine pancréatique de Porc:

ELH : élastase leucocytaire humpaine;

EPP : élastase pancréatique de Porc.

: HOCHSTRAGSER @ EUEFFERS :
;] (38 : (45) :
g HI-Z0 @ HI-14 ¢+ AT @ A 11 : E
: : : : 116,000
30,0003 14.000:54,.000: 20,0002 12, 600:
: : H : : A.3500:
t : : : : :
: + : + H +oo + o +
: + : + : + + 1 + ot
tfaihlie : + H + o +
: + : - : + 2 + -
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Z.2.2 Leur réle physiclogigus

k=T d s : : By . S o : . TS e b LG -
neuatraligation de 17 xAF du LBA par des  immunoglobulines monospscifiques

= H,  enoun seul pic dont ls volume d7élution

corespond a2 celul de 17a&4AF. De plus, par immunoelectrophorédse du LBA =0

présence d'un  anticorps monospécifigue, 1Minhibitsuwr bronchigues (IR
n'est retrouvéd qguwen faible guantits.

L¥ensemble de ces &léments tend ainsi & affirasr le  réle

prepondérant  de 17 0GaF au sein de 17alvésle pulmonaire.

D?autres resultats, cependant, ne zont pas en accord avec cette
k : [l

notion. Ainsi TEGMNER (7&) a montré, en 1978, par d immunodiffusion

a
U}
n
(i)
m
m
ol

la

w

i
[

niveaw gue l17inhibiteuwr complexé A 17élastaze leucocvtaire. Liinhibiteur
natif représente BS ¥ de I
1activité inhibitrice disponible pour protéger le poumon vis—-a-viz ds

i élastase leucocytaire.

BOUDIER et coll (1

1
antiélastases lewcocytaires. En effet, 17activitd antiédlastasigue du LEA

r
iy
[
[
s
rt
5
i1}
ut

) ont montre gu’a cdté de 170gAF, 11 sxis
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des  sujets normaux  esst trés sup
1"&lastase leucocytalrs humaines

Forc. Cette derniére est imhibéde

leucocytaire humaine peut gtre i

acido-stables gui sont donc prése

- » [} K - ~ T ) - - ,

celle de 17¢AF dans les LEA de patients attsints de bronchite chronigus,
I o I N — i A N e e = R N - PR

a ‘1Taide d'antisérums monocspecifigues. Ces autsws frouvent &galement un
P - L — =g ¥ RIS i, BT mm g o e .

rapport molaire moyven BMPI /X4 AR de 1'ordre de 5,7Y mals avec une gamme de

valewrs tres large ( 1,84 - 19,91 ).
sactiviteg antidlastasigue a £te detesrminds en utilisant
1'&lastase leucocytalre humaine purifis
Forc. La capacite inhibitrice de 1°o¢&F du LEA varie selon lss patients st
représente enviran S % de la capacité inhibit
leuwcocytaire humaine. Ces résultats démontrent wne trés grande isportance
L

de 17inhibiteur EBMFI dans le

Szlon STOCELEY, ces reésul
réle joud par 1°IB dans les alvéol
d'une guantité variable de mucus dans le LBA. Ce mucus grovient du trachtus
respiratoire supérisur o0 17inhibifew bronchigue est séocrstd  en
quantite. L' auteu #pligue ainsi par cette hypothése les résultats o
par BOUDIER ches les sujets sains .

Ceux-ci restent cependant difficiles & réconcilier avec csu présentés

t
m

par  GADER. Ssulss des studes uwltédrisures permetitront de mieux précisar 1
rale respectif de 1704 AF et des inhibiteurs acido-stables au sein de 17al-

viéole pulmonaire .

-
-3

« 3. Lixgemacroglobuline

L'cx¢gM est une protéase du sérum, de FM trés glevé 720,000, La
molécule est constituéde par 17 azsemblage de 4 sous—upités qui ont des

propriégtés immunoclogioues et eélectrophorétigues identigues. Le [étramére
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peut &tre dissocié =n dsuy partiss par dénaturation par 1
sement du pH ow par le

chacun de deux sous-unités relides entre elles par des ponts disulfur
La re&duction douce, avec ou sans dénaturation, aboutit 4 la dissociation du

=
tgtramére en ses 4 sous-unités de PM 185,000,

La taille de 17 M lul interdit de diffuser & travers less structures
alveolaires, par conségquent son rdle de protection antidlastasique est

mineur dans les poumons. Elle représents moins de | X de la capacité

Dans 1°#tat actuel des connaissances, on ignore le mécanisme de la
presence d'agM & ce niveau : diffusion depuis le sérum ou séorétion des
fibroblastes pulmonaires et / ou des macrophages alvéolaires . Log M se

istingue des autres inhibiteurs de protdases, par sa largs Epéci%icité.
Elle réagit avec des protéasess faisant partie de chacune des 4 classes

catalytigues { carboxyl-, thicl-, sérine— et métallo-protéases ).
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1.1 INTRODUCTION

d*antigénes. Oes méthedes o
protéines plasmatigues. Ell

La réaction d'un fAg avec

d’un agreégat macromoléculai

en preésence de guantités croi
d'anticorgs correspondant pré

1 - L. S R
ToLAa piremlereg Ccorrespong

h

- La deusiéme : zon

mation des complexes gui san

par de nombreuses aclécules

precipité aveo réapparition

1 e
re. L7etude de la guantite de précipitéd
=] t

a
des Ag sont saturés par des molecules d°Ac en excés, la guantité de
f e

e dequivalence, correspond auw maximun d
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t capables de donmer un réseau tridimensionnel
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1.2 DIFFERENTES TECHNIRUES UTILISEES

Trois groupes de dosages immunochimigues peuvent &tre distingués

- Les méthodes snom
- Les
immunoenzymatigue

~ Les méthodes en m

m&thodes avec

ilieu galifia.
margusurs { radio-immunologigues,
5, immunofluorescentes ).,

ilien liguide.
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dadus 1oL ED

Elles correspondent

=t & 1'glectroimmunodiffusion ¢ EID J de LAURELL {4&). Elles sont fondédes

HEE & o = [ . N ma i mm 1 - e - A7 £ Lt e

- LL7IBR est baszées sur une ;T?J.gf'::ltluﬂ libie de 1 miges AR &z una it tUsLIon

I N - . - - ] . - .y -
radiale suffizante et gquand on arrive & la zone d'éguivalence, on obtient

Ag e=st  accélérds par un champg

électrigue. Guand le complexe atteint son point dYeqguivalence, il préci-
pite a2t s'immobilise dans le gel. UL aspect obtenu évogue celui dlune fusge
d'ct la terminologie anglo-saxonne de Rocket,

1.2.2 Les méthodes avec marquaurs

Elles wutilisent =soit des isotopes radicactifs, soit des margueurs
enzymatigues ou fluorescents. Elles sont souvent basdes sur la compétition
entre 17antigéne froid ( protéine & doser ) et 17antigéne wmarguéd, prészent
en quantite connue, incubds simultandmsnt sn présence de 1tanticorps

correspondant. Flus 11 existe d Ag froid dans 17échantillon, moins 17Ag
margué e +ixe; la diminution du marguags du complexe Ag-Ac =st fonction d=
c

oncentration en Ag froid.

I1 est nécessaire de séparer les fractions d'Ag marguéd libre
combing sous forme de complexe Ag~Acy ceci est réalisé par adsorption
sélective, chromatographie, &lectrophorése ou, plus récemment, par 17action
d'un  deuxieéme Ac précipitant en présence de FEG. Certaines technigues
itilisant un Ac immobilisé sur un support solide permettsnt d

-

17"exces d*Ag par un zimple lavage de la phase fiwe.




La néphélémétrie et la turbidimétrie zont des procédés analvtigues
il E

parmettant dlapprécier dans un milisu tramsparent, la concentration de

particules diffusantes; lorsguw’un rayon  lumineux  traverse le wilieu
transparent conternant des particules avant un  indice de ré&fraction
différent de celui du mileuw, la lumiégre est diffuses dans 17espace et dans

-
"imtensité de cebte diffusion est fonction de la guantite de complaxas

formes lors d'une réaction Ag-fc, & condition gu'on se ftrouve Bn exoés

lul~mé&me placd dans 1laxe du

Far contre, la néphélémétrie mesure l intensite de la lumidre diffusses
par ls milien dans une direction autre gue celle du faisceau incident: deux
diaphragmes selecticonnent les rayons disperses gul sor

n
réceptewr. Cette meéthode est plus szensible gue la turbidimétrie.

_________ > ~ / ‘l
————————— > e 2 :
_________ ; P — ~~—~—~—~€: i turbidimétrie
_________ .) |
¢ T N ____‘
néphélémétrie

A

I1 ¥y & quelgues annges, 17apparition dg petits lasers & ga:z
relativement simples et bon marcheé, a suscité la creation de plusisurs
appareils utilisant ceux-ci comme source umineuse; parmi  esux, ile
naphelometre-lazer. L7intérét des sources lasers est de donngr un faisceau
lumineux intense, monochromatique et paralléle (ce guil es difficile &

ohitenir avec une source classigue).




différentes technigues de dosage
protéines, le choix  est fonction de plusieurs

sensibilité, 17exactitude 2t 1a orécision.

La radicimmunclogie sst trés sensible, mais nédcss

lourd et colteux. Parmi le

il
o
[

]
1" électroimmuncdiffusion présentent une bonne sensi
H

darniére n'est pas adaptées au dosage de grandes sz

-5

IE5

ez méthodes, 1%immuncné

immunclogigue das

crité&res  comme ia

site un appareillage
hélométrie et

R
Bilite, wmais cette
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1.7 DUSAGE DE L 0-ANTIPROTEASE DANS LES LAVABES
ERONCHOALVEDLAIRES

1.72.1 Froblemes posds par ces dosages

La plupart des autswrs gui ont étu d & 1704 AF présente dans le LBA (11,
14,84,32,85,72 ont dosé cette dernisr
100 fois selon les cas. Celle-ci est effectude par ultrafiltration & 17aid
de membrane Millipore Cugp ou le plus souvent de membranes Amicon UMy ou UMg.

La concentration de 174 AF dans les L

Cependant, au cours de la concentration, une perte considérable en
protéines est signalées (8. Celle-ci sst vraisesbablement dus & une
adsorption sur les membranss d ultrafiltrstion. De plus, dans un autre
liguide biologigue ( urines ), certains avtews (3B,57) ont montré gus les
pertes, survenant lors de la concentration par diffédrentes aséthodes,
varient diune protéine & 17autre. Il pourrait en é&tre de méme lors de la
concentration du LBA. Lutilisation d'un facteur de correction basé sur le

osage  des protéines totales, avant et aprés concentration pourrait aussi
conduire & des srreuwrs. Une méthode de dosage de 1°XAP =zans concentration

st donc souhsitable.

L7 x4 AF pulmonaire sst mesuree en se référant & ung solution-standard
de concentration connue en GAP. L'exactitude de ces techniguss dépend
entigrement de 17identité immunclogique de la protéine o

&
1"échantillon et de celle utilisés pour préparer la gamme d°étslonnage.

STOCKLEY et coll  (&7) ont dosé par EID 17 Y4AF pure, incubde en

,..,.
h
-
-
1]
W
M
-
St

résence d"élastase leucocytaire dans différents rapports mo
nte

,_;
5
i
ot
r+
[N
i
1
i
ot
W

et pendant des temps variables. Ces deux facteurs in

"1"

I
t+
juR
W
o}
il
1]
bl

formation du complexe[ﬁ I]au couwrs de la réaction d'inhibi

=

Pl

Llon

€1
m

dégradation : ces auteurs ont constaté tout d”abord une sous-estimation

1"04AF =i le temps d°incubation est inférieuwr &4 1 heure. Cette sous-
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estimation augmente avec le rapport molaires jusguw & 0,73 puls 2lle diminue

( fig. 4 ).

Les résultats obtenus pow des tsops dincubation compris entre i
heure et & heuwres sont relativement exacts. Cependant, =i 17incubation sst
suypériewse & 6 hewes { de 24 & 48 h ), on remargue une sur-sstimation

) .

mportants de 170y AP, pouvant atteindre jusgu’& 3
mpo (Ralal

£

[l

Ceci est fonction de 1a guantité d o AP partisllement protéclysds. Cette
derniére a &té mise en évidence par électr

en presence de SDS.

Ces mémes auteurs ont essayé powr ce dosage, - antisdrums polyclonaud

specifigues diorigine différente.

lLes résultats eupérimentaus mesurant 1°ocAF aprés  incubation avec

)'[I

diffdrentes gquantitds d ' slastase leucocytaire, pend

que ces antisérums donnent tous le méme résultat pour la valeur con
{ o1 AF pure . Cependant, le dosage de 1°0¢qAF, incubéde avec 17&la
différents rapports molaires, montre gu’un antisérum donne des résultats
tré&s proches de la valeur contréle pour tous les échantillons alors gue les

2 autres conduisent & une suwrestimation pouvant atteindre 200 % { fig. & ).

Ces résultats, obtenus pour différents antisérums, montrent que le
choix de 17anticorps utilisé est d'une importance capitale pour le dosage
de 17 cqAF par electroimmunodiffusion comme par immunodiffusion radiale.

STOCKLEY et AFFORD  (4656,587) ont aussi  &tudié 17effet de certains
oxydants sur le dosage de 170 AP par EID. Ils ont constatéd gue 17addition
d’une solution d'Hy 09 n’entraine pas de changement immunologique trés
important méme si on ajoute une guantité capable d'inhiber la totalitéd de
cet inhibiteuwr. Far contre, les études faites avec ume solution de fumée da
cigarette montrent des changements dans les propriétés immunologiques de 1
protéine. En effet, en EID, desux pics de pracipitation superposés sont

observés @ un pic bien coloré dont la hauteur est plus basse que celle

L1




1501

e AT (%)
o
Q

50

”

0 0.5 190 2.0 4.0
LF/a, AT mular 1atie

F1a, 4 Quauntification of ;AT by RIEP 10 min
after addition of LE. The vertical axis is the quan-
tity expressed as a percentage of o AT alune and
the horizontal axis the functional LIi/a;AT molar
ratio, Each point is the mean of six experiments
and the har linesare t LS. (g

& AT (%)

1 L 1 H -
0 -0.5 1 2 4

LE/«, AT molar ratlo

['1G. 5 Cffect of time on the quantification of a,;AT after the addition of LE with

antibody Z567 (see the text). Lines join results of an experiment for a siven tisue,
indicated on the right. (67)
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de 1704 AF native et un autre pic faiblement colord et plus haut. Ceci est

Tk
m
+

fonction de la guantitéd de la fumége de ciga
Capendant, ABBOUD &t coll (1) dosant i
sous—estimation beaucoup plus limitees des résultas

fumeée de cigarette.

En conclusion, il nows a paru intéressant diutiliser des méthodes de

dosage - assez zensibles { telles que la neéphel emsgtrie-laser et

[11]

1"&lectroimmuncdiffusion ) powr &tre applicables auw LBA sans concentration
préalable, de maniere & eviter les risgues dierreur inhgrents a la

concentration.

D7autre part, le dosage de 1°4AF dans le LBA peut &tre inexact, en
raison de la présence de guantités plus ou moins importantes des
differentes formes d oy AF { complexée, dégradde, oxydde ) sxistant dans le

milieuw.

Dans ce cadre, nous avons cherché & déterminer la ssnsibilité des

technigques choisies & la présence de ces différentes formes.
1.7%5.2 Immunonéphélémétrie-laser

La méthodologie utilisée dérive de celles précédemment décrites pour
le dosage des protéines du sérum (B5). ( La description détaillée de la

m&thode est présentde dans 17 appendice technigue ).

a~ Standard
Un sérum—-standard Hyland, titrant 1,23 g/l d7'>xqAF, a &té dilué par du

NaCl 0,14 M afin d'ocbtenir une gamme de concentration variant entre 0,45 &

r+

16,4 mg/l d° AP, correspondant aux valewrs habituellement rencontrées dans
le LBA. Cette solution, conservée & + 4°C, reste stable pendant au moins

15 jours.




300y _300
2557
-~ 200 p—— 1200
: _ ‘/i 2456 _,;
T oob L/I-/‘ zs20 . |
,*-—-’/.—___ r QQ
g 4 . . 0
0 05 1.0 1.5 20

L¥/a, AT mular ratio

Fic.e [Effeet of different antiscra. Re<ults are | h
alter addition of LE. Fach poit represents the
mean of four experiments snd the SD bar lines are
shawn. The lines join results with each antiserum,
lahoratory cade number indicated above the Jine
on the right.  (67)
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Aquevus CS solution (ul)

Fice7  Immunological measurement of o, AT alter

the addition of cigarette smoke (CS). The vertical axis
is the value obtained for @ AT expressed as a
percentape of the pure ¢, Al alone. The horizontal axis
is the volume of smoke solution added to -7 ug of
AT, ===~ Signifies the control value; @, values
obtained from mensurement of the distinct peuks O,
from the indistinet peak. The arrow indicates the result
for n mixture equivalent o 399% inactivated a, AT (14
Lot CS udded 1o 576 ug of a,AT). (68)
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b~ Concentration en anticorps

Les dilutions dYimmun-sgrums ont #té choisies en se réfédrant  aud

12

conditions décrites pour le dosage de 1720 AF du sérum. Deux dilutionz, au

LS e L \ .

174 et au 1787, ont &té ainsi retenues. Elles sont effectudes dans un

tampon phosphate de sodium { FBEE ) 10 mM, HNall Q.14 M, pH 7.4 contenant du
P . 3 1

polvyéthyléne—glycol &000 & 40 g/1 st du Tween 20, 2 g/l. Les courbes

ohtenues sont présentées dans la figure 8 3 lsur aspect est trés voisin

2

Un LBA ayant une concentration trés &levée sn wAF a &te dilud pour
obtenir des valeuwrs de concentration allant jusgue &3,2 mgdl. Les résulta
I3

ot

obtenus sont présentés dans la figure 9 ; =1l re gue la dilutio au

t
. ame. M . .

1/8"7%de 1’anticérum permet de doser 1o AP jusgqu’ad des  concentrations

vaisines de 20 mg/l, rarement atteintes dans lss LBA. Celle-—ci a dono 2té

retenue pour la suite de notre travail.

rt

FPouwr éviter tout risgue de se situer dans 1
avons dosé  systématiguement les protéines totales dans iss  di

echantillons, par la méthode de BRADFORD {(12).

L* Y4 /P représente en moyenme 2 &4 I X de ces dernigres; ce
rapport peut montesr  jusgu’a 9 % dans certains cas. 51 le LB
une guantitéd de protgines totales supédrie
nodveau au dosage de 17X AP avec une prise d
le résultat obtenu n'est pas de moitié inférieur au premier reésultat, on

ast en excés d'Ag, il faut alors dilusr 17é&chantilion.
c- Filtration des LBA

Lors du dosage d'une protéine par néphélémétrie-laser, il est
recommandé (87) de filtrer les gchantillons donnant une valeur élevée de

blanc { supérieure & 73 % de la valeur du dosage ).
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Figure 9 : Evaluation en INL de différentes concentrations
d' O,AP obtenues par dilution d'un IBA contenant
initialement une forte concentration d'Q AP
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Dans notre cas,

gsprimés en RLS ( relative li

WLl

)

H
iy

lumineusx
plus de

avons vérifieé qu

Lans

le RLS &

gsulta

:n

1 mg/l d*ayaF )

+

a une diminutien d°
a deja ete signaléd p
FORE

NUCLE
L) A el

aucune perte.

¥ Frécision

La précision de la méthode sst évalugs

1

par a

gchantillans,

détermination de la rép
EA,

d’un méme dosés simulta

mémes série.

- par la détermination de la reprod
gtg  effectuds aussi sur 30 échantillons
différents.

Les cosfficients de variation sont de
intrasérielie et de 9,37 % pour la r
coefficients satisfaisants, compte tenu de

l1a guantite de protéine & doser.

-5I -

iron S0

gtabilité intr:

nément,

uctibilitéd inm

d’u

™~
i1

mEme

la natu




Les moyennes, &rarts-types et cogfficients de variation obtsnus

rapportés dans le tablsau II .

¥ Evaluation de 17sxactitude

- LI T - A o - o A S, L A T N - bl
En 17 absence de méthode de référence, 17'évaluation de 1
- ) - [
des ajouts dosés. Pouwr ce faire, B8 LB

wivante 1 & 430

i

ara

e

Les dchantillons zont préparégs de la man
1

LEA sont ajouteés 30 pl de NaC

. a A e . gy - - 8T
guantité d AR { standard dilug au 1/740= ou auw 172079,
Les différents powcentages de récupération sont indigués dan

tablegau III .

¥ Beuil de datection

La limite de détection est é#tablie & partir d'essais & hlanc,
dosage repeté IO fois dans une méme série, de la solution 4715 auw i

hd

ahzence dlinhibiteur. La limite de détection =st caloulde & oarti

=

e

1.3.2 Electroimmuncdiffusion

a— Description de la méthode

La concentration 2n ¥4 AF des LEA a &té é#galemsnt déterminge

r

glectroimmunodiffusion guantitative, selon la

LAURELL (48).

sgchnigue décrite

a i 3 A, ; - L -
0,14 M, additionnés ou non, d'une cert
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by

i
i
in

1"écart-type déterming sur les mesures des blancsz., Celle-ci correzpond &
/1
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L> EID & até réalisédes en gel d7agarocse a 1 % dans un tampon  véronal
G 002 M, pH 8,46 { la description de la methode sst présentée  dans
1" appendice technigue i,

Un sérum-standard Behring., ®fitrant 120 mg/l d a4 AP, est dilugd dans du
Malll 0,14 M, de maniégre a obtenir uwune gamme 2talon d7 AP allant de

1 a 15 mg/l.

Daux quantités diffarentes d"I5 EBehring anti Xq AF ont =kt
successivement essayees ( 0,3 et 0,4 pliom 1. Avec 0,4 pl/cm” on observe
la formation de fuséss bien pointuss, la hautsur das pics ast
proporticnnells & la concentration 47 QAR des sgtalons ( fig. 10 . La
guantité d’I8 utilisée =5t donc correcte. (1 mg/l d7ogAF la
guantite minimale guil donne un pic visible !.

b— Effet du milisu de dilution de 17xAF pura

A partir diune sclution d° G AF pure concentrées, dont le titre avait

2t& prealablement determing A la fois par EID et par IDR, selon la méthode

de MANCINI, nous avons procédé & deux séries de dilutiaons: d47uns part, dans

zau ou le Mall 0,14 M, dautre parit dans une solution de sérum—albumine
Ind
Rs

Cl ¢,14 M, avant de doser par EID, leas

Dans le premier cas., l&s résultats obtenus font apparaltre clairement
une  sous-sstimation voisine de 12 % de 174AF réellement présente dans
I7échantillon. Far contre, en diluant dans une solution de BA, lss pics
obtenus sont nettement plus hauts et le titre sn AP calculd ast =1
proche de la valeur attendus. Nous avons vérifid gue la 56 ne contisnt pas

d” oy AP comme contaminant.

Le méme effet de matrice a déja 4té signald pouwr le dozage de la

préalbumine (21).
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Figure 10

Dosage par électroimmunodiffusion de 1' ;AP
de différents LBA.

Volume d'échantillon déposé: 5 pl. Concentrar-
tion en ,AP de la gamme-~é&talon : 1, 2,5, 5 -
et 10 pl/ml.
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Ils sont apprzciés, CoOmm
1 1

datermination de la répstabi » de la reproductibilité
intersériselle st de 17evactitude.
Lianalyze statistique des résultats chtenus perset de constater gus
Y +
les coefficients de variation de la reproductibilite =t de la  réodtabilitsd
fod b

L'enactitude a &te évaluge par la méthode des ajouts dosés @0 a 480 p}
de LEA & analyser, on ajoute 30 Fl d une solution de 86 & 130 mg/l,

contenant ou  non, une surchargs de 4,3 mg/l d7%AF pure. Un  témoin est
effectud par melange de 430 Hl de la méme solution de BA st de 50 Fl de la

solution contenant la surcharge de 17XqAF.

Les pourcentages de récupération sont indigués dans le tableau ¥ .

L™ 04AF  est donc dosée sans concentration préalabls des LBA par EID
comme par INL. On constate gque la précision de 17EID est supérisure 34 celle
de 17INL. Par contre, les deur méthodes donnent des résultats présentant le

méme degré dexactitude, évaluéd par la méthode des ajouts dosés.

i
)
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1.4 DOSAGE DES FORMES MODIFIEES DE L’ oyAP PAR INL ET EID

La sensibilité des technigues choisies aux différentes formes dogb

&te etudiee.

f

Nous avons opéré de deux manidres différentss :

- Dans un premier temps, nous avons incubd pendant 10 minutes, une
sglution d° X¢AF pure & 1 mg/ml ( fraction active 0,535 mg/ml ) =t uns
solution de trypsine boving titrée ( active & 40 % ) dans des rapports

molaires I/E de ( 1/1 ) et ( Q0,571 ). A cette concentration d7 waF, il
; CLala

est possible de contréler la formation du complexe protéass-antiprotéass
par &lectrophoreése en gel de polyacrylamide alcalin & 10 % ( fig. 11 ).
Plugsieurs bandes de migration plus lentes gque 17 a4 AF native sont

effectivement visualisées. Celles—ci  correspondent au complese  XqAP-
trypsine, susceptible d7étre modifid progressivement par protéolysse dus &
17exces denzyme. LY immunoglectrophorése bidimensionnel

modification de la mobilité électrophorédtigus de 17 04AF en préssnce de

trygsine { fig. 12 ). Le dosage immunologigue de 17 o 6F  des différents
gchantillons a éte af tug aprés dilution de ces dernisrs { tableau VI ).
On remargue tout d'abord une sous-estimation de 174 &F dosége par EID en

fonction du rapport molaire I7E3  au contraire, les résultats de 17INL sont

zaucoup plus proches de ceux du témoin correspondant.

Four gviter les srreurs duss auy dilutions

P.,
=

&l
a
r“l"
o
2
rt
1]
1}
L
1
n

grhantillons lors de 17essal précédent, nous avons itravailld avec das
concentrations bheaucoup plus falbles en XAF;  nous avons incubd I8 mn &
température ambiante unm sérum dilud au 17100+ , dont la concentration en
hAF a eté dosée par INL, avec une solution d'&lastase pancréatigue de Porc
ou de trypsine bovine, dans des rapports molaires I/E de { 1/0,25 7,

(170,59, ( 170,75 ) et ( 1/1 ).
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Figure 11 : Etude par électrophorése en cel de polyacryl-
amide alcalin de mélanges d' (X{AP-trypsine
pancréatique de boeuf dans des rapports molai-

res différents.
dépdts : QAP native;
O AP/trypsine : 1/1;
O, AP/trypsine : 0,5/1;
trypsine.
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Figure 12 : Etude par immunoélectrophorése bidimensionnelle
de mélanges & AP-trypsine dans des rapports
molaires différents:

-IS utilisé: anti QAP

-I : O4AP/trypsine 1/1
-II: CQ,;AP/trypsine 0,5/1
-III: &AP pure.
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Dans une partie de chague #chantillon, la orotédaze szt immddiztement
inhibé&e par le PMBF ( excés 100 fois molaire par‘rappmrt & la concentration
en enzyme introduite )} @ cette fraction sert au dosags  immunologigus
{ EID et INL ). Le reste sst utilisé pour déterminer 1 activité inhibit

residuelle de 17 \4AF contre 17£lastase pancréatique de Forgcg, par la

L
f[k

technigque gul sera loppée dans le chapitre suivant. Cette activité
1

mhiibitrice diminue en fonction de la guantité de protéase ajoutds, =1

oo

gat détarminde powr contrdler 1Tapparition de formes inactives dloq AR,

immunologiguses obtenus sont reportéds sur la

r
11}
1
]
()
i
=
Yt
rv
m
pet
i
cL
1
i
[

1
1]
s

[iai}
m
i
.

figure 13 . LCeux—cl wmontrent gue la concentration de 17s &P est sous-
estimée par EID, proporticonnellement & la guantité de protdéaze ajoutéds et
donc & celle des formes non foncticnnelles de 17 o4 AF présente dans

17échantillon.

La méme constatation a &té faite par STOCHLEY 2t cooll
I

rapport molaire FE infdrieur & 17é&guivalence =t un temps d7incubation
infarieuwr ou égal & 1| heurs. En effet, ces auteurs trouvent pour un rapport
molaire AR astase leucocyitaire humaine, de 0,73/1 st un temps
d®incubation de 30 mn, une sous-estimation de l'ordre de 25 & 30 % . ans
notre  travail, pour le méne temps d®incubation et le méme

rapport molaire oy AF/trypsine bovine, ou o4AF/élastase pancréatigue de

e
n}

ro, nous constatons une sous—estimation de 1'ordre de 45 % st 57 %

raspectivement,

I1 v a donc scus—estimation quel gue soit la protéase utilisde, malis A
des degrés variables.
Au  contraire, la nepheleémétrie-laser donne dans tous les cas des

valeuwrs peu modifides: il nous semble évident gue cette technigue prészents

un  avantage sur l"glectroimmunodiffusion pour le dosage de 17 i AP totale

dans les miliesux biclogigues, ol slle peut exister sous plusisurs formes.




Ao

100 *’ * % * * A (INL)

| | o
7 \
X% o B

EID
* CEm
—t t 1 1 » o AP
0,25 0,5 0,75 I rapport molaire -i---
protéase

Figure 13 : Dosage de @ AP par INL (A) et par EID (B et C) aprés mélange a:

-A : 1'élastase pancréatique de Porc ou la trypsine
pancréatique de Boeuf)

-B : 1'élastase pancréatique de Porc;
-C : la trypsine pancréatique de Boeuf.

!
O
Ji

1
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1.5 ﬁEPtggATIDN DES DEUX TECHNIQUES AU DOSAGE DE L*04AP DANS

Four vérifier les résultats précédents, 53 échantillons de LEA ,pris
au hasard, ont &té dosés par les deux technigues. Les résul
montrent  gue, pour la plupart des échantillons, la corrdlation apparait

tizfaisante, alors gue dans les autres cas (42 % ), les points figuratifs

31}

-
=

a

"&loignent nettement de la ligne d'identité .

"

y @ valeur obtenue par la méthode immunonéphélémétrique.

a

4 1 valeuwr obtenue par la méthode d’électroimmuncdiffusio

Comme le montre 1°équation de la droite de régrassion, les valeurs
donnees par INL sont globalement supérieurss & celles obtenues par EID.
Cette discordance psut ainsi s’expliguer par la présence de formes modi-
figes de 170AP dans cetains dchantillons, celles- gtant misux prises en

compte  par l1a méthode immunonéphélémétrigue, alors guelles sont sous-—

En nous basant suwr le fait que 17 x¢qAF du plasma est  essentisllement
sous  sa forme native, nous avons voulu contrdler 17absence de  résultat
dizcordants en dosant l7inhibiteuwr dans ce milieu par les deux méthodss. La
figure 14 B montre les résultats obtenus & partir de 34 échantillons de
plasma dilués pouwr cbtenir des concentrations co

d’ o AF.

I1 est évident que, cette fois, la corrélation est satisfaisants pour

1'encemble des #chantillons.
y = 0,77 % + 0,74 fr = 0,99 )

La mise au point de la méthods de détermin at;on de 1 activite
inhibitrice de 1724AF, nous a permis de prouver ultérisurement gue 1

es
echantillons de LEBEA pour lesquels les résultats de 17INML et de 17EID




\ INL (mg/1)

30 4 M
y=1,18x+0,73
(r=0,83)

A INL (mg/1)
A y=0,99x+0,74 B
(x=0,99)

1 t t = Y 1 T »
5 10 15 20 10 15
EID (mg/l) r_ EID (mg/l)
&
Figure 14 : Corrélation entre les résultats de dosage de 1' o, AP,

obtenus par INL et EID.

A ¢
B :

dans le LBA

dans un plasma dilu
ligne d'identité (

é
y

a différentes concentrations.
X)

)

_L9..
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différent fortement, contiennent effectivemsnt un pourcentage important
d’ oy AF non formctionnelle. Une relation ewxiste entre la guantité 47 o AF
sous—estimée par EID et la guantité d'X4AF non fonctionnells présente dans

le LEA ( fig. 15 ).

1.6 CONCLUSION

L7 oy AF peut &tre dosée sans concentration préalable des LBA par EID

comnme par INL. Le dosage de cet inhibiteuwr par la premigre méthode conduit

it

4 des rasultats sous-estimés dans certains LBA. Ce fait =st di a la
gsence  de formes non fonctionnelles d7oqAF. La différence entre ces

. k3

-
résultats fournis par les deux technigques pourrait étre lide scit & 1a
t e 1"Ac utiliseé, soit & la sensibilité différente des deus méthodes

aux di rentes formes moléculaires de 174g.

En effet, HERION et coll (34) ont mis en évidence & l'aide d7Ac

monoclonauy anti—X3AF, trois déterminants antigénioues indépendant
! genig

1

sur la
molécule dY e AF. Liun dientre eux paraitv impligué dans 17interaction
entre 1"« AF et 1Menzyme. Ainsi, 17affinité de certains Ac pour 174 AF
modifies au niveau de ce déterminant pourrait étre diminuée, d°ol une sous-

estimation possible lors du dosage de 1704AF en EID.

La réponse supérisure de 17IML aux formes modifiédges de 17 od4AF peut
aussi s expliguer par la moindre sensibilité de cette méthode & la masse

mplaire de 17Ag.

Ainsi, DELACROIX et coll (20) ont mesuré les concentrations des
preparations d’ Igh monomérigue ( M )., dimérigue (D ), trimérigue ( T ) et
tétramerique (B ) et aussi d°IghA sgcrétoire ( IgAs ) par 17absorbance
specifique des protéines pures, et ils les ont compardes & celles mesurdes
immunologiguement, =1y utilisant 1"immuncnéphél émétrie (  IN ) et
17immunodiffusion radiale ( IDR ).

Aucune différance significative n’a &té trouvee antre les

concentrations données par absorbance spécifigue et IN, a&lors gue pour
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12 o .

10 4

-2

Figure 15 : x : différences entre les concentrations d'(XlAP
mesurées par INL et EID

y : concentration d' «&,AP non fonctionnelle
mesurée par la dif%érence entre la concen-
tration d' o AP totale, déterminée par INL
et d' o AP fénctionnelle, mesurée par son
activitd antiélastasique.

Les concentrations 4d' o AP sont exprimées en mg/l.
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d"autres methodes immunclogiguss, par exemple 17IDR, on constate une sous-
7 r

estimation de &3

{ TH, (@)

e méme,
constaté  une
utilisé comme stan

beaucoup moin

LPIN  samb
presents socus

17gtude de 1704

=3

o
R

8 4 et 4 espectivement pour 17Igh (D 3,

s concentrations sont obtenues sn utilisant

0

1
4

call (80 dozant l”haptu lohine ¢ Hp }a ant
g ;
a

sgus-estimation de Hpyq de 40 % par IDR guand Hpg.q est

)
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=
m
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contraire, ls dos
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74

référable powr doser les Ag succeptibles diétre

donc bien adaptée &
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Z.1 GENERALITES
2.1.1 Principe génédral du dosage de 1704 AF fonctionnelle

La determination immunclogique de la concentration en x4 8P, baséde sur
IPutilisation d’un Ac, dose un Ag, 17 oubF, guelle gque zoit za forme:
- 170 AF native, fonctionnellement active
- 17 &F plus ou moins modifide.
Le dosage de 1 activité inhibitrice révele seulement 17x¢AF fonction-

nelle. Le dosag de cette activité antiprotéasigues se dérouls en deus

m

ftapes successives 3
~ dans un premier temps, la protase est ajoutde en sxcés
i 3 X 3
aux echantillons contenant 17 inhibiteur. Il se f

“

inhibiteur non fonctionnel.

[w]

- dans un second temps, on ajoute l= substrat, la protéase
en exces hydrolyse ce dernier. La capacitéd inhibitrice de 175 AP st inver-—

sement proportionnelle a la guantité de substra

r
pt
~
=
5
o
et
~
W
i

2.1.2 Dosage de 17XAP dans le sérum

Historiguement, pour le dosage de 17w AF fonctionne séum,

ot
p—
m
[
] ]
2
Ui
-
lii]

la trypsine pancreatigue de Boeuf a &té emplovées, car =l peut &tre
obtenue plus aisément & 17état pur et dosée facilement & 1laide de
substrats synthétigues. D autres enzymes ont été également utilisés comme
la chymotrypsine, ou plus récemment, !'élastase pancrgatique de Forc, car
cette protéase, déja commercialiseée, est plus spécifigue de 1704 AF que la
rypsine. Cette derniere est aussi inhibéde par 1Minter-& —trynsine
inhibitew et par 17antithrombine III, De plus, EIETH et coll (9) ont
décrit pour l17#lastase un  substrat synthétique le N-succinyl-L-alanyl-
L-alanyl-L-alanyl-paranitrocanilide { Buc-(Alal)3-pNA ). Celui~ci présente

une bonne spécificité pour 17élastase pancreéatigue de Porc et parmet un

dosage sensible, faciliteé par le faible niveau de son hydrolyse spontange.
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2.1.% Dosage de 1'activité inhibitrice de 17ehAF dans le LEA

m
[}
m

Les méthodes habitusllement choisies pour le dosage immunclogiqu
1'% AF des LBA , neécessitsnt une concentration préalable de ces dernisrs.
Dans ces conditions, 17activite inhibitrice de 1704AF a é&te déterminge, &
partir des LBA déj& concentrés { tableau VII ) .

Cependant, dans certains cas, 11 est possible de travailler avec des
LEA non concentrés.

Ainsi, STONE et coll (73) ont dosé, dans ces conditions, 17 ng AF
fonctiocnnelle en fravaillant avec des protédases marguées. Ils ont utili
1*&lastase pancreéatigue de Forc { EFF ) margueées au [SH] o 1 élas
levwcocytaire humaine ( ELH )} margude a QHIJ. '

La guantite de complexe &lastase-24AF formé, gui st proportionnglle 4
celle de 17o4AF fonctionnelle présente dans le milieu, est évalugs aprés

izsolement par chromatographie de gel filtration.

MecBUIRE et coll (52 ont mesure cette activite sn ingubant le LEA avec

. o5 . . .
la trypsine marguéde & t‘ﬂ . Ils ont approximativement évalué la guantité
du complexe par aptoradiographie, apres séparation des différentes formes

par eélectrophorése sur gel de polyacrylamide, en présence de 5DB.

I1 rnous a scsemblé intéressant diévaluer 1a sensibilité des méthodes
chromogenigues de dosage powr les appliguer au LBA, en évitant les risgues

derreur dis & la concentration preéalable.
]

Le choix de la protéase utilisde sst d'une importance capitale. En
effet, 1704AP fonctionne in vivo comme inhibiteuwr d7élastase leucocytaire,
mais cet enzyme non commercialisé est inhibg par dautres antiprotéases du

poumon, comme indigque plus haut ( tableauw I, page 33 ).

Les auteurs (14,26) qgui ont utilisé cette protéase pour doser 17 Xy AF
fonctionnelle dans les LBA, ont déterminég 17activité antidlastasigue avant
et apres élimination de 1'X{AF par des immunoglobulines spécifiques de cet
inhibitewr. Par difference, ils ont détermingé la concentration de 17 vy AP

fonctionnelle dans les é&chantillons.




Tableau VII

:BOUDIER (1)
gCDCHRQNE(Ié)
:HGHRISDN(SE)
TOCKLEY (72)
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Enzyme :  Substrat : Methode :
utilise : : :
EFF ;Suc—(ﬁlajgpNﬁ; Absorbance i
EFP P :Suc-{AlalypNA: :
EFP §5uc—(ﬁla)3ﬁﬂﬁg ] ki
EFPF  :5uc-(Ala)gpNa:
EFF : : :
et Suc-{Alaly-pNA: 410 nm H
ELH : :
-3 : Comptage de la:

ELH H —elastine:radicactivitéd®:
1libérée :

'251~TrypsinE;

: Autoradiogra— :
: phi apres 1
: FABE-SDS H
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Au contraire, dans le LEA, 17&lastase pancréatigue de Forc ne semble
inhibee que par 1 0qfF , car la presence de 1'inhibiteuwr de faible PH,
BRI-E ( tableau I ) ne parait pas définitivement établie dans ce milieu. De
plus, cette elastase n'est pas sensible & la présence des inhibiteuwrs
bronchigques acido-stables. Enfin, 1'x,M est rarsment détectable dans le

o

LEA.

Dans ces conditions, et en utilisant le protocole proposé par EBIETH
{7}, nous avons automatisé le dosage dans le double but d'en amdlicrer la
précision et la sensibilité, afin qu’il puisse &tre directsment appliguéd
aux LBA non concentrés st réalise en grandes séries pour pormetbtre une

enquéte clinigue élargie,




- 75 -

2.2 LA METHODE AUTOMATIGUE SUR ARA 100

SO A

Nous  avons utilise un  analysewr automatigue ABA 100 {  Abbott

Bichromatic Analyzer), gul se compose de deux sléments de base

- LTanalyseur ou module de traitemsnt, gui prend en charge les

operations necessaires & 17analyse eglle-méme. Il comporte un photoméire, un
dis istribution et un portoir cylindrigue ou carroussel de 32

ocdets—-échantillon. Cg portoir regoit aussi un multicuve

fd

=}
2; la multicuve est maintenue & 20°C gréce A un  bain-

- Le module électronigue { ou unité d= commande ), gui comprend la
pannesu de commande, les circuits électronigues, le calculateur et les

gléments naécessaires & 17 affichage des donndes et du résultat.

L7ABA 100 réalise une analyse bichromatigue, c'est-a-dire gu’il mesurs
la difference d’absorption d'un chromophore entre deux longusuwrs donde
présélectionngées : une longueur d'onde est proche du pic d'absorption du
chromophore { point de transmission minimale ) et 17autre se situe sur le
cite de ce pic. Les rayons lumineux passent alternativement & travers la
mé¢me cellule-dchantillon: ceci permet de minimiser l&s arreurs causées par
les facteurs tels gue poussierss et turbidité, mauvais alignement optique

et variation de la zensibilité du détecteur.

Ainsi, grace & ce systéme, 1%instrument fowrnit une précision st une
gxactitude beaucoup plus grandes que celles obtenuss avec un

spectrophotongtre monochromatigue.

Z2.2.2 Les conditions opératoires

Dans un premier temps, 25 pl de chaque &chantillon sont prélevés, puis

distribués simultanément avec ZS0 Fl d7une sclution d7EPP dans un  tamgon
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Tris/HCL €,2 M, pH 8,0 , dans un compartiment de la multicuve. La pression

“h
-+
it
i
rt
r
ik
14}
Ml
it
i

u  jet de reactif asswe le m&lange lors de la dispensation s
le plateau de dilution 1/711°7¢ . Vingt minutes aprés cette opération, 250 ul
g :

de la zolution de Suc—-{fla’y - pMA szont distribugs dans chague compariiment.

Apres une incubation de & an, la guantits de pa
colorée en jauns, est mesurge, Ells est proporiticnnelle
présente dans le milisu. Le mecanizme de cette réaction dihydrolyse est

resumé dans la figure 16 .

Liactivité inhibitrice est aobtenue en retranchant de la valeuwr du
témoin, déterminds en 17 absence d7inhibitew, le résultat du dosage da

chague échantillon.

L introduction diun factewr de calibration dans le calculatsuwr de
174BA 100, permst diexprimer les résultats &n unités internationale
litre de LBA: 1 Ul correspond & une micromole de paranitroaniling libéréde
par minute & partir du Suc-{Alad3 -phNA. Ce factewr dépend du cosff
d'absorption du chromogéne libéré et de 1Tappareil { voir appendice

technigue ).

2.2.%7 Les différents stades de la mise au point de la
methode

-

a- Choix de la concentration d

Celle—ci est fonction de la guantité diee AF que 17on peut s’ attendre &
trouver dans les LBA, Il est nécessaire de travailllesr dans une zZone de
concentration ot l7activité mesurée est proportionnelle a4 la concentration
en inhibiteuwr. Cette condition est généralement respeciés par une inhibi-

tion allant jusgu™a B8O % de la guantité dienzyme mise en jeu (11},

Etant donne que la réaction, élastase- yAF se §ait mole & mole, la
concentration d*EFF gue nous avons choisie ( TI,ZL,lu M) permet de doser
des guantités d'aqAF fonctionnelle nférieures & 14,4 mg/l de LEBEA
{ soit 26,69.159 M dans le milieu d7incubation )




élastase

Suc - (Ala)B-smm

E,O

NO
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paranitroaniline

Figure 16 : Mécanisme d'hydrolyse du substrat Suc—(Ala)3-pNA

en présence d'élastase.
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b~ Choix de la concentration de substrat

Nouws  avons wtilisé une concentration finale de Suc—{(Ala ~pNA  de

3
17ordre de 1 oM, en nous ré&férant au travail effectud par BIETH (9).

Four diffdrentes concentrations d'élastase encadrant la concentration
d'enzyme choisie pour le dosage de 17x4AF, nous avons msesuwrd 1lactivits,
Sy 10, 15 et 20 minutes apres déclenchement de la réaction enzyme-substrat.
ta Figure 17 montre classiguement gue pow les fazibles concentrations
d'enzyme, la rdaction évolue lindairement en fonction du temps, alors gu’a

fortes concentrations, la réaction n'asst plus linédaire.

Four la concentration en enzyme utilisée lors du dozage, la lindarits
en fonction du temps est satisfaisante jusgu’™a 20 mn.

Lors du dosage de 1709 AP dans les LEA, les concentrations d7élastase
mesurges sont comprises entre 4,24.159 M et 30,33=169 M.
Far dilution de la solution d'élastase, une gamme a éteé préparées dans cette
zone de concentration. Aux errewrs de dilution pres, 17activitd mesurds est
proportionnelle & la gquantitd d enzyme présente dans le milieu, guand cette
activite est meswée pendant les cing premidres minutes de 17 ingubation
{ fig. 18 ).

c—- Le témoin enzyme

En solution diluée, 1°é¢lastase tend & s’ adsorber sur le verre; de plus,
son activité est sensible auw variations de force ionigue (74).
Afin de vérifier =1 le milieu utilisé pour le dosage influsnce 17activité

de 1'enzyme, celle-ci a £td mesurde dans diverses conditions.

Une augmentation de 10 % est ainsi constatée en présence d'une faible
guantité de 5A: cette augmentation parait indépendante de la guantité de 5A
uand celle-ci est comprise entre 30 gt 200 mg/l dans la solution

echantillon.

Dans ces conditions, les témoins enzyme sont aobtenus en remplagant le

LBA-gchantillon par une sclution dans le Nall 0,14 M de 54 & 1530 mg/l, ce
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Activité enzymatique
)y (UI/1 x 10%)

250

150 J

50 4

o

4,03 8,06 16,1 24,2 32,2

concentration d'enzyme en M/1 x 10-9 v

Figure 18 : Etude de la linéarité de la réaction élastase-substrat.
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qui correspond & la concentration movenne des proteines retrouvées dans le
LBA. Cette précsution diminue les pertes de 17acti

pourraient gtre dues & l"adsorption sw les parois de la multicuve ou & une
autolyse de 1'enzyme pendant l7incubation. Le méme effet a été signalé pour
1°&lastase lsucocytaire humaine (83). On remargue aussi  gque WYSS et coll
(88) utilisent une sclution d'2lastase pancrégatigue de Forc contenant de la

SA pour le dosage de 1 activité inhibitrice de 17 AF.
d- Temps de préincubation enzyme—inhibiteur

Liexactitude du dosage de 17a4AF fonctionnelle ne peut &tre  obtenue

que 51 1"association entre 1°%q4AFP &t 17EFP est compléte, c'est-d-dire si le
m&lange a été préincubé assezr longtemps avant 17addition du substrat.

l*association entre 1°EFP et 1°04AF nest pas immédiate aux faibles

Conc rations d élastaze (11).
Le temps réeincubation peut étre dédult, selon BOUDIER =t coll (1D
L . . 3 L
de la constante dassociation de la réaction (W ass = 1U5 mol s ) 2t de la
concentration itiale en é&lastase ( E°) dans l2 wmilieuw d7incubation

3

{ E = TT,Zu,IH M ). Fouw une réaction gquimolaire et irréversible ( ce
qui est le cas de la réaction entre l'cq AF et 1°EFF ), la demis-vie de la
1

formation du complene est égale &4 —-——-——-—c = 300 s.

Le temps de preincubation gque nous avons utilisé ( 20 mn ) représente

4 fois la demie-vie de la reéaction et est, par conséguent, suffisant pour
assurer une association satisfaisante entre 17élastaze st 170AP. Ceci a
éte vérifié en incubant pendant des temps variables, 5, 10, Z0 et 20 mn,
1'enzyme avec des quantités croissantes d g &F pure . Les courbes d inhibi-
tion exprimant 1 activité inhibitrice en powcentage de 17activité du
témoin =ans inhibiteur, et en fonction de la concentration relative en
o4 AF, sont tracées dans la figure 19 . Elles montrent gque 17%allongesment
temps d incubation & 20 mn, scit 6 fois la péricdes (11}, ne modifis pas

sensiblement la qualité des résultats obtenus.
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Détermination du temps de pré-incubation Enzyme-
Inhibiteur. L'activité inhibitrice est exprimée
en pourcentage de l'activité du témoin sans inhi-
biteur.
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X4AF dans le LEA

.ll

Nous avons cherché & vérifisr gue 17activité mesuree dans les LEBA =zt
1 1

spécifiguement ceal de 17xAF. Four ce faire, nous avons  ubil

]

a
weutraliser 170 AF, des immunocglobulines de Lapin anti v AP Dako, dont iml
t

ot |

tralise 3200 & 20 pg d' AP, 20 pi de ce
ajoutes A Z00 pl d'échantillon contenant des guantités croissantes d7 X

1
purifige. Aprés incubation de 10 mn & 25°C, 1'activiié inhibitrice est

La Figure 20 montre gue 17n4AF est inhibée totalement jusgu’™a une
concentration de &0 mg/l dans 17échantillon. Nous avons vérifié aussi  gue

ces Igh ne modifient pas l7activité &lastasigue, mesurds en absence d7 & AF.

Liactivité inhibitrice de 28 LBA a été déterminde aprés incubation en

presence de 17 icorpgs dans les mémes conditions, la prise dessai
contenant  une gquantita dieq AP dozée immunocloglguement, inférieure & 20
mg/l.Dans 1& &chantillons, 1%activité disparait totalsment, =lle est donc
dug intégraiement & la présence de 17agAF.

5 les autres LBA, la présence d inhibiteurs différents de 17&q AF

b—- Expression des résultats du dosage de 17 xq AF
fonctionnells
Mous avons vouwluw essuprimer les concentrations en X AF fonctiornelle  an
mg/sl de LEA. Celles-ci peuvent &tre calcul

d'élastase inhibde ou & un &talon d'XyAF titré.

Dans le premier cas, on s2 base sur le fait gue la r2action dlastase-
AR s fait sole a mole; connaissant le pourcentage d7inhibition de
17'élastase par 170qAF, par rapport & l17activité du témoin enzyme dont la
caoncentration en &lastase sst connue, on peut déterminer lg nombre de molas

d’enzyme inhibées pour chaque échantillion. Ce dernier correspond au nombre
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~ A Activité inhibitrice

{ en %)
25 |
15 |
5 4
20 40 60 80 100 120
ngG alAP/l

Figure 20 :

Inhibition de 200 pl d'une sclution d'txlAP

pure 4 différentes concentrations par 20 pl

G'IgG anti alAP Dako.

L'activité inhibitrice est exprimée en pour-
centage de l'activité du témoin élastase.




de moles d” aq AP fonctionnelle. La concentration en mg/l d7inhibiteur

Dans le deuxidme cas, le nombre de mg/l d° AP fonctiocnnelle paut
pportant & un  inhibiteur-gtalon, dont la
concentration est préalablement déternindgs contre une orotdass titrée. Four
1

on d7 s AF purifidge gui  est

du titre exact

Enzyme a #&té p

Une gamme de concentations croissantes en s AF, prépards par dilution
dans une sociution de 5A & 1530 mgrsl, a été dosée par immunonéphélémstrie—

&
laser et l17activité inhibitrice a &té mesurde dans les conditions

preécédemment decrites.

La couwrbe d'inhibition esprimant le pourcentage d'activité résiduelle
de 17élastase =] fonction du rapoport molaire I/E { q 4F
ipmunoreactive 7 &lastasa )} est tracée. Le pourcentage d'xqAP fonctionnelle
ezt cal ! la wvalewr du rapport

culéd en multipliant par 100 1'inverse de
molaire, deéterminé par extrapolation de la droite d'inhibition jusqu’a 1'awe
des abscisses. e rapport correspond a 17inhibition compléte dune mole

d'enzyme par 1,83 mole dinhibiteur immunoréactif {( fig. 21 ).

st active & S5 % .

——r

Cette figure montre que 1724 AF purifiéde selon (7

sgit ( 1/1,8% ) » 100 , elle montre aussi gue la droite d'inhibition est
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Activité résiduelle

G'EPP (%)
100
50}
10+ \\
N
N\
: N\
~
e smmaee S S y - \' . -
0,5 1 1,5 1,83 I/E

Figure 21 : Droite d'inhibition de 1l'élastase pancréatigue
de Porc par 1! alAP purifi&e, diluée dans une
solution de S.A. 3 150 mg/l.

L'axe des abscisses représente le rapport mo-

. 84 i & i
lalre - &—l&@gggggégz—yg .

EPP active
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lingaire jusgu’au moins B5 % d inhibition. Donc, seuls les LEA préssntant
une capacit d'inhibition inférisure & cette valewr pourront &tre dosgs

irsctement; au deld, le LBA ezt dosé & nouvesu aprés dilution.
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en accord avec celul de BOUDIER et coll (11}, ce gui vérifie indirectement
l'exactitude de la mét
presence d” o4 AP ouydée a sté déterminds dans le plasma de certains

fumeurs {(40).

11 = été verifidg gue les courbass diinhibition #tant lingaires, il =zt
“ k
possibl

2 de doser 17o4qAF fonctionnelle des LEA sur un point. Le pourcentage
d'activité peut gtre alors déterming si 17on tient cospte de 1

concentration d')qAF dosée immunologiguement.

Cette technigue a é&td appliqude & 2 LEBA, non concentrés, pris  au

4 - .(’mt

L
1azard, et au plasma précédemment analysé, dilud au 172007 . Les récultats

o

e

ocbtenus montrent gue 174 AF des 2 LBA est active respectivement & 73 % et 4

[ B

S2 % 5 alors gue celle du plasma est active & 55

o
M

Aprés concentration préalable sur membrane AMICON FM 10, les courhes
d’inhibition ont é&té obtenues pour les mémes LBA ( fig. 22 }; les points
d'equivalence correspondant montrent un pourcentage d'ogq OF fonctionnell
respectivement de l7ordre de 85 % et 56 %L . Ces résultats, dans les limit
de précision des méthodes utilisédes pour le dosage de 17y &8F totale ( INL )

et fonctionnelle { ABA 100 ), s=sont en bon accord avec ceux o

£y
“+
n

a

[y

n
]

o

=

dosage direct. Le pourcentage d'®AF fonctionnelle peut donc &tre déterming

directement sur les LEA, sans concentration pr able.
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Activité résiduelle de

% EPP ( en%)
100
o ‘\
50 J \\° > e
»
O\ \\
\ \\ \\
\ AN
10 . \\ \ ., \
\ \
v A
\ \
\ N A
’ \' * T . —
0,5 1,01 1,17 1,5 1,77 I/E

Figure 22 : Droite d'inhibition de 1' EPP par 1' QAP :

e : d'un plasma dilué

de deux LBA, pris au hasard, concentrés
au préalable.
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Ils sont appréciédés, comme nous 17avons fait pour 17IML 2t 1
la détermination de la répétabilité intrasérielle, de la reproductibilité

intersérielle, de la limite de détection et de 1l exactitude.

Llanalyse statistique des résultats obtenus permet de constater gue
ies fficients de variation de la reproductibilité et de la répstabilite
sont trés satisfaisants ( tableauw VIII ).

La limite de détection sst etablie & partir diesszals & blapc par
}..
dosage répetd dans wune méme série de la sclution d'enzyme, en 1 absence

d*inhibiteur.

La limite de détection est caloculge & partir de 17#cart-type déterming

On peut considérer gue 120 est la valeur limite gqui peut é&tre

interpretée. Celle-ci correspond & 0,3 mg/l d’on AF fonctionnelle.

L’exactitude a &te évalues par la methode des ajouts dosés @0 & 450 ul
de LBA & analyser, on ajoute 30 pl d’une sclution de B5A a4 130 mg/l
contenant ou non une swchargs de 4,3 mg/l d'sqAF purese.  Un témoin est

effectud par mélange de 4350 pl de la méme solution de 84 st de 50 Fl da

solution contenant la swrcharge 47 AR,

Les pourcentages de récupération indigqués dans le tableau 14, sont

tres satisfaisants.

La méthode de dosage gue nous avons automatisée nous seamble fiable.

EllLe est en mesure de permettre la realisation d'enguétes clinigues.
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Reproductibilité
intersérieglle :
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% ETUDE GENERALE DES DIFFERENTS L

3.1 L7 04AF IMMUNOREACTIVE

Les methodes de dozage précedemment décrites ont &té  appliguées &
17étude de 1°x¢AF de Z83 LBA, collectés dans le Département de Preumclogie,
Hapital Calmette, tille { Pr VOISIN ). Toutess les déterminations ont éta

effectugdes 2 fois

23 % des LBA preésentent des concentrations en ag~AF totale inférisures &
1 mg/l, seuil de sensibilité du dosage de 17046F par INL. La f
montre gque powr la plupart des échantillons ( 32 %4 ), ia concentration

de 171 AF est compriss entre 1 et 4 mg/l.

Four tenir compte de la dilution variab
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recueillis, il east abitusl diexprimsr les concentrations dF XQ4AF par
rapport & une substance de référence. Four ce faire, les protdines t i

ont été dosées par la méthode de BRADFORD adaptée & 1’analyssur
automatique ABA 100 (13) 3 ( cette méthode est développéds dans 1

technigue )

La Figwe 24 montre gue pow lss LBA& préssntant une concentrati
d* &4 AF  supérisure & 1 mg/l, celle-ci représent

protéines totales. Z5% % des échantillons présentent une concentration
comprise entre 20 2t 30 Pgimg. Les aubtres se reépartissent également au

dessus et en dessous de ces limites.

Certains autsuwrs {14,25,58%) utilisent comme zubstance de référence la

sgrum—albumine ( 84 ), le plus socuvent dosée par EID ou IDE,

Four 32 LBA de concentration connue szn o &F et en protéines totales,
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[
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ta 5A a &té dosde par immunonéphélémédtrie-laser. La répartition des v
de concentration d’ AP est nettement plus reserrée guand on s référes  aux

Lol

proteines totales plutdt gu’a la B4 (fig. 25 ). Ceci correspond au fai
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Figure 23 : Distribution de 283 IBA, en fonction de la con-
centration 4' @ 1AP, déterminée immumologiquement
par INL.

n : nombre de IBA examinés.

( dans 64 &chantillons, 1' & .AP inmunoréactive
est {1mg/1l; dans 28 échantillons, 1' QAP immu-
noré&active est> 12,5mg/1; ces échantillons ne
sont pas pris en cawte dans cette figure.)
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Figure 24 : Distribution des LBA en fonction du rapport
o, AP
I

PT

O4AP immunoréactive déterminée par INL
AP fonctionnelle déterminée par la méthode cinétigue
nombre de LBA analysés.

» B

a0 a9 s

(7 échantillons ol le rapport & AP immunoréactive/PT est su-
périeur a 75 pg/mg et 3 échantiflcns ol le rapport & .,AP fonc-
tionnelle/PT est supérieur a 75 pc/ng ne sont pas représentés
dans cette figure).
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Figure 25 : Distribution de 52 LBA en fonction de la concentration
d' @ AP immunoréactive rapportée & la concentration des
protéines totales (A) ou 3 celle de la sérumalbumine (B).
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dans cette population de LEA la SA représente de 20 & BE ¥ dess
Pop .
t

totales (fig.dé6). La variation relative de ces deux paramdires ne semble pas
fonction de la concentration des protéines présentes { §ig.27). De  néns,
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les wvaleurs exprimant la con t
totales semblent corrélées 4 celles rapportdes & la 3A sur la plus grands
partie de la gamme. La dispersion des points autour de la droit

correlation =st cependant importante ( fig. 28 ).

Z.2 POURCENTAGE D* (¢q AP FONCTIONNELLE FAR RAPPORT A L’OuAFP

IMMUNOREACTIVE
Le dosage de 1 activité inhibitri de 17 oAF a &téd effectud sur 219
LEA oirésentant une concentration 47 0 AF immu sglguement réactive

teur s"achelonne entre O et 125 % { fig.29). Celui-ci ne dépend pas
de la concentration en 248F totale présente dans Véchantillon ( fig. 30 ).
Four 12 % des LBA analysés, le pourcentage d activité de 1704 AF est compris

entre 100 et {25 % .

La m&me constatation a été faite par AERDUD et coll (i). Ces résultat
pourrait laisser supposer la présence dautre({s! inhibiteuri{s) dans ce
milieu. Four les metire en évidence, nous avons m@masurd 1°
inhibitrice aprés incubation préalable des édchantillons en préssnce d'un
exces dTIghE anti ogAF pour neutraliser 170qAP. Ceci a étéd effectud pour 28
LBA ayant une concentration en oy AF fonctionnelle suffisante pour &tre

mesurable avec précision.

Effectivemant, nous avons constaté pouwr 17 LBA, la présence d7une
activite inhibitrice résiduelle gui, cependant, reste généralement trés

faible, puisgu'elle est comprise entre 3 et 12 % de la quantité d°O¢q AF
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Figure 26 : Distribution de 52 LBA en fonction du

rapport-gé- x 100
PT

n : nombre de LBA examinés.
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Figure 27 : Corrélation éntre le nombre de mg/l de

protéines totales et le nombre de mg/l
. de sérum albumine danq»les 52 LBA analysés.
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Figure 29 : Distribution des 219 LBA, en fonction du % d'alAP

active (X AP fonctionnelle
1

n = nombre de LBA analysés.

/ alAP immunoréactive y 100)
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1" AF n'est que partisllement active:; sa présence n’a cependant pas &téd
1

- 102 -

doseée immunclogiguement. Four deux gchantillons, cette valeur z7éleve &
gt & 23 4 ( fig.31l). Cette activite résiduelle ne p
gquantité de prot#ines totales présentes dans le LBA . Elle peut, de plus,

gtre retrouvée en guantités voisines, dans des &chantillons pourlesgue
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&e systématiguement. Dan

itrice residuslle est inférisure au seuil de sensibilité de la maéthods de

&
inhibition de 17 o0¢ AF, le pourc g
dépasse jamais sensiblement la limite de 100 %X, c& gul nous paralt
un contréle supplémentaire de 17exactit
=3

La figure 32 représsnte la répartition des valeuwrs du pourcentage

[1}]

diactivite de 17 o4 AF =n fonction de la guantite de orotgines totalss
présentes  dans les LEBA. Ouand ces dernigres sont en concentration
v t faible { inferiawre & 300 mg/l ) le degréd diactivite de 1 04ffP
est trés variables par  contre, celui-ci  parait augmenter 35587
régulidgrement gquand la concentration en protéines s"éléve., Ceci  traduit
sans doute une augmentation de la diffusion des proteines du plasma et donc
d’ &y AF fonctionnelle au travers de la paroi alveéologapillaire. Il existe
cependant, 4 exceptions nettes & ce schéma habituel. Un de ces LBA a &té
pbtenu chez un malade atteint de pneumopathie infectieuse, dsux autres
proviennent du méme malade atteint de fitrose, le dermier correspond & un

cas de sarcoidose.

Bl

M
m

Exprimée en se reéférant & la quantité de protéines totales,

-

1
concentration moyenne de 1" AF fonctionnelle des 219 é&chantillons de LE

I

&7

est égale a Z1 Hg/mg. 81 17on considérs gue chez les sujets sains, 170GA

présente dans le LEA est totalement active, la zone des valeurs rencontrées




% d'activité
inhibitrice
résiduelle
[ ]
204 °
[ ]
o
10 T .
- L]
. L] ]
.‘ .
’.
- * - + * o
1000 2000 3000 4000 protéines totales
{mg/1)

% d'activité inhibitrice résiduelle de 28 LBA, aprés inhibition

de 1' &,;AP par les IgG anti «,AP.
L'axe horizontal représente le nombre de mg/l de protéines tota-

les présentes dans 1l'échantillon.

Figure 31 :

- oI -
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pourrait étre comprise entre 20 st IO Hg/mg. 17 % des #chantillions dosas
=2 situent & ce nivead. 59 4, a&au contraire, se placent & un niveasu

inferieur, compris le plus souwvent entre S et 10 Wo/mg § fig.e 24 3.
3 F x g

| Il n'existe pas de relation entre le nombre de polynucléaires
nautrophiles et la guantité d° AP fonctionnelle ou inactive préssnte dans

la LBA { fig. 3T st 34 ).
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Nombre de 3
\ PMN/ml x IO
1000]
j
1007

10 & o4 i
LILLE
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i L3 ' - :

10 20 40 60 QAP non fonctionnelle
: ( mg/1)

Figure 33 : (Corrélatjon 3ntre le nombre de polynucléaires neutro—
philes (PMN) et la quantité d'C, AP non fonctionnelle.
( 0nAP immunoréactive — AP fonctionnelle. )

le nombre de PMN est xeprésenté sur une échelle logarithmique
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Figure 34 8 Corrélation entre le nombre de polynucléaires
neutrophiles (PMN) et la quantité d'quAP fonctionnelle.

le nombre de PMN est représenté sur une échelle logarithmique
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Z.%  DISCUSSION

variabilite dans les résultats du dosage de 170¢AF des

—

gue la 58 =t 170 AF sont des protéines

en se refera
rées cependant. Ainsi, FICH et coll
teints de mucovisc

A une destructio

5
u

[}
[
m

i
la référence  aux
de plus, 17

en

le

de

en tout cas, gue

fluence largement les résultats des dosages

est fortement diminude guand

protéines totales.

Exprimdes ainsi, les concentrations d'oqAF sont, cependant, tras
| variables dans 1 ensemble de la population de LBA. A notre connaissance, il
n"existe pas diautre étude réalisde sur u groupe de sujsts atteints

|

d'affections aussi

résultats dans lsur

résultats

17 et 31

Les
sains ( 15,

d"autres auteurs.

diverses. Il est donc difficile d7interoréter

ensemble.

du dosage de 17xAF totale pow les LBA de I sujets

ngmg de FT )} sont en bon accord avec ceux trouvés par




NIEDERMAN &t coll (3&) ont déterming la concen
de 25 LBA diindividus normaux: les résultats obten

O et 53 pg/mg.

De mé&me, FICK =t coll {(22) ont trouvé pow 4 témo

27 Fgfmg de FT.

STONE =t coll (73 ont trouvéd pour 185 sujets

1 3 s TR N - =

41 % 4 Pgimg de FT, =t, pow 21 fumesuwrs 39 ¥ 3 Pgﬁmg
Les valeurs gue nous avons cbisnuss, dans nos 3

urn pew plus faibles gue celles deonndes par les

dfauteurs.

Les powrcentages dlactivite de 170G AF des LEA

sont trés variables. Dans

C
éte trouvées. Des résultats analogues ont été obtenuws
i &

{14) et plus récemnent par ABBOUD |
anticorps specifigque, une activité résidusll
1

reste geénera

La presence éventuelle dans les sécrétions
susceptible d'inhiber 1Paction de 17°2la

Suc—-{(Alalg-pNA & &té évogquée par STOCELEY (72).
cependant, representer, dans ce milisu, guune tras
17activité inhibitrice potentielle de 170 AF. Il s

méme dans le LBA. Le fait gue [ activité inhibitrice

- 109 -

tration en s &8F  totals
us sz échelonnent sntrs

o p - P
1 [Ranini TLMBUT S, wETte

- - —_ bedrg — o
groupe de 23 sujsts

saing, non  fumsurs,

studiés

L3
et
m
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suparieurss & 100 ¥ ont

bronchiques de 17xM
pancrgatigue Sur le
Celle-ci ne pourrait,
faiblie part ( £ & 4 ) de
emble gqu’'il en est de

indépandante da 170G AF




- IT0 -

e dépends pas de la concentration en protsines du LBA ne milite paz en
vaur de la prészence de 17gM, qui davrait aire surtout r

fa =
diffusion des proteines du s&rum est augmentéde en ralson dune aligration
1

De plus, aprés inhibition immunalngique de 17activitd de 17 4 AF diun
gchantillon de sérum dilua, 17activité résiduslle guil doit #tre reorésentds

présente dans 1l é&chantillon natif. La guantité dO@M preésente dans le LB/
égtant progportionnellement beaucoup plus f
ne pourrait exspliguer & elle ssule, la présence de 17ac

non inhibee par l7anticorps antl ogAF.

g . g AE E o] e d - b m e d mhe P
81 la guantité d'04 AP immunclogiguement réactive,supriasds en  fonction

des protéines totales, et présente dans les LEA, s& répartit également de

part et d’autre de la zones de valewrs habitusllement rencontrées chez les
sujets sains  { 20-30 pg/mg }, il n'en est pas de meéme powr 1Tactivite
inhibitric de cette dernidgre gui parait infdriesuwre & ces valeurs de

I7dpithélium

ivépnlal ontre les protéasss et surtout contre 17&lastase leucocyvtaire
soit insuffisant.

I1 =3t intéressant de constater gue cette diminution de 1Tactivitd de

R

17 &4 AF s"expligue essentiellement par une imactivation de 17iphibiteur
{ $1g.33}, puisgue le powcentage de 1 activité de 17 y4AP paralt assez bien
corrgléd avec la concentration de cet inhibitsur rapportés A czlle des
protéines totales.

I1 est évident aussi gque la présence d'ume activité inhibitrice supérisurs

1]

(=5
IN
I
M

a 30 pg/m gut s’ accompagner de celle dune guantitéd notabl
"~}

inactive.
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La concentration d°o4AF dosée immuno

1o
mg/l  dans 23 ¥ des LBA. Llactivité inhibitric

thodologiss gue nous avons
utilisges ont une précision et une sensibilité insuffisantes pour permettre
1

dévaluer avec sécuritéd la concentration de 1°X46F de ces échantil

t

approximativement par différence entre
immunologiquenent st 1

pancréatique de FPorc 1

protéoclyse qui semble freguemment retrouvée {(6%), ou & une oxydation,
celle-ci pourrait ré

lgaires neutrophiles capables de libére

particulier, de 1°&lastase , gue des agents oxydan

L&valuation de ces formes non foncticonnelles de 1709 AP pourrait donc

representer un marguewr de lTactivité des neutrophiles gui  sont impligués
dans le développement de la fibrose pulmonaire. Nous n’avons cependant pas
trouve de relation entre le nombre de cellules neutrophiles st la guantité
d* &4 AF non fonctionnelle presente dans 1lensemble des LEA gque nous  avons

testés Ceci powrait éatre expliqué par la présence dautres mécanismes
d'inactivation de "2 AF { protéasss diorigine macrophagigue  au
bactérienne ) ou par un degré dactivation métaboligue variable des

neutrophiles préssnts au niveauw alvéolaire.

L7adtude gul s été engegeée a portd sur un échantillon de LBA obtenu
dans une population tres hétérogéne de patients. Ceux-ci ont &té regroupss
en fonction du diagnostic clinique afin de mieur cerner les variations

gventuelles du métabolisme de 17X AF dans chague type d’affection.
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4 ETUDE PARTICULIERE DES LBA

Les lavages bronchoavéolaivres ont &té essentisllement réalisés ches

25 patisnts atteints de prneumopathies  interstitisllss. Les résultats

|8 %

piLd

seront étudisés successivement dans les principaud groupes  constituss

partir du diagnostic clinigue ( fig.35 ).

4.1 SARCOIDOSE

rales, est trés variable chez les 30 sdujets atteints de sarcoidose. Cepesn-
dant, pour &0 % dientre esux, elle est infériesuwre a Z0 pa/mg. Le dosage

immunoclogique ne montre un tel résultat, inférieur & 20 Fgfmg, que pour ls
tiers des patients. Effectivement, ds 17X4A
freguemment présents en guantitéd notabls. Ceglle-ci peut 2#tre retrouvés en
17absence dune quantit

gtre présents surtout dans les formes gvoludes de cette affection (&3).
5a présence témoigne ainsi de Texistence dune agressian,tres pr

o
proteclytique, au niveau de 17alvéole pulmonaire chez certains patients.

Le degre d'évolutivité de la sarcoidose peut &tre apprécid par 17&tud
de l7alvéolite lymphocytaire, st par la scintigraphie au gallium (42). Il
serait ntéressant d'étudier dans le méme  but, les wvariations de

concentration de cette forme inactive de 170G &F.

La dispersion des ra&sultats cbtenus dans o groupe pourrailt &tre
axpliquée par la diversité des degrés de 17alvéolit

roportion de lymphocytes retrouvés parmi les cellules du LEBEA.
¥y Y H

4.2 PNEUMDPATHIES D°HYPERSENSIBILITE

La réponsa immunologigque déclenchée par 17inhalation de poussigres
crganiques se tradult par une alveolite lymphocytaire, et la formation

d immun—complexes gqui sont impligués dans le mécanisme de cette affection.
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5 LBA 4 cas, lsz patisnts

sont atteints diuns

La guantité de protéines présente dans les 12 LBA de sujsts altsints
de fibrose est gendralement faible. Les concentrations do@-antiprotéase

mesurées sont donc elles aussi b

proches  du sesull de sensibilite
pas diapprécier aveo certitude la non fonctionnells.

=
& 20 pg/mg sont retrouvess chez 7 patients paur 17

GADEK et coll (233, é&tudiant un groupe de 19

fibrose pulmonaire idiopathigque, ne retrouvent pas
1

de 17activitsd de 17X4AF.
Le role de 1'¢lastase dans la pathogénie de 17affection est  discubs
(18}, Celui d7une collagénass est au contraire &tabli o

4.4 PNEUMOCONIOSE

0
Yt
Pt
fe
1
Y
Ui
51}

Les 14 LBA &tu

{ 7 patients ) et d"asbesto { 7 autress patients 3.

ies proviennent de sujets atteints de

1
ifi

Cette +fois encore, les concentrations mesurédess sont tras  faibl
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puisgue la concentration movenne des protéines tota

in

La concentration d7 3 AF fonctionmelle sst inférieure & 20 wo/mg dan
1 g/ mg

=, &t la presence d” o AF non fonctionnelle parait certaine

d'amiante {(47), ou par des particules de silice (4).

4.5 CONNECTIVITE

25 atteintes pulmonaires sont fréguentes au cours de maladiss du

l:—
fi.

collagéne. Les désordres immunitaires, =t notamment la présence d7immun-—

£
o
]

complexes, sont implioués dans ces lesions, gui peuvent conduire

fibrose interstitielle comme au cowrs des sclérodermies. Les modalités

jird

dvolutives sont, cependant, trés diverses. La préssnce de neubrophiles st
17augmentation de la concentration d

e g
inflammatoire lors des fibroses dues & la sclérodermie (673).

~0

Les patients studies sont trés divers par le diagnostic comme par
les résultats de l'étude des LEA: formule cytologique et étuds bicchimigue
zgquemment, 1 activité de 1709 AFP est inférieurs & 20 Fgfmg. en raison de

la presence de sa forme non fonctionnelle le plus scuvent.

Un patient atteint de scleércdermie a subi 4 lavages & intervalles de
& mois. Dans les 2 derniers échantillons de LBA, la formule cytologigue est
alteéree avec présence de 12 % de neutrophiles, tandis gque 17%4AF fonction—

nelle est proche de 10 Pg/mg de protéines totales.
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4.4 POUMON IRRADIE

[ 4 R g, - AL S, -~ R - 1 [ AL -
LED 12 LA QUE NoUE avons gtudigs ne montrent gas i Tma 2l Evallan
- - oy - g - A, - — = o X 4 L ]

de la concentration des probt#ines, gul  se situe en moyeEnne a 187 mg/ll.

&
LEA (3. Des constatations similaires ont &té faites au nivsau des
sgcrations bronchiguess (710, Pans ce cas, 1'évolution clinigue des

malades peut &tre corrélde avec 17état purulent de ces sécrétions.

Les 14 LEA gue nous avons tudiés ne

B
gévidents, puisgus a 2 sxceptions prés { 55 =t 71,5 % ), le pourcentage de
a

[

nedtrophiles est infériewr & 10 % . Dans ces conditions,
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d” xy AF dosée immunologiquement est supériewe & 20 ypg/mg dans 11
echantillons, mais ne depasse jamals 35 pg/mg. La guantite d° x4 AF  non
fonctionnelle est rarement elevée. La seule exception concerne le patient

e omg

presentant 91,5 %  de neutrophiles, pour legusl 17X AF est active & 22 % .

E
Un deuxiéme lavage réalisé chez ce malade un mois plus tard montre la
i L I -

normalization & la fois du nombre de neutrophiles, redescendu & 2,0 % et de

17activité de 17'x1AF remontés & 87 4L .

4.B DETRESSE RESPIRATDIRE DE L°ADULTE

Deux malades ont eté &tudigs. L7unm préssnte un syndrome de Mendslson
et & beénéficié de I lavages successifs. LTautre a fait 17okjet de £ lavages

a I jouwrs dintervalle.

cas les protéines totales, trés élevées au  dépa

3

Darns les

o
IR
Q
s §
[

normalisent ensuite. FRapportées auy protéines totales, 1
to

ey

d 24 AF fonctionnelle est

wiowrs supérieure & 20 Hg/mg { moyenne

&
De méme, le pourcentage d activité est génédralement proche de 100 %,

e résultat peut paraltre surprenant, dans la mesure ol il & &té
possible de metire en évidence & la fois ume activité &lastolytigue libre,

la présence d'oqAF inactivé

it

{ sans doute par oxydation essentiellement )
et un afflux de neutrophiles dans le syndréme de détresse respiratoire  de

!

17adulte. Feut-on supposer gue la discordance entre les résu

s
r+
m
r¥
Wi

!
.
s
(]
h
T

n

s'expliguer par la différence des circonstances de déclenchemsni de ces
affections (16,48}, ou des conditions d'obtention desz LES.



X, AP fonctionnelle
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5] P F Pc c P I ARDS

s = sarccidose; P = pneumopaties d'hypersensibilité;
¢ = connectivite; Pi = pcumon irradié; I = pneumcpathies infectieuses;
13

ARCS = détresse respiratoire de l'adulte.

F = fibrose; Fc = Pneumoconicse. |
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CONCLUSIAON

La survenus demphysémes chez les sujsts déficients =n XAF a attiré
17attention sur le réle de cette protgine auw niveau de  Mapoarsil
respiratoire. Malgré les résultats obternus, de nombreuses incertitudes
demeurent. Celles—ci ne seront résolues gue par la mise au point de nouvel-

les méthodes diexploration de la fonction de cet inhibiteuwr.

Dans ce but, nous avons mis au point des technigues fiables, perasttant

"

+

le dosage immunoclogique st la détermination de 17activiid de 17o¢AF
prészente dans le LEA. Celles—ci ont &té appliguédes & 17&tude d'un ensemble
important d'échantillons provenant de patients atteints daffections trés

diverses.

tLes résultats obtenus montrent gus, dans des nombreux cas, 1Tactivité de
1% x4 AF semble inférieure a celle habitusllement rencontrée chez les sujets

AOrmaui «

Ce fait s’expligue gengralement par la presence d7 x4 AP non
fonctionnelle, qui powralt ainsi apparalire comme un nouveaw margueusr de
17évolutivité des pneumopathies interstitielles npotamment, des sarcoidoses

et des fibroses.

Lintérét de ce nouveau paramétre pouwrrait étre réellement &tabli par
une étude de longue durde permettant d7interpréter les résultats obtenus
en fonction de 17e&volution clinigue des patients . Celle-ci serait facili-

tde par une amélioration de la sensibilite des méthodes utiliséss.
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