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Dans d e  n o m b r e u s e s  a f f e c t i u n s  , l i  raie p a t h o g P n e  d e s  p r o t é a s e s  est 

é v i d e n t .  Au n i v e a u  p u l i x o n a i r e ,  l e s  & l a s t a s e s  et  e n  p a r t i c u l  ier  1  ' é l a s t a s e  

l e ; ; c o i - y t a i r e  j a u e n t  un r B l e  e s s e n t i e l  d a n s  l ' a g r e s s i o n  t i s ~ i - i l ~ i t - e  

~ o n d u i s a n t  .A l a  d e s t r u c t i û n  d e s  p a r o i s  a l v é û l a i r e s .  

L' a , - a n t i p r o t é a s e  (a, AP, a p p e l t - e  a u t r e f  o i  s a , a n t i  t r y p s i n e  est  

l ' a n t i é l a s t a s e  l a  p l u s  a n c i e n n e m e n t  c a n n u e .  S o n  raie p h y s i o l o g i q u e  i n  s i t u  

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

i LEH 1. 

A p r è s  aii.riir r a p p e l é  l ' i n t é r e t  i l  i n i q u e  d e  c e t t e  m é t h o d e  d.'ei.rp!ora+; L A  LJI?  i 

n o u s  a v o n s  f a i t  l e  pcji n t  d e s  c o n n a i  s s a n c e s  acqi-!i 5 . e ~  c o n c r r n a n t  l ' a, AP EC, 

son rB!e a u  n i v e a u  d e  l ' a p p a r e i l  r e s p i r a t o i r e .  

Nous d é c r i r o n s  e n s u i  te  l e s  p r a b l b m e s  q u e  n o u s  a v o n s  r e n c o n t r é s  p o u r  l a  

mile au p o i n t  d e  mbthcides d e  d o s a g e  irnmiinologiqtie e t  e n i y i x a t i q u e  d e  ??a, AP 

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

p r é l e v é s  d a n s  u n e  p o p u l a t i o n  d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d ' a $  f ~ c t i o n . 5  

r e s p i r a t o i r e s  o n t  é té  i n t e r p r é t é s  En f o n c t i o n  d e s  L m ~ ,  I I  i ~ t i  - - -  2 ~ ~ n ~ ~ s  a ï q u i  ses 

-.-? ai I = l t- i5i-c 3" 1 $ 1  ' ---- d e  ;t irventie de.1 d i v e r - % e s  p i - , e ~ i ~ i o p a t h i  e.s, 



G E N E R A L I T E S  



LAVAGE BRONCHOALVEOLRIRE 1 LE ------ ----------------- 

I l  y a 51:) a n s ,  l e  l ~ , \ / & g e  bionchoal...,,,&c;lai;-i- (LP$) a &A,& p r o p o s &  c c : ~ % ~  

riG.y,en thé rapec i t iq i_ :e  d e ; t i n &  iij&rer 12s v r ; i e s  a$i-i!sil;-ies d'  A -+  DCGL+F;'Z> - 1 -- u J ? n  u i ~ t  $2- - 
acctimiil a . t i o n  anarms2  e d e  m a t & r i e i .  

Des t ravac ix  e;.:p&t-iiTienta~ij.t, p ~ i i . 5  dt;ç e.=.sai.s c h e z  l'i":zm[xe ;?nt  fiontv.& qiie le 

~ E A  perlxet_ aus5. i  i e y e c u e i  1  d-  ,xat-ri 21 ~ , ~ . : & = ~  <, -UA a.,, -; *y. = e t  1  & : 2 ~ 5  

- pupu1 - a t i  uns c e l  ! u l  a i  resp nor-~nal-- -  e~, , ,n t  es.;ent i e l  ! eiiien.t con . s t  3 t u é e s  te 

m a c r a g h a g e s .  

Ce!ui-ci & . t a i t  a u  d é p a r t  o b t e n u  d l ' a i d e  i n  bi-onci-;ascap- r i g i d e ,  

i n t r a d u i  t d a n s  u n e  S r s n c h e  p r i m a i r e  o u  s e c u n d a i r e  d e  ! ' a r b r e  b r a n c h i a l .  

L ' a p p a t - i t i o n ,  d e p u î s  19 an.3, d e  l a  f i b r a s c o p i e  a  S a ï i  1  i t é  1 ' : z b t e n t i o n  d e  

L24. C e t t e  m & f h ~ t i f t  5' est 1  5 ,Tgeaent  d&,ti,el r t p p & e  d a n s  33 b;>A d i  a q n o s t i  q:-ie e t  

camme iTtoyen d '  i n v f s t i g a t i : > n  b i c l z g i q u e ;  el l e  a permi.5 u n e  &nor!n@ audfic&e 

3 ,,, :+.P. 1, - l a  compr&+- , c ; . r i j ~  - .  b,, -- di-i TB! e lier- r y s t & m e s  i nf  l a m m a . t ~ i r e  t.t immunol*.giq;"w 

d u  poumon humain s a i n  ~t mal a d e  a v e c  un minimum d e  t - isqi iss  z t  peu d e  g é n e  

poiir  l e s  s u j e t s .  La s u r e - t t i  d e c e t t e  i i i é t k i ~ d e  a &"i t e~ i t ée  c h e z  d e 5  

v o l o n t a i r e s  e n  b ~ n n ~  s a r i t é  et  c h e r  d e s  g a t i s n t s  a y a n t  ine m a l a d i e  

i n t e r s t i t i e l l e ;  a u c u n e  c c m p l i r a t i o n  m a j e u r e  n ' a  &té s i g n a l & .  

a i e n  q u g  l e  1 ai.i.age 3s recac,t.i-e q u e  i--llu!es e t  c o n s - k i t u a n t s  

s o l u b l e . %  p r & s e n t s  s u r  13 , = ~ t - + . - - =  - a ~ ,  & p i t k ; & l  d u  t r a z t u . 5  t - e ï p i r a t o l r ~  

i f  i r  l a  c o m p a r a i s o n  d e s  r é s u l t z t s  a b t e n u s  alCec c.E;c:.:: t i r é s  ' & ~ I : . ~ P  -t ,LI - 

d e s  b i o p s i e s  p u l m o n a i r e s  c h i r u r g i c a l e s  2 t h o r a x  o u v e r t  a g é n é r a l e m e n t  

mont rL  q u e  ses c o n s t i t u a n t s  s o n t  r e p r é s e n t a t i f s  dei s y s t é m e s  i n f l a m m a t o i r ~ s  

e t  i mmur~clcigiques  d e s  s t r i i c t u r e s  a l r s o l  a i r e s ,  

L ' u t i l  i s a t i ü n  d e  i:ss t e c h n i q u e s  p e r m e t  d ' a b t e n i t -  d e s  m a t é r i e l s  s ~ ~ f i i s a n t s  

c h e z  d e s  i n d i v i d u s  narmau:.:. p o u r  c a r a e t b r i  ser n a n  s e u l ~ m e n t  !es C . , - - , -  c j tdes  d e  

c e l l u l e s  e t  l e s  c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t s  mais a ~ i s ; i  i e u r  f o n c t i o n .  
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L e s  v o l  u n e s  d e  1  i q u i  d e s  u t  i 1  i sés \ < a r i e n t  1 a r g e m e n t  d  ' un a ~ i t e u r  h 

l ' a u t r e  e t  ceci p o u r r a i t  m o d i f i e r  les  r é s u l t a t s  du l a v a g e ,  comme l e  m o n t r e  

1 ' & t ~ t d e  d e s  ce1 1  u l  es e t  d e s  c o m p o s a n t s  b i  o c h i  m i  q t i e s  d e s  LBA, t - é ~ ~ i p é r é ~  

~ P p a r É i m e n t  apr&;  i n j e c t i o n  s u c c e s s i v e  d e  4 é c h a n t i l l o n . - ,  d e  UC! m l  d 7 - - .  edii 

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

siijets normau:.: o n t  P t &  v o l o n t a i r e s  po i i r  l e  l a v a g e .  La n;!mératian d e s  

c e l l u l e s  c h e z  l e s  s u j c t j  non f u m e u r s  et f u m e u r s  s u g g P r e  u n e  é l u C ;  , -- d e s  

m a c r o p h a g e s  a d h é r e n t s  h 1  a  s ~ r f  a c e  a l  vi-ol a i r e  nc?n e x p l  i q u é e  p a r  1  a  .si mpl e 

d i  l u t i o n  d e s  é c h a n t i  llon.;. L e s  c o n c e n t r a t i o n s  des p r o t é i n e s ?  d ~ s  

c a r b o h y d r a t e s ,  d e s  l i p i d e s  et du  p o t a s s i u m  d i m i n u e n t  d a n s  l e s  P c h a n t i i l n n ;  

s u c c e s s i f s ,  ~ a i ç  s e l o n  un mod+le c i n é t i q u e  p r o p r e  à c h a q u e  c o n s t i t u a n t  . 
L E  v a l e u r s  m e s u r é e s  p o a r  ces c o m p o s a n t s  p e ~ i v e n t  d@nc g t r e  

s i g n i f  i c a t i v e m e n t  d i f  f  é r e n t e s  pcriir uni3 p e t i t e  <1Lr:l m l  i  o u  Cir ie  g r s n d e  (240 

in1 i  q u a n t i t é  de l i q ~ t i d e  d e  l a v a g e  (141 

1.2 COMPOSITION DES LBA 

Le LEA r e c u e i l l i  c h e z  l e  s u j e t  n o r m a l  (non  fumeui-1 s e l o n  i 3 9 i  c a n t i i i n t  
6 

d e  5 à 1 . 1  l ~ l  es ( m a c r o p h a g e s  93 2 CCX , lyrnphoc:u.tt-s 7 5 I i !  , 
p a l  y n u c l é a i r e s  n e u t r o p h i  les, é o i i n o p h i  les  et c e 1  l u l e s  b a s o p h i  les .:; 1% 1 et  

1 A !O mg d e  p t - o t é i n e s ,  r e p r é s e n t é e s  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  1  ' a i  bumine. 

1.2.1 C o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s  

a -Lzs  m a c r o p h a g e s  a l  v é û l  a i  r ~ s  

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

mononucl és. 

Chez 1 ' a n i m a l ,  les m a c r o p h a g e s  pt-ol i f è r e n t  d a n s  1 ' i n t e t - s t i  t i u m  a l v é o l a i r - e  

e t  m i g r e n t  e n s ~ i i t e  v e r 5  l a  s u r f a c e  é p i t h é l i a l e .  On présc.mti que,  c t , e z  

1 'homme, c e s  ce1 l u l e s  m i g r e n t  .A t r a v e r s  l e s  j o n c t i o n s  é p i  t h é 1  i a l e s ,  mai i 

c e t t e  m i g r a t i o n  n e  s e m b l e  p a s  a v o i r  é té d é f i n i e  d e  d a s o n  p r é c i s e .  



L e s  m a c r n p h a g e s  al:<,bol - & a i r e s  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l a  p h a g o c y t o s e  

p a r t i c c \ l a i r e ,  au n i v e a u  d e  l ' a r b r e  a é r i e n .  C e l l e - ; c i  c'-.,---. t-i.,tl Le  d a n s  d e s  

d é l a i s  r a p i d e s  e t  f a i t  i - - -  l aLt. c o n s t a m ~ e n t  à ~ î n e  a g r e s s i o n  p a r c ;  i i i ia i re ,  - 
i n f e c t i e u s e  ou nun. 

L e s  m a c r o p h a g e s  a l v ê o l a i r e s  j o u e n t  à l ' é g a r d  p o i  y n u c l  S a i r - e s  

n ~ i î t r o p h i l ~ s  l e  r8le d ' a c t i v a t e u r  pocit- a ; n p l i f  ier e t  p r o l o n g e r  l à  d é f e n s e  

p h a g o c y t a i r e .  A c e t  e i f  e t ,  i is p e u v e n t  ! i b g r e r  iin f a c t e u r  c h i m i o t a c t i q c i e  

po;;r es r : e i i t r o p h i  1  es. Zan.+ d '  a a t r e s  , i ; - c o ~ . ; . t ~ n ~ ~ . s ,  ! es n ; a c r & p h a , ~ ~ ; s  j ~ c i e f i t  

un rV1e d a n s  ' a c t i \ i . a t i o n  d e =  Iymphncyte- ;  T e t  p a r  c ~ n s é q u e ~ ~ t  c o n t ; - i b u e r i t  

l a  f o r m a t i u n  d e s  g r a n i t l o i n e s  . 
B i e n  qiie les m a c r o p h a g e s  a l v é o l a i r e s  s o i e n t  c a p a b l e s  d e  1  i t i t r e r  d e s  

m é d i a t e i i r s  qeii p e ~ : . v e n t  d é r a n g e r  l e s  i t r ~ i ~ t i - i r e ~  a l v é o l a i r e s 7  i l s  n e  l e  f o n t  

q u e  s'ils s o n t  a c t i v é s  p a r  Ueç s t i m u l i  e ; , :ugénes ,  c ' e - +  = L - à - d i r e  q u e  l e  ncmtire 

Ue c e l l t t i e s  p z r a i ' t  ;in f a c t e e t r  i i loins i m p o r t a n t  rjiie lecrr  é t a t  d '  a c t i v a t i o n .  

b- L e s  y m p h o ~ y t e s  a:i:&ol a i r e s  

[!es o b s . e r v a t i  a n s  mcrrphc.1 c;gi qi!e; du poi;mon hiizai r, n o r m a l  f s i i g g l r 2 i i t  

q u e ,  d a n s  5 s t r u c t u r e s  a!véo!ai res ,  1  es 1  y z p h o c ' y t e s  se t r ~ u v e n t  d a n s  

l ' i n t e r s t i t i u i r i  et  s u r  l a  z - ~ i r f a c e  é p i t h é l i a l e .  I l  d o i t  y  a v o i r  iin moi-\veinent 

d e s  !ymphocy tes  d u  s a n g  p é r i p h é r i q u e  et d e s  f  a t - m a t i o n s  1 y m p h o i d e s  v e r s  l es  

- tW cictcw-es a l v é o l  a i r e s .  Zn t e n d  a c t u e l  l e m e n t  A estiiiler q i i e  20 ii 9;:) % d e s  

l . y 2 ~ i l p h o i y t e ~ ,  mhe c h e z  l e  =L~JEt  '- normal  .surit d e s  c e l l ~ l e - ,  T, les  p r o p o r t i o n s  

r e s p e c t i v e s  d e s  b e t  n i i l s  é t a n t  e n c o r e  disc1, i tées .  

Norma!ernelit, e n v i r o n  , i h , 'i. d e s  l y m p h o c y t e s  E s é c r & t e n t  d e s  

immcinog lo t iu l ines  î n c l i i a n t  1' IGG, 1' IqM, 1' IcjA e t  1' IqE. L a  p r o p o r t i o n  d e  Et-- 

l y m p h o c y t e . ï ,  a u  n i v e a u  p u l m o n a i r e ,  s é c r & t a n t  d e s  ! g H  p l u t B t  q u e  d e s  IgG ou  

d e s  IgM est  p l u s  i m p o r t a n t e  q u ~  d a n s  l e  s a n g  c i r c ~ i l a n t .  

c- L z s  p a l  y*nuc!éa i res  

Chez l es  p e r s s n n e s  e n  b o n n e  s a ~ t é ,  les n e u t r o p h i l e s  r ~ p r P z e n t e n t  u n e  

p e t i t e  f r a c t i o n  i : 3 %  ) d e  l a  p û p u l a t i n n  d e s  c e l l u l e ï  a l ~ t a l a r r e s  d u  L M .  I 

L e 5  é o s i n o p h i l e s  s o n t  e n  g é n é r a l  a b s e n t s  c h e z  ces s u j e t s .  



Mai.;, d a n s  1e.s pouinans d e  c e i - t a i n s  ina la i i s s ,  parini lesqi- ie l  s d e 5  p a t i e n t s  

a t t e i n t s  d e  f  i h r o s e  p u l m o n a i r e  i d i  c p a t h i  que,  l EÇ n a u t r o p h i  l es p e u v e n t  

s ' acc i tmul  er et i n d u i  re  de.; l é s i o n s  au n i v e a u  du par-enrhyme al  'déol a i  i-ts. 

1 LCa _?- é o s i n o p h i l e s  p a r t i c i p e n t  à l a  r é a c t i o n  i n f l a m m a t o i r e :  ' -W..- 
& a def j  

p n e u m a p a t h i e s  i n t e r s t i t i e l l e s ,  i1.s p e u v e n t  l i b é r e r  d e s  m é d i a t e u r s  c a p a b l ~ . s  

d e  l g s e r  a u s s i  le5 c e i i c i l e s  du parenchyme p ~ i l m o n a i r e  et  l a  m a t r i c s  

i n t e r s t i t i e l l e .  

1.2.2 C o n s t i t u a n t s  s o l u b l e s  

L e s  con.s t  i t ~ i a n t s  ssl ~ b l e s  p r é s e n t s  d a n s  l e L E 8  p r o v i e n n e n t  

e s s e n t i  el l ement d ' u n  p r o c e s s ~ i s  d e  d i  f  f  c i s ion  p a s s i v e  X p a r t i r  d e s  1  i q ~ t i d e s  

i n t e r s t i t i e l s  ou d u  p l a s m a .  C e t t e  d i f f u s i u n  d é p e n d  t h é o r i q u e m e n t  d ~ i  p o i d s  

m o l é c c i l a i r e  dci c o n s t i t u a n t  é t ~ d i é ,  d e  l a  q i t a l i t é  d e  l a  n?embrane A t r a v e r s ~ i -  

e t  d e s  g r a d i e n t s  d e  pri-sçii?.n et d e  i o n c e n t r a t i i ? . n  15s chaq i ie  c e t é  d e  c e t t e  

membrane. I n t e r v i e n n e n t  d e  p l u s ,  l E t r a n s p o i p t  a c t i f  d e  c o m p o s a n t s  

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

L ' a n a l y s e  d e  c e s  c u n ~ t i t i ! a n t T = i  c h e z  d e s  s u j e t s  noririaiix a +té  f a . i t e  p a r  LON 

e t  col1 i50) .  

a- L i p i d e s  

L e  composan t  l i p i d i q u e  p r i n c i p a l  es t  l a  p h o s p h a t i d v l c h o l i n ~  (84 % d e s  

p h o s p h o l i p i d e s  t o f  a u x  1, l e  p h o s p h a t i d , y , l g l . y c é r a l  r e p r S s e n t e  13 - 3 4 % d e  c e s  

d e r n i e r s ;  on n o t e  a u s s i  l a  p r é s e n c e  d e  d i p h a ~ ~ p h a t i d y l g l ÿ c é r ~ l ~  d e  

p h o s p h a t i d y !  i n o s i  ta!, A ' a c i  d e  p h o s p h a t i  d i  q u e ,  d e  !.S. g h o s p h a t i - f : . ' - " - ;  Lf12i=~ A s l e  -,- e t  

d e  l a  p h o s p h a t i d ~ ~ ~ l é t h a n o l a m i n e .  

b- r -  k a ~ ~ ~ h y d t - d t ~ ~  

L e s  4/5  d z s  c a r b o h y d r a t e s  t r o u v é s  d a n s  les LEA o n t  un p o i d s  

m o l é c ~ i l  a i r e  i n f É r i e c i r  à !O. i?(:iO d a . i i c ~ i i s  e t  l/f d e  ce t te  f  r a c t i o n  c o r r e s p u n d  

a u  g l u c o s e  l i b r e .  

c- Composan ts  p r o t é i n i q u e s  

S e l o n  LON et  col l !50j, l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s  es t  d e  

S i  A 136 mg/l c h e z  d e s  s u j e t s  s a i n s .  C e l l e r - c i  p r o v i e n n e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  



du p l a s m a  p a r  d i l f u s i o n .  

Le-, s t r u c t u r e s  a l v é a l a i r e s  s o n t  p l u s  p e r r n & a L l e ~  23;: u r o t & i n e ;  d e  f . a i b l e  

._.!l!, n e  i ) qi!i ----.L ' p o i  d s  mol éccrl a i  re. ccjmme l a  s6t-urn al bai-i , C ~ ~ f i r e  e~;..v'lron 
?. .- n ÿub d e s  p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  d a n s  l e  LEA. 

L e s  i m m u n o g l c ; b c : . l i n ~ ~ ,  IgG, I g A  et f g E ,  s - n t  pr$.s@i-,te.=, 1 ~  .-,. =ci; - -  l- t 

! ,  pa.5 d & t e c t $ e ,  tr:-.ra,.:-- n i f m a f  t a n d i s  q u e  l '  I q M  -'--' ,,,-I-. al;;si 22s +etite.= 

q c i a n t i  t és  d e  p l u s i  su r - ,  ,-c!~-.-.- > I ~ U ~ C L ~  - -  I t .i - ~ 1 - i  - ~ G i i ! >  .--- i &ment.  

L ' a n t i p r o t é a s e  = . & r i q u e  p r i - - ;  l i i l p d l ~ i  -.- !'m4i?r', e s t  !a,vg=--i -+,,cl i t  p r$ . sen t@ d a n s  

!e LEA. Ati  - c o n t r a i r e ,  1'0~1 - ; I c ~ L ~  .T-" o g l c b i i l i n e  ( q p M  i n e  c o n t r i  biie qcie p o u r  cine 

f a i b l e  p a r t  l a  p r o t e c t i a n  de i'a!ÿ&o!e c o n t r e  l ? & i s l t a s e ,  Chrz le-, srjets 

normaux,  l e s t  à ~ e i n e  U é t e c t a b l e  d a n s  l e  LEA. 

P l u s  récemment ,  u n  i n h i b i t e u r  a c i d a - s t a b l e  d e  f a i b l e  p a i d s  m ~ l é c u l a i r e  

< !Cl. 50it 1 a  é té  i so l é  r f ~ c  murc!s b r o n c h i q u e .  I l  est p r o d ~ t i t  d i i -e r t i ement  p a r  

l e s  cellttles é p i t h é l i a l e s  d u  t r a c t u s  r e s p i r - a t o i r s  r : - ; j&rieur .  

1.2.2 E x p r e s s i a n  d e s  r é s u l t a t s  

L' i n t e r p r é t a t i  an de-, r é s c i l  t a t s  d e s  e;.:amens pi-atiq:_i&t; scii. l e 123 e.st 

c a n d i  t i o n f i é e  pai- l e u r  mode d ' - i x p r e ç s i o n .  En ei.fet, l e  l r q u i d e  i n  j e i t é  n ' e s t  

p a s  r é c u p é r é  e n  t o t a l i t é  e t  l e  p o u r c e n t a g e  d e  r & c u p & r a t i o n  v a r i e  d ' u n  s u j e t  

A l ' a u t r e :  c e l u i - c i  p s u t  g t r e  d i m i n u é  c h e z  l e s  fumeitr .s ou l o r s  d e  d i v e r - r e ~  

a f f e c t i o n s .  I l  est a i n s i  d i f f i c i l e  d ' e x p r i m e r  l e s  r é s u l t a t ;  p a r  m i t é  de 

v o l u m e  d e  LEA; i l  e n  est d e  meme si c e u x - c i  s o n t  r n p p o r t é s  !a t a t a l i t é  d u  

l i q c i i d e  r é c c i p é r é .  Fclur r é s a ~ d r e  ce p r o b l P m e ,  p l u ç i e i i r s  . s o i u t i m s  o n t  é t i l  

pi-opcssées. 



EAUGHPIAN et c o l 1  i&) o n t  tttilisi- t r P s  réïeiiii~erit l e  h l e i i  d e  rnétt.;y!Ènel 

qiie l 'on  s a i t  n e  p a s  ê t re  a t ; s ~ r L ? é  l o r s  di! 1a:jage p ~ i l m o n a i r e  e t  q u i  e s t  

a j o u t é  A f a i b l e  c o ~ c e n t r a t i o n  a u  i i q u i d e  i n t r o d u i t ;  ce1 i e - c i  est d & t e ~ - m i n & ~  

d a n s  l e  .vûliime i n s t i l l é  p u i s  d a n s  l e  LBA a s p i r é ;  iin f a c t e u r  d e  i f i l u t i o n  di.\ 

1  i q u i d e  i n t t - û d ü i  t p e u t  a i n s i  S t r e  c a l c u l é .  

Pli-1s f  réqiiemment , 1 es t -ézul  t a t s  s o n t  e x p r i n i é s  scius f  cjt-me d '  cin r a p p a r r  

Je z a n c r n t r a t i o n ,  e n  se r é t é r a n t  A un s t a n d a r d  s u p p o i é  p r é s e n t  h 

c o n c e n t r a t i o n  c o n ; t a n t e ,  a u  n i v e a u  a l v é o l a i r e .  

A i n , s i ,  f e  p o t a s î i ü 1 3  a &té  p r o p o z é  comme s i i b s t a n c e  d e  ï é f  é r e n c e .  

C e p e n d a n t ,  l e d o s a g e  d u  p o t a s s i  cm d a n s  4 é c h a n t i  1  l o n s  r e c u e i l  ! i s 

s u c c e s s i v e m e n t  l o r s  d u  meme l a v a g e ,  réal i sé  c h e z  d e s  s u j e t s  s a i n s ,  m o n t r e  

q u e  l a  d i m i n u t i o n  d e  sa  c o n c e n t r a t i o n  est p l u s  l e n t e  q u e  c e l l e  d e s  a u t r e s  

c o n s t i . t u a n t . à  d u  LEA. C e c i  p e u t  g t r e  e x p l i q i i é  p a r  l a  l i t l é r a t i o n  d e  po . tass ium 

h p a r t i r  d e  ce l l i i les  endommagées ai: p a r  s a  d i f f t i . s i o n  d p a r t i r  d u  p l a s m a ,  

L a  s é r u m - a l b u m i n e  a  é té l a r g e m e n t  a c c e p t é e  ï a i T i i X e  s t a n d a r d  p a u r  c = 

a u t r e s  p r o t é i n e s ,  sa p r é s e n c e  d a n 5  l e  LFA é t a n t  e: . :pliquÉe e s s e n t i e l l e m e n t  

p a r  Lin mécanisme d e  d i f f u s i o n  p a s s i v e .  C e p e n d a n t  FICK et c o l 1  (221 o n t  n o t é  

i ine d i m i n u t i o n  d u  tait:.: d ' a lbc imine  d a n s  les  LEA d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d e  

rn i t cor - , c idos@ : ctll!e-ci p o u r r a i t  k t r e  e n  p a r t i e  d é t r u i t e .  EE meme, EELL e t  

co l !  13) o n t  s i g n a l é  u n e  d i m i n i i t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l ' a l b u m i n e  d u  

LBA s a n s  q u e  ce l l e  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  d e  t a i l l e  c o m p a r a b l e  s o i t  a+ f e c t é e  e n  

c a s  d e  p n e ~ i r n o p a t h i e  c h r o n i q u e .  

D a n s  c e s  c o n d i  t i u n s ,  i l  p o u r r a i t  3tre p r é +  é r a b l e  d?e: . :pr imer  les 

r é s ~ i l t a t s  en  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  i-n p r o t é i n e s  t o t a . l e s  . 

1.3 INTERET CLINIQUE 

L e  r e c u e i  1 d u  matériel a l v é o l a i r e  c o n s t i  t u e  un moyen p r i v i l é g i é  

d ' é t u d e  d e s  mécani  i m ê s  b i o l o g i q u e s  d e  bon nombre  d%f  f  e c t i o n s  

r e s p i r a t o i r e s ;  c e l l e s - c i  a n t  été c l a s s é e s  p a r  HUNNINGHAKE et c o l 1  (37) en 4 

c a t é g o r i e s .  



, d r m e n t  un gt-aupe -Les  af7Ci-ct ians  i n t e r s t i t i e l l e s ,  qii i  b -  

h é t é t - o g é n e  d e  m a l a d i e s  c h r o n i q u e s  du t r a ~ t i i s  r e s p i r a t - ' - -  u ~ ,  E. i n f & t - i e t . r g  

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

a l v P o l a i t - e ,  e t  une  ?et-te d e s  s u n i t é s  f c i n f t i o n n e ? ! ~ i s  i . l v é o l a - c a . ~ i ! l a i i e s .  

-Les  m a l a d i e s  i n L - * '  , CC c i  e ~ i ~ s ,  c ~ r r e s p a n d a n t  aux t r o c L '  .Ls A t .2  --- 

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

-Les  i r i a la~ j i  es d e s t r ~ i c t i ' ; e ç ,  C '  e s t -à -d i j -e  ( i - 1  . -q-qck&ri  c ==-.I, p a r  

u n e  p e r t e  d e %  . s t r i u c t i i r e s  a l v é u l  a i r e s ,  pa rmi  l e s q u e l !  ec, 1 ' emptiy~.&iiie, 

- ' e.zt.-A-d i re 1 es tcti.;ieurs -Et  l es  m a l a d i e s  n i - o p l a s i q u e s  , 
pu! monai res p r i m i t i v e s .  

I l v i r o n  t e s  ma! a d i e s  p i i l m o n a i r r s  i z t e r s t i  t i e i l e s  f  o rment   in grricipz d ' e -  

13i3 a f f e c t i o n s  d i f f é r z c t e s ,  c h a c u n e  é t a n t  c a r a c t é r i s g e  p a r  u n e  a l v é û ! i t e  

c h r . z n i q u e ,  c ' e s t - & - d i r e  u n e  a u g m e n t a t i o n  du nombre  d e  c e l l u l e s  e - f f e c t r i c e s  

i n f l a m m a t o i r e s  et immuno-campéten tes  d a n s  l e  parenchyme p u l m a n a i r e .  

Chez d e  nomSreu:.: p a t i e n t s ,  1 ' a l v é o l  i t e  e n t r a î n e  iin d é r a n g e m e n t  d e s  

s t r u c t u r e s  a l v é o l a i r e s ,  i n c l u a n t  u n e  f i b r o s e  d e  l ' i n t e r s t i t i u m  a d j a c e n t .  

S ' i l s  n e  s o n t  p a s  c a n t r b l é s ,  c e s  p r o c e s s u s  i n f l a m m a t o i r e s  e t  immuns v o n t  

p e r t u r b e r  l a  s t r u c t u r e  d u  p a r e n c h y m e  pu!manaire d e  s o t - t e  q u e  les  a l v é o l e s  

s e r o n t  i n c a p a b l  es d '  a s s u r e r  l es é c h a n g e s  gazeu;.:. C' es t  p o u r q u o i  i 1 est 

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

et d e  c o m p r e n d r e  l e s  p r o c e s s u s  q u i  commandent l a  f o r m e  e t  l ' i n t e n s i t P  d e  

c h a q u e  m a l a d i e .  

Une c l a s s i f i c a t i a r i  d e  ces a f f e c t i o r i s  p e u t  2 t r e  ba.;ée L i  1 e5 

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

a n  d i s t i n g u e  a i n s i  d i f f é r e n t s  t y p e s .  



-Le p r e m i e r  e ~ . t  1 e  s y ~ g  l y m e h g c y t a i r g  , c a r a c t & r i s é  p a r  L!.RE 

a u g m e n t a t i o n  dl-i p o u r c e n t a g e  d e s  l y f i p h o c y t c s  a u - d e l a  d e  15% . Ce t,;;pe es t  

,,A=e e t  les p n ; l i _ i ; ~ ~ p a t h i  2 d " . . ~ , : - . ~ r s e n s i b i  o b s e r v é  s u r t o u t  d a n s  1  a s a r c o i  "-- l i i  T 

La s a r c o ï d ~ s e ,  a f  f e c t i o r !  d e  l o i n  l a  p!i!s f  r é q i i i n t e  p a r i i i  ie!les compct-tari t  

, , i p h a c y t a i r e ,  a &té  d e  ce . f a i t ,  l a  i;lei-i;.: :?:;.:plu;-&e. C'e-" u n e  21 v é a l  i te  1  y,-,- ZL üne 

inal & d i e  g ranc i l  imzt te i ise  d i  f  f  cise,  d e  c a u s e  i n r o n n i ! e .  D e  noiiihireu:.: o r g a n e s  

peu>,,et-,n 3tt-e a i f e c t s s  mai- t r a c t u s  r t . ç p i r . 3 t o i r e  i i i . f $ r i e u r  e ~ t  l e  5;ttz l e  

p l  cis f  r$quem;nefit i mpl j, qzé ;i..yjec i ine &$v .~ l  i - i t i  a n  pl3;.5si e .:/ers tifle i g s . u f f i  ç a n c e  

r e . s p i r a t o i r e  gt -ave.  

I 7 & t r ide  
I - c y t o ! o g i q i i e  d u  LEA m o n t r e  idne . u g i ? e n t a t i i n  e n  nombre d e  

T - l . y m ~ h o c y t e s ,  a l o r -  q u e  l e u r  tau:.: d ~ n s  1 E sang p & - i p h & r i q u e  est d i s i n u & .  

L 7 é v a l i i a t i o n  d e s  s o i i s - p o p u l a t i o n s  d e  T-1ymphocyte.ï  h ! ' a i d e  d '  a i i c r~LV-pS --*; 
monoclunau:,:, s p 3 î i f  i q i i e s  d e  chaci-ize d ' e n t r e  e l l e s  a m o n t r é ,  d a n s  l e s  

s a r c a i d o j e s  t rés  a c t i v e s ,  cine a a g m e n t a t i o n  d e s  T-helpet-.â e t  un  a i i a i s s e m e n t  

d e s  f - s~_ tppresse :_ i rç  d a n s  1 2  LES, l e s  r a p p o r t s  e n t r e  c e s  2 p 1 3 p ~ i l ~ \ t i g f i s  

r e s t a n t  i n c h a n g é s  d a n s  l e  s a n g .  

1 .  L Z ~  T-l ymphoc.ytes  a c t i v É s  1 i h è r e r i t  d e s  1 y m p t i a k i ~ e s ,  e n  p a r t i  c u l  icr Lin 

f a c t e u r  c h i m i n t a c t i q u e  d e s  i n a n o c y t e s  et  un f a c t e u r  d ' a ~ t i ~ i a t i o n  d e s  

m a c r o p h a g e s .  Ces p h a g o c y t e s  inononuc!&és s e r o n t  h l ' o r i g i n e  d e  l a  fc t r i i ia t ion 

d e s  g ranc i l  omes. 

-Le s e c o n d  t y p e  c y t o l o g i q u e  est c n r a c t t - r i s &  p a r  u n e  mgngi;t_atjgi; dg- 

my&rgehthg_s a u - d e l  d d e  5 A t :( ( p a r f  o i  s beai-icoup F;! cis P l  z v é e  !. 
L ' a l v é o l i t e  A n e u t r o p h i l e s  caractér ise  l es  p r o c e s s u s  f i b r o g è n e s  : f i b î - o s e s  

i d i o p a t h i q u e s  d i f f u s e s ,  f i b r o s e s  a s s o c i é e s  aux c o n n e c t i v i t e s  o u  f i b r o s e s  

f a ! n i l i a l e s .  E l l e  p e u t  a u s s i  s ' a s s o c i e r  nu:.; s t 2 d e . z  t a r d i f  d ' a$$=-* ; - -  . Lx- L L L - I I ~  

t e l  1  es que l a  s a r c o i d o r . ~ ,  1 a p , , e a m o c o r i i o s e ,  e t  1  7 h i i t i o c y t ~ ç e  X .  

L ' a u g m e n t a t i o n  e n  p o u r c e n t a g e  d e s  n e t i t r o p h i  l e s  est a5 ;oc iÉe  A i ine  

h y p e r c e l l c i l a r i t é  g l o b a l e  marquée .  L e s  m a c r o p h a g e s ,  a i !gmentés  e n  r i ~ i ~ b ! ~ ~  e t  

a c t i v é s ,  p r o d u i s ~ n t  un f a c t e u r  c h i m i o t a ç t i q u e  a t t i r a n t  s p é c i f i q u e m e n t  les 

n e u t r o p h i l e s  q u i  m i g r e n t  a l o r s  v e r s  i >a lvéo le  et  1  i b e r e n t  d e s  enzymes ,  

no tamment  une c o l l a g é n a s e ,  q u i  d é s o r g a n i s e n t  l e  c o l l a g è n e  e t  l ' i n t e r s t i t i u m  
l 



p ~ i l   ona ai re. C e t t e  d&sc . rgan i  s a t i  i n d ~ . i  t i-;fie r r s y i ; t h & s e  ana i - " '  ,-!:,!,cle 7 d e  

c o l  l a q é n e  p a r  1 es i i bt-oh1 a s t e s  s t i i n i i l  t-5 eut.: ai-issi p s i  un f a t - b e u r  Ue 

c r o i s s a n c e  sécrété p a r  l es m a c r o p h a g e s .  

-?in + L r s ~ 3 i é i n e  . ; - t y p e  d e  f o r m u l e  est c a r a c t é r i s S e  pat- l a  p r é s e n i e  d ? ü n  

p o u r c e n t a g e  a c c r u  d ' é o s i n g p h i l e s .  C e l ~ l i - c i  ~ e ~ i t  a t t e i r i d r e  ?r:j A SO % e t  plci.= 

d a n s  1  es  pneumani e i  A é o s i  nophi  l e s  et d a n s  l ' a s t h m e .  

E a n s  u n e  & t u d e  s é q i i e n t i e i  l e  d e s  p i p u l a t i a c s  c e 1  l u? a i  res p r é s e c t ~ s  d a n s  

l e  PoUi7Bni lrsrs d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  pne t imanies  b a c t C r i e n n e s ,  TZNNEL et  

co l !  (77 )  o n t  rnan t r8  qi ie  l e s  n e i i t r a p h i l e s  & t a i e n t  p r é d a f i i n a n t s ,  lo rs  d e  l a  

phase a i g i G .  M a i s  a n  n ' a  p a s  tiroür;é d e  n e ü t r n p h i l e s  d a n s  l e s  pûui;ons d e  

iTial -.A- a t t e i n t s  d 7 a f f e c t i o r , s  p u l m u n a i r e s  rhraniq.c:,.-s t e l l e s  qcie l a  t u b e r -  

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

u n e  accumu! a t i ü n  d e  1 y m p h a c y t e s  d a n s  l e% s t r ~ i c t u r e s  a l . ~ é o !  a i r e s  e n  p a r t i -  

c u l  i er d e s  T-1 y m p h o c y t e s .  

Dans d e s  c a s  p a r t i c u l i e r s ,  1 "examen b a c t é r i o ! o g i q u e  a u  p a r a s i  t o l ü g i  q u e  

p e u t  a p p o r t e r  u n e  a i d e  i m p o r t a n t e  p a u r  le  d i  a g n a s t i c  d e  m a l a d i e s  

i n f ~ c t i e ~ ~ s e s .  Le LBA r e p r i - s e n t e r a i t  l e  rneille~r moyen d ? i e r i t i f i c a t i o n ,  

c h e z  d e s  s u j e t s  immunodépr imés ,  d ' a g e n t s  i n +  e c t i e u x  o p p o r t u n i s t e = ,  

c y t o m é g a l o v i r u s ,  m y c o b a c t é r i e s ,  a ç p e r g i  1  l u s ,  e tc . .  . 

1.3.3 t e s  m a l a d i e s  d e s t r u c t i v e s  

Au c o ~ t r s  d e  c e s  d e r n i é r e s  a n n é e s ,  I ' i n t é r S t  p o r t é  a u  r61e d e s  enzymes  

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

g r a n d i  r a p i d e m e n t .  Cezi p r o v i e n t  d e  deux ~ b s e r v a t i o ~ s  f a i t e s  d a n s  les 

a n n é e s  60 : 



1- ta ri;-unr--. - i!d;i=dni:E - - -  ijiie le5 s ~ i j i - C S  """centctnt  un ci& j,r-i.t Fi C-? 

h é r é d i  t a i r e  e n  AP, s o n t  p r é d i  s p o s é s  d i ' e f i ~ h , ~ , r & i i i e  pii l  muni;...i rz.  

.7- ta 
L d é m u n s t r a t i o n  q u ' u n  er;zymc 9 rrii.i-2. - *-L~.L ' yf-iqcie ( p a p  -.* est 

c a p a b l e  de p r o d u i r e  d e s  i é s i a n s  s e m t i l a b l e r ,  4 c e l l e s  d e  1 'emp:iys&ae ; : h ~ r  

l ' a n i m a l .  

du n i v e a u  d u  poumon ; s i n ,  l e s  p r o t $ a s e s  z o n t  n e  L\ t - - - ; c b e -  1 di&-.- = $dÏ  125 

a n t i p r o t é a s e s ,  p r é s e n t e s  e n  e:.:cPs. Act c o n t r a i r e ,  un d é s é q i i i  1  i b r e  i n  f a v e ~ t r  

d e s  p r u t é a . t e s  p e u t  e x p l  iq;!er l a  ii;i.venc;e d e  1  ' e f i p h ~ s & m e  (65) . 
t a  m a l a d i e  d e s t r u c t i v e  i n t e r v i e n t  d u n c  l o r s q u e  l e s  e n z y m e s  s o n t   présent.^ à 

c o n c e n t r a t i c r n  s i i p & r i e c i r e  A ce l l e  d e s  i n h i b i t e u r s ,  d e  s o r t e  ijc;'ili r e s t e n t  

a c t i f s  d a n s  l e  poumon, e t  p rovoqc ten t  l a  d e s t r u c t i o n  d e s  t i z s c t s .  

L e s  e n z y m e s  él a s t o l y t i q i i i - s  o n t  S t é  p a r t i  c u l  i&rement S t i i d i é s  e n  r a i s o n  d u  

r a l e  j o u i  p a r  l 7 & l  a s t a s e  a u  n i v a u  p u ï m a n a i r e .  

Le.5 l e u c a c y t e s  n e u t r o p h i l e s  c o n t i e n n e n t  deux  p r o t é a s e s ,  a c t i v e s  A pH 

n e ~ ! t r e ,  stoc!::ées d a n s  l e s  g r a n ~ ! l  es a z ~ i r o p h i  les, 

L ' é l a s t a s e  est  l i b é r é e  p a r  l e  n e i i t r u p h i l e  dur-ant l a  p h a g o c . y t o s e :  e l l e  est  

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

un emphyséme p e u t  a p p a r a ï t r e  a p r é s  si7n i n s t i l l a t i o n  c h e z  l ' a n i m a l  ) .  

La c a t h e p s i n e  G q u i  p r é s e n t e  u n e  a c t i v i t é  c h y m u t r - y p s i n e - l i k e  est  acssi 

p r u d i t i t e  p a r  les  n e i t t r c ; p h i l e s .  E l l e  n e  s e m b l e  c e p e n d a r i t  j a u e r  f t i i ' i t i 7  rI-?.fe 

m i n e u r  . 
L e s  m a c r o p h a g e s  p o u r r a i e n t  c o n t e n i r  u n e  & ? a s t a s e  q u i  a les ~ r o p r i é t + , z  d ' u n e  

s é r i n e - p r û t é a s e .  C e l l e - c i  p r o v i e n d r a i t  d u  n e u t r o p h i l e ,  e l l e  sera i t  a b s o r D É e  

p a r  1  ' i n t e r m é d i a i r e  d e  r - é c e p t e ~ t r s  inemtiranai res et l i b é r é e  u l  tt-ri e u r e m e n t .  

L e  m a c r o p h a g e  p r o d u i t  a u s s i  c;ne é 1 a r ; t a s e  q u i  a  l e s  p r o p r i é t é s  d 'uni- 

m é t a l l o p r o t é a s e  i ~ a t d é p e n d a n t e  !; e l l e  n ' e s t  p a s  ç t o c k g e  mais s é c r é t S e  

p a r  l e s  m a c r o p h a g e s  a c t i v é s .  



L'$qui  1 i b r e  $1 a s t a s e - , a r c t i  $1 a s t a s e  p ~ ~ l t  e t r ~ .  p e r t u r b é  poi i r  pli i i ' i  eiirs 

r a i s o n s ,  d e  s o r t e  q u e  les  é ias tases  p r é d a m i ~ e n t .  L e  t a u x  d ' é l a , s t a s e  d a n 5  !e 

poiiimn p e u t  aug i i i en te r ,  1 ' & c r a n  z n t i  -élas'tase pi-1i.t d i  m i  n u e r  a u  i 1 p e u t  % z  Y 

a v o i r  u n e  c o m b i n a i s o n  d e 5  deux  f a c t e u r s .  C2 m é c ~ n i s m e  a &té  récemment  

a p p l  i q u é  à d '  a u t r e s  r n a l a d i i s  pu1mona i re . s .  C e p e n d a n t ,  c o  est pour ! 3 

brc inch i  t e  c h r o n i q i i e  et  1 'emphysbme qii '  i! est ! e rnie~i:.: é t a b !  i 

i? $ t u d e  de= antiprot,&q--.- -, =ea d u  LBh est d o n c  p a r t i c u l  j,$r-. t i n t & r p - . ~ . s n t e  

p o u r  m i  eux c o m p r e n d i e  1 es m&cani smes p h y s i  of agi q u e 5  d e  pro te j : t io f i  Uu t i .z,su 

pii! m o n a i r e .  



La p r é s e n c e  d e  l ' ~ . , A P  d a n s  l e  LBA a été  s i g n a l é e  s n  1774 p a r  

RLYNDLflÇ et 1 f C e l l e - c i  s e m b l e  j o u e r  iin r3le e s s e n t i e l  d a n s  l a  

p r o t e z t i o n  d e  l a  n u q u e u i e  r e s p i r a t o i r e .  L e s  d o ~ ~ i & t ? s  ~ s s e n t i e l  l e s  c o n c e r n s . n t  

cet i n h i b i  t e ~ i r  a e r a n t  d o n c  r a p p e l é e s  d a n s  re  t r a v a i  1 .  

Les n u t r e s  i n t l i h ; t e u r . s  d e  s $ r i n e - p r c i t & a s e s  s u s c e p t i b l e s  d '  $ tre  r f t r o e v + ~  % .  - -  
,4 Ad# - ?- 15 1 e LEI4 se t -on t  e n s i - ~ i  t e  p r é s e n t é s .  

2.1 L QImANT 1 PROTEASE 

C e l l e - c i  est  g é n S r a l e m e n t  o b t e n u e  d p a r t i r  du - ' - -  pLB2ma. L a  -"--. =er3r at i on d e  

1'  N1 AP e t  d e  l a  sé rc im-a lbu i~ i ine ,  q u i  o n t  un c s m p o r t e m e n t  a s s e z  v a i s i n  dan; 

d i f f é r e n t s  p r o t o c a l e s  d e  p u r i f i c a t i o n ,  es t  le  pt-obl tme l e  p l u s  d i f f i c i l e  A 

r é s o r d r e .  E l l e  a  P t &  e f f e c t u é e  e n  u t i l i s a n t ,  s o i t  i ine  c h r u m a t o g r a p h i e  

d ' a f f i n i t é  s u r  ConA-Sépharase  (811, q u i  t i r e  p a r t i e  d e  l a  n a t u r e  

g l ~ ~ ~ c o p r u t é i c j i i e  d e  1 ' ( r l  AP, ; o i t  clne c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a S f  i n i  t é  sc;r t h i o l -  

Ç&C p t ~ d ,  -- 0% (17) b a s é s  s u r  l a  p r é i e n c e  d ' u n  gi-oupeirient t h i o l  1it i t-e d a n s  

1 'di r é d u i t e .  Lnf i n, l ' a l  bumi n e  pe i r t  B t r e  aiissi c i b s o r b é e  s é l  ect i  venient  

p a r  immunoaf f i n i t é ,  à l ' a i d e  d ' a n t i c o r p s  a n t i a l h u m i n e  ou p a r  a f f i n i t é  s u r  

E l  ue -Çépharose  f 7%) . 

C ' e s t  u n e  g l y o p r o t é i n e  q u i  a  un PM d ' e n v i r o n  54.000 et q u i  est 

c o r i s t i t c i é e  d ' i ine  s e u l e  chs.l 'ne p a l  y p e p t i r j i  qtle. La . z t r i i c t u r e  p r i m a i r e ,  

e n t i é r e m e n t  c o n n u e  i151, est c o n s t i t u é e  p a r  394 r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s ,  

a v e c  un a c i d e  g l u t a m i q u e  e n  p o s i t i o n  N - t e r m i n a l e  et  u n e  1 y s i n e  e n  p o s i t i o n  

C - t e r m i n a l e .  E l l e  n e  c o m p o r t e  q u ' u n  r é s i d u  d e  c y s t é i n e  ( e n  p o s i t i û n  232 1 



s i t u é  h l a  s ~ i r f a c e  d e  l a  na1  é ~ ~ i l e .  Ce d e r n i s r  p e u t  5 ' e n g a g e r  S a n s  ;in pi lnt  

d i  s u l f  u r e  a v e c  l e  g l c i t a t h i o n  o u  a v e c  d 'a i i t re . ;  p i o . t é i n e s  p1a.smat ique.z  q u i  

o n t  u n e  c y s t é i n e  l : t i r e  e t  a c c e s s i b l e .  

La c o p u l e  g l c i c i d i q u e  r e p r é s e n t e  12 % dii p c i i d ~  13s l a  m o l é c u l e .  E l l e  f.zit 
. . c o n s t i t ~ i é e  dil 3 c h a i n e s  y l y c a n n i q u e s  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t r j s a m i n i q u r  e n  

p o s i  t i o n  46, 33 et 247. 

L' W4 kP h u m a i n e  es t  p r é s e n t e  t t i ~ i ~  l e  m & i i i ~  s u j e t  so'cts p l u s i s - t r i ;  f a r m e s  

d i +  f é r e n t c - s  : t ra ir ;  b a n d e s  p r i n c i p a l e s  e t  p l u s i e i i r s  b a n d e s  m i n e u r e s  

i s o i n h i U i t r i c e s  .- =-nt  s é p a r é e s  e n  i s a é l e c t i - a f  o c a i  i s a t  i u n .  C - t t e  

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

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

d e  1'DCqAP p a r  l a  n e i i r a m i n i d a s e  n ' a l t é r e  p a s  d e  f a f o n  s c i D s t a n t i e l l e  le 

schéma d e s  b a n d e s  s u r  les  g e l s  d'i~~aélectrûfocalisation s a u f  p o u r  l e  

d é p l a c e r  v e r 5  l e s  p o i n t s  i s o é l e c t r i q c i e s  l e s  p l u s  hac i t s .  

La s t r u c t u r e  g l y c a n n i q u e  d e s  t r o i s  b a n d e s  p r i n c i p a i e s  a été déterminée p a r  

IIAüCiHFiN et  c a l l  r81j. C h a c u n e  d e 5  trciis b a n d e s  c o n t i e n t  t r a i s  c k i i a l ~ ~ s  

g l y c a n n i q u e s  d e  t y p e  N-acétyllacto-,aminiqiie, mai= l ' u n e  d e  ces b a n d e s  

c o m p o r t e  t r o i s  c h a i n e s  b i a n t e n n é e s  C i s o f o r m e  1 !, l a  de~i; . : ième, deux  c h a l n e s  

b i a n t e n n é e s  e t  u n e  c h a i n e  t r i a n t e n n é e  ( i s o f o r m e  I I  1 et l a  t r o i s i é m e ,  u n e  

c h a î n e  b i a n t e n n é e  et deux c h a i n e s  t r i a n t e n n É e s  ( i--, =hf orme f  i I 1 . 
Le p o u r c e n t a g e  d e  ces  d i f f é r e n t e s  f a r i n e s  ! I ,  i f ,  I I I  1 -.-t E'2 re iq ." ;ve~; i . - -  L c +  Le, i t  

c o n s t a n t  c h e z  d e s  s u j e t s  s a i n s ,  d a n s  d e s  p f o ~ ~ r t i . z n s  4, 1 

r e s p e c t i v e m e n t .  Un c h a n g e m e n t  marqué  s u r v i e n t  d a n s  1  e c a s  d ' u n e  i n f  1 ammati on 

a v e c  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  i s o f o r n e s  I I  e t  I I I ,  c o n t e n a n t  d e s  c h a i n e s  

g l y c a n n i q u e s  t i i a n t e n n é e s .  

2.1.3 P o l y m o r p h i s m e  d e  l'rd, kP 

Dans  l a  g û p u l a t i a n  g é n é r a l e ,  d ' u n  s u j e t  A l%autre, l e s  f u r m e s  d ' a 7 6 P  

p e u v e n t  g t r e  d i f f é r e n t e s .  L e  p o l y m o r p h i ç m e  g é n é t i q u e  e.àt e x p r i m é  p a r  l e  

s y s t é m e  P i  I p r o t a a s e - i n h i h i  t e u r  1, r e p r é s e n t é  p a r  l e  l o c u s  P i  m~il t i-al  l é 1  i -  

q u e  t r a n s m i s ç i a n  a u t o s o r n i q u e  c o - d a m i n a n t e .  P l u s  d e  20 a l l P l e . 5  d i f f é r e n t s  I 



o n t  é té  m i s  e n  é v i d e n c e ;  i ls  orit  é t& noni~iÉs p a r  d e s  l e t t r es ,  s i - i ivan t  !PL[T 

m o b i l i t é  é l e c t r a p h o r é t i q u e  e n  i--* ~ ~ ~ l e i t r o + û c a l i ~ = a t i o n  i 7 9 ) .  C o n v e n t i o n n e l l e -  

ment! 1  ' a l l é l e  l e  p l u s  c o u r a n t  a y a n t  i-ine mobi 1  i t é  é l e i t r o p h o r é t i q u e  i n t e r -  

m é d i a i r e  est a p p e l é  M. DE,% a l l é l e ;  p l u s  r a p i d e s  !F!, p l u s  l e n t s  <SI et  p l u s  

l e n t s  e n c o r e  I Z )  o n t  é t é  d é c o u v e r t s .  

l e s  s u j e t s  p a r t a n t  l e  p h é n o t r p e  l e  p l u s  c o u r a n t  M F  h u m o z y g o t e i  M M ,  o n t  une 

c o n c e n i t - a t i a n  e n  GAP d e  l ' o r d r e  d e  deux  grammes p a r  l i t r e  d e  p l a s m a .  

D ' a c i t r e s  a! l è l e s ,  n e  ci;ridciisanQra A aine dii.riintl,tion d.2 1 a  ;ûn ;en t r .3* ; i~n  

p1e:smatiq~ie d e  l 'o(lAF, o n t  é té  d é c r i t s  et d é s i g n é s  p a r   diverse^ !ett:fes d e  

l ' a l p h a b e t  e n  i o n ç t î o n  d e  l e u r  r a p i d i t é  d e  n i g r a t i  un e n  i s u é l e c t r u f  û c a i  isa- 

t i o n .  l e s  p la i s  f r t q a ; e n t s  s o n t  t - e p t - é s e n t é s  p a r  1 ~ 5  l z t t r e s  Fr I g  V et   ont 

t r a n s m i s  &. l ' é t a t  h o m o z y g a t e  ( FF ) o u  h é t é r o z y g o t e  ! FM 1, ( !Pi 1 o u  i MV ) .  

R u e l q u e s  a l l P l e s  d o n n e n t  d e s  ) h é n a t y p e s  c a r a c t & r l s S s  par u n e  d i m i n u t i o n  U P  

l a  ; z o n c e n t r a t i o n  p l a s m a t i q i i e  d e  !'x1AF, p a r  e x e m p l e  F i Z  et F i S .  

L e s  s u j e t s  d e  p h é n ~ t y p e  L ,  h o m o z y g o t e s  Z Z ,  o n t  unE c o n c e n t r a t i o n  i n f é r i e u r e  

A 20t:) mg p a r  l i t r e  d e  p l a s m a .  C e t t e  p r o t é i n e  7 d i f f h r e  d e  l a  ?1 pst- l a  

s u b s t i t i i t i o n  d ' u n  seiil a c i d e  amini- 1 3 4 2 ,  Glu4Ly;i 1 .  Sa f r é q u e n c e  d a n s  l a  

p o p u l a t i o n  e u r o p k e n n e  est d e  f k r d d r e  d e  1 % . 
La ) r o t S i n e  S d i f f P r e  a u s s i  d e  l a  M p a r  l a  s u b s t i t u t i o n  d ' u n  acide a m i n e  

( 2 6 4 ,  Glu-Va1 1. 53 con cent ratio^ d a n 5  l e  p l a s m a  est d ' e n v i r o n  1,7 g / 1 ,  

s a  I r é q u e n c e  est d e  l ' o r d r e  d e  b i! . 
La s u h s t i  t i i t i a r t  d e  l ' a c i d e  g l c t t a m i q ~ i e  d e  ce5 v a r i  a n t s  impl  i q i i e  u n e  migra -  

t i o n  e n  i s o é l e c t r o f a c a l i s a t i a n  p l u s  l r n t e  q ü e  c e l l e  d e  P i  MM. 

2 . 1 . 4  Zi  u s y n t t i é s e  e t  s é c r é t i o n  d e  1  ' MI AF' 

La ç t r u c t u t - e  iriol&citlaire d u  g & n e  chromo-suma! c o d a r i t  pour- 1' o(? 2f5 es t  

m o n t r é e  d a n 5  l a  f i g u r e  1 : l e  gi-ne est f o r m é  d e  IC).i!C!V p a i r s 5  d e  tia;3es, 

r é p a r t i e s  e n  5 e x o n s ,  s i -par& p a r  4 i n t r o n s .  

La  b i o s y r ; t h & s e  d e  17a(,AF' a été é t u d i é e  p a r  p l u s i e u r s  a u t e i i r s  ! 13,23, 
-.7 - aCi,31,i2 1 l e  mRNfi c o r r e s p o ~ d a n t  à 1 a  été i s o l e  p a r  le5 i n é t h o d e ~  

c o n v e n t i o n n e l l e s  I i m m u n o p r é c i p i  t a t i o n  d e s  p a l  ysomes ? . Sa t r a d u c t i o n  d a n s  



EcoR 1 EcoR 1 

Figure 1 : Les régions codant l'exon sont représentées en hachures, et les iritrons par des blancs. 

L'orientation horizontale 5 ' 4 3 '  du gène est montrée par la flèche au dessus du gène. 

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

sont aussi montrées. 

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

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



u n e  c u l t ~ i t - e  p r i m a i r e  d 7 h & p a t a ; y t e s  d e  r a t  a mi.5 t.n éuidi-n:e Lin p r & ~ f i i s t . u r -  

d e  l 'd4AP q u i  p r é s e n t e ,  e n  p o s i  t i a n  N - t e r m i n a i e ,  un p e p t i d e  ~ , i i j n a l  d e  2 4  

r t - . s i d u s  d ' a c i d e s  amint-s.  La s é q u e n c e  d e  cf p e p t i d e ,  m o n t r e  c i a s = i q u e m e n t  

Ltne r i c h e s s e  p a r t i  cetl i P r e  e n  a c i d e s  a m i n é s  h y d r o n h ~ b e s .  

Lin p;-&cc;l.-seur i f i t r a c e l  a i r e  n a ~ i v e l  s i  s ~ n t h é t i s é ,  d e  f'?l 4'7. 30t:) 22" C L  ' -.A I ~ I C  

p a r  é l e c t r o ç h o r é s e  s;ir g e l  d e  p o l y a c r y l a ~ x i d e  en  p r é s e n c e  d e  SES, p e ~ t  g t r s  

i s o 1 P  d . 2 ~  h é p a t - c y t e s  par- i m i ~ c i n o p r é ~ i p i t a t i o n .  11 est d $ g l y c n s % y l &  p a r  

1  ' e n d o -  P -$j-ac&tt/l g l  i.tcosc;i?i n i  d a s e  H ,  i es chai n ~ s  al  i g a s a c h a r r i  d i  qi-tes ' j ~ n t  

d o n c  d e  t y p e  a l  i g a m a n n a s i d i q u e .  

Line deitxiPme f o r m e  d e  ~ ' x I A P  p e u t  ê tre isûlée. E l l e  p r t - s e n t e  Lin PM d e  

54.0~:)0 et e l l e  n k s t  p a s  s e n s i b l e  A l ' e n d o g l y c o s i d a s e  H. F a r  c o n t r e ,  e l l e  

es t  m o d i f i é e  p a r  l a  r i e u r a m i n i d a s e :  e l l e  est marquée ,  a p r é s  i n c u b a t i o n  

p r é a l a b l e  e n  p r é s e n c e  d u  g a l a c t o s e  ['HI . C e s  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  c e t t e  

f o r m e ,  q u i  p r & = e n t -  d.2, cha î r~e= .  g l y c a n n i q u e s  d e  t y p e  $&-acékyl lactos~minique 

si a l  y1 &fi;, c r ? r r e f p o n d  à 1  ' 21615 sécrétée. 

E~ de T,,-;.--,. Lb,tALmir,yi.init, q u i  b l o q u e  l a  g l u - '  r ~ ~ ç y l a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  d é s  

s a  p r e n ; i P r e  é t a p e ,  iine Xq AP, d e  PM a p p a r e n t  41.Ct00, a  é té   trouvé^ d a n s  !es 

c e l l u l e s  et  d a n s  l e  m i l i e u  e x t r a c e l  l u l a i r e .  

La d i f  f é r e n c e  d e  P!? e n t r e  3(1 AP g l y c o s y l f i e  ( 54.CIf-11:) et non g!yco.=ylée,  e s t  

d e  13.000, c e  q u i  r f p r B s e r i t e  2 4  :! , s o i t  deux  f a i s  p l i t s  qucl l e  p o i t r c e n t a g e  

d e  s~ icres  p r é s e n t  d a n s  1 'g4 GP. C e t t e  d i  ~ x o r d a n c e  .serait ~ L ! E  ait>: e r~e~. t - , s  

L ~ p l . - & & i r j e - ~  p a r  $1 cc.trapi.--".-. p o s s i b l e s  Yant; l a  d t - t e r r n i n a ' t i o n  d u  F'M d e s  g l y - -  s L 8 1  =S.= 

e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e - S E S ,  

Chez l e s  s u j e t s  P i Z ,  l a  d é f  i c i e n z e  e n  YfÛP est due a u  mar;que d e  

s&créti on d e  1  ' y, AF' q u i  s' accumc!! e d a n s  l 2 f  a i  e, v r a i  semb! a b 1  ement  a u  

n i v e a u  du r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  ( 2 5 ) .  1 

On a p e n s &  t o u t  d ' a b o r d  q u e  c e t t e  YjGP d i f f t r e  d e  l'o(1AP M p a r  s a  t ~ n e i i r  

p l u s  f a i b l e  e n  a c i d e  s i a l i q u e ,  p a r  d é f i c i e n c e  e n  s i a l y l - t r a n s f é r a s e  

( 2 5 , 7 7 1 ,  D ' a u t r e s  cherche : - i r s  ( 1 5 )  s c t q g P r e n t  qcie !a maléce i le  Z, a c c u m u l é e  i 

d a n s  l e  f o i e ,  p r é s e n t e  d e s  c h a i n e s  g l y c a n n i q u e s  d e  t y p e  o i i g o r n a n n o s i d i q u ~ ,  I 

q z i  n ' o n t  p a s  s i i b i  !e p r o c e s s u s  d e  m a t ~ i r a t i o n  h a b i  tue!. I 



L f i  L \ r \ e  p r a t g i n e  d o n t  !a f o n c t i a n  dz p r o t f g e r  1 es t i  s.s;is 

eiij7tre &!ttaqlle veaaBt Li= , y i , i T . 2  ..,. ---- - . . - - + ~ ~ 1  pi  t L c d L y L i : q ~ i ~ 2 .  .:+ ' . . -,: !$a dzii : i - ,>iie est d-. ' 
s t r  i' 

A 4 j f i~r '> ;  --,a c o n c e i 7 t r a t i i ' , n  no;-male c ians  p l , . s ! ~ a  25% d e  i ' o ; - r J r e  2 2:;; 

le-.-; I A peut qtiadr8:F,1 u$.Lcf- - e z  p.4-.- , ,-tiUrt 5- -4.; .v.:.l a : . -  ; -....c: aiiii3ato.re - . - . W .  r;.cLI?iC!iLl=. f , I ! L i . .  ? y"' 

e > ; e f i p l e  l o r s  d ' u n e  i iif 2Cti on L dai - - + A , . - ;  .-ri A Ci -.-Y II !C f  d e  Lr. ' , l  .-..i~!, f .L- lzr -=. graX,:er,, d e  tumei-;;r, 

,-) , d e  l a  .-%"--.---,:c m.31 igne.;. Ça c ~ n c e r ;  k r a k ;  afi a i l y m e n t e  aiissi au ;=uk-- Y, t - i = . = t ~ d ? .  

E l  l e  p e u t  f i e u t r a !  i ser- 1 ' a c t i v i t é  d e  p l u s i  eut-.= , ; $ r i n e - p r o t & a r e - ,  p a r m i  

1 ~ s q ~ i e l l i 5 5  les p r o t S a s ~ ~  d ' c l r i q i n e  p a n ï r é a t i q u e  c.ciinme !a t r \ j p ç i n e g  ! a 

c h y m o t r y p s i n e  ~t i '&las tase ,  ou 5 ? " - .CA  , i iL i ; a=zs  s y n . k h & t i c , & e s  p a . ~  :..z.:. 

901 y n : - ~ ~ !  $t,i TE-, c e t : . f r r j p h i  c 21 7"- !,,,, 1 2  rqt'.-.-- - -  ,!,,-,ln- ' 5 e t  ! ' $ l a s t a s e ,  

Yét-rmifiation d e  i:: a-,ip con.=ta~t- d'a.ss~r-ati.r;n a p ~ a r e n t e  d e  isc-nd ~~~~~ 
. . 

?cf-t-2 ! ' inhibi+" ' :- ir  z t  I ' f ; i i . jzmey m o n t r e  q u e  r e l l e - c i  p s t  y l u s  &!&v&e v i s -  

&-.::i .; de  ! . &'  -..z"a'.- ~ei;ila;.,;C " A.;~-.c .3c2 y t. q!-ii a ; , r p s r a l t  aiii.;i ca;nme i a  c i b i s  p r i u i  1s- 
,-si&z d e  r--t i n i ; i i y i i e u r =  E l l e  est  fo i .5 .  - : ~ - . & r i e u ~ e  zciy a c e l l e  ro r , - ezpondar ; t  

l a  ch~ ixc t t ry ; , r= i i ; e  e t  1iliC +ai.% c e l l e  m-s:-ir&e efi p r & . s e n c e  d e  l a  t r y p ; i n e  

h u m a i n e  f25f. 



ix&;afii.zi;;ie U3aï.Ci-i.; d e  c e s  d ~ r f i i e i - 2  $tÏe  d + c t - i t  e;i pf-ena.-. - . a . - .  t ; t  

- -- =,.; = i i i r l f  1  a  c h y m o t r y p - i f i e ,  & pp--%,z< .r.< 4 A ;je l a  s&ine 1"- . A s :  -; +.- . . 
id:.. A a . , &  .Z ,d $-!,-: ,r a c t i f ,  

, , l i t i d i n e  57 et ? ' .---; 
L ? ~ .  - *ilde a s p a r t i q u e  192 ~ ; . ; ~ ~ c s - , t  une c a t a l y s e  . - i i i i d i  - - -  ..A-- e t  

cr$er;t iine t3&i oc.lj..! i s a t i  on &i g c t t - o n i  + a i  s a n t  i fi tert , :eni r d e =  1  i a i  ~.;zl;.s 

h y d r c g $ n e  e n t r e  ;es a c i d e s  a m i n é s  f f i r ,  2 1 .  Une , z t u r m e n t a t i ~ n  d u  ~er .3-b  L L L I  is-- F 

n ~ c i é o p h i l e  d e  !a s é r i n e  p e r m e t  cine a t t a q u e  d u  c a r b o n e  d e  l a  4 o n c t i a n  a a i d e  

d u  s u b s t r a t ,  q u i  v a  c o n d u i r e  A un i n t e r m P d i a i r e  t & t i - a h é d r i q u e  s t a b i l i s &  p a r  

d e u s  l i a i s o n s  h . y d r a g & n r  a u  n i v e a u  d e  l ' o n a n i o n .  L o r s  d e  l a  dei- \ ; . : ié~e & t a p e :  

p a s . ç a g e  d e  l ' i n k r m g d i  a i r e  t & t r a h & d r i q i l r  ' a ~ y l . - e f i - ~ i ; i e ,  1 - i ~ ~  A u e r  ; ".L - -  d t i o f i  d e  

1 7 a m i n e  54 p r o d u i t .  !JEe $0: z i ~ i t  A - I S ~  2 d ?  ed1-t - -  4 -4---.. ' -.T.+ .$.!ÜÏZ~ et  pair LtÏi 

processus in...- vrT5C da pr4.-~.4.-. c ~ c U c n L ,  A l e  s i t e  a i t i  f  . f o f i ï t i o ~ f i r i  .se t rcu \ , : e  

i -&généré ,  a l  o r s  qcie l ' a c i d e  j ro%. i . enan t  d;.; = . i i b s t r a t  est  1; b & r &  2 .=Y-. dans to~ i f -  

L ' a n a l y s e  c r i s t a l l a g r a p h i q u e  d e s  i n h i b i t f u r s  a m i s  e n  é v i d e n c e  u n e  ~ 
c o n f o r m a t i o n  d e s  si tes a c t i f s  t e l  l e  q u e  c e u x - c i  p r é s e n t e n t  u n e  a n a l o g i  

a v e c  l e  s u b s t r a t ;  les p r o t é a s e s  p e u v e n t  don; i n t e r a g i r  a v e c  l e s  i n h i b i t e u r s  

comme a v e c  1  ES 5 u b S t i - a t s .  

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

r é a c t i o n ,  p r s b a b l e m e n t  ac; n i v e a u  d e  1 7 i n t e r m P d i a i t - e  t é t r a h C d r i q u e ,  ! 'enz'yne 

es t  a i  fisi g$n$ s tér iquei . ; ief i t ,  a n  c o m p l e x e  b r i ! i m o l a ï r e  -i- e.;t -for.$&. t e r n i e r  

r é s i ~ . t e  A l a  d i s s o c i a t i o n  pat- d e s  a g e n t s  d é n a t i l t - a n t s  te ls  q;te l e  ÇDÇ oii 

l ' u r é e .  C e c i  I m p l i q u e  q u ' i l  y a f o r m a t i o n  d ' u n e  i i a i s c n  c û v a l c ~ t ~  e n t r e  

1  ' i n h i b i t e u r  e t  l a  p i a t C a s a .  

L e  s i t e  r é a c t i f  d e  l'Wq,i?i? est c e n t r é  s;ir tin r é s i d u  i7;é thic tnine e n  
I - . 

p o s i t i o n  358, !a i l a i s o n  p e p t i d i q u e  l i a n t  ce d e r n i e r  l a  s é t - i n e  5 4  se 
1 

t r o u v e  e n t o u r é e  p a r  le  s i t e  a c t i f  d e  l a  p r o t é a s e  pu is  l e n t e m e n t  h y d r o l y s é e .  
I 





L e  mécan isme d i  ! ' i n t e r a c t i o n  d e  to::.t;3'j ~ é r i ~ ; f - p r ~ . t & a ~ e c , . .  a,y.ec 1 ' y, fif' 

est  s e m b l a b l e .  A c h a q u e  f o i . 5 ,  Clri petit ,je 7 , ~ ,  - - est ; i h é i - é ,  A .  1 :'Y, g~ 

est  p a r  l a  s u i t e  i n a c t i v é e .  

Le  sch&ma s u i v a n t  réiiime c e t t e  r é a c t i o n  

r, ‘ : i r ; f t i b i t e u ; ?  

7 
~ E f j  ; compl-;<e c o v a l e n t  non m o d i f i é  
* *- 
1 ; c o m p l e x e  c o v a l e n t  m o C i f i P  

LES t - é s ~ i l t a t s  o b t e n t l ~  p a r  %DRSI et  c o l 1  154) déins ! ' & t u d e  d e  

1 ' ;  .t---.- e t  = ~ t i û i 3  e n t r e  1' -yl $!? et  i a t r ? p s i  n e  p e t - ; ~ & t e f i i  d '  i 11  a s t r c r  L t? 

mPcanisme d ' i n t e r a c t i u n .  

Gpri-.ï i n c c i b a t i o n  d e  ! ' &!+SF' Furi+ig,e a ..y.ec l a  P A -  ,t ,.-. y r i i n e  - d a n s  iir; t - a p û a r t  

m û l a i r e  I /E  d e  1 / T ,  ~ e r i d a n t  !O m i n u t e s  A T 7 ' C p  u n e  P l e c t r o p h o r é s e  e n  g e l  d e  

po lyacry lamide-SDÇ p e r m e t  d e  v i s u a l i s e r  q u a t r e  b a n d e s  d i f f  é r e n t e s .  

- J ha--' d e  PM i n f é r i e i ~ r  A !O.Llt:~c:i c o r r e . s p o n d  ail q e p ' t i d e  

z.-ter-'  al, -. p r o v e n a n t  d e  l ' h y d r o l y s e  d e  1  ?X1AF' p a r  1 s  t r y p s i n e .  

- i ? n ~  b a n d e  d e  PM .â.i:)C!C! c o r r e ç p o n , j  à l ' i f ihibi";e;;r  i%.i;di-fi& 

e t  i n a c t i v é  p a r  p r u t é a ? y . s e  l inii tee. 

- l lne b a n d e  d e  F 'M 74.t:!C>O c o r r e s p u n d  aii  comple?:e  fcv-nt p a r  

! ' i n  t e  p a r t i e l l e m e n t  h y d r o l y s é ,  lii- s t o e c h i o m é t r i q u e m e n t  A l a  t r y p -  

s i n e  b o v i n e .  I l  est , s t a b l e  en  m i l i e u  SDS; ceci p e r m e t  d ' a f f i r m e r  q u e  i a  

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



LtCjLqCfEzp ,=@5 rjci .-i En p t - g ~ e n c e  d '  ox.dants c h i  m i  q u e =  ou L i  c l  -,-;. - z , u ~ t ~ ~  ilie 

m & t h i o n i n e  p e u v e n t  s'o;.; y d e r  sr-, i x é t h i , z r i i f i e  ?YI  . ~ . . . , . . Z A . -  t r P s  p o l a i r e ,  

m o d i f i a n t  a i n s i  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  1  ',x, AP e t  le5 p r o t é a s e s . .  

L~ K a-- e n t r e  1' i n h i b i t e u r  o x y d é  par !a N - c h l o r o r u c c i n i m i è e  et i ' e n z y m e  

d i m i n i l e  g&n&ra le : r t s f i t .  f.1 l e  p a s s e  d e  ;r:? f1 i,efl 3 <! pC,i,.- +;estase 

p a n ~ r & a t i q : ~ e  h o v i n e  li:;' pl" Z ~ C '  M-' puur 1  ' $1 a=' - ' = ~ e  -- i e u c o -  

,-,,ta; - .,Te h:-ifiai n e  (771 . F'oar 1  a  pi i - ipar t  d e s   ri fi~<i--~j.t pi ,- &-,.--- .;?=.CS Y 1 Etf f i - 

n i t é  d e  1 :' i g h i l ; i . t e u r  - ; . J . J ~ "  ,. y b r  est d i m i n u C e  t ~ t - f ~ i 7 e n t .  s a u t  p o u r  l a  c h y m o t ï y p -  

Y.. Z ;  . -. , ,e .  Des ütr,;,:dants h i o l  o g i c j c i ~ s  pe i :ven t  ;citer l e  mgme r a ï  e d' i n a c t i v a -  

teiir d e  1  ' ;YqA1,  l e  pliir; Elinnu est  l e  s y s t é m e  i t i y é 1 o p é r ~ ~ : y d a s ~  H20z 32, C I -  q u i  

Feilt $,-..-. t i r  aer d e s  i ü n s  h y p o c h l ü r i t e s  o:,rydant l a  m é t h i o n i n e  ! f  i g .  3 i . 

L',Atiide dii r f i l e  d e  1  'y, FrF' d a n s  !a p r c ~ t e c t i o n  d u  p a r e n c h y m e  pulfian3.i;-e 

p e u t  g t r e  a b o r d é e  p a r  c e l l e  d e s  s & c r & t i o n . s  b t - o n c h i q u e s  f x p e ; t û r $ e s  au 

mieiix,  p a r  c e 1  l e  dii LEA. 

Ln c a n c e n t r a t i o n  d e  ce t  i n h i b i t e u r  d a n s  l e  LBA d e s  s u j e t ;  normaux a 

été d é t e r m i n é e  (Lb) p a r  i m m u n o d i f f u ç i o n  r a d i a l e  e t  4 l e c t r ~ i m m u n o d i f f u s i o n  

i LAUZELL ) er; u t i l i s a n t  un a n t i s é r u m  m a n o s p & c i i i q u e  a n t i  y,AP. E l l e  est de 

l ' o r d r e  d e  51 2 !(:] t(g/mg d'a lLctminz c h e z  les  s u j e t s  nurmaii;:. 



LILLE 



L e s  p a t i e n t s  ~ ; r & s e n t a n t  I;ne d & f i c i e n r e  c o n g é n i  tctle e n  .Y, AP, p a r  

e x e m p l e  les , s u j e t s  F ' i Z ,  anL u n e  r z n c e n t r a t i a n  d e  cet  i n h i b i t e u r  d a n s  l e  

LEA, d e  l ' o r d r e  d e  11 2 2 tig/mq d ' a l b u m i n e  ( 2 6 )  s a i t  5 f a i s  moiris qui-- 1 2 s  

.su jets normaux . 
Puisq:-ie l'M,AP c i r c u l a n t e  d i f f i i s e  a i s é m e n t  v e r s  l ' a i v $ o l e  ~ i i l m a n a i r e ,  

l e  t r a i t e m e n t  d e s  s u j e t s  d é f i c i e n t s  p a r  c n p  i n j r c t i r i n  i n t r a v e i n f ~ s e  d ' f i  AF' 

e 5t e n v ;  r - = ~ t y é t ? ~  - .- 

L ' o x y d a t i o n  d e  l a  ~ r . , & t h i a n i f i e  c o n d i i i t  . , - -  , p e r t e  d ' a : = t i y i t é  

i n h i b i t r i c e  d e  l ' é l a s t a s e  l e u c o c 3 y t a i r e .  

tf'i3ÇENbERG e t  col1 i Y 1 )  o n t  ri-ctimment p r o d i i i t ,  g r a c e  A d e s  c u l t u t - E S  d e  

l e v u r e ,  Lin m u t a n t  d'&ifiP d a n s  l e q u e l  l a  m é t h i o n i n e  d u  r i t i -  a c t i f  a  é t é  

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

p o u r r a i t  g t r e  p r é p a r é  e n  q u a n t i t g  i m p o r t a n t e ,  es t  s u c - s p t i b l z  4L .- d e  I - - ;  I . - i ~ ~ l  itei- 

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

b- D é f i c i t  f o n c t i a n n e !  d e  1'XiAP 
l 

L ' a c t i v i t é  f n r i c t i a n n e l l e  d e  17:,y4AP d u  LBA p e u t  t-tre d o s é e  e n  p r é s e n c e  

d e  d i v e r s e s  p r o t é a s e s  : l e  p l u 5  s o u v e n t ,  1  ' é l a s t a j e  l e u c o c y t a i r e  humaine  o u  

1  ' él a s t a s e  p a n c r é a t  i q u e  d e  P o r c  s o n t  u t i  1 i sées. L' a c t i v i  t é  &l a s t a s i  q u e  

r é s i d u e l  l e  est d&termir !ée  e n  u t i l i s a n t  s o i t  ;in substrat ~ h t - i ~ i ~ ~ ~ g & ; i i ~ ~ ~ t !  tel 

l e  N - s ~ i c c i r ~ y l - L - a l  any l -L-a i  a n y l - L - a l a n y l  - p a r a n i  t r a a n i  l i d e  f SUC- ! G l a  j 3  - 
pNG 1, s a i t  u n e  é l a s t i n e  i n s o l u b l e .  

Le  r a p p o r t  i n h i b i t e u r  i o n c t i o n n e l  / i n h i b i t e u r  t v t a l  Uasé 

immunolog iquement  d a n s  l e  LBA d e s  s u j e t s  s a i n s  non f u m e u r s  est t r È s  

di , - -  x ~ u t é .  I l  serai t  d e  l ' o r d t - e  d e  1 p a i r  c e r t a i n s  114,iU? ; ce1.a i ! ~ p i i q i - i e  

q u e  17d,,AP est t o t a l e m e n t  a c t i v e .  P o u r  d ' a c i t r e s  (11,731, l e  r a ~ p a r t  es t  

i n f é r i e u r  A 1, d 'oU l ' e x i s t e n c e  d 'un  c e r t a i n  p o u r c e n t a g e  d ' i n h i b i t e u r  non 

f o n c t i  onne! d a n s  1 e LBA d '  i n d i v i d u s  normaux.  



Chez 1 s  f i ~ i  u n e  a l * & ; - a t i o n  d e  l'xlAI' est  T E L - -  , ~ u v & e  l e   pli:^ 

s o u v e n t  : .  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e ,  d e  l ' a i - d r e  d e  ! h 

% , a &té s i g n a l &  c h e z  i n d i v i d u s ?  c o m p a r s s  au:: non  f u m e u r s  (64.24) .  
. . c e p e n d a n t  c ~ r t a i ; i s  di;tec!r.= i 11,  & 3 , 7 3 )  n e  tt-oc!,:-nt p a s  d e  d i  f .t'&refire s ; q f i i -  

- I L ,  Li i f  iJ5 2 7.4; ..,; .4,,- f i c a t i , v . e  d a n s  pocil-centacje d '  3 )  + o n ; t i - f i i ' ; e l I ~ .  i r + ~ a  i i : u L L a-, 2 

+cimeurs et non f  iimeeit-ç. 

A i n s i  EEEDI'I,R et ~-11 ( i l !  C L r u u % , L i , t  - .S..-. 33 f i 4  % d 7 x l & F  + o n c t i o n n e 1 1 2  c k e z  le.5 

cl,, i , : L,!!lecirs , .-. et  54 2 12 h c h e z  1 2 s  fi..;me~irr.. 

Récemment, AEECUD et cc; l l  ) r e p r e n . 3 n t  c e t t e  éti:.de i:2i;clc,ent yc;e 

1 7 a c t i \ ; t é  rje 1'3jl i-fP fi7e;t p a 5  es t  t r&= d i i > i ~ c t $ e  c h e z  1 2 s  fLtiy;e-;rs. 

L ' a c t i v i t é  i ~ h i b i t r i c e  d e  ~ ' x ~ A F  p e u t  a u s s i  P t r e  r - é d u i t e  d a n s  le LbfS 

d? c e r t a i n s  m a l a d e s ,  p a r  e x e m p l ~  c h e z  d e s  s u j e t s  a t t e i n t s  d e  b r o n c h i t e  

G I l q u e  l e  p a u t - c e n t a g e  mgyen d ' a c t i v i t b  d e  1  ';c, #' . A - - -  1 2  tg-! est d e  

l ' a r d r e  d e  1 4  % a v e c  cine gamme d e  v c l e e ~ r ç  d e  A 55 X , s e i o n  MGRRISSGN et 
c a l  1 (55) cf moren 6' est 7 . 4-j  u- - = ! I l c l ,  -.-. --  ,b i i ~ i p o t - t a n t  q u e  

c e l u i  t r o u X + * é  dan= 1 7 ~ a p e c t o r a t i a n  d e s  mgmes p a t i e n t s .  De meme, ï h e z  l e s  
. . .  s u j e t s  a y a n t  un syndî-&me d s  d i - t r e s s e  r e s p i r - i t ~ i r e  Ue ! ' a d c i l t e  ( AEDÇ 1 ,  on 

F L U n s t a t e  ?. q u e  l e  poi: .rceritacje d'lY+AP a c t i v e  est i n f s 3 r i e u r  à c e l u i  d e s  s u j e t +  

s a i n s  ( 4 5 , 5 2 , 5 3 ) .  A i n s i ,  COCHRANE et c a l !  116) m o n t r e n t  q u e  55 % d e s  

p a t i e n t s  4 t l ; d i é s  o n t  i ine zy,AP r o m p i é t e m e n t  i n a c t i v é e .  En o u t r e ,  d a n s  c e  

c a s ,  u n e  a c t i . ; i t &  &lastcllytique g t r e  mise en $vif,ence dari-; l e  i L w n  "fi:"" 1 . 

- Mécanismes  du d é +  i c i  t a c q u i s  d e  ? '%+ x.iAP 

La fumée  d e  c i g a r e t t e  p r e n d  u n e  i m p o r t a n c e  p a r t i c u l i h - e  au  n i v e a u  d u  

poumon c a r  e l l e  i n t e r f k r e ,  s a i t  d i r e c t e n e n t  avec l a  c a p a c i t é  i n h i b i t r i c e  d e  

l ' x q A P  ( 1 4 1 ,  e n  o:.rydant l a  m é t h i o n i n e  dii s i t e  a c t i ç  e n  m & t h i o i ? i n e  

s u l f o x i d e ,  s o i  t i n d i r e c t e m e n t ,  e n  s t imi - i l an t  les m o n o c y t e s  e t  les  m a c r o p h a g e s  

a l v é o l a i r e s  q u i  p r o d u i s e n t  d e s  a g e n t s  o x y d a n t s  e t  j o u e n t  a i n s i  un rB!e d a n s  

1 ' i n a c t i v a t i o n  l o c a l e  d e  1  'NI AF' ( 4 1 1 .  Ce f a i t  p o c i r r a i t  expl iqciet -  a u  m o i n s  

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

c h r o n i q u e s  c h e z  les  f cimeurs. 



D i f f é r e n t s  mécani~.i.mtes p h y s i o l o g i q i i e s  o n t  é té  d é c r i  t s  q u i  p e r m e t t r a i e n t  

d e  s ' a p p o s e r  A l ' a c t i o n  n o c i v e  d e i  o: . ;ydants.  

Récemment,  JANOFF (41) a  s u g g é r P  q u e  l a  z é r u l e o p l a s n i n e  ( p r c t é i n e  p l a s m a t i -  

q u e  t r a r i s p u r t a n t  l e  c i i i v r e  ) p r é s e n t e  d a n s  l e  LbG es t  s ; i . z c e p t i h l e  d ' e x e r c e r  

un rr)le d e  p r o t e c t i o n  v i s - à - v i s  d e s  a g e n t s  o , c y d a n t s  d e  l ' x , A F .  

AERAMS et c o l 1  ( 2 )  o n t  m o n t r é  qu 'un  enzyme p u r i f i é  d ' E .  c o l i  l a  m é t h i o n i n e  

s i i i f a ; . : i d e - r é d u c t a s e ,  e.;t c a p a h l e  d e  r é a c t i l , : e r  i n  v i t r o  1  ' (1 #F' ox.ydée 

ckii mi quement .  fin erizy!.mte ri ixi l ai  a  é t é  caf -a ; t é r i  s$ d a n s  es h o i ~ i c s & n a t s  ee 

po~imon huiriain (41  1. 

S e l o n  AEEDUD (1) i l  n ' y  a u r a i t  p a s  d e  d i f f é r e n c e  d a n s  l ' a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  d e  1 'XiAP e n t r e  non fume- i r s  e t  f u m e u r s  lorsqtcs! c e s  d e r n i e r s  

s ' a b s t i e n n e n t  d e  f u m e r  p i n d a n t  3 h e u r e s ,  a v a n t  d ' e f f e c t u e r  1 2  l a v a g e .  Cec i  

s e r a i t  dCi A l a  r t d u c t i o n  d e  170(,HP q u i  r e t r ~ u v e  a l u r c ,  s o n  ar i t ivi té  

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

Ce f a c t e u r  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  e n  p a r t i e  !es d i ; c o r d a n c e s  d a n s  les  n i . i e ~ u : ~ :  

d ' a c t i v i t é  d e  l ' x , G F ,  r a p p o t - t é e s  c h e z  12s fumecirs.  

La c l i m i n i i t i o n  d e  !a f û n c t i a n  i n h i b i t r i c e  d e  l ' i ,  fiF p e ~ i t  a u s s i  

a tre  e x p l i q u é e  p a r  l ' a c t i o n  d e s  p r o t é a s ~ s  p r é s e n t e s  a u  n i v e a u  p u l m o n a i r e .  

En e f f e t ,  1  ' é l e c t t - u p h o r P s e  e n  g e l  d e  p o l  y a c r y l a m i d e  e n  p r é s e n c e  d e  Ç D S  

s u i v i e  d ' u n  t r a n s f e r t  s u r  p a p i e r  d e  n i t r o c i l l u l o ç e ,  d u  LBA d e  p v t i s n t s  

a t t e i n t s  d e  b r o n c h i  t e  c h r o n i q u e  pet-met d e  mettre en  é v i d e n c e ,  a p r P s  r é v é l a -  

t i  on p a r  i zmunagl uCJ~i1 i r-iis t n ~ n o s p é c i  f  i q ~ i e . 5  t r o i  s f  ~ l r i ~ ~ s  d i  f  f é r i r i t e . ~  d e  

1  ' oC.i AP : 1-ine f o r m e  n a t i v e  a y a n t  Lin Fi1 d e  54. Nit:!, ;in@ f  o rme d é g r a d é e  d e  FM 

*.y.C!OO et cifie fi;rme cornplex& Lin ~.n;)i!oe qi-ii p ~ g ~ r a i t  $ t r i  ~ ' & l a ~ ~ t a ~ c  

l e c t c o c y t a i r e  d e  PM 22.!:)00. L e s  deux cierriiéres f o r m e s  n e  smt p a s  +c inc ï ion-  

n e l l e s  13ai s sorct p r i s e s  e n  c a i n p t e  l o r s  d u  d o s a g e  i mmc;nol.--; ,>y L - ; . -  L + L { ~  . 

11 e:.:iste d a n =  les  puiimon5 p l i i s i e c t r ç  s o u r c e s  d e  p r f i t é a s e 5  q ü i  

p o u r r a i e n t  a g i r  s u r  1' Y i  GP a l v é o l a i r e :  1 ' é l a . z t a s e  l e : _ ; c c ~ y t a i i - e  a f a i t  



n? -. i ! dc -r+i-il lr5 L-,- ,  m - i  J . , -- .  ,et !t $ t re  a~155.i ~ e s p ~ n - a b l  25 ~e 1 ' i g a c t i , i , , s t i n n  d e  

, . Ç ~ Z Z ; : ~ I ~ ~ ' ~ {  n) :*.crtQRz I , (79) déi5.r,:intirEÏit l a  ? ; - . A - -  e . 3 t r ; ~ s  d a n s  une 

l 1 

in c-,,nc1u.5ioÏi, l ? , x , , q ~  .:.-t -- .L.~.-- .  ,,r, , t e  a u  n i v e a u  a!;.i.&o! A,1, 3' .r ~ i ?  i7ai.s s i n  
1 

1 a c t i v t é  f a n c t i o n n e l l e  p e u t  P t r e  altét-oe p a r  o i : y d a t i o n  p a r  !a f u m é e  d e  

2.2 LES AUTRES ANTIELASTASES DU POUMON 

P a r m i  les a g e n t s  ~ r a t e c t e u r s  d e  l ' é l a s t i n e  pu!rnonaire e t ,  d cfité d e  

1'  Xi AP, p ! c i s i e e ~ r s  i n h i b i t e c i r s  d e  f a i b l e  PM st un i n h i t i t s e l i r  d e  Pl1 p l e i s  

&le.+&, i 7 x 2 P l ,  o n t  P t é  c a r a c t i + r i . s é - .  a u  n i v r a c t  a ! v & o l a i r ~ ,  

2,2,1 L e s  i n h i b i t e ~ i r s  d~ f z i b i e  PPl 

de; s $ c r & t i o n s  bfon;hi  qi;es, un fJHLÇÇON et cal! (57) = n t  ; . - - l .&.  I 

i n h i h i t e l - t r  a c i d a - s t a b l e  d e  PM 1!:!.5C)Q. Ils l ' a n t  a p p e l &  " a n t i l e ~ t c i p r o t é a ~ - e t ' =  
i 

Ce d e r n i e r  i n h i b e  !'é!asteçe, l a  c a t h e p s i n e  G ( l e s  d e u x  s o n t  d ' o r i g i n e  l 

leucocytaire 1, l a  t r y p s i n e  et !a c h y m o t r y p r , i n r ,  mais i! n ' a  SiiCLiTie a c t i o n  

s u r  l ' é l a s t a se  p a n ; r & a t i q u e .  1 1  est s y n t h é t i s é  l o c a 1 e m i n t  p a r  !es ce!lcl---- , A  25 ~ 
s & r e u s e s  d e  l a  m u q u e u s e  d u  t r a c t u s  r e s p i r a t o i r e  s u p é r i e u r .  



HOCHC;TR&ÇÇER e t  c o l  1 ( 37 )   nt tr=ciii& i n h i  h i  t - u r s  d e  p t - ~ ï t e : ~ - -  -"-==II) 

a c i U o - . â t a b 1 e s .  TL.ES d-~l:.: ~ ~ n t  d e  t a i  l l e  v i i i s i n e ,  11. <!Oc. L'un ,  ~ . p p s l &  

gÇI-E, i n h i b e  1 ?&la.=& ,,,,e -.-- ----- pc . t l i l  É-atl cjt:iz d e  FTFr , - e t  1 ' i l  a .=; ; ta~e 1 ei.i;ccytai ri- 

h u m a i n e ?  i 1 est s a n s  a c t i c ; ~  s~ir  1 3  t r y p s i n e  pc;nci-&a.tique d e  Zw;l$. 1 L 'd;lti-ei 

a p p e l  & BSI-TE , i ~ f . :  L P  i a  t r y p s i n e  pctficr&atiqi!e dr~r Biei t f  e t  l ' é l a s t a ; ~  

=porldre ,a l ? ;  .h ;"  l e ~ i c o i - . : i t a i r e  humaine.  C e l u i - c i  s e m b l e  c o r r e -  I r , , , I , i  tetir d é c r i t  

pst- CHLSÇGN g c i  p r é s e f i t e  1 e mefie s p e c t r e  2' a c t i v i t é  I n h i  h i  t r i  c e ,  1 a i~sme 

HSCHSTEAÇÇER 1 CC;&) o n t  c a r a c t é r i  sé deti:.: a~ ; t r . e - ,  j. n l ; j  t - : ~  r c i f S  

-.,-iri.--.--~ Li =LailAc=. h! ; ! ' ~ i n  . 3 g p e l &  HI-Si:> d e  i;M :zG.<:.'Qg, l 7 a ; ; . t ~ e  91-14 Je f'M i4,cgC!, 

T -  , ~ i i - i s  l e s  d e u x  i n f i i b e n t  1 a t r y p s i r ~ e ,  1 a c h y m o t r y p s i n e  e t  pl:-is = - '  b ï  m.?.-- 
i çii ~ ~ ~ : t t i r ( t  

1 ' & l a s t a . s e  1 e c ; c o c y t a i r e .  Ce.5 ds~i; . :  i f i h i t ; i ' k ~ u r s  a n t  é té  c . a i - a ~ t & - i ; $ s  dai..- 1 1 1  

A ?  a u t r e ;  m i  1 iefi;: b i u ! o y i q u e s :  i ls  o n t  &t& i ;cl$s d u  sér~im htimain t r a i t &  p a r  

1 t r y p s i  (35i , i l s arit + t é  &,al c ixent  tr.r;u%;& d a r ! . ~  i ' ,,, ! 8 -  .; - l i r ;  -.- hl-.iinain~ (35f.  

WACHTER e t  sOCHsT?;AÇ$EH '84) o n t  & t u c f i $  e n  d é t a i l  l a  z t r u r f - ~ i r p  

i n h i b i t e u r s  MI-ZU e t  Hf--14. Ce d e r n i e r  e,=t f o r a &  d ' u n e  chal!-ie p;zl . , ;pept '" '  i ul- 

q u e  q ~ ~ i  c a m p o r t e  5 p c i n t s  d i  ml f i i r e s  i n t r a c h a i n e s ;  i 1 2c.t  c o n s t i t ~ i . $  cfr deci;.: 

domai n e s  d e  t y p e  KYib'lTZ, s t n h i  1 i 5és c h a c u n  p a f  3 p o n t s  U i  sc i l  f  ure-5.  

- Un dama. ine  RI-EE, c o r r e s p u n d a n t  à lin p e p t i d e  gl : -~ct i .~a! : i i r ié~ 

; -,!-; L m  I I ! ) I ) . L J I  . s e i _ ; l e m ~ n t  ! ' P l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e .  

- !jn d-..?. ~ i , , a l  . n e  C - t e r m i n a l  HI-8T i n h i b e  l a t r y p s i n e  e t  l a  

chymgff.jp.-;   A AD^? (5 )  

HI-30 d i + f $ r i -  d e  31-14 p a r  un p e p t i d e  N - t e ~ i ~ i i f i a ?  ;oiT!portant u n e  

s k c . i c t a r e  g lycann iq : i , e .  C;e der r i i f i -  j e u t  stre s é p a r é  d e  HI-3;:; p a r  P,yd-.olyse 

t r y ~ s i q ~ i e .  31-33 p r é . s e n t e  u n e  r é a i z t i o n  i m m u n a l a g i q u e  c r - i s g e  a v e c  i ? i n t e r -  

CL-trypsine i n h i b i t e t i r  f ITI ) .  

C e t t e  a n t i p r o t é a s e  d u  p l a s m a  ne zemt l l e  j o u e r  d a n s  c e  miiiett i r B l s  

m i n e u r ,  en r a i s a n  de s a  f a i b l i  t ~ n e ~ i r  ! X f C !  A 5!:)0 iTig/l et  rie s a  

s p é c i f i c i t é  r e s t r e i n t e  (&4!. C e p e n d a n t ,  ! ' I T I  un  r d l e  i i n j o r t a n t  

cumme p r o i n h i b i  teiir, c a p a b l e  d e  1 i h é r e r  d e s  ft-agment;  d e  p e t i t e  t a i  1 ie ,  

Ceux-ci d i f S u s e r a i e n t  d a n s  d i f f é r e n t s  n i  lieu:.: e t  n o t a m a e n t  sur l e  



GIRARD e t  r o l l  ( 2 9 )  & t i e n n e n t  un  .seul  i n h i + , ; '  . der;  .:.&-.r-$ki ~ 3 s  

p,v.-7C~ , , ,;q.,--.. ' -me-  Ç e 5  ~ s r a c t é r i ~ t i q a e ~  s o n t  t r&s d i f f é r e n t e s  d e  ce! l es d&:t-i tes 

paf  SHLSÇCN; p a r  c o n t r e ,  L Ë ~  * n h i b i  ; .  tetir r e s s e m b i e  A 3: -30,  ;-J&cri t 

HOC!-fÇfR&ÇSER, si;r l e  51 a n  d e  1  a  c o f i p o s i  "i un ,-cide.? a i3 i~ i f . s~  fiais i l  
. . .  par f;M ( j3,5$9 ) a i l  n e  pf-,+r,erite pas l a  - ,iiz,it= I. .-.A.--- =dit1 1 

a n t i g é n i q u e  a v e c  I T I  f t a b l e a u  I ) .  

t:::UEllEHs e t  BRGMP::E (45) i;rlt i d e n t i  + i é  p l  h.5.i ectî-.z - d e  
. . p r o t é a s e s  p a r t i  ;r d e s  s&cr$t i  o f i s  t r a c h & & r o f i ~ > i  qi-1.~5 h~i,mai n e z ,  t tc i  5 

p r o t é i n e s  b a s i q u e s  s é p a r é e s  p a r  , & l e : t r o p h o r S s e  en g s l  d e  polyacryldi: ide-SDS 

! PM r e s p e c t i f  i !  17.bt3r:l e t  &.5(:)!:i a y a r f t  l a  i;i&%e t-&-,-+ ~i t é  

i i % m u n f . i q i  qi-ie, L e u r  , -~mpos i  t i  e;-! sc i  dei; fiés pt-&.sefiCe u r i s  - - - - - - - L  : c:,:,L-ilidl E ~ ~ E E  

a.%,rEc ce;le de 1 3 i r i k i i b i t e i - i r  ,-.A,,-.* fttcire b r û n c h i q ~ ; ~ .  I l  s z n t  t~;i.!5 i i f i  r&.s.idit 

. .  . f y r  e n  po-;;::on PJ-tet-inifiale. 
. . KUEPPERS et EKOMKE o n t  a u s s l  mis e n  é v i d e n c e  d e u , :  a u t r e s  i n h i b i t e u r s :  

l';!n PM &4.!:;i](:) ( A 3  j ,  l ' a u t r e  d e  PM 2!:!.t:,00 ! 311 ) .  C e s  dei!;.: i n f - i i b i -  

tetir; p r é s e n t e n t  un  i a r a c t i - r e  a c i  d e  e t  parai.ssei-.;t i mmiirr-iül a g i  q i ;e i r ie~"in  

r e l a t i o n  a v e c  I T I  ! l ' i n h i h i t e i - i f -  A I I  p r u v i e n t  d e  AI p r o t i a b i e ~ e n t  p d r  pt-o- 

t é o l y s e  ) .  AI c o r t - e s p o n d r a i t  p e u t  &tt-e d liI..-3(:1 e t  FiIf à HI-14.. 

L e s  d i f f é r e n t e s  a n t i p r a t é a s e s  a i n s i  ca ra ï té r i s&es  par- F::!JEPFERÇ e t  ZRCMKE 

i n h i b e n t  l a  t r y p - 7 - .  5iI $ 2 ,  1  a chymu.tr.:;psine t.1 l ' P l a s t a s e  i ecr--,.  taire rnai.5 s o n t  

?..-. =di75 a c t i o n  sur 1  'élasta.se p a r ; i r é a t ï q c ; e  d e  F ü r c .  

t'e:.:amen d e  cc5 d i f f  f t r e n t z  r é z , i ! l t a t s  z o q t r e  q-;? i , 7 , .-%,,- z : . . , ~ j t ~  en:ori de 

n o m b r e u s e s  i n c e r t i  t u d e s ,  c e r t a i n e s  p e u v e n t  s a n s  d o u t e  s'ex p l  1 q u e r  pst- 1 9 s  

d i  f  f  é r e n c e s  d e  méthodo! o g i  es u t i  1  i sées. 

Un a c c o r d  s e m b l e  c e p e n d a n t  se f a i r e  s.ur l a  p r é s e n c e  d a n s  l e  p o m o n .  A c b t é  

d e  l'O(lAP, d ' t tn  i n h i b i t e u r  s é c r é t o i r e  d r  r a r a c t i i r e  hasiqi - te  e t  d ' u n  aittre 

q u i  p r é s s n t e r a i  t t tne  p a r e n t é  i m i ~ c ; r i o l o g i q u e  a v e c  1 ' I'f 1. 



TABLEAU 1 : Les inhibiteurs de faible PM 

BSI-C : Rroticliial Secre t io l i  i r ~ h i b i t o r  w i th  a c t i v i t y  a g a i n s t  paiicrea- 
t i c  and leucocyte  e l a s t a s e .  

BSI-TE :Branchial sec re t io t i  i r i h i h i t o ~  witti act1vit .y a g a i n s t  t r y p s i n ,  
chymotrypsln, e l a s t a s e  and ca theps ln  G from Iiuman polymoryho- 
nuc lea r  leucocytes .  

YI-30 : Huii~an i n h i b i t o r  wi th  ME 30.000. 

111-14: " w 14.000: 

IIUSI-1 : Humn seminal plasma i n h i b l  t o r  . 
BMPI : Branchia l  mucus p r o t e i  nase  i n h i b i t o r .  

A 1 : Acid p ro t ease  i n h i b i t o r  

AIL : " 1) n 

Trypsine  : t r y p s i n e  paricréatique de  Porcr 

Chymotrypsine pancr6at ique  de Porc: 

ELfl : é l a s t a s e  leucocytaire h ~ ~ ; ? i n e ;  

EPP : é l a s t a s e  pancréat ique  de  Porc. 

ITI : I n t e r  <X t ryps i r i  i n h i b i  t o r .  

: Aut.eurs : HOCHSTRASSEH : UHLÇON : STOCKLEY : GIRARD : HOCWSTR4ÇSER : t:;~iEpp~~:s 
1:57) (57) : (72 )  : ( 2 3 )  (35 (45 

Namenc ,-: 
1a.ture:BSI--E : EGI--TE : HUSI--1 : BMP I b r  I : kiI-:5C) : Hl-14 : A 1 : A 11 : 

: 16.000: 
i : :  : c i :  : 18.500 : 19.5(?(:) k 30.000: 1~1..00r:):64.Ci(j(:~:20.ci(:)0:12.&00: 

: 6.5(:1r:): 
---.m.---------- --- --------- 

C 

: Trypsine : - : .+ : + + : t + t t + :  
: Chyme- : 
: T r y p s i n e  : - : + : t : + :  + :  + :  t :  . + :  

: E L t - l  : t : -t : + 4- 4- : f a i b l e  : + : + : t : + : 

: E P P  : + : .- . -- - - - .  .- . - .  
: réaction : 
: imrnuno- : 
: c r o i  &e arec : /  
: I T I  : - I - -- : : : + :  -- : 4 -  + :  - .  1 

L . , . ---- -^ ---- -. --------. - ---- --- -------. ----.---- - ---- -. ----- ----. ------.--. .-...------. -^._...__. 
Cc, 
Cc, 

I 
-- - - - - 



7 A 7 c, A.I .=!=,fine -[y j Q t h  !:oi3ize .:.utsir-;t. C e s  ni-:kt;;.- ; : r n t r z ~ ; t  q:j" GE?-&,- r = 
nei-itr3.l i s a k i  on  d e  1  ' x, AF; di; LLtA ga, r  d-5  i rr,fiunogl u b u l  i mynazzp&ci f i que.5 

( 1 ~ 0  ) , presque + -,-,kfe ' C  - 1 - t l t i ~ i C &  .' - ' a n t i & ! a ~ t à p i q r - ( e  p r é s e n t e  d i s n à r a L t .  t a  

q u a s i  t o t a l  i t &  d e  c e t t e  a c C v i t &  est  & l u & r ,  lo;-s d ' u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  de 

g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Séphadex G 75,  e n  un  sei-ll p i c  dent l e  > + : o l ü m ~  d ' $ l u t i û n  

!---..w-y--m I ~ ' + . ç i n d  A c e l u i  d e  1  '&,kF'. 32 p l u s .  p a r  i m r r , u n c t & l e ~ t : . ~ i p h ~ r $ ~ e  di-1 LE:& 

p r & , = e n c e  d ' u n  a f i t i c o r p - ,  m-rtil;sp$:if i q u q  ' h i ,  ~ ï ~ n ~ h i q ~ ~  ( I B  > 
n ' e s t  retrg;it.é q i i ' fn  f a i c l 2  q u a r i : t i t & .  

L ' e n s ~ m b l e  d e  tei; C . l é i ~ i e n t s  t e r r d  a i n s i  a f  f ir31ier l e  r a le  

p r & p o r r d & r o n t  d e  1' NI AF a u  s e i n  d e  l ' a l v & o l e  f i t l m o n a i r e .  

D'  autres t A L l f ~ ,  c - C  c e p e n d a n t ,  ni- s û n t  p a s  e n  a c c s r d  a v e c  ce t t e  

f i o t i  on.  A i n s i  fEGNER (7.5) a i . r ign t~&,  e n  1978, p a r  d o s r , r e  e n  i i f tm~inodiff i - is i  S n  

r a d i a l e ,  q u e  l ' i n h i U i t e i i r  d e  f a i b l e  F'E r e p r S s e n t e  e n  moyenni? 9i:t % d e  l a  
. .  . c o n c e n t r a t i o n  m o l a i r e  tcltale d ' a n t i p r o t é a s e  I qlt2F', an t i - i -+ ; : . .  -:i,ao, %M e t  IE!  

,4 A, , i z  -. - .- 1  e LZA dti - , S .  =,jets s a i n s .  4prP . s  g e l  f i l t r a t i o n  5 u r  S é p h a d e a  G 75, cet 

i f i h i t i i  t e u r  est &!LI.& e n  cieu:.: p i c s  q u i  r i L - a g i ~ ~ e n t  a v e c  a n  GC i . r i an ( - i~p&~i f  i q i : ~  

I a n t i  I F  f ,  l ' u n  c o r r e s p o n d  A l ' i n h i b i t e u r  n a t i f ,  l ' a u t r e  e j t  ;$lu& aü mëme 

n i v e a u  q u e  l ' i n h i b i t e u r  rcmplz;.:é à 1 '  Çlastase l e u c o c y t a i r e .  L ' i n h i b i t e u r  

n a t i f  r e p r é s e n t e  35 % de IB t o t a l .  I l  r e p r é s e n t e  a u s s i  l ' e s s e n t i e l  d e  

1 ' ac t i  v i  t é  i n h i  h i  t r i  ce  d i  s p a n i  b l  e p o u r  p r l ; t & g e r  l e  p@i:mon v i  s-A-.,' - ila - ri JE 

l 'é las tase  l e u c o c y t a i r e .  

EUUDIER et c a l 1  (11) o n t  m ~ n t r é  q u ' à  c b t é  d e  l ' u l A F ,  i l  e%/i--.  ., =Lz d ' a u t r ~ s  

a n t i é l a s t a s e s  ! e u c a c . t a i r e s .  En e f f e t ,  l ' a c t i v i t é  a n t i é l a s t a s i q u e  du t E A  



d e s  s u  jets ilormaux est  tt-&s s u p é r i  e u r e  qciand el e est  .+.-.+.==- ,!il fi& aye;= 

' g l a s t a s e  l e ~ i c o c y t a i r e  h u m a i n e  p l  L! ' t+t  - ~ i  q u '  P . Y ~ L  -..,-- 1  ' é l  a.=,ta,se ,-.-.---" iiçit:!-, &ci.clrj~e - +  ' [je 

p o r c .  C e t t e  d e r n i é r e  est  i n h i b é e  s u r t o u t  p a f  l ' d , A P ;  .su ,i ; i  i ;.ai re ,  1 ' &i .s.sta.j= 

1  e u c o c y t a i  re humai n e  p e u t  & t r s  i n a c t i  >,:& p a r  l ' x ,  A? e t  p a r  l e s  i i -~hi  i4i teii i-5 

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

D' a u t r e  p a r t ,  ÇfDCk::LL'i/ et ;=al l !:72i cint :;;ie-iir& i mmi;nai i;gi qi..:e:necf 1 a  

c s n c e n t r a t i  on d e  1  ' A , ,  -p; , ,u, te:;r  L; a c i d o - s t a b l e  ( q i i ' i l s  0n.t  apoel& F,LIFI ) e t  

 CS!!^ d 2  ! ' Y ~ A P  .ilan; l e s  LgA d e  p a t i e n t s  ~ t f - i n t e ,  b r i z n c h i t e  f h r o n i q u e ,  

A . l  ' a i  d e  d '  ar;.ti i&u,.ris moi-iasp&i .f i q u e s a  C5.5 au*ui;;-s t ~ ~ ~ i ~ e i - ~ t  $ g a i  riBefit i i f i  

rappi;rt m ~ i ; l a i r =  mojcn BiF'I / 'x4 AF' d e  i ' i r d r e  5,72 i ~ a i . z  avei Gamme 

,,- . /alecir .s t r é s  l a r g e  i i , 8 4  .- 1'7,?1 ) .  

F ' s r a l ?  h l e ~ e n t ,  1  ' a c t i \ ; i  t é  a n t . i é l z s t a s i q u e  a  &té  d é t e r m i n é e  en  i i t i !  i s a n t  

1 ' $1 a s t a s e  i e ~ i c g c y t a i ~ e  hi \mainr  p u r i  + i  2~ et  1  '-1 a5tr7i.se paficv-.-%-.+; . -M .  d e  

Forcm La  c a p a c i t é  i n h i b i t . - i l e  de 1  '&,.CE n t  du  ' 3 - .  Yctt-ie s e l o n  12.; p a t i e n t s  e t  

r e p r é s e n t e  r n ÿ i r c n  5 % d e  l a  c a p a c i t é  i n h i b i t r i c e  d e  ! ' & l a s t a a e  

1 e ~ t c o c y t a i r e  h u m a i n s .  !les r P z : . '  -,il ' idL:, -*-- dtiirioritrent U G E  t rès g r a n d e  impor i ; ance  

d e  l ' i n h i b i t e u r  EMF'I d a n s  l e  LEA d e  ces p a t i e n t s .  

S e l o n  SIOCKLEY, c e s  r b s u l t a t s  c o ~ t r a d i c t o i r e s ,  s u r  l ' i m p o r t a n c e  d u  

r d l e  joué  p a r  1 '  I E  d a n s  les a l ~ t - o l e . ï ,  ~ i e i i ~ ' e n t  ;;?e%,- , , r i i q u e r  p a r  l a  p r é s e n c e  

d 'u i i e  c i u a r i t i t é  v a r i a b l e  d e  mucus d a n s  l e  LEA. CE mi_ictis p r o v i e n t  d u  t r a c t u s  

r e s p i r a t c i i  re ~ i i p & r i  l ' i n h i  b i  teai- h r ~ n c h i q c ! ~  e;t s&cï-&t$ efi gr.s.ï-ide 

q u a n t i  té. t ' a u t e u r  e x p l i q u e  a i n s i  p a r  c e t t e  h y p o t h è s e  les  r&su!  t a i s  G ~ ~ S G U ~  

p a r  EOUDILR c h e z  les  s u j e t s  s a i n s  . 
Ceux-ci  r e s t e n t  c e p e n d a n t  d i  f f i c i  l es  A r é c o n c i  l iet- a v e c  ceux  p r é ç e n t & s  

p a r  GADEK. S e c i l r s  d e s  ét;i.Ue= u l  t é r i e u r e ç  p e t - m e t t r o n t  d e  m i  eu,.: p i - é c i s e r  l e  

r d l e  r e s p e c t i f  d e  l ' M i  A l  et d e s  i n h i b i t e t i r s  a c i i f o - s t a b l e s  a u  5eii-i d e  l ' a l -  

v é o l  e pu! muriai re  . 
2.2 .3 .  t ' ~ ~ ~ - m a c r ~ q l o b u l  i n e  

L' ( x 2 M  est u n e  p r o t é a s e  d u  séritm, d e  PM tt-és &!e\i.é 72!?.OI!O. La 

i i l o l é ~ ~ l e  est c o n s t i t u $ e  p a r  l ' a s s e m b l a g e  d e  4  s o u s - i i n i t é s  q a i  o n t  de-, 

p r o p r i é t é s  i m m u n o l a g i q u e s  et é l e c t r o p h o r é t i q u e ç  i d e n t i q u e s .  Le t é t r a m é r e  



petit &ire  d i s , s o c i é  e n  deu:.: p a r t i e . 5  p a r  d i - n a t u r a t i o n  p a r  l ? u ; - & e ,  par. a b a i s . -  

c a n s t i t ~ : $ s  s e m e n t  d u  pH o u  p a r  l e  YDÇ, a v e c  l i b é r a t i o n  d e  deLi;.: d i .  "-. 

chaccin d e  dei;:.: sou.=-uni tés rel i&es erttre el les  p a r  d e 5  p a n k  ddis i i l - fures .  

La r é d u c t i a n  dacice ,  a v e c  aci z a n s  d é n a t c ~ r a t i o n ,  a b a u t i t  A, ' L 2 -. A ; - -  = = a c i ~ t i i ~ f i  I ~ L I  

t i - t r a i n g r e  e n  ses 4 saus-cini  t é s  d e  Pf.1 18E;.i:!t?g. 

La t a i  1 i e  d e  l 'q f.1 l u i  i n t e r d i t  d e  d i f  f iiser t;ra..;erj 1 ~ 5  ~tri:;t:,.:r.ris 

a l  réal a i r e s : ,  p a r  con5éc jüen t  sort r à l  e d e  pi.-otecti;;n 3fi-i &i ast .3 .=iqi ie  est 

m i n e u r  d a n s  l e s  paumons. E l l e  r e p r é s e n t e  m o i n s  d e  ! % ide l a  c a p a c i t é  

i n h i b i t r i c e  t o t a l e ,  

Dans l ' é t a t  a c t u e l  d e s  c o n n a i s s a n c e s ,  on  i q n a r e  l e  mécan izme d e  l a  

p r t - s e n c e  d';u"M à ce n i v e a c i  : d i f f u s i o n  d e p c t i s  !E =éri!m aii s é : r & t i o n  d e s  

S i b r a b l a s t e s  p u l m o n a i r e s  e t  / o u  d e s  m a c r o p h a g e s  a lv&o!a i i -es  . L b M  se 

c l i s t i n g c i e  d e s  ai;.tres i n h i b i  t e c i r s  d e  p r r j t é a r . e s 7  p a r  s a  larije z p é c i f  i c i  t g .  

E l l e  r k a g i t  a v e c  d e s  p r o t é a s e s  f a i s a n t  p a r t i e  d e  ci-iacctne d e s  4 cl ,, =1~ses 

c a t a l y t i q u e s  ( carba> , :y l - ,  t h i o l - ,  s S r i n e -  e t  métal l ~ - p - : - . + . ~ - . -  a u i t n ~ E S  j .  



:!ans ce  tra;,r;ii 1 / i r ; ~ i ~ ~  r a p p ~ t - t ~ n s  12.2 t-$siilt_et.s qiie n f i i i s  a$./~fi.= i ;b tenus  

I û r s  d e  l a  mise au p o i n t  d e  m S t h o d o l o g i r s  f ;ables p e r m ~ k t a n t  ! e  dosage en 

g r a f i d e s  .~ ,&rieç d;3 1 3 y 4 s F  et d e  scjn acti.;i.it& b i o l o g i q u e  d.3.n~ le l i q u i $ ; 3  

d i  1 avage f;?nnchaal,:+t$o! s i re .  
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1. DOSAGES IMMUNOLOGIQUES QE ~ ~ ~ + N T I P N O T E A S E  

1.1 INTRODUCTION 

La r é a c t i o n  d ' u n  A g  ,s:,let l'Ac c - ~ r r e ~ p ~ n d . ~ n t  don-= 1 & 3 f o r m a t i ~ n  

d ' u n  a g r i - g a t  macromoléccilaii-S.  L' Ptcide d e  l a  cjcianti  t é  d e  p r é c i p i  t é  f o r m $  

e n  p r é s e n c e  d e  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d 'Agp  a v e c  u n e  c o n c e n t r a t i u n  f i x e  

d '  a n t i c o r p s  rctrt-c-spondant p r é s e n t e  t rûi  s z o n e s  c a r a ~ t é r i  t i  q i t e s  : 
. . - ia ptemlere c- -pp- -  ,r , -,rand A !a d ' e ; : c + s  d ' G r .  i-5 s i t e s  a . - r ; i ~  

-.i C i  I => 

d e s  Ag s o n t  s a t l ' i r S 5  p a r  d e s  m c l é c i i l e s  d 'Ac e n  e:;cPs, l a  q u a n t i t g  d e  p r é c i -  

p i t é  formé 2.zt .c -.; b, : e n  e f f r t  i l  se fot-me e--y-+;- ==c, i y! 1 e m e n t  d e s  pe"c ts 

cumpl  ex es  su! ubl  ss. 

- t a  deu;.:iéme : z o n e  d ' é q u i v a l e n c e ,  c o r r e s p o n d  a u  maximum d e  f o r -  

m a t i o n  d e s  c o m p 1 ~ ~ : e s  qiti s o n t  c a p a b l e s  d e  d a m e r  un  r é s e a c !  t r i d i m e n s i o n n e l  

macramol  é c u 1  a i r e  i n s u ?  u b l  e. 

- L a  t r o i ; l & m e  c o r r e s p o n d  3 un e x c è s  d 'Ag.  ts.5 Ac s o n t  s a t u r é s  

p d r  d e  nombrei.!ses !%cil & c u l  es  d'Ag, ce qi-ii p r o r o q c i e  i-ine r e d i  5 5 ~ 1  i~ t i  on 

, , i l # +  p;;es ~ i b l  es, p r é c i p i t é  a v e c  r é a p p a r i t i o n  d'immun-zr--' 

1.2 DIFFERENTES TECHNIQUES UTILISEES 

T r o i s  g r o u p e s  d e  d o s a g e s  immunoch imiques  p e u v e n t  $tre d i  s t i n g u é s  

- L e s  m é t h o d e s  e n  m i  1 i e u  g P l  i f  i é .  

- Les m é t h o d e s  a v e c  marquec i r s  ( r a d i  a-immunol o g i  qcie;, 

i mmitnoenzymat i qcies,  i mmunüf 1 u o r e s c e n t e s  1 . 
- Le; m é t h o d e s  e n  m i l i e u  l i q u i d e .  



El les cor;-e.;po,-,$E.nC 4 1 '  i ,5munodi f f ii.z,i i;n a l i i  ! de *,+.\'LW'"'? / = '  \ , !+7! ,L. A ! %  + %. .d L ; 

~t A 1 7 & l e c t r o i m m i : n ~ d i f f i ; s i o n  I EID ) ep LAERELL (4&!. E l l e s  -fi:nt2ées 

c.ur l a  p r é c i p i t a t i o n  5 p é c i . f  i q i ; ~  Ues p r & & i n e s  d a n s  g z l  d ' a g a r - ; ~ a e  c32;it=- 

f i a n t  les ec .--.---- , c - , ~ ~ f i r ? n i r t ~ .  C e i l  e-ci .=.L,,, " l e n t  aii p ~ i r i t  d '  t q u i r . s . l e n c 2  o::i G n  

o b - t i e n t  cine . s u r f a c e  d & l  i izi t&fi  p a r  l e  + r û n t  -; t i l L l ~ n ,  -."; a i - o ~ o r t i z n n s i  - 
6 8 

l e  2 l a  c a n c e n t t - a t i z n  en 99. 

- i L. 7 TE" ~ i . 1 ,  e s t  bas";e . ~ G T  migr.st-ofi f it;!-e de 1 'Ag: ,3pr&s uc. sji .ff ~;~,.i~.i, 

3 .  r - a a ; a l e  s ~ f f  i s a n t e  e t  q u a n d  on a r r i v e  l a  zone d'$yui, , . , ralence,  .i.n o b t i e . r i t  

un a n n e a u  d e  p r é c i p i t a t i û n .  

-Dans l'E!D, l a  m i g r a t i o n  d e  l'Ag es t  a c c & l & r & e  par- un champ 

& l e c t t i q u e .  Quand l e  f o m p l e x e  a t t e i n t  sas p o i n t  id ' t -qc i iva lencr ,  i 1 pt-&;xi - 
pït. et K 7  - ; . n;i,,,ul, .-.- G - .  1 ;  , .--, -,t Uanç 1 ;2 g e l  . L' 35.pfict o t i t s n i i  $vcJqcie ce! 2.i 6 ' :..ine f i.is,"e 

d '  ol! 1 a t e r n i  n o l a g i  e a n g l  o-s.ai:anne d e  R o c i : : ~ t .  

1.2.2 L e s  m é t h o d e s  a v e c  mat-qiiecirs 

E l l e s  ~ t i l i s e n ' r  s a i t  d e s  i s o t o p e r ,  r a d i a a c t i f  5 ,  s o i t  d e 5  m a r q u e u r s  

z n i y m a t i q c i e s  o u  f  1 u a r z s c t l n t s .  E l l e s  i ;ont s o u v e n t  b a s é e s  t;iir 1 s  cc.iTip&ti t i n n  

e n t r e  l ' a n t i g é n e  f t - o i d  f p r a t g i n e  A d o s e r  f e t  l ' a n t i g g n e  marqué ,  p r k s e n t  

e n  qc ;an t i  t é  c o n n u e ,  i n c u b & s  simc;l t a n é m e n t  e n  pt-&si-nce L:e 1 ' a n t  i c u r p s  

c o r r e s p a n d a n t .  F'lcts i 1 e t : i s t~  d'Ag f r o i d  d a n s  1 ' é c h a f i t i !  l o n ,  m o i n s  1 ' h g  

s a r - y u &  5s f i x e ;  l a  d i i ~ i n ~ i t i c ; n  d u  m a r q i t a q i  d u  A q - 9 ~  es t  f . i . n c t i a ~  d e  

? a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Ag f r o i d .  

I l  es t  n é c e = s a i r e  di2 = & p a r e r  l e s  f r a c t i o n s  d ' s g  i i i a ~ q u é  l i b r e  et 

c o m b i n é  s o u s  f o r m e  d e  c ~ i n p l e x e  Ag-Ac; c e c i  est r é a l i s é  p a r  a d s a r p t i o n  

, z é l e c t i v e ,  c h r o m a t o y t - a p h i e .  é l e c t r o p h o r é s e  o u ,  p l u s  réceiBixent? ~ . 3 r  1 ' d.i --f i , -  - A -n 

d 'cin deccxiéme Ac p r é c i p i t a n t  e n  p r f - s e n c e  d e  FEG. C e r t a i f i e s  L F - k - ;  ~ ~ i , i : ~ ~ q u e s  

u t i l i s a n t  un  Ac i m m o b i l i s é  s u r  un s u p p o r t  s o l i d e  p e r m e t t e n t  d ' é l  i i 3 i n e r  

1  7 F,, 
A i~. ,cés d Y q  par un s i m p l e  l a v a g e  d e  l a  p h a s e  Si;.:e. 



1 .? 7 . -. .- m é t h a d e s  e n  m i  l i e u  l i q ~ i i  d e  

L a  néphé!émét r i  e e t  l a  t c i r b i  d imf t t t - l e  z o n t  d e s  g r a i é d é s  azal  y t i q ~ l e s  

g e r m e t t a n t  d ' a p p r é c i e r  d a n s  un m i l i e u  t r a n ç p a r e n t ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  

'uc,  LI^ t-ayûn ? iimineu;.: travei--i;e 1 e m i  l i fi; p a r t i  c u l  es d i  f f  i i s a n t e s ;  l sr.-:3s' 

t r a n s p a r e n t  c o n t e n a n t  d e s  p a r t i c u l e s  a y a n t  ;in i n d i c e  S e  r & . f r a c t i ~ n  

d i f f é r e n t  d e  c e l u i  d ~ t  mi!eii, l a  !cimiE;re est S i f f i . i s é e  d a n s  l ' e s p a c e  et d a n s  

4. iui-ite~ .- les  d i r e c t i o n s ,  

L '  i -.A , iLen . i ; t i -  . d e  ce t t e  d i f . f u s i o r i  est f o z c t i s n  dit l a  q u a n t i  t é  d e  coi;pl 2;:~s 

f o r m é s  l o r s  d7t:ne r & a c t i a n  Ag-&:, A c o n d i t i o n  qi-i'on 5- t t - ~ u . ~ ~  e n  e:.tc&s 

d ' $ c m  

La t u r b i d i i 3 & t r - i e  me.li;re l u  i j ~ a n t i t s  d e  lzi3igr-e q u i ,  a p ? - & j  d i  t f  - .  i ; : > r ~ . , i  

p a r  1  es  p a r t i  cctl e s  d u  cornpl ex;- kj-fit, a r r i v i -  aii r é c e p t e i i r  p h ~ t a é l e c t r i q i i e ,  

l u i  -&me p l a c é  d a f i s  1  'a;.;e d u  fais ce ai^ i n c i d e n t .  

F a r  r a n t r e ,  !a n$phÉ:.$i~i&ti-ie m e s u r e  ? ' i n t e n s i  t& d e  l a  ?ici; ; iére d i f  f L~E.&Z 

p a r  l e  milie:-\ d a n s  cine d i r - c t i o n  a u t r e  q a e  cel le  dit f a i s c e a u  i n c i d e n t :  deux  

d i  a p h r a g m e s  sel ec+; 1 ~ i r , , 2 r i t  ---. les  r a y o n s  d i s p e r s é s  c;~!i , s o n t  d i r i g é s  v e r s  1e 

r é c e p t e i i r .  C e t t e  m é t h o d e  es t  p l u s  c e n ; i b l e  qcie l a  t c i r b i d i m é t r - i e .  

turbidimétrie 

u 
néphélémétrie 

I l  y a q u e l q u e s  a n n é e s ,  l ' a p p a r i t i o n  d e  p e t i t s  lasers  A g a i  

r e l a t i v e m e n t  s i m p l e s  e t  S a n  m a r c h é ,  a s u s c i t é  l a  c r é a t i o n  d e  p l u s i e u r s  

a p p a r e i  1s u t i  l i z a n t  c e u x - c i  comme s û u r c e  l u m i n e u s e ;  p a r a i  eu:.:, i e 

n i - p h é l c i m é t r e - l a s e r .  i ' i n t é r t 2 t  d e s  s o u r c e s  lasers  es t  de doni?ili- iin f a i s c e a u  

l u m i n e u x  i n t e f i s e ,  m û n o c h r a m a t i q u e  e t  p a r a l l & l e  ii-ri q u i  est  d i f f i c i l e  A 

o b t e n i r  a v e c  u n e  s a u r c e  c l  a s s i q c i e )  . 



Parmi d i f ~ $ ~ . - . - + - . -  , t f ~ h f i i  q i ~ ~ 5  d e  d o s a j e  immcino! a g i  q a e  d e s  

p r a t é i n e s ,  le chcti:.: est f  m c t i a n  d e  p i c i s i ~ c i i : = ,  c r i + - -  e5 cûmme l a  

.- 3 ~ n s i U i l i t é ,  .-. 1 ' ~ - : < a c t i t c t d t i  et  i a  p r S c i s i i i n .  

Ls r a d i a i  mmuno! rjgi e est kt-Ps s e n s i  Sl e, mai 5 n é c e 5 5 i  12  un appat-ei  1 l a g e  

l o u r d  e t  z o a t e u x .  Parmi  i cs a u t r e s  mSthûde;, l ' i ! ~ m ~ i n u r ~ ~ p H é i c r ~ ~ ~ ~  Ï ' et  

1  'él~ttri)irniil~i;i~-ibi f f   LIS^ DR p r é s e n t e n t  u n s  hanf ie  r ,enr , ibi  1 i t g ,  ina i s  i e f t i i  

ri.- i d r n ; & r e  ' n ' e s t  p a s  a d a p t é e  a u  do;age d a  g r a f i d e i  ssrifs d ' é c h a n t i i l o n s .  



1.3 DOSAGE DE L'a1-ANTIFROTEASE DANS LES LAVAGES 

ERONCHOALVEOLAIRES 

La p l ~ i p a r t  d e s  a t t t e u r s  qi!i o n t  é t z d i é  1'MfAP p r é s e c t e  dan-, !;5 LEA <!II ,  

14,2&,32,55,72) o n t  Uosé  c e t t e  d e r n i s r e  apt-$5 c o n ; e n t r a t i o ~  d u  m i l i e u i  5 

100 d a i s  s e l o n  l e s  cas. C e l l e - - i  est  e f  i f c t u é e  pat- ; . : l t r a f  i l t r a t i o ; ,  A I ' a i  d e  
- .  

Ye fiembrane Hil! ipi ; re   CI.:,^ ' 2 ~  12 p l i i s  sou,-i.irit d e  membt-.3ne ~ i i i i l ~ ~ n  U.f2 iJMfO. 

di l=  145 LE4 c o n c e n t r & ;  eçt d$ t - rmin&e s;it La c o n c e r ~ t r a t i o i ?  d e  l ',X, A I  ci.--- 

p a r  immunoaiSf u .s ion r a d i a l e ,  s ü i t  p a r  &lectrci~ixünodi.f+usiafi. 

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

p r o t é i n e s  est  s i c j n a l é e  ( B i .  Ce1 l e - c i  est  v r a i ~ s e i x b a b l  e ixent  d : ~ e  & u n e  

a d s o r p t i o n  si;;- les membranes  d ' s l  t r a f  i l t r s t i o n n  De p l i i ~ ,  d & n s  iin a ~ t t - e  

l i q u i d e  b i o l o s i q u e  ( u r i n e s  ?, c e r t a i n s  a i : t e i t r s  i3S157:) o n t  ;rror;tré q u e  l es  

p e r t e s ,  s u r v e n â n t  lors  d e  l a  c o n c f n t r a t i a n  p a r  d i f i é r e n t e s  m é t h o d e s ,  

v a r i e n t  d ' u n e  p r o t é i n e  A l ' a i t t r - e .  I l  i ) ~ i i t - ~ a i t  e n  &tre  di- i~i&mi- l o r s  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  du LEA. L ' i i t i l i s a t i o n  d ' u n  f a c t e ~ r  d e  c o r r e c t i o n  b a s é  s u r  l e  

d o s a g e  d e s  p r o t & i n e s  t o t a l e s ,  a v a n t  e t  a p r P s  c o n c e n t r a t i o n  p o u r r a i t  riiis~i 

c o n d i i i r e  2. d e s  erre~trs .  ifne métitucie d e  d o s a g e  d e  l',YI9F' s a n s  c o n c e n t r a t i o n  

e ~ t  dvnc s o u h i i  t a b l  e. 

L '  'i.i AP p i ; l m o n a i r e  est m e s u r é e  e n  se r é d é f a n t  A i lne s o l i n t i o n - . s t a n d a r d  

d e  c ~ i l r ! c ~ n t r a t i o n  c o n n u e  e n  y,AP. L'e:.:acti t u d e  d e  c e s  t e c h n i q ~ t e s  d é p e n d  

e n t i P r e m e n t  d e  l ' i d e n t i t é  î m m u n o l o g i q u ~  d e  !a p r o t é i n e  p r é i e n t ~  dans 

1 "chan t i  l l  on e t  d e  ce1 1 e u t i l i s é e  p o u r  p r é p a r e r  l a  gamme d ' é t a l o n n a g e .  

STOCKLEY et  col 1 (&7! o n t  d o s é  p a r  E ID  ? ' .'C, AF piti-e, i n c i t b é e  e n  

p r é s e n c e  + ' & l a s t a s e  l e u c o c y t a i r e  d a n s  d i f  f  t r e n t s  r a p p o r t s  m u l a i r e s  ( E / I  f 

e t  p e n d a n t  d e s  t e m p s  v a r i a b l e s .  C e s  deux f a c t e u r s  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l a  

f o r m a t i o n  d u   complexe[^-i]au c o u r s  ds l a  r e a c t i o n  d ' i n h i i b i t i o n  e t  d a n s  sa 

d é g r a d a t i o n  : c e s  a u t e u r s  o n t  c o n s t a t é  t o u t  d ' a b o r d  u n e  s o u s - e s t i m a t i o n  d e  

l 7 0 d 4 A P  i l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  est i n f é r i e u r  d 1 h z i i r e .  C e t t e  s û u s -  



e z t i m a t i o n  a ~ i c , j ~ e n t e  a v e c  l e  r a p p o r t  m o l a i r e  i u s q ~ i ' a  <Il, 75 p ~ : i  a? - A 1 s  dii*; 112 1 !iiE 

! f i g .  4 1. 

Le-; r&.zul  t a t ç  c;oStenus p o u r  d z s  t-cmps d '  i n c u b a t i o n  c ~ m p r i  s e n t r e  1 

h e i i r f  et  5 h e u r e s  s o n t  r e l a t i v e m e n t  e x a c t s .  C e p e n d a n t ,  si 1  ' i ~ c u b a t i o n  est 
- ,  = , p & l ~ i i r f i  ,%- A b  h e u r e s  I d e  24 A 48 Pi j , a n  r e m a t - q u ~  u n e  sr i r -e .=t i i r ra t ion 

i m p o r t a n t e  d e  l 'O(, AF', poii\;ant a t t e i n d r e  j u s q u ' a  S f o i s  l a  va.lri;r c o n t r b l e  

( f i g .  5 ) .  

ceci e.st fonction de l a  ,j?g,p ,-,c; pd, ,, el ! c;men.t p;-oC$ol yr,&e. C e t t e  

d e t - n i é r e  a  é té  mise e n  é v i d e n c e  p a r  é l e c t r o p h a r P s r  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a i ~ i d e  

e n  p r é s e n c e  d e  ÇDS. 

C e s  mgmes a u t e i i r s  o n t  e s s a y é  poctr ce d o s a g e ,  2 a n t i s é r u m s  p o l y c l o n a u x  

s p é c i f i q u e s  d ' o r i g i n e  d i f f é r e n t e .  

Les r . $ s t ; i t a t s  e x p & r i n i e n t a ~ l x  m e ç ~ i r a n t  i 'x lAP a p r &  - L L C S I ~ - A  n- - 1 1  a v e c  

d i f  f  &, -en tes  q ~ t a n t i t é s  d ' é l a s t a s e  l ~ i ~ ~ c a ~ y t a i r i ? ,  p e n d a n t  ! h e i d ~ ~ ; ~  ix r jn t ren t  

q u e  ces a n t i s é r u m s  d a n n e n t  toc i s  l e  mi-me r é s u l t a t  p o u r  1.2 v a l e u r  i o n t t - b l e  

! Mi AF' pL;re ) . C e p e n d a n t ,  l e  d o s a g e  d e  1 'g1 AP, i z c ~ i b é e  a v e c  l ' P l  a s t a s e  A 

d i f f é r e n t s  r a p p a r t s  malaires, m o n t r e  q u ' u n  a n t i s é r u m  d o n n e  d e s  r P ~ u l t a t s  

t r P s  p r o c h e s  d e  !a v a l e u r  c û n t r t i l e  p o u r  t o u s  les  & c h a n t i l l o n s  a l o r s  q u e  les 

2 a i i t r e s  c o n d i i i s e n t  A i ine  s u r e s t i i x a t i o n  p o i t v a n t  a t t e i n d r e  2CK) % $12 .  b  1. 

C e s  r é s u l t a t s ,  ~ t i t e n a s  pa i i r  d i f  f  é r e n t s  a n t i s & r u m s ,  m o n t r e n t  qrie l e  

c h o i x  d e  l ' a n t i c o r p s  u t i  l i s P  est d ' u n e  i m p o r t a n c e  c a p i t a l e  pGLir l  e d o s a g e  

d e  1  ' x,AP p a r  é ~ e c t r ~ i i r n r n u n o d i f  f  i \ s i o n  conme par- immunadi f f ~ i s i  a n  r-adia! e. 

ÇTt1Ct::LEY et AFFORD ! 6 6 , 6 7 )  a n t  a u s s i  & t u d i &  l ' s f f e t  d e  c e r - t a i n s  

o;. :ydants s u r  l e  d a s a g e  d e  l'a, A f  p a r  EID. I l s  o n t  c o n s t a t é  q u e  l ' a d d i t i o n  

d ' i ine  s o l c i t i o n  d'l-12 02 n ' e n t r a l n e  p a s  d e  c h a n g e m e n t  i m m ~ i n a l o g i q i i e  tré-, 

i m p o r t a n t  m & m e  si o n  a j o u t e  u n e  q u a n t i t é  c a p a b l e  d y n h i b e r  l a  t o t a l i t é  d e  

c e t  i n h i b i t e u r .  Pa? c o n t r e ?  les é t u d e s  f a i t e s  a v e c  i ine s o l u t i o n  d e  fcimée dc, 

c i g a r e t t e  m o n t r e n t  d e s  c h a n g e m e n t s  d a n s  les  p r o p r i é t é s  i mincino! a g i q t i ~ ~ s  d e  l a  

p r o t é i n e .  En e f f e t ,  e n  EID, deux p i c s  d e  p r & c i p i t a t i a n  s u p e r p o s é s  s o n t  

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



Pla. 4 Ouairiificatioit of  alAT hy R1I:P 10 min 
ofter addit ion of LE. Tlre verticai axis iq ittc qcian. 
ti ly axpreserl as a pcrcenlage of <rlA'I' alot~c airtl 
the I ~ ~ r i z ~ n I a i  ax is the firtictional L lll6, A T  inolar 
ratio. Eac11 point is 1 1 8 ~  ntean of six exycririt~nts 
and the har liner arc * 1 Si). (6 7) 

LE/%AT malar rat JO 
FiG. Effect of tirne on the quantificoiion of alAT afier the addition of LE with 
aniihody 2567 (ree the tex:). Une join rcsultr of an expetimrrit for a 6iven tiiiic. 
iiidicited on the rigfit. (6 7) 



d e  l ' & A i '  n a t i v e  et url a u t i - e  p i c  f a i t ; l e i ~ ! e n t  c o l o r é  i;!it.s ha .u t ,  s.st 

f o n c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  d e  l a  ftimée d e  c i g a r e t t e  a j o u t é e  i: f i g .  7 1.  

C e p e n d a n t ,  AEEEUD e t c o ! l  i l )  do .zan t  l ' y , A P  par- IDF:, o n t  c o n s t a t é  t ine  

=.ai-i.;-estimation b e a u c o u p  p l u s  l imitèe de; r . $ s u l t a t s  ious ! ' a c t i c n  d e  i a  

f u m é e  d e  c i g a r e t t e .  

E~ c.-. ~ n c  lss,-. o z i o n ,  i l  noi-is a  p a r u  i r , t é r e - % . s a n t  d ' u t i l i s e r  d ~ s  m&thide. ï  d e  

d a s a g e  a ç ç e z  s e n s i b l e s  t e l leç  q u e  l a  n é p h é l é m é t r i e - l a s e r  e t  

1 ~ P i e c t r o i m m u n o d i f  fi i i5ion ) p o u r  S t r e  a p p i  i c a b l e s  a u  LBA . s a n s  c o n c e n t r a t i o n  

p r é a l a b l e ,  d e  m a n i é r e  à é v i t e r  le5 r ' -  a = q ~ t e s  d ' e r r e i i r  i n h é r e n t s  à. l a  

c o n c e n t r a t  i o n .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e  dc i sage  d e  l 'X1AP d a n s  i e  L9k p e u t  S t r e  i n e : . : a c b  e n  

r a i s o n  d e  l a  p r é s e n c e  d e  q c i a n t i t é s  p l i i s  nii mc;ins i m p o r t a n t e s  d e s  

d i f  + & r e n t e s  f o r m e s  d',xi AP ( c o m p l e x é e ,  d é g r a d s e ,  o x y d o e  1 ex i = t a n t  dan; l e  

m i l i e u .  

Dans  c e  c a d r e ,  n o u s  a v n 5  c h e r c h é  A d g t e r m i n e r  l a  s e n s i b i l i t é  d e s  

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

La  m é t h o d o l o g i e  u t i l i s é e  d é r i v e  d e  ce l les  précédemment  d é c r i t e s  p o u r  

l e  d o s a g e  d e s  p i - a t é i n e ç  d u  séri~m (35). i La ci.---- = = ~ r i p t i o n  d é t a i l l é e  d e  l a  

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

a- S t a n d a r d  

Un s é r ~ i m - s t a n d a r d  H y l a n d ,  t i t r a n t  1,23 g / l  d 'x1AP, a  été di lc ; i -  p a r  dii 

NaCl 0 , 1 4  M a f i n  d ' o b t e n i r  u n e  gamme d e  c o n c e n t r a t i o n  v a r i a n t  e n t r e  O,bS èt 

!8,4 mg/l  d ' y q  A r ,  c o r r e s p o n d a n t  aux v a l e t i r s  h a b i t u e l  l e m e n t  r e n c o n t r é e s  d a n 5  

l e  LEA. C e t t e  s o l i i t i o n ,  c o n s e r v é e  à + 4 ' C ,  reste s t a b l e  p e n d a n t  a u  ~ ? i o i n s  

15 j o u r s .  



I . 
O o a  1 .O 1 .s 2.0 

tl:kr,AT mc~krr ratio 

1;lrt. e l i l l c ~ t  of tlirfcrc-nl anîisoa. Rwctfrs arc 1 14 
aiter acltlitiisn of LE. Far11 pc~ir:l tcprcrrnls fltc 
mcan of faut cxpcirirricntn ~ n t l  Lllc sn bar linw aie 
ditrtiwn. 111c i i n ~  jnin res~rlti. u0iiIt c3r.h anliscrtcm, 
Iahoratoqt çnclc ntrmlrcr inrfiçated ainjve the Ihc 
on Ille ripltt. (67) 

Aquet~ur CS ruluiion ( P I )  

Fle.7 Ii~imunuloyicnl ii1c;isiitcnient or u,AT nl'ier 
tlic itcltliiion of cig~rrctttt snioLc: (CS). Tlic vcrliciil :txis 
is iIic vnlue ohtniiicd ï t~ r  a,AT cxpresserl ris rt 

~icrcctiiirgc of ttic ptirc tr,A't' RI~)IIC. Tlic tiorizontnl ii.(ti~ 
is illu vvlunic of si~iukc soluri~ii aJJcJ to 9.7 pp of 
rr,AT. ---- Siynitics tlic cuiitrol value; a, v a l ~ e r  
crb\aiiicd from iriciibiiren,citi uf ihc distinct pelih; O, 
froili (tic iniiistinct pcnk. ?'IN urr«w iiiJicriics the rcwli 
for I\ nlir\urc cqtriv;tlci\t io 3')'JG iniictiv;r\cd a,A'l' ( 14 
AI oi'CS ucld~d \c, 57.6 )rlJ !$ ~ , h ? ' ) .  (66) 



5- C a n c ~ n t r a t i a n  e n  a n t i c o r p s  

L e s  d i l u t i o n s  d ' i -  I l im~in-sérums o n t  é té  c h o i s i  es  e n  se t-éf ét- -Lit *- au:.: 

c o n d i t i o n s   décrite.^ p o u r  l e  d i i saye  d e  1 7 Y t A P  dii s é r u i ~ .  Dec;?: d i l ~ i t i o n ç ,  a u  
C n C  

!iiitF e t  a u  1.;E7, o n t  é té  a i n s i  r e t e n i i e s .  E l l e s  s o n t  e f  f e c t i i é e s  d a n s  iin 

tampon p h o s p h a t e  d e  sodi i im ! F'BS ! ii) m M ,  NaCl C),l4 i?, pi4 7,4 c o n t e n a n t  dc; 

p o l y é t h y l è n e - 3 1  y c o l  bt)O0 à 45) g / l  e t  d u  f w e e n  29, L g / l .  L e s  c o i i r t i e s  

o b t e n u e s  s o n t  p r é s e n t é e s  d a n s  l a  f i g u r e  8 ; l e u r  a s p e c t  est Crés v o i s i n  : 

n o u s  si3mmes e n  ~ X C & S  d 7 & .  

Un LFA a y a n t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  t rès é l e v é e  e n  t1AP a  &t$ d i l u é  p û u r  

a b t e n i r  d e s  v a l e ~ i r s  d e  c o n c e n t r a t i o n  a l l a n t  j t i s q u e  b 3 , 2  m g i l .  L e s  r é s c i ? t a t s  

o b t e n u s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  !a f i g u r e  9 : e l l e  m o n t r e  q u e  l a  d i l u t i o n  a u  

1 / 8 e a c d e  1 ' a n t i  s é r u m  p e r m e t  d e  d o s e r  l 'xt AP jusqu'  à d e s  c o n : e n t r a t i ü n s  

v o i . = i n e s  d e  20 m g / l ,  r a r e m e n t  a t t e i n t e s  d a n s  l e s  LBA. C e l l e - c i  a  d o n c  é t é  

t - e t ~ n ~ i e  p o u r  l a  s u i t e  d e  n o t r e  t r a v a i l .  

P o u r  é v i t e r  t o u t  r i s q u e  d e  se s i t u e r  d a n s  1 a -. L T G - =  I I C  d'e--*- L d'Ag, nüi i5  

avons dosé p.:P = r = t é m a t i q ~ i e i n e n t  l es  p r o t é i n e s  t o t s , l . e s  d a n s  12s d i f  f é r e n t s  

é c h a n t i l l o n s ,  p a r  l a  m é t h o d e  d e  ERfiDFORD i i f ! .  

L' 'i4AP r e p r é s e n t e  en  moyenne 2 A 3 % d e  ces ilernif-t-es;  ci- 

r a p p o r t  p e u t  m o n t e r  j ~ s q u ' &  à 3 d a n s  c e r t a i n s  ca.5. S i  l e  LBA c o n t i e n t  

Line q i t a n t i t é  d e  p r o t é i n e s  t o t a l e s  s i - ipé r ie t i re  & 25f:) mgi'l, o n  p r u c é d e  A 

nociveau a u  d o s a g e  d e  !?x ,AI .  a v e c  u n e  p r i s e  d 7 e s . s a i  d i m i n u é e  d e  m o i t i é .  Si 

l e  r é s u l t a t  o h t e n u  n ' e s t  p a s  d e  moitié i n f é r i e u r  a u  p r e m i e r  r é s i i l t a t ,  on 

est e n  e x c P s  d'Ag, i l  S a u t  a l o r s  d i l u e r  l ' é c h a n t i l l o n .  

c- F i l t r a t i o n  d e 5  LEA 

L o r s  d u  d o s a g e  d ' u n e  p r o t é i n e  p a r  n É p h é i é m é t r i e - l a s e r ,  i l  est 

r e c o n m a n d é  I87) d e  f i l t r e r  les é c h a n t i l l o n s  d o n n a n t  u n e  v a l e ~ t r  é l e v é e  d e  

b l a n c  I s u p é r i e u r e  A 75 % d e  l a  v a l e u r  d u  d o s a g e  1. 





LILLE m 

Figure 9 : W u a t i o n  en IErZ de 3.fférentes concentrations 

d ' (Y lAP o b t e n ~ s  pâx dilution d'un IBA contenant 
initialanent une forte concentration d' (YIAP. 



D a n s  r i o t r e  c a s ,  A d e  r a r e s  e x c e p t i o n s  pr i -5 ,  l es  résii l tats d e s  b l a n c s  

e x p r i m é s  e n  F:LS ( r e l a . t i v e  1  i g h t  s c a t t i r i n g  d i . spe ; - s ion  L E I I - ~ + ~  -.";.,- .-i:. &c( 

W . - . . F  ! d.ytln lumineci:.: ) n e  di-pasz.ent p a s  15 % d e  ciit:; d e s  dctc.ages quand  l e  LZG 

c o n t i e n t  p l u s  d e  1 mg/l  ~ ' M + A F  i 1 ; -  L l ~ l i t e  d e  s e n s i b i l i t é  d e  l a  t e c h n i q u e  i .  

NOUS a v ~ n s  vi-ri fié q u e  l a  f i  l t r a t i o n  d e  ces  LEfi n 'amél  i o r e  p a s  l a  qua! i l &  

d e s  r é s u l t a t s .  D a n s  le.= a ~ t r e s  c a s  i 2 % d e s  LEA c o n t e n a n t  p l u s  d e  

1  mgi l  d '  XlAP j l e  RLS est é l e v é ?  l a  f  i l  t t - a t i o n  s'e,ât a v é r é e  n é c e s r , a i r e .  

t ' u t i l i , s a t i c t i - 1  d e  ~ e y t a i a s  f i l t r e s  KILLEX-HA i t?,  45 Fm, e n  ester rfe 

c e 1  l i i l o s e  c o n d u i t  :! tirie ci imir i i i t ion d ' e n v i r o n  50 X d e  !a c o n c e n t i - a t i o n  

d'.XtP!F; l e  nibe e f f e t  a d é J i  é té  . ; i g r ~ a l é  poiur les  IgG ( 8 5 , 8 6 ) .  F'ar --- L ~ l i t r e i  

1 ".w- 1 d e 5  f i l t r e s  NUCLLF'ORE 1 0,4 )ta, e n  p a l y r _ a r S ~ ? n a t e  ; n ' e ~ i t r a i f i r  

a u c u n e  p e r t e .  

d-. C r i t è r e s  d e  q i t a l i t é  d e  l a  méthlzde 

# P r & i i ~ i o f i  d e  l a  m é t h o d e  

La p r é c i . s i o n  d e  l a  m é t h o d e  est é v a l u é e  : 

- p a r  l a  d é t e r i ; i i n a t i o n  d e  l a  r é p é t a b i l i t é  i n t r i s & ; - i e l l e  s u r  

é c h a n t i l l o n s ,  d ' u n  m & m e  !-%fi, d a . s é s  s i i ~ i i f t a n é n e n t ~  l e  i % $ i i i ~  j o u r  e t  d a n s  l a  

mgme séri E. 

- p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  i n t e r ~ é r i e l l e  q u i  a 

é té  e f f e c t i i é e  a u s s i  s u r  Zr:! & ç h a n t i ! l a n s  d ' u n  m $ m ~ ;  LE& à d e s  jQcir5 

d i f f é r e n t s .  

L e s  e a e + f  i i l i s n t s  d e  v a r i a t i o n  d e  &,z? :{ p o u r  l a  r & p & t & i l i t é  

iritrasi-rielle et d e  9,57 X p o u r  l a  r e p r i d i t c t i h i l i t é  i n t e r s & ; - i e l l e ,  

c o e f f i c i e n t s  . s a t i s f a i s a n t - ; ,  ~ ~ i ~ i p t e  tei~ii d e  l a  n a t i i r e  d u  pi-&!$veinent e t  d e  

l a  q u a n t i t é  d e  p r o t é i n e  à d o s e r .  



Les moyennes,  é c a r t s - t y p e s  e t  c O 2 e f + i c l e n t s  d e  v a r i a t i s : ~  &+--nus = o n t  

r a p p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  I I  . 

En 1 ' a h s e n c e  d e  ir;&tf'iode d g  ;& f S t - e n ~ e ~  1  '&.ya! i i a t i  i z~ i  :iz '~::.:ai=tit;;de a 

,=r l a  méthode  d e s  a j o u t s  d o s é s .  P o u r  ce +,ife, a LSG cnt été d é t e r m i n é e  - -  
&té d,.~,&.; a,+*a::it e t  a l , - & ~  a d d i t i o n  d e  c jG.an t i t és  ~ ~ ; ; i n i i e ~  d7x,i=:? r;bt@~uci.r;  Far  

d;1, - î L l a a  C '  d u  s t a n d a r d  Hvland .  

L e s  $ c h a n t i l l o n s  .sont  p r é p a r é s  de l a  m a n i é r e  . = u i y a n f e  : 459 pl de 
LB;? ?. ajc;tkt&s 51:) pi d e  HaCl C>, 1.4 3,  a d d i t i o n n é s  ai; nc;n, d7c;fie c e r t a i n e  

t .n. 
c j i ; a n t i t é  d7yt$,f' { s tanda t - .d  i j i l u &  aL; 1/49: 31-t ai; 1/2i:i'?':). 

L e s  d i  f f é r e n t s  p s ~ t r c e n t a g i s  d e  i -éct ipéi-a t i  on s o ~ t  i n d i  cjictéi d a n s  I  P 

t a b l e a u  I I I  . 
f i- ' x,fif' p e u t  d o n c  S t r e  d o ç h ~ ,  s ~ T ~ . =  ~ o n ~ i ! r ! t r n t i ~ z n  p r é a l a b l e  d e s  i-E{Aii, 

p a r  i fii;;:i;n~n$pf'i&l $ m & t - 4  I r i !  -1 2 s ~ ~ .  C e t t e  méthoi ie  p e u t  & t r e  app! i c a k l  e e n  

g r a n d r s  s&ri -5 et p r é s e n t e  d e s  a .+ ,an tages  &.+,iU~nt- d i  p r a t i  c a h i  l i té .  

t S e u i l  d e  d é t e c t i o n  

La l imite d e  d é t e c t i o n  est é t a b l i e  A p a r t i r  d ' e s s a i s  A S l a n c ,  p a r  

d o s a g e  r é p é t é  z-.t:) f ~ i s  d a n s  t.kne ,.rieme série,  d e  l a  r - o l u t i o n  d '  a u  1./2L7Lr 

e n  ! ' a S s e n c ê  d ' i n h i b i t e u r .  La f i m i t e  d e  d é t e c t i o n  es t  :=a!cul& A p a r t i r  de 

1  ' $ c a r t - t y p e  d&tm-.--  cl fi& .àtir 1  i~ie.;~;res d e s  51  ancs . ,  1 et--.-- - - .  * - - - - - - A  
L i  ! 1 il 

1 mg/l d 9 n h i b i t e u r .  

a- D e s c r i p t i o n  de l a  m é t h a d e  

La c u n c e n t r a t i o r ;  e n  VI F:P d e s  LBF: a Sté  é g a l e m e n t  d & t e r m i n S e  par 

é i e c t r c i m m u n o d i f f t ! ~ i ~ n  q u a n t i t a t i v e ,  s e l o n  !a t e c h n i q u e  d t c r i f e  p a r  

LAURELL (46) . 



R$p&taUi!it& : Re~roductikilit$ : 
. . l%+.--- +:,* a=$riillle : inters,$ri 21 12 

,= : ,..!t- c : ~  ,xt&xe 

: namhre  cl2 mesure : 
.- 

Ti 3 (1) .:.:J 

n 

: &car1 type 



: L 6 : ,fi ei-j :agr&f, 5urtha-: r&cup&-= .cl,, - - -  &5 surch&-: ri+cup&-: 
r.7- . , avec !a o r a t i o n  :: r g e  s>iSc !a n r a t i r i n  : 

: irig/l : d i l u t i o n  au : : di! t i " i ia  . r i ~  : ,; ,.& .- <,.%A 
I I  , 1' . l,!z<:jc;%c ; 

.----------.-------------e-------------s--------*-------------.---------. 

n 'T ". 7. - ' 
s C l l l ~ ~ l  n : 9 3 , .? : 1 ! : L 5 ,  6 = . A.. :nr) O . 
.---_-----._----_-------a-------------a--------a -r-----------' ----.----* 

: récupéra t ian  mayenne : z,z,& - + 0,39 
f 1SD 

:% d e  r écupé ra t i an  f 1SD: 



L' EID a é t &  réalir&5 en :j.-! d'a~at-ose à 1 % dans un tampzn v c ,  ut ,d l  

J , PH l a  descr . i :p t i~n  de !a néthode es t  pt-&senfée dans 

l 'appendice technique j .  

un ç,&--am-standarïj Liehring, t i t r . s ,n t  126 i.;icj/l 6'f i+Alp e.rsMdiii:& dan; di; 

NaCl 0,14 3, de mani&re A a b t e n i r  Lifie gamme &ti?.lon d7=(,F;P a l  i a n t  d e  

1 A 15 i7Cj/l. 

De-!:.: quanti  t é s  f f &rente= d' 1" L, se;T'ir-; - ai.'; J X I  GP ont é t é  

C i  . icCer,c. - 1  ..;, , .-fit e;;-.,$es ( 3 ,  5 e t  5.  4 pi ;ia2 '3 I .  Avec (11, 4 pi ,:tcm2 ai; -L.---;;. L $ U = . ~ ,  i~ Y 

. . 
quan t i t é  minimale qu i  danne un p i c  v ~ s i b l e  ) .  

A p a r t i r  j '~i i7.e ~ ~ i l i l t j ~ n  d' y4#P PUTE? concentrée, ifont l e  t i t r e  a v a i t  

préa!able!xent d& te rn in&  .& l a  $23; par e t  par !DR, se lon  l a  fiPthode 1 
l 

de MAi'JCIf'lI, r;.tiils a ~ o n s  pt-oilC.dé d ~ E L ~ X  s é r i e s  de id i iu t ions ;  d'ane pa r t ,  dans i 

l't-a:; ou le 0,14 4 d'a~i.t;-e ---  t dans c;ng si;l iiti on d~ .-iér:ilfi-a!i-;i..ii~rin~ 1 
bovine < Sn ! h 1% mgi l  dans d u  NaC! 0.14 M. avant de Uaser pat- EID, l e s  

i 
d i +  f é ren ts  échant i !  i o n s  a i n s i  pt-épar&. 

Dar!; premier CS-,! r " . - . . ' C - +  ==us ,-aLs ohtenus f o n t  appat-aï t r e  c i  a i r f i xen t  

u ~ e  -ut;.=-.i-stiixatior: ro i .s i r ie  d2 12 % d e  17,;l,~p i-&ell--~..- r:iicfit présente dans 

1 '&-!-, L t i l  Par c i n t r e ,  en d i l u a n t  dixris LGS ;olt;tion de Ç A ?  l e s  p i c s  

obtenus -,ont nettement p l u 5  tiatits e t  l e  t i t i - e  zn YfI-iF' ia!;ul& t tr-&s 

p ~ ~ i t t i . ~  de 1 a valeur attendue, fd~c; avons ~ & r i f  i& qiie l a  ÇA ne ;:sfiti i-jac; 

d' ol1 A? comnle contamiris.fit. 



Figure 10 : Dosage par électroimmunodiffusion de 1' CL,AP 

de différents LBA. 

Volume d'gchantillon déposé: 5 pl. Concentrai .  
tion en a,AP de l a  5anx.e-étalon : 1, 2.5, 5 - 

et 10 +/mi. 



I ls  s i l n t  a p p r & c i & s ,  ccii3i~e p o u r  l a  n é p i i é l é m é t r i e - l a s e r ,  p a r  l a  

d P t e i - m i n a t i o n  d e  l a  r é p P t a b i l i t &  i n t r a s P r i e l l e ,  d e  l a  r e p r o i - ; i i c t i b i ! i t &  

i n t e r s i - r i e l l e  e t  d e  1 ' e : ; a c t i t c t d e .  

L ' e x a c t i t u d e  a été é v a l u é e  p a r  l a  m é t h o d e  d e s  a j û u t s  d o r é s  : à 45O pl  
d e  LEA A a n a l y s e r ,  c n  a j o u t e  5;:) ~1 d ' u n e  s o l u t i o n  Ge Ç A  A 1Sr:) mg!!, 

c o n t e n a n t  o u  n o n ,  cine s u r c h a r g e  d e  1?7; mq/l  id7xqAP p u r e ,  Un t é m o i n  es t  

ef f ectüé p a r  m é l a n g e  d e  450 vl d e  :a mgme s c l u t i o n  U s  ÇA e t  d e  513 d e  1 a 

s o l u t i o n    on tenant l a  s u r c h a r g e  d e  1  ' x l  AP. 

L' MIAP est d o n c  d o s é e  s a n s  c c n c e n t r a t i o n  p r é a l a b l e  d e s  LBA p a r  E I D  ! 

ccmme p a r  INL. 2n c o n s t a t e  q u e  l a  p r é c i s i o n  d e  l ' E I D  est s u p é r i e u r e  A c e l l e  

d e  1'INL. P a r  c o n t r e ,  les deu:.: m é t h o d e s  d o n n e n t  d e s  r é s u l t a t s  p r é s e n t a n t  l e  ~ 
mi-me d e g r é  d ' e x a c t i  t ~ i d e ,  é v a l u é  p a r  l a  mit thnde de-  a j o u t s  d c ~ à é s .  



T , .-. t. . =  7 .- -, . IV Préi:ir,iaz dit dosage d~ l '(X,I?iF' .-~e:, LBG par 

intrasérielle : inters&rielle : 

sur un m@me LEA 

.-------------------%--------------------s--------------.------m 

: moyenne en mg!! : 

Q- O , 1 1 O* 19 

: c ~ e f f  i c ien t  de : 
variation 



TaS i eau V E;.:ai=t; ti;cfE ,jusaqe de 1 7  .y, GF . i-;-. ,=-. par- 



1 . 4  DOSAGE DES FORMES MODIFIEES DE L7gIFIP PAR INL ET EID 

t a  s e n s i b i  l i t é  de.= t e c h n i q u e s  c h o i s i e s  aux d i f f é r e n t e s  +lx-nies d ' d t  AF a 

é té  é t u d i é e .  

Ncu.5 a v o n s  o p é r é  d e  d e u n  m a n i è r e s  Y i f f & r e n t ~ j  : 

- Dans  LIB p r e m i e r  t e inps ,  n o u s  a..;ans i n i i u b é  p e n d a n t  1!:J min i ; t e -  = y  LIZE 

s o l u t i o n  ;j' ;<, FiP p i -  A 1 ";g/in! ( f r a c t i o n  a c t i y e  i:Ip55 n i y / ; ~ ~ l  e t  u:e 

s o l u t i o n  d e  t r y p s i n e  h a r i  fie t i t i ~ é e  ( a c t i v e  &(! % ) d a f i s  de; r a p p s j - t . s  

m o l a i r e s  I / E  d e  ! 1/1 j e t  ! 0 ? 5 / 1  ?. A c e t t e  c o n ï e n . t r a t i o ~  U '  q(1FiP. i l  

est poss ib !?  d e  c ~ n t r U l e r  !a formation du  c~rnp le : . : e  p r o t é a - - - a f i t i p r ~ + ~ - - -  -.=e - I C ~ C I ~ E :  

p a r  é l e c t r o p h o r é s e  e n  g e l  d e  po lyncry!a rn ide  a l c a l i n  h l u  % I f i g .  1 1  ? , 

P l u s i  e c i r s  b a n d e s  d e  m i g r a t i o n  p l i i s  l e n t e s  qtie ! ' y/4 Ai"' n a t i v e  s o n t  

e f  f  e c t i  vernent v i s u a l  i sées. Ce1 les-ci ï a r r e s p o n d e n t  a u  camp! e:.te AP- 

t r y p s i n e ,  s i c s r i i p t i  b l  e d '  @tre  i~iodi  f i  é p r û g r e s s i  ve;rient p a r  p r o t é i 2 l  y.S.2 d u e  

l'F...>cg.s d'.., . . -,, ~ n z y r n e .  L. ~ r n ~ u n n é l e c t r  o p h o r & s e  b id i i . r i en i ; i inne l  l e  cxifiu-i.rie 13 

madif i c a t i o n  d e  l a  m o b i l i t é  &lectra~haPétiluE.ioéii d e  l '  YYiFiF' e n  p r é s e n c e  d e  

t r y p s i n e  i f i g .  1 2  1 .  t e  -'--- U~j,=,ge iin~.ric;nolügiqiie U s  1 ' ?(r AP Yes d i f  f é r e n t . s  

é c h a n t i l l o n s  a é té  e f f e c t u é  a p r é s  d i l u t i o n  d e  ces U e r n i a r s  ( t a h i e a u  VI 1 .  

Un t-emarque t o u t  d ' $ b o r d  cine s o u s - e s t i m a t i o n  d e  l'Y1 AF' dc isée  p a r  EID e n  

f a n i t i c i n  dii t - a p p a r t  m u l a i r e  i i E ;  ait c o n t r a i r e ,  l e s  r é s u l t a t s  d e  1 INL s o n t  

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

- F '~)ur  é v i t e r  les  erreitt-s d u e s  a!i:.t ûi1i .- :  + L --.- i i?ipot-tantils d e s  

é c t i a f i t i  11~1;s !ar-s de ! ?eç.=ai p i - s c é d e n t ,  ;-,c;uj zvan; $ - - . ) -  , , d b d i ! l $  a v e c  2 ~ 5  

c o n c e n t r a t i o n e ,  b iac:cuup p l u s  f  s.ib!es e n  Xl i r lF ' ;  n o u s  a v û n s  inci..:bé Si:;. d 

t e m p g t - a t u r e  a m b i a n t e  un  sÉrum d i l u é  a u  l / l ~ > ~ @ ?  d o n t  l a  c o i = - - t r a t i o n  i L C 1 t  e n 

2tfiF' a été Gr,sée p a r  INL, a v e c  urie s r j l u t i a n  d ' & l a s t a s e  p a n c r É a t i q u e  U E  P o r c  

o u  d e  t r y p s i n e  b o v i f i e ,  da r i s  d e s  r a p p o r t s  i n a l a i r e s  I / E  d e  f l/C!,25 i ,  

! 1 / 0 , 5  ) ,  ! 1 / < ) , 7 5  1 et  ! 11'1 1. 



Figure  11 : Etuoe p a r  é lec t rophorEse  en s e l  de polyacryl -  

amide a l c a l i n  de mélanges d '  CYIAP-trypsine 

pancréa t ique  de Boeuf dans àes r a p p o r t s  molai- 

res d i f f é r e n t s .  

dépots  : 1 : n a t i v e ;  
2 : CYIAP/trypsine : 1/1; 
3 : CYIAP/trypsine : 0,5/1; 
4 : t r y p s i n e .  



Figure 12 : Etude par in;munoélectrophorise bidimensionnelle 
de melanges alAP-trypsine dans ces rapports 
molaires dif f grents : 

-1s utilisé: anti a1P9 
-1 : CYtAP/trypsine : 1/1 
-11: at~~/trypsine : 0,5/1 
-III: a l A P  pure. 



: b$lAf=' d o s é e  : népi"iÉ.!éi~iétrie- : f i é t h o d e  d e  : 
! a s e r  LGLiqELL 

'1 . 
II_-_--_-.-_---------<I._-_-_--___-_-___-_._11________1.____. 

7 mg!! 7 ? 2  35 '1  : 

: Témoin d i l u t i o n :  1 6 ? 6 2  : 1 3 . 7  !;igjl 
1 /C1-le-r 
A .' L".' . @ 

ii 11 
: M é l a n g e  r a p p o r t  : 

Ij'E = 1 / 1  
: d i l u t i o r ;  l/li:)it'y: &,A7 mg/! 1,47 mg/l : 

: d i l u t i o n  1/50 -' : 14,SZ mg/1 Z,88 ~ g / l  : 

: M é l a n g e  r a p p o r t  : 
I / E  = $,5/1 : 

: d i l u t i o n  1/1<::t:>FL: 8,i:!6 mg/! 



Dans u n e  p a r t i e  d e  c h a q u e  é c h a n t i  l l c n !  l a  p f o t é a s e  est  i m m é d i ~ t e m e ~ i t  

i n h i b é e  p a r  l e  PMÇF ( e;.;c&s l!:!C! f o i s  mûlaire par- r a p p t s r t  A 1 3  c o n c e n t r a t i t - i n  

En enzyme i n t r û d u i t e  1 : ce t te  f r a c t i û n  sert a u  d o s a g e  i m m u n û l û y i q ~ e  

! EiD et IblL ) .  Le reste est i i t i l isé  p û u r  d é t e r m i n e r  l ' a c t i r i t é  i r i h i h i t t - i c e  

rési d u e l  l e l  ' y, AP c n n , t r e  1 ' $1 a i t a ç ~ ;  p a f i c r é a t i  li-:e d e  f . - . - ~  U I L ~  par- l a  

techniqi-ce q u i  s e r a  d é v e l o p p & €  d a n s  l e  c h a p i t r e  s u i v a n t .  C e t t e  a c t i v i t é  

i i - i h i h i t r i c e  diiriincce e n  f o n c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  d e  p r o t é a . s e  a j o u t é e ?  z l  l e  

est  d é t e r m i n é e  pour  c o n t r & l e r  l ' à p p a r i t i ~ n  d e  f ot-mes i n a c t i v e s  d 'cq  AP. 

Les r & s u l , t a t s  des d o s a g e s  ii2ii,unno!.qique o b t e n u r ,  . son t  ;-epot-t$.= s1.i;- !a 

f  1 giii-e 13 . g e i ~ . :  -c 1 m o n t r e n t  q u e  l a  c o n c e r i t r a t i . f r n  d e  l 'sci AF s so i i s -  

rstimée p a r  EID?  p t - o p o r t i c n n e l l e m e n t  A l a  q u a n t i t é  de p , ~ o t $ a s e  a j o u t é e  et 

d o n c  A c e 1  l e  d e s  f o r m e s  non f  o n c t i o n n e l l e s  d e  1 '  di AP p r é s e n t e   dar ris 

l ' 4 c h a n t i l l o n .  

La ingixe c o n s t a t a . t i ü n  à &té f a i t e  pàf  STOCKtEY e t  l i&7) pGi;r 
l 

r a p p o r t  rial a i r e  I,!E i n i é ; - i  et-ir A 1 ' &qici.,.<.alence e t  ;in t e ~ p s  d '  ir-arby+I )LW. O.$-& c- * i  

i n S & r i e i i r  a u  é g a l  & 1 he i l i ' .~ .  En e f f e t ,  c e s  ac.teur-,  trGure-,t -.-. p u ~ i  ,.- iin I-appi7t-t 

:,. ! , i ,~i  F a i r e  ~4 F i P i t 2 i a i t a s e  i e u c a c y t a i r e  tiiiinairre, d e  O Y 7 5 i 1  st c:n t e m p s  

d ' i n c u b o t i o t ;  d e  Yi:) fin, u n e  sa i -cs -es t imat ion  i 7 ~ r d ; - ~  d e  25 30 % . D a a s  

n o t r e  t r a v a i l ,  p o u r  l e  mème t e m p s  d ' i n ; c u b a t i o n  e t  l e  i~eme ! 

r a p p o r t  i n a l a i r e  & 4  A P i t r y p s i n e  tjovir-ie, oii ~oC1APiél -.-t-- p a n c r é a t i q u e  d e  ~ 
k û r c ,  n o u s  c o n s t a t o n s  u n e  ï û u s - e s t i m a t i o n  d e  l ' a r d r e  d e  45 % et  57 % 

r - e s p e c t i v e m e n t  . 
11 y a don: - ,ous-e-h4.  = L L a a t i û n  q u e l  q u e  s o i t  l a  ~ r o t é a s e  u t i l i s é e ,  m a i s  A 

d e s  degt-&s ,.dari ab! -5. 

&LI c o n t r a i r e ,  l a  n é p t i P l é m P t r i e - l c . s e r  d o n n e  d a n i  t û ~ s  les c a s  d e s  

v a ?  e u r s  peu  modi f i  $es: i l n Q u s  semb! e é v i d e n t  q u e  ce t te  t e c h n i q u e  p r & e n t e  

un a v a n t a g e  s u r  l '&lectroi~; ; . rni ;nodif  f i c s ion  p o u r  l e  d a s a g e  d e  1  ' 3.1 AF' t o t a l e  

d a n s  1  ES m i  l i ~ u x  h i  o l  o g i  qii.es, oti e! l e p e i i t  e::i ster so;is p l  :_;sieurs f o r m e s .  



1 rapport molaire 
alAP ----- 
protéase 

Figure 13 : Dosage de CYIAP par INL (A) et par EID ( B  et C) après mélange à: 

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

cn 
-B : l'élastase pancréatique de Porc; UI 

-C : la trypsine pancréatique de Boeuf. 
I 



1.5 APPLICATION DES DEUX TECHNIQUES AU DOSAGE DE L W i A P  DANS 
LE LBA 

F o u r  v é r i f i e r  l es  i-ésci1tat .s  p r é c é d e n t s ,  55 k c h a r i t i  l l i rnc ,  d s  LSA , p r i s  

a u  h a s a r d ,  o n t  é té d o s é s  p a r  l es  deux t e c h n i q u e s .  t e s  r é s u l t a t s  ! f i , .  14 A )  

n ? c n t r e n t  q u e ,  p o u r  l a  p l u p a r t  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  l a  c o r r & l a t i o n  e p p a r a ï t  

- - t  l a L l z . + a i s a n t e ,  ' a l o r s  q u r  d a n s  les  a c i t r e s  cas (42  X 1 ,  les  p o i n t s  f i g u r a t i f  -; 

s ' & ! o i g n e n t  n e t t e m e n t  d e  l a  l i g n e  d ' i d . =  ucr;t i té . 

y : v a l e u r  o b t e n u e  p a r  l a  m é t h o d e  immur,onépbtélémétrique. 

n : va: eut- o b t e n u e  p a r  l  a m & t h o d e  d '  él e c t r c i  mnunudi f  f  iisi on.  

Comme l e  m o n t r e  l ' é q u a t i o n  d e  l a  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n ,  l e s  r a l e u r s  l 

d o n n é e s  p a r  !bit s o n t  g1obalerner;t  s t t p é r i e u r e s  à c e l l e c .  o b t e n i ! e s  p a r  EiC. 

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

.f iées d e  l '  Xi AF d a n s  c e t a i n s  é c h a n t i  1  l u n s ,  c e l l e s - c i  P t a n t  mieci:.: p r i s e s  e n  

ui 3 q ~ ' e l  s o n t  sü i i s -  c o m p t e  p a r  l a  m é t h o d e  i f i m u ~ ~ f i é p h & ! é m & t r i q u e ,  a l - - -  

estimées p a r  EID. 

En n o u s  b a s a n t  s u r  l e  f a i t  qtie l'xlx?CiF d u  pla.;ma est  e s s e n t i e l l e m t l - n t  

s o u s  sa  f o r m e  n a t i v e ,  n o u s  a v o n s  v o u l u  c o n t r Y l e r  l ' a b s e n c r  d e  r é s u l t a t s  

d i s c o r d a n t s  e n  d o s a n t  l ' i n h i b i t e u r  d a n s  ce m i l i e u  p a r  l e s  deux  m é t h o d e s .  L a  

f  i q t i r e  14 Ei m o n t r e  l e s  t-éstiltats oti teni-is & p a r t i r  d e  34 é c h a n t i l l o n s  d e  

p l a s m a  d i l u é s  p o u r  o b t e n i r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  compr i ; es  ~ r , t r e  1 e t  24 + x g / l  

d'lX1AP. 

I l  est é v i d e n t  q u e ,  c e t t e  f o i s ,  l a  - - ré 1  a t i o n  est  s a t i s f  a i . s a n t i  p c t i r  
1 1 

! ' e n s e m b l e  d e s  é c h a n t i  l l o n s .  

La mise a u  p ~ i n t  d e  l a  m é t h o d e  d e  d é t e r m i n a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  d e  l 'X lAF,  n c u s  a p e r m i s  d e  p r o u v e r  t i l t é r i e i i r e m e r ~ t  cjtie les 

é c h a n t i l l o n s  d e  LE& p o u r  l e s q t i e l s  l e s  r é s c i l t a t c ,  d e  1 '  INL e t  d e  l ' E I D  



Figure 14 : Correlation entre les resultats de dosage de 1' o l l A P ,  
obtenus par INL et EID. 

A : dans le LBA 

B : dans un plasma dilué à différentes concentrations. 
- - -  : ligne d'identite ( y = x)  



d i f f é r e n t  f o r t e m e n t ,  c û n t i e n n e n t  f f i e c t i v m e n t  un p c u r c e n t a g e  i m g o r t a n t  

d ' y  FrP non f o n c t i o n n e l l e .  Une r e l a t i o n  e x i s t e  e n t r e  Is. q u a n t i t é  d '  AP 

s o u s - e s t i m & e  p a r  E I D  e t  l a  q u a n t i  t é  ci' XqHF' non S a n c t i o n n e l ! e  pré.;eii.te d a n s  

l e  LEA f f i g .  15 ) .  

1.6 CONCLUSION 

L' gq AP p e u t  3 t rz  dazée s a r i s  c o n ï t r , t r a t i o n  p r é a i a b l è  d e 5  LE4 p a r  EID 

comme p a r  INL. Le d o s a g e  d e  c e t  i n h i b i t r c i r  p a r  l a  pt-emiPre mgthode c c i n d ~ i i t  

à de-; r é s u l t a t s  s o u s - - e s t i m C s  d a n s  certairis LBA. Ce $ a i t  est dCt à l a  

p r é s e n c e  d e  f o r m e s  non f  o n c t i o n r ; e l  l e s  6 ' 4  AP. ta i i i f  f ét-ence e ~ ~ t r e  t e s  

r é s i t l t a t . s  f o u r n i s  p a r  les  deu:.: t ~ c h n i l q t i e s  p o u r r a i t  &tre  l i S e  s a i t  h la 

q u a l i t é  d e  l'Ac l a t i l i s é ,  s o i t  d l a  s i n : ? i b i l i t é  d i f f i - r e n t e  d r s  dei!:.: m é t h o d e s  

au:.: d i f  f é r e n t e s  f o r m e s  m o l é c u l a i r e s  d e  1 ' k g .  

En e f f e t ,  HERION e t  c s l l  (73)  a n t  m i s  e n  &viden;e  E d ' A c  

mûnocl anac;i: a n t  i - $9 AP, tr-i  - = dA+ c L e r m ~ n a n t s  ' a n t i j é n i q u e s  i n d é p e n d a n t s  s u r  l a  
l 

m a l é c u l e  d '  AP. L'un d k n t t - e  EL\): p a r a i t  i m p l i q u é  d a n s  l ' i n t e r a c t i o n  i 

e n t r e  1'xt AP e t  l ' e n z y m e .  A i n s i ,  1 ' a f + i n i t é  d e  c e r t a i n s  Ac p o u r  l ' M d  FtP 
i 

rnodif iée au  n i . + t e a ~ !  d e  L E  d é t e r m i  f i a n t  p o i t r r a i t  r tre d i z i n u é e ,  d ' a h  u n e  s a u 5 -  ~ 
e s t i m a t i o n  p o s s i b l e  l o r s  du  d a s a g e  d e  l'XICIAP e n  E I n  Id 

La r é p o n s e  s i i p é r i e u r e  d e  171i'\lL au:,: f o r m e s  m o d i f i é e s  d e  1 ' d f H P  p e a t  

a c t s s i  s ' e x p l i q i t e r  p s r  la m o i n d r e  s e n s i b i l i t i -  d e  ce t te  m é t h o d e  A l a  n a s s e  

m o l a i r e  d e  l ' k g .  

A i n s i ,  DELGLRCifX et c o l l  (21;) o n t  i - r - t s  t,eburé l e i  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  

p r t t p a r a t i o n s  d '  IgA mononér iq i i e  ( M ) ,  d i m é r i q u e  I bi ) ,  t r i m é r i q u e  ( T ) et  

t é t r a m é r i q u e  I ) et a u s s i  d ' I g A  s t t c r t t t a i r e  i I g A s  f p a r  l'absorbante 

s p é c i f i q u e  d e s  p r o t é ï n e s  p u r e s ,  e t  i ls  l e s  u n t  c a r n p a r & e s  d ce l les  m e s u r é e s  

immunolog iquement ,  e n  u t i  l i s a n t  1  ' immunonéphél srnétrie IN 1 et 

l ' i m m u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e  ( IDH 1. 

Aucune d i +  S é r e n c e  s i j n i f  i c a t i v e  n ' a  é té  t r o u v é e  e n t r e  l e i  

c o n c e n t r a t i a n s  d o n n é e s  p a r  a b ç o r b a n c e  s p é c i f i q u e  e t  IN, ëiïorç que p o u r  



(L- 

Figure 15 : x : différences entre les concentrations dl ollAP 
mesurées par INL et EID 

y : concentration d' ff AP non fonctionnelle 
mesurée par la difiérence entre la concen- 
tration d' (X AP totale, déterminée par INL 
et dl a AP fbnctionnelle, mesurée par son 
activith antiélastasique. 

Les concentrations d' a l A P  sont exprimées en mg/l. 



d ' a u t r e s  méthodes i mmuna!aji ques, par  exemple 1 ' !CR, on cons ta te  une saus-  

"4 X , 38 % e t  47 /. r e s p e c t i  vernent p o ~ i r  ! ' Igii ( 3 ) ,  e s t i m a t i o n  de 65 % , 
( T 1, I R 1 e t  i I g A $ ) ;  !es conce r i t r a t i ons  sont  sbten i ies  En c : t i l i . san t  

! ' I r &  ( M 1 comme standard.  

De mgme, V4LETTE e t  c o l 1  480) do.zant ! 'hspCoglobine i Hp 1 on t  

cons ta té  une SOUS-est imat ion de Hplml de 40 % par  IDR qcarid H ~ Z - ~  e s t  

u t i l i s é  comme -,tandard. Aa c l i n t r a i r i - ,  l e  dosage par IN donrrli +?es r é s u l . t a t s  

bea~icaup r r i ~ i r i s  s i i us -es t i  mi-s i 7 % 1 . 
L ' I N  semb!e donc préf&raD!e pour doser l e s  A j  s u e c e p t i b l e s  d ? & t r e  

p résen t s  sc;its p l i i s i ~ i i r s  fcirmeis moléci i !aires, e t ,  e s t  donc b i e n  adaptée A 

l ' é t u d e  de l'art AP dans !es LBA. 



2 . 1 . 1  P r i n c i p e  g é n é r a l  dit d o s a r e  d e  1 'd4 AF' f  a n c t i a n n e i  l e  

La d é t e r m i n ~ ~ t i o n  immtina!ogique d s  1 a  c o n c e n t r a t i o n  e n  g,L.iAP, h a z é e  SUT. 

l ' i i t i l i s a t i o n  d ' u n  Ac, d u s e  un A g ,  I 'caAF',  q i i e l l e  qui3 5üi"isa for-me: 

- 1 - ~ , i ; p  , -ia t i  ...- Y e ,  f o n c t i c n n e l ! e m e n t  a c t i v e  

- l 'N+i ;F  p l u s  o u  m o i n s  m o d i f i é e .  

Le d a s a g e  d e  1  ' a c t i v i t é  i n h i b i  t r i c e  r é v è l e  s e u l e m e n t  1 7 i q i 4 F '  f r ; n c t i o n -  

n e l l e .  Le  d o s a g e  d e  c e t t e  a c t i v i t é  a n t i p r o t é a . s i q u e  .se d é r o u l e  en deux  

é t a p e s  s u c c e s s i v e s  : 

- d a n s  un p r e m i e r  t e m p s ,  l a  p r c t é a s e  est a j o u t é e  e n  e x c é s  

ail): é c h a n t i l l a n s  c o n t e n a n t  i ' i r i h i b i t e u r .  I! se f o r m e  Lin ccimglei.:e enzyme- 

i n h i b i t e u r  non f o n c t i a n n e l .  

- d a n s  un s e c a n d  t e m p s ,  un a j o u t e  l e  , s u b s t r a t ,  l a  p r o t é a s e  

e n  et,:cés h y d r c i l y s e  ce d e r n i s r .  La c a p a c i t é  i n ! - i i b i t r i c e  d e  l ' r q A P  est i n v e r -  

s e m e n t  p r o p o r t i o n n i - l l e  à l a  q i ; a n t i t é  d e  s ~ i b . = t r a t  h . y d r a l y s é .  

2 . 1 . 2  D o s a g e  d e  1 ' Xj AF' d a n s  l e  s é r u m  

H i s t o r i q u e m e n t ,  p o ~ r  l e  dn=acje d e  1 ' M+ GF' f . - ; n c t i o n n e l  l e  d a n s  l e  5é-t: i  il:^ 

l a  t r y p s i n e  p a n c r é a t i q u e  d e  Soeuf  a é t é  e m p l o y é e ,  c a r  -:le p e u t  g t r e  

o b t e n u e  p l u s  a i s é m e n t  à l ' é t a t  p u r  e t  d o s s e  7 a c i l e n e n t  A l ' a i d e  d e  

s u b s t r a t s  ç y r i t h é t i  q u s s .  D '  a i i t r e s  e n z y m e s  a n t  été é g a l  ement  iiti 1 istç coinmE 

l a  c h y m a t r y p s i n e ,  oii p l u s  récemment ,  l" las . ta .=e p a n c r é a t i q u e  d e  P o r c ,  c a r  

c e t t e  p t - a t é a i e ,  d é j &  c o m m e r c i a l i r , é e ,  est p l u s  s p é c i f i q u e  d e  170c4C?iF' q u e  l a  

t r y p s i n e .  C e t t e  d e r n i t - r e  est a u s s i  i n h i b é e  p a r  1 ' i n t e r - c d  - t u - ; ,  , y p s i n e  

i n h i b i t e u r  e t  p a r  l ' a r i t i t h r o m b i r i e  I I I .  De pli\;, EIETH e t  c a l 1  f9f o n t  

Uécri t poctr 1 ' 8 1  astase un s c i b s t r a t  s y n t h é t i q ~ i e  l e N--succinyl-L-alan.i.1- 

L-alanyl-L-alanyl-paranitrcianilide f Suc- ( f i l a l j -?NA 1 .  C e i i i i - c i  p r é s e n t e  

u n e  b a n n e  s p é c i f  i c i t t ?  pacir i ' é l a s t a s e  p a n c r é a t i q u e  d e  F'orc e t  p e r m e t  u n  

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



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

l 'x ,AP d e s  LEA , n é c e s . s i t e n t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  p r & a l a h l e  d e  c e s  U e r n i z r s .  

Dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  1 ' x l A P  a  é t P  d é t e r z i n b e ,  A. 

p a r t i r  d e s  LEA d é j à  c o n c e n t r é s  f t a b l e a u  VI1 ) ' 

C e p e n d a n t ,  d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  i l  est p o s s i b l e  d e  t r a v a i l l e r  a v e c  d e s  

LSA non z o n c e n t r é s .  

A i n s i ,  STONE et c o l !  ( 7 2 )  o n t  d o s & ,  d a n s  ces L ~ ~ n , = ,  ' 1 '  K, A@ 

f  o r i i t i o n r ~ i l i e  e n  t r a v a i  1 1  an% a v e c  de; p r e i t é a s e s  marqt iées .  I l s  o n t  iiti l i sli 

1  ' é l a s t a s e  p a n c r é a t i q u e  d r  P o r c  ( EPP 1 m a r q ü é e  a u  ['HI o u  l ' & l a = .  ,t.+=e = -  
L a 

l e u c o c y t a i r e  h u m a i n e  ( ELH ) marqube  à CI5 11. 
La q u a n t i t é  d e  c o f i p l e x e  é l a s t a s e - X l A P  f o r m é ,  q u i  est p r o p ~ ; r t i o n n e l l e  à 

c e l l e  d e  l 'g1AP f o n c t i o n n e l l e  p r é s e n t e  d a n s  l e  m i l i e u ,  est é v a l u é e  a p r é s  

i s o l e m e n t  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  g e l  f i l t r a t i o n .  

McGUIRE e t  cal1 (511 o n t  m z ç u r é  ce t te  a i z t i v i t é  en i n c u b a n t  l e  LEA a v e c  

l a  t r y p s i n e  marquée  P y!], I l s  a n t  a p p r o i i a a t i v m e n t  & v a l u &  l a  q ÿ a n t i t é  

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

p a r  é 1 e c t r o p h o r P s e  s u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e ,  e n  p r é s e n c e  d e  SDS. 

I l  n o u s  a s e m b l é  i n t é r e s s a n t  d ' é v a l u e r  l a  s e n s i b i l i t é  d z s  m é t h o d e s  

c h r o m o g é n i q i i e s  d e  d o s a g e  p o u r  l es  a p p l i q u e r  a u  LBA, e n  é v i t a n t  l e s  r i s q u e s  

d ' e r r e u r  d û s  A l a  c o n c e n t r a t i o n  p r é a l a b l e .  

Le c h o i x  d e  l a  p r o t é a i e  u t i l i s é e  est d ' u n e  i m p o r t a n c e  c a p i t a l e .  En 

e f f e t ,  l ' q A P  f o n c t i o n n e  i n  v i v o  comme i n h i b i t e u r  d 7 b l a . s t a s e  i e u c c c y t a i r e ,  

mais c e t  enzyme non c o m m e r c i a l i s é  est i n h i b 8  p a r  d ' a u t r e s  a n t i p i - ü i é a s e s  d u  

poumon, comme i n d i q u é  p l u s  h a u t  i t a b l e a u  1, p a g e  33 ) .  

L e s  a c i t e u r s  (14,261 qiii  o n t  u t i  1 isé c e t t e  p r o t s a s e  po;ir d o s e r  1 ' Y+ AP 

f o n c t i o n n e l  le d a n s  les LBA, o n t  d é t e r m i n é  1  ' a c t i v i t é  a n t i 2 l a s t a s i q u e  a ~ a n t  

e t  a p r é s  él i m i  n a t i  o n  d e  1 ' XI AP p a r  d e s  i mmunogl ohcil i n e 5  s p é c i  f  i q u e s  d e  ce t  

i n h i b i t e u r .  P a r  d i f f g r e n c e ,  i l s  @ n t  d é t e r i ; i , i ~ é  l a  c o n c z n t r a t i o n  d e  1' L/+ AP 

f o n c t i o n n e l l e  d a n s  les P c h a n t i l l o n s .  



T a b l e a u  VI1 

:BOUDIER ( 1 1 ) :  Oui : E P P  : Siic-!Al a?3-pNk: Fi-.- L > o r b a n i e  : 

:COCHHANE(16): Oui : E P P  : ÇLIC- !Fi1 ab-pNA: ,, :-, 
= .\ 

:MOHRIÇ0!4(55): Oui : E P P  : Suc-!klafJ-pNk: 3. ( r 
\ .  : 

:STOCKLEYf7if: O ~ i i  : E P P  : Suc-  ! A l  aI3-pl;;A: L. . 
: E P P  

: CAFiP ( 1 4 )  : Oui : et :Suc-  ( A l  at3-pNA: 4 1 0 r? m 
: E L H  

. _ : Compta e d e  l a :  
:GADER (261:  Oui  : E L H  'H -éla;tine:radioac?iiiiiti- b : 

: l i b é r é e  
.---------------a 

: Camtage  d u  : 
: :omplexe*séparéi  
: p a r  g e l  f i l t r a - :  
: t i o n  .------_-------_. 
: A u t a r a d i o g r a -  : 
: p h i e  a p r é s  : 
: PAGE-SDS 



Ru c o n t r a i r e ,  d a n s  l e  LEA, l ' é l a s t a s e  p a n c r é a t i q u e  d è  F o r c  n e  s è m b l e  

i n h i b é e  q u e  p a r  ! ' c v i A P  , car l a  p r é s e n c e  d e  l ' i n h i b i t e u r  d e  f a i b l e  PM, 

FSI-E I t a b l e a u  1 1 n e  p a r a i t  p a s  d é S i n i t i v m e n t  é t a b l i e  d a n s  c e  m i l i e u .  De 

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

b r o n c h i i q u e s  a c i d o - s t a t t l e s .  E n S i n ,  l ' o czP1  est rai -ement  d é t e c t a b l e  d a n s  l e  

LEA. 

D a n s  c e s  c o n d i t i o n s ,  et e n  u t i l i s a n t  l e  p r o t o r o ! e  p r o p o s é  p a r  EiCTH 

13) n o i t s  a v o n s  a u t o m a t i s é  ! E dcisage d a n s  ! e doiibl e b i i t  d '  en  amél i o r e r  l a  

p r é c i s i o n  e t  l a  - ; e n s i h i l i t & ,  a f i n  q u ' i l  p ~ i . 5 ~ ~  & t r e  d i r -ec te ixen t  a p p l i q u é  

aux LE4 non c o n c e n t r é s  e t  r & a ! i s é  e n  g r a n d e s  série.5 p o u r  p e r m e t t r e  une 

e n q i i g t e  c l  i n i q i i e  é l a r g i e .  



2 . 2  LA METHODE AUTOMATIQUE SUR AB# 100 

2.2. i D~.-,-."-; =.LI L p t i ~ n  d e  l ' a p p a r e i l  

Îlfocis 3von.s u t i  1  i sé un a n a l  y s e i i r  a i i t o i n a t i  q u e  ASA 1 tiO ( n b b o t t  

B i c h r o r i a t i c  A n a l y z e r ) ,  q;ti se compose d e  d e u x  é l t - m e n t s  d e  b a s e  : 

- t ' a n a l y s e u r  a u  module  d e  t F - '  I a l  t e m e n t ,  qi-il p r e n d  r"n c h a r c ; e  le-, 

a p é r a t i o n r  n é c e s s a i r e s  à 1 ' a n a l y s e  el 1 e-mgme. 11 c o m p o r t e  un p h o t o m é t r e ,  un  

-Y. d e  d i s t ; - i k i - i t i o n  e t   in p o r t a i r  c y !  i n d r i q i i e  oc[ ca r rou- ;+e l  d e  52 

p o s t e s  piiur 1 ~ s  g û d r t s - é c t t a n t i  1 l ûn. CE p u r t o i t -  r e q u i t  aitçsi u n e  mu1 t i c u v ~  

En si?n . - - -A  L r l t L r i j  . l a  m u l t i c u v c  es t  m a i n t e n u e  à 50 * C g r h i e  h itn b a i n -  

marie t h e r m o s t a t é .  

- L e  m o d u l e  é l e c t r o n i q u e  f ou  u n i t é  d e  commande i ,  q u i  comprend  l e  

p a n n e a u  d e  commande, 1  es c i  rcf-t i  tc i-1 e c t r a n i  q i i e s ,  1 e c a l  c u l  ateiir et les  

é l é m e n t s  n t - c e s s j a i r e ~  21 ! ' a S S i c h a g e  d e s  d o n n é e s  e t  d u  r é ~ i i l t a t .  

L'AEA ?O!:; r$al ise u n e  a n z i l y s e  bi :hromat iqi ie9 c '  e s t - A - d i r e  qii '  i 1 TTirsLirÉi 

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

p r é s & l e c t i o n n é e s  : u n e  l o n g u e u r  d ' o n d e  est p r o c h e  d u  p i c  d ' a b s o r p t i  on dti 

chromophcire  ( p o i n t  d e  t r a n s m i s - , i o n  m i n i m a l e  ! et l ' a u t r e  se s i t c i e  s u r  l e  

ce té  d e  ce p i c .  i e -  = i--.,. *.yens l u m i n e i : . ~ .  p a s s e n t  a l t e t - n a t i v e m e n t  h t r a v e r s  !a 

agine c e 1  l u l e - S c h a n t i  1  lo i i :  c e c l  p e r m e t  d e  m r n i m i z e r  l a s  e t - r e u r ç  c a u s é e s  p a r  

l e s  f a c t e c t r s  tsls q u e  p o ~ t s s i é r e s  e t  t t t r t i d i  tt-, m a i l t a i s  a! i g n e m e n t  o p t i q u e  
1 

et v a r i a t i o n  d e  l a  s e n s i b i l i t é  d u  d k t e c t e u r .  

k i n s i ,  g r $ c e  à ce  s y s t è n e ,  1 " ins t rument  i o u r n i t  u n e  p r é c i s i o n  e t  u ~ e  l 

e x a c t i t u d e  beaiicoctp p l u s  gt -andes  qcie ce l les  u b t e n u e s  a v e c  u n  

s p e c t r o p h o t o m é t r e  m o n o c h r o m a t i q u e .  I 

2 . 2 . 2  Les c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  

Dans un p r e m i e r  t z m p s ,  25 d z  c h a q u e  é c h a n t i l l o n  s o n t  p r é l e v S s ,  p u i s  

d: s t r r  b u é s  s r  mu1 t a n é m e n t  a v e c  250 i l  d ' i t n e  s c l c t t r o n  d '  EPP d a n s  un t a m p ~ n  b I 



T r i s i H C l  0,2  M, pH Y , i I  , d a n s  un c ~ m p a r t i m e n t  d e  l a  i x u l t i s i i v e .  La p i - e s s i o n  

d u  jet d e  r é a c t i f  a s s u r e  l e  m é l a n g e  l~.-ii-ç d e  l a  U i t p ~ i n s a t i o n  e d f e c t i i & e  p a r  

l e  p l a t e a l n  d e  d i l c i t i o n  l/!!'Tc . V i n g t  m i n c t t e r  +ri-s c e t t e  o p é r a t i o n ,  251! 111 

d e  l a  s o l i \ t i o n  d e  Suc- !Bia>3  - pNA s.orit d i , z t r i b i i i - s  d a n s  chaq i ie  compar t i 'ment ,  

Apr&s u n e  i n c u b a t i o n  d e  5 a n ,  l a  q u a n t i t é  Ye p a r a n i t r a a n i l i n s  l i b É r $ e ,  

c u l o r é e  e n  j a u n e ,  eçt m e s u r é e .  E l l e  es t  p r o p o r t i o n n e l  l e  h 1 '&la=*- , -  - ,Ldae 

p r & s e n t e  d a n s  l e  m i l i e u .  Le  mécani;m& Ue c e t t e  i é a c t i a n  9 ' h y d r a l . y s e  e z t  

ré5iiiiré d a n s  l a  - f i g u r e  i b  . 
L ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  sst o b t e n u e  e n  ~ e t r a r ~ c h a n t  d e  !a v a l e u r  9 u  

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

c h a q u e  é c h a n t i l l o n .  

L ' i n t r ~ d u ï t i o n  d ' u n  f a c t e u r  d e  ï a l i b r a t i c n  d a n s  l e  c a i c u l a t e u r  d e  

1'AEA lQ2, p e r m e t  d 'e ; . :pr imer  l e s  r é s u l t a t s  e n  u n i t é s  i n t e r n a t i o n a l e s  p a r  

l i t r e  112 t 9 A :  i UI c o r r e s p o n d  à u n e  m i c r o m o l e  d e  p a i - a n i t r o a n i l i n e  l i b S r S e  

p a r  m i n u t e  à p a r t i r  d u  Çicc- i f i l a l 3  -pNA. Ce C a c t e i i r  dépend dit t a e f f  i c i e n t  

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

t e c h n i q u e  1 .  

2.2.3 tes d i f - f é r e n t s  s t a d e s  d e  l a  mi.se a u  p o i n t  d e  l a  
m&thode 

a- Choix d e  l a  c o n c e n t r a t i a n  d 7 É l a s t a s e  

C e l l e - c i  est f o n c t i o n  d e  l a  r j ~ ~ z n t i t é  d'mfiF' qL:e l ' a n  p e u t  . ~ ' a t t e i i d t - ~  à 

t r o ~ v e r  d a n s  l e s  L W .  I l  est n é c e s s a i r e  d e  t r a v a i l l e r  da f i s  u n e  i~ii ie d e  

c o n c e n t r a t i o n  oli l ' a c t i v i t é  :t;:esc!rér es t  p r u p o r t i u n ~ e l  l e  A 1  a  c o n c e n t r a t i o n  

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

t i o n  a l l a n t  j ~ t s q i i ' A  80 % d e  l a  q u a n t i t é  d ' e n ~ y m e  mise e n  j e u  ( I I ! .  

E t a n t  d o n n é  q u e  l a  r é a c t i o n ,  P l a s t a s e - x l A P  se f a i t  m o l e  à m o l e ,  l a  
-9 c o n c e n t r a t i o n  d 'EPP q u e  n o u s  avc;ns c h o i s i e  ( 3.7;,36.10 r! p e r i r ~ e t  d e  d o s e r  

d e s  q u a n t i t é s  d'cY4AP C o n c t i a n n e l l e  i n f é r i e u r e s  A !1 ,4  mg/l d e  L9A - 9 
( s o i t  26,63.20 N d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  j 
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Figure 16 : M6canisa.e d'hydrolyse du substrat Suc- (Ala) j-pNA 

en srésence dlSlastase. 



b- Choix d e  l a  c c r i c e n t r n t i o n  d e  s u b . s t r a t  

Nocts a v o n s  u t i l i s é  cine c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  5 u c - ( A l a l 3  -pNA d e  

l ' o r d r e  d e  i BM, e n  n o u s  r é f é r a n t  a u  t r a v a i l  e f f e c t u é  p a r  BIETH ( 9 ) .  

F'oitr d i f  f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' é l a . s t a s e  e n c a d r a n t  l a  c o n c e n t i - a t i o i ;  

A r m e  c h o i . s i e  p o u r  l e  d o s a g e  d e  173<1AF ? n o u s  a v o n s  mesuî-é l ' a c t i v i t é ,  

5, 10, 15 e t  2 0  mintite.; a p r é s  d é c ? e n c h e m e n t  d e  la .  r é a c t i o n  ~ . n i ~ m s - s u b . s t r a t .  

La f i g u r e  17 m o n t r e  c l a s s i q u e m e n t  q u e  p o u r  !es f a i b l e s  c ü n c e ~ t r a t i o n s  

d ' enzyme,  l a  r é a c t i o n  É v o l u e  l i n é a i r e ~ e n t  e n  f o n c t i o n  d u  temps ,  a l o r s  qu'A 

f a r t e s  i u n c e n t r a t i a n ~ ç ,  l a  r é a c t i o n  n ' e s t  p l u s  l i n k a i r e .  

Poi i r  l a  c a r i c e n t r a t i o n  e n  enzyme i i t i  l isée l  o r s  dei d ~ ~ . a g e ?  l a  l i n é a r i t é  

e n  f o n c t i o n  d u  t e m p s  est s a t i ç f a i s a n t e  j ~ i s q u ' h  20 mn. 

L o r s  d u  d o z a g e  d e  l ' M i  AP d a n s  les LBA, l e s  c u n c e n t r a t i o n s  d ' é l a s t a s e  

m e s u r é e s  s o n t  c o a p r i s i s  e n t r e  4 , 2 4 . 1 0 ~  M e t  JU,?Z.!lig M. 

P a r  d i l u t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d ' é l a s t a s e ,  i ine  gamine a  é té  p r é p a r é e  d a n s  ce t te  

Larie d e  c o n c e n t r a t i ü n .  9 u ~  erre~irs d e  d i  l ~ i t i o r ;  p r é s ,  l ' a c t i v i t é  mesiir-ée est 

p r o p o r t i o n n e l  l e  à l a  q u a n t i t é  d k n z y m e  p r é s e n t e  d a n s  l e  m i l i e u ,  q u a n d  ce t te  

a c t i v i  t é  est mescirée p e n d a n t  les c i n q  premi  &-es m i n u t e s  d e  l ' i n c ~ t b a t - i o n  

I f i g .  l a  1. 

c- Le  t é m o i n  enzyme 

En s ~ l i i t i o n  d i l i i é e ,  l Éil a s t a ç e  t e n d  A s ' a d s o r b e r  sc;r ! z v e r r e ;  d e  p l u s ,  

s o n  a c t i v i t e  es t  s e n s i b l e  au;.; v a r i a t i o n s  d e  f o r c e  i a n i q u e  ( 7 4 ) .  

A f i n  d e  v é r i f i e r  si l e  m i l i e c i  i i t i l isé pciitr l e  d o s a g e  i n f l ~ l e n c e  l ' a c t i v i t é  

d e  l ' e n z y m e ,  celle-ci a  é t é  m e s u r é e  d a n s  d i v e r s e s  c o n d i t i o n s .  

Une a i i c jmenta t ion  d e  10 % est a i n s i  c o n s t a t é e  e n  p r é s e n c e  d'ctne f a i b l i ?  

q u a n t i t é  d e  ÇA; cet te  a u g m e n t a t i o n  p a r a i t  i n d é p e n d a n t e  d e  l a  q u a n t i t é  d e  SA 

quand celle-ci est c a m p r i s e  e n t r e  50 ~t 3<)0 mg/l  d a n s  l a  s o l u t i o n  

é c h a n t i  1 l o n .  

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

L B A - é c h a n t i l l o n  p a r  u n e  s o l c i t i o n  d a n s  l e  NaCl 0 , 1 4  M d e  ÇA A iS(S m g / l ,  c z  
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Figure 18 : Etude de la linéarité de la réaction élastase-substrat. 



q u i  c o r r e s p o n d  A l a  concentration mayenne d e s  p r o t P i n e s  r e t r o u v é e . =  d a n s  l e  

LBA. C e t t e  p r i f -cau t ion  dimincie 1  es  p e r t e s  d e  1  ' a c t i ~ i  t é  éI i .s ta .s iq; ie  qi!i 

p o u r r a i e n t  Otre d u e s  A l ' a d s o r p t i o n  s u r  l e s  p a r a i s  di? l a  i r ; u l t i c i t r e  nit à i ;ne  

ac i to l  y s e  d e  l 'enzyme p e n d a n t  l  ' i n c e t b a t i o n .  Le  meme e f f e t  a  é té  s i g n a l é  p o u r  

1  ' é l a s t a s e  ! e i i ~ o ï . ~ , t a i r e  Hiimaine !83). On r m a r q u e  au.=çi  qL:e WYSS et c o l  1  

(821 u t  i l i s e n t  fine sol ~ i t  i on d '  $1 a.=tase p a n c r é a t i q u e  d ç  F'rirc conter- iant  d e  l a  

5% p o u r  l e  d a s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  d e  l'x,AF'. 

d- Temps d e  p r é i n c u b a t i  a n  enzyme-inhi  b i  t e u r  

L? EX a c t  i t u d e  dc; d o s a g e  d e  1 'xi AF' i o n c t  i o n n e l  l e  n e  pecit  S t r e  ob tenc ie  

q u e  si l ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  1'MiAP e t  1'EPP est c o m p l é t e ,  c ' e s t - h - d i r e  .si l e  

m é l a n g e  a  é té  p r é i n c u b é  a s s e z  l o n g t e m p s  a v a n t  I Q d d i t i o n  du s u b s t r a t .  

L ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  1  'EFP et 1 'YI AP n ' e s t  p a s  i m m é d i a t e  dei:.: f  a i ' o l e s  

c o n c ~ n t r a t i o n s  d ' é l a s t a s e  ( 1  1 ) .  

Le t e m p s  d e  p r é i n c u b a t i o n  p e u t  etre d é d u i t ,  s e l o n  BOUUIER et z o l l  ! i l )  
-1 -1 

d e  1 a  c c . n s t a n t e  d ' a - s s o c i a t i o n  d e  l a  ? - $ a c t i o n  ( !::: ass = ?<15 m c j l  3 et  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  e n  é l a s t a s e  ( E" ) d a n s  l e  i l  i d ' i n c i t ~ a t i o n  
-9 

( Ea  = 3 2 , 3 6 . 1 9  M ) .  Pour  u n e  r é a c t i a n  & q u i m u l a i r e  e t  i r r é v e r s i b l e  c e  

q ~ i i  est l e  c a s  d e  l a  r é a c t i o n  e n t r e  l'&l il? et 1'EPP 1, l a  d e m i e - v i e  d e  l a  
4 
1 

f  v r m a t i o n  d u  c o m p l e x e  est é g a l e  A ---------- = 300 5. 
k:: a.;s x E' 

L e  t e m p s  d e  p r é i n c u b a t i o n  q u e  n a u s  a v o n s  ~ i t i l i s g  1 20 mn i r e p r é s e n t e  

4 f o i s  l a  d e m i e - v i s  di3 l a  r é a c t i o n  et est,  p a r  c o n s é q u e n t ,  s ~ i f f i s a n t  p a u r  

a s s c i r e r  u n e  a s s o c i  a t i n n  çati  ç f  a i  s a n t e  e n t r e  1  ' é l a s t a s e  e t  l ' ~ 1  A?. C e c i  a 

été v é r i f i é  e n  i n c c t b a n t  p e n d a r ~ t  d e s  t e m p s  v a r i a b l e t i l  5, 1 0 ,  70 et 30 inn, 

1 'enzyme a v e c  d e s  q i i a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d'Mi AP p u r e  . L e s  c ~ i i r h e 5  d'  i n h i  b i -  

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

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

d d A P ,  s o n t  trac&.; d a n s  l a  f i g t ; r e  19 . E l l e s  m o n t r e n t  q u e  1 : ' a l l o n g e m e n t  

d u  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  A 31:) mn, s a i t  LI f a i s  l a  p é r i o d e  ( I f ! ,  n e  m d i f  i e  p a s  

s e n s i b l e m e n t  l a  q u a 1  i t t  d e s  r & s u l  t a t s  o b t e n u s .  



Activité inhibitrice 

concentration relative en CX lAF 

Figure 19 : Détermination du temps de pré-incubation Enzyme- , 
Inhibiteur. L'activité inhibitrice est exprimée 1 
en pourcentage de l'activité du témoin sans inhi- 
biteur. l 

: -incubation E-1 pendant 5 minutes; . - I l  II 10 " . C 
II 11 20 " . i II 11 3 0  il 



a-  çp&cifi;it- d u  d;Zs.age d e  ?, 'uifiP d a n s  l e  LEA 

Nous a v o n s  c h e r c h é  h v é r i f i e r  q u e  l ' a c t i v i t é  m ~ ~ i i t - é ~  d a n s  l es  Lbfi est 

s p é c i . f i i j u e m e n t  ce! l e  d e  l ' y ,  fiP. Foctr c e  f a i r e ,  n o u s  .3v5.;5 u t i  p ; ~ ~ r -  

,,in a n t i  y, saki-j, da;?.t 1%: n e u t r a l i s e r  1  ' M ,  fil;, d e s  l i~ i i~ i i i . i l ~~ l c ib i i l i~ i e '= ,  d e  L-,- 

n e u t r a l i s e  390 2 30 pg d ' x , ~ p  20 pl de . I - , L i ~ n  ',+;.-- A: , =. .r4.4 1LiL;.~-p5 .-,-: .silint 

a j o c ; t é s  A 2f!O FI. d ' & c h a n t i  I l a n  c o n t e n a n t  d e s  . - juant i f . i fs   roi 5 ; a n t e s  d '  X* fi) 

p:- t r i . f i&e.  fipré.5 i n c u b a t i o n  d e  10 i%n 25 " Cl ! ' a c t i v i t &  ici-.: , , i i i ~ i l  ' - ' A - 4  L! I L S  - i-5t  

mescit-ée. 

La f i e  2 m o n t r e  q u e  l'o(,AP e ï t  i f i h i b é e  t o t a l e m e n t  j i t s q u ' à  u n e  

c o n c e n t r a t i o n  d e  60 mg/l d a n s  ! ' é c h a n t i  1 l o n .  Nous a v o n s  v é r i f i é  a u s s i  q u e  

ces IgG n e  iiiodif i e n t  p a s  l ' a c t i v i t é  é l a s t a s i i j t t e ,  m e s u r é e  e n  a h s e n c e  d'Yl kP.  

L ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  ide 23 LbA a  É t é  d é t e r m i n é e  a p r é z  i n c c i b a t i o n  EIÏ 

prés en;^ d e  l ' a n t i c o r p s  d a n s  lç.5 memes ; :ondi t i r - -  1 ,  l a  p r i . 5 ~  - ' ' - - - . - 2  u e 8 ~ . = ~  i 

c o n t e n a n t   ne qc ian t i  t$ d ' e t  A l ,  d o s é e  i mmunulogi q~-ieixent i nf &ri e u r e  A. 20 

m g / l . f ) a n s  16 & c h a n t i l l o n s ,  l ' a c t i . : . t é  v 1 LI'--- i 3 r a r a l t  t o t a l m e n t ,  el l e  e-' = c  L , U ~ L  -I- 

di te  i n t & g r a f e m e n t  21 l a  p r é s e n c e  d e  l '&AF.  

Dans les  a c t t r e s  LBA, l a  p r b ï e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  d i f f é r e n t s  d e  1 ' U f A P  

est p r o b a b l e .  

5- E x p r e s s i o n  d e s  r é s i t l t a t s  d u  d o s a g e  d e  !' \(.1 %' 
f o n c t i o n n e l  l e 

,. L, ,=  ej-, y, for:-'; . - O - -  Nous a v o n s  v o u l u  e ; t p i ? i r i ~ t  les c o n c e n t r a t ;  T- -  ! e l  1 e e n  

m g f l  d e  i b k .  C e l l e s - c i  pei-i>;ent S t r e  c a l c i - i l é e s  e n  se ~ é f é r a n t  C. l a  q;!anti t é  

d ' é l a j t a s e  i n h i b é e  o u  h cin é t a l o n  d ' 2 4 2 P  t i t r - & .  

Dans l e  p r e m i e r  cas,  on 5.s b a s e  s u r  i e  f a i t  q u e  l a  r é a c t i o n  - 1 a s t a s . e -  

'4AF'  se f a i t  m o l e  A mole: c o n n a i s s a n t  l e  p ~ ) i i r i ~ i i l t ~ ~ j e  d ' i n h i b i t i o n  d e  

l ' é l a s t a s e  p a r  i 7 g 1 k P ,  p a r  r a p p o r t  2I l ' a ~ t i ~ i i t i -  dit t é m o i n  enzyme d o n t  i a  

c o n c e n t r a t i o n  en  é l a ç t a s e  est c o n n u e ,  on p e u t  d & t e r m i r ; e r  l e  nombre  d e  i n c l e s  

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



Activité inhibitrice 

( en % )  

Figure 20 : Inhibition de 200 pl d'une sclution d' a! Al? 
1 

pure à différentes concentrations par 20 pl 

dtIg'G itnti CY F-t' Dako. 
1 

L'activitk inhibitrice est exprirrke en pour- 

centage de l'activité du témoin élastase. 



de mole5 d '  ,y, n i  ..---+ion--. , , .  , , l e  L.3. c i l ;n .zen t ra t ion  en d '  i i .?hibi. teii t-  

f o n c t i o n f i e l  e5.t o b t e n u e  e n  ! ~ , u l t i p l  i a n t  l e  nombre m;;leç d'n(, f o n c t i o n -  

n e l  l ii p a r  ça masse  mol é c i i l  a i  ire, 

garis l e  d-, , , , ; .L iictit.rrne c a s p  1 ~ .  nc~!nLire d e  i;rig/l d' qIAP f o i - i c t i ~ n n e l  l e  p e u t  

ac t s s i  g t r e  d é t e r m i n é  e n  se r a p p o r t a n t  A t:.n i n h i b i t e t i r - - é t a i o n ,  d a n t  l a  

c o n c e n t r a t i o n  est p r é a i a b l e m e n t  d & t r r r n i n & r  c o n t r e  u n e  p î -o t+açe  t i t rée,  F c u r  

n o t r e  t r a v a i l ,  n a u s  a v o n s  titi lis$ cin é t a l o n  d '  9, (1P p u r i 5 i é e  qc;3 est  

i n t r o d u i t  d a n s  c h a q ~ i e  sér ie  d e  d - c  ---- u = a s d e 2 =  

Dans les  deux cas ,  1 ' e x a c t i t u d e  d u  da.=age d é p e ~ d  d e  l a  d é t e r z i n a t i a n  

t i t r e  s x a c t  d e  1 ' é l a - , t a . s e  p a n c r é a t i q i i e  d- Pai-c, z n e  zur de c e t  

enzyme a &té  p r é p a r é e ,  d o n t  l a  c ~ n c e n t r a t i c n  mciaire est détet-mi n é e  
-1 -9 .- - p a r t i r  d e  s o n  c o e f  i i c i e n t  d ' a b s o r p t i o n  molaire, = 5200i:) cm =un 

t i t r e  a k t &  estimé A 95 % & ' a c t i ÿ i t &  il::!!. I 

Une gamine c o n r s n t a ' t i o n s  c r o i . z s a i i l e ;  en XIAF',  p r & p a r é e  p a r  Ui lc ' "  \,.ion 

dan-, u n e  s a i u t i o n  d s  SA A li;;:) mgi!, a é t é  cicistte p a r  i m m i i n ~ ~ é p h é i & i ~ r é t r i e -  

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

précédemment  d é c r i t e s .  

L~ courbe d ?  i-i- i l , ! l , ,  ' i-.; f i -  A gn e x p r i m a n t  l e  p o u r i e n t a g e  d ' a c t i v i t é  ï -és idt ;e l  l e  

d e  ! ' P l a s t a s e  e n  f o n c t i o n  d u  r a p p o r t  m o l a i r e  Ii'E ( ,YI &P 

imi71:-mût-&a;tiv ! élasta5.e 1 es"iraili+e. L e  pourcen. ts .gr  d ? x f & p  f o n c t i o n n e !  e 

est c a l c u l é  en  m u l t i p l i a n t  p a r  10i:! I ' i n v e r s e  d e  l a  v a l e u r  d u  r a s p o r t  

m o l a i r e ,  d é t e r m i n é  par- e x t r a p o l a . t i o n  d e  l a  d r o i t e  d '  i n h i i i i t i o n  j i ;sqa '& 1 'a:-:tl 

d e s  a b s c i s s e s .  Ce r a p p o r t  c o r r e s p a n d  à l ' i n h i b i t i o n  c o n p l P t e  d ' u n e  mole  

d ' e n z y m e  p a r  1 , 9 3  mole d ' i n h i b i t e u r  i m m u n a r é a c t i f  ! f i g .  P! 1.  

C e t t e  f i g u r e  m û n t r e  q u e  l7N1X4P p u r i f i i - e  s e l o n  ( 7 )  est a c t i v f  2i 55 2 , 
s a i t  f l f i 3 S 3  ) x 1i:)O :, e l le  m o n t r e  au-,.;i q u e  l a  d r o i t e  d ' i n h i b i t i o n  est 1 





l i n é a i r e  jusqg'au moifir, 35 % d ' i  L - & - . : h ' L '  f;onc3 ~ ~ i i i l s  125 I-BA pré,zF;i;tant 
. . une capac i té  d' i n h i b i t i o n  i n f  $;-iec,re & c e t t e  .~;.3.!ifir i)ûiit-î-;2nt e t r f  :iazs$.s 

directement;  %LI delAr l e  LBA e s t  dosé Cc riDiiveaLi aprtts di iut ioi ; .  

Il es t  A no te r  qu'en absenie di- SA, l es poi  f .yLtl ; -:; - .  a t  i f; sur !a 

d.?,.-; 3 d ~ t -  p .A !J 'L l , ,~. ,b i t ion 4 -!-; ne sont pas a l i gnés  p o ~ ! r  1 ~ ; s  +aib le- ,  cor;zentt-ati,-ns en 

X@=" L ' a c t i v a t i o n  de l ' é l a s t a s e  par l a  ÇA a  é té  précédemment s ignalée 

(21 i . 

La mfme méthode a  é t é  appl iquée au dosage Se l 'XIAI d'un plasma d i lué .  

L~ c - , : L - ~  uL,+ de d ' i n h i b i t i a n  I f i g .  22 ) montre un poi r i t  S ' é - ~ i i v a  --.- y l r , i L e  de l ' o r d r e  

de 1,gi. L'.elAP pl lsma anal.i;s& don i  actix:e ,$ 93 % . CF; r&s;:it~.t e.st 

en accord avec c e l u i  de BOUDIEH e t  co l  l ( 1  11, ce qu i  v é r i f i e  ind i rectement  

l 'e: . :act i tude de l a  méthode Usc r i t e .  Il f a u t  c~pendaz t ,  s i gna le r  que l a  

présence d' Y l t ? F  o::ydée a é t é  déterminée Sans l e  i)!asiiia de rc ; r ta i i i s  

T;cii~~eurs !:4i:i) . 
Il a & t é  v é r i f  i &  que lg.5 z o ~ r b e ~  d ' i n h i b i t i c . ~  & t a n t  l i n t - a i r e s ,  il 2s.t 

poss ib le  de doser l'Y1 AP f onc t i onne l l e  des LBA siir i in p o i n t .  Le po~trcentase 

d ' a c t i v i t é  peut Ct re  a l o r s  détermin& s i  l n  t i e n t  coinpte de l a  

concent ra t ion  c!' YiAP dosée immunol ogiqi~.emefit. 

Cet te  technique a  &.té a p p l i q ~ i s e  & 2 LSA , non ïoncrntt-és, p r i s  a ~ i  

hasard, e t  au p l  asina précédemment anal ysép d i  lui- au i /2(:iC!'TC . Les réc.ul t a t s  

ûbter~i iç  montrent que 1' .q AP des 2 LBA e s t  a c t i ~ e  re.~pe.-~; - : - . -  L C t Y ~ l ~ ~ e n t  3. 7s X e t  A 
e.7 ,JL % , a l o r s  que c e l l e  du plasma es t  a c t i v e  à 95 % . 

GprPs concent ra t ion  p réa lab le  .sur- membrane AMICûN PH i a ,  l e s  zourbes 

d ' i n h i b i t i o n  on t  é t é  obtenues pour l e s  memes LEA ( f i g .  22 ) ;  l e s  p o i n t s  

d 'équ iva l  ence correspondant montrent itn pourcentacje d'g, AF' f ûnc t ianne l  l e  

respectivement de l ' c r d r 2  de 35 % e t  56 % . Ces r é s u l t a t s ,  dans l e s  l i m i t e s  

de p r é c i s i o n  des m&thode.ï i t C i  1  is-C.es pour ! e  dosaçje de l 'vq fiP t o t a l e  i INL 1 

e t  f o n c t i o n n e l l e  I ABA 100 1, sont en Son accord avec ceux obtenus par 

dosage d i r e c t .  Le pourientacje d'Ml AF' f anctior;r iel l e  peut dan; i-tt-e L ~ = L ~ Y  i4+- - i ~ t r ~ ~ é  -;.. 

d irectement sur l e s  LEA, sans concent ra t ion  préalahle.  





2.2.5 C r i t g r e . 5  d e  qua! i t é  d e  l a  méthode  d e  d o s a g e  
d e  1  'M, AF .f o n c t i  iitnnel l e  

I l s  s a n t  a p p r é c i t s ,  comize nou.5 1 " a v o  f a i t  pour 1 '  ~ N L  et l ' i r i n  L I U ,  p a r  

l a  d t t e r m i n a t i o n  d e  l a  r é p é t a t i i l i  t é  i n t r a s é r i e l l e ,  d e  1s ï - e p r û d i t c t i b i l i  t é  

i n t e r s é r i e i l e ,  d e  l a  l imite  d e  d é t e c t i o n  et d e  l ' e x a c t i t ~ d e .  

L ' a n a l y s e  s t a t i  sti qtte d e s  i-é-'" cc!L ' - a t s  o b t ~ n i t s  pei-met d e  c o n s t a t e r  qcte 

c o e f f i c i e n t . =  d e  v a r i a . t i o r i  d e  l a  r e p : - o r f u c t i b i l i t  e t  . J e  1 - r & p & l a b i  1  i t $  

,-.  nt ?. t r t s  s a t i s . i a i s a n t s  ! t a b l e a u  V l I I  ) .  

e i t i o n  est  é t a b l i e  A p a r t i r  d ' e s s a i s  b l a n c  p a r  La limite d e  d S t - -  

d û s a g e  r é p é t é  dai?s une mgme série d e  l a  s o l u t i o n  d'en-,;.- L en  1 ' a b s e n c e  

d ' i n h i b i t e u r .  

La limite d e  d é t e c t i o n  est  c a l c u l é e  à p a r t i r  d e  l ' é c a r t - t y p e  d é t e r m i n é  

5iir 23 m e s u r e s  d e  b l a n c .  Dans c e  c a s  p a r t i c i t l i e r  : 

On p e u t  c o n s i d @ r e r  q u e  120 est l a  v a l e u r  limite q u i  p e u t  g t r r  

i n t e r p r é t k e .  C e l l e - c i  c o r r e s p o n d  à 0,3 mg/l d'Mi A I  f u n c t i o n n e l l e .  

L ' e x a c t i t u d e  a  été P v a l u é e  p a r  l a  m t t h o d e  d e s  a j o t t t s  d o s é s  : & %A ""' pl  
d e  LEA A a n a l y s e r ,  o n  a j o u t e  31) bil d ' u n e  s o l u t i a n  d e  ÇA A 150 mg/l 

c o n t e n a n t  oct non i ine  s c i r c h a r ~ e  d e  4,C; mg/l d 'd iAP  p u r e .  Un t i tmoin est 

e f f e c t u é  p a r  m é l a n g e  d e  450 \ i l  d e  l a  mCme s o l u t i c n  d e  ÇA e t  d e  50 pl d r  

s o l u t i o n  c c t n t e n a n t  l a  s i t r c h a r g e  d '  vqA1. 

L e s  p o u r c e n t a g e s  d e  r é c u p G r a t i o n  i n d i q u é s  d a n s  l e  t a b l e a u  I X ,  s o n t  

t r P s  s a t i s f a i s a n t s .  

La m é t h o d e  d e  d o s a g e  q u e  n o u s  a v o n s  a u t o m a t i s é e  n a u s  s e m b l e  f i a b l e .  

ELLe est  en mesiire d e  p e r m e t t r e  l a  r é a l i s a t i û n  d ' e n q c i g t e s  c l i n i q u e s .  



Tableau V I I I  Précision du dosage de l'alAF fonctionnelle 

dans le LEA 

Rbpétabilité Reproductibilit&: 

intrasériells : intersbrielle : 

sur un mgme LBA 

: riambre de mesiire : 

.---_---~---_---------m--------------------n--------------------s 

écart t y p e  

: coefficient de : 
vai-iatlon 



---- -- _- ---- 

cuncentratiun : c s g i e g t r a t i g f i  : X de ; 
; ai,f.g.3 . , S .  ---C 

2L,!r  L!!.Z.I Li* : 
~;;o(~AP e n  ng,/l : aVs.c z t  92 mg71 : i-+f;lig.p.siaj-i 

: d'Q,AT r - - -  ? ' l i ! i ~ t i ~~ - :  
: ne! i 

_ _ _ D  -- c 
% J 1~ l 

i 7)  <-> *>' <) 2, !32 L i  - 1. ; 



3 c1lllgc GENERALE QLEEEEENIS LFA 

3.1 L' o(1 AP IMMUNOREACTIVE 

Les rnéthûde5 d e  d o s a g e  précédemment  U S c r i t e s  o n t  é té  a p p l i q u é e s  A 

! ' & t u d e  d e  l 7 x 1  FII d e  2EiZ LEFi, c o l l e c t é s  d a n s  l e  D é p a r t e m e n t  d s  F ' n e i m a l o q i e ,  

l i d p i t a l  Ca!me,tte, L i l l e  ( F r  VOISIN 1. T o ~ i t z s  l es  d é t e r m i n a t i o n s  o n t  &te! 

e f f . s c t u é e s  2  S o i s .  

2 3  % d e s  L5& p r Q r e f i t e n C  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  x4A)' t o t a l e  i n f é r i e u r e s  a 

1 i l  s e c i i l  d e  s e n s i b i l i t é  d u  d o s a g e  d e  1'MlAP p a r  INL. t a  S i r - % .  y~ i re  23 

m o n t r e  q u e  p o u r  l a  p l u p a r t  d e s  é c h a n t i l l o n s  ! 52 % 1, l a  c o ~ c e n t r a t i o n  

d e  1'XiFiF' o s t  c û m p r i s e  e n t r e  1 et 4 mg/ l .  

T'oui- t e n i r  rc jmpte  d e  l a  d i l ~ i t i o n  v a r i a b l e  d e s  l i d s  d e  l a v a g e  

ï - e c u e i l l i s ,  i l  es t  h a t i . t u e f  d 'e ; . ;pr imer  l e s  --- L L ' I i c e n t ~ a t i ~ n ;  d '  Xi FiF pair 

r a p p o r t  à u n e  s u b s t a n c e  d e  r é f é r e n c e .  P o u r  c e  f a i r e 3  les p t - o t & i n e s  t o t a l e s  

o n t  é t é  d o s é e s  paf  l a  & t h o d e  BRADFORD ad j .p t -2  2 l >  ml 8 3 ;  z % : p - , - .  y 3 e u Ï  

a u t o m a t i q u e  AEA l%:I ( 1 2 )  ; ( c e t t e  m é t h o d e  est d é v e l a p i é r  d a n s  l ' a p p e n d i c e  

t e c h n i q u e  1 

La f i c j c i r s  24 mcjntre  q u e  p o u r  les L E 3  p t - S s e n t a a t  u n s  i o n i e i , t r ; t i ~ ; i  

ci' Xi A I  s u p é r i e c i r e  A 1 mg/!, celle-ci r e p r é s e n t e  ac; ma:.:im:-,m 90 rg/rnq d e  

p r o t é i n e s  t o t a l e s .  25 % d e s  & c h a n t  i l l o r i s  gr-é.;entent cine c o n c e n t r a t i o n  

c o m p r i s e  e n t r e  LO e t  3 2  ~ g i m g .  L e s  a u t r e s  se r é p a r t i s s e n t  é g a l e m e n t  a u  l 

d e s s u s  e t  e n  d e s . ï o u s  d e  CPS limites. 

C e r t a i n s  a u t r u r s  C i 4 , f b , b 9 )  u t i l i s z n t  cürnrne s u b s t a n c e  d e  r é + & r e n c e  !a 

s é r u m - a l b u m i n e  ( Sk  1, l e  p l u s  s o u v e n t  d o s é e  p a r  LI9 nci IDE. 

Four  52 LEk d e  c a n c e n t r a t i o n  LonnLie e n  W î A P  e t  e n  p t - c t é i n e ï  t o t a l e s ,  

l a  ÇA a  é té  d o s é e  p a r  ~~nunontphélémétrie-laser. La r é p a r t i t i o n  d e s  v a l e u r s  

G e  c o n c e n t r a t i o n  d'Yq AF' est n e t t e m e n t  p i ~ i s  reserrÉe quand  or1 se r e f & r e  ait : I 

p r o t é i n e s  t o t a l e s  p l u t d t  qu'à l a  SA ( f  i g .  25 1. C e c i  c o r r e s p o n d  a u  f a i t  q u e  I 



@ Ll LLE 

Figure 23 : Distribution Oe 283 IBA, en fonction de la con- 

centration d ' cY AP , déteminée ixmunologiqumt 
1 

par 

t o t a l e  

n : rm&re de BA examinés. 
( dans 64 khantillons , 1 ' CY AP imninoréactive 
es t  < aaM 28 échantilfons, 1 ' ol AP irmni- 
mréactive est) 12,5urcl/l: ces mtil ons ne i I 
sont pas pr is  en c a p t e  dans cette figure.) l 



Figure  24 : D i s t r i b u t i o n  d e s  LBA en  f o n c t i o n  du r a p p o r t  
a.A2 

E Z  : CYlAP i ~ m u n o r é a c t i v e  d é t e m i n é e  p a r  I N L  
u : a1A.P f o n c t i o n n e l l e  déterminée p a r  l a  mOthode c i n é t i q u e  

n  : nombre d e  LBB ana lysés .  

1 (7  é c h a n t i l ~ l o n s  où. le  r o p p o r t  E9 immunoréactive/PT e s t  su- i p é r i e u r  3 75 pg/ng e t  3 é c h a n t i  l c n s  où l e  r a p p o r t  fonc- 
t ionnel le /PT est  s u p é r i e u r  75 pg/ng ne s o n t  pas  r e p r e s e n t g s  
dans ce t te  f i g u r e ) .  



Figure 25 : Distribution de 52 LBA en fonction de la concentration 
d' a AP immunoréactive rapportée à la concentration des 

3 proteines totales (A) ou Ci celle de la sérumalbumine (BI . 



l e s  v a l e i i r s  e x p r i m a n t  l a  c o n c e n t r a t f  on d ' r l  AP e n  f  o n c t i o n  d e s  ~ ; r û t C i n e s  

t o t a l e s  s e m b l e n t  c o r r é l é e s  à celles r a p p o r t é e s  d l a  SA s u r  !a plu5 g r a n d s  

p a r t i e  d e  l a  gamme. La d i z p e r s i o n  d e s  p o i n t s  autout-  d e  l a  d r u i t e  d e  

c u i - r é l a k i o n  est c e p e n d a n t  i m p u r t a n t e  ( f i g .  23 ) = 

3.2 POURCENTAGE D ' a 1  AP FONCTIONNELLE PAR RAPPORT A L'(XIAP 

IMMUNOREACTIVE 

Le  d o s a g e  d e  l " c t i v i t $  i n h i b i t r i i e  d e  17p(,AP a  é té  e - f f e c t u é  s u r  219 

LEA p r é s e n t a n t   fie c a n ~ e n t r a t i o n  d'OC1 AF' imrnttnologiqciement r & a c t i t . e  

~ . u p é î - i e u r e  à 1 mg/! i 77 % d e s  LFA j . LE. p o i i r c e n t a g e  d '  . -r+i.:..; t é  Y S  

l ' i n h i b i t e i - t r  r . ' é c h e l o n n e  e n t u e  !:! e t  125 % i f i g . 2 9 ) .  C e l a i - c i  fie d$perid 

d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  YlGP t a t a l e  p r é s e n t e  d a n s  1 ' é ; z t - i a n t i l l o n  !; f f g .  30 ) .  

P l i i i ~  12 % di ts  LEA a n a l y s é s 3  l e  p o u r c e n t a g e  d ' a c t i v i t é  d e  1'&, AP est con,pi-1.3 

e n t r e  1OO e t  125 % . 

La mSme c o n s t a t a t i o n  a  été f a i t e  p a r  AEEDUE e t  c o l 1  ( i l .  Ce r É s u l t a t  

p o u r r a i t  i a i s s e r  s u p p o s e r  1  a  p r é s e n c e  d "   autre!^! i n h i b i t e u r  i s )  d a n s  ce 

m i l  i ~ u .  P o u r  les mettre e n  é v i d e n c e ,  n û ~ s  a v o n s  me.sii~-é 1  'acti . . , ;+é Y A C  

i n h i h i  t r i c e  a p r é s  i n c u b a t i o n  p r é a l  ab1  e d e s  é c h a n t i  l I o n s  e n  p r é s e n c e  d ' u n  

e x c é s  d ' l g G  a n t i  %Al' poinr n e u t r a l i s e r  17i3(1AP. Cec i  a é t é  e f f e c t u é  p o u r  28 

LBA a y a n t  i-ine c o n c e n t r a t i o n  e n  cf1 AF' f o n c t i o n r i e l  l e  s u f f i s a n t e  poi t r  Btre 

m e s u r a b l e  a v e c  p r é c i r '  - lui?.  

E f f e c t i v e m e n t ,  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  p o u r  17 LEA, l a  p r é s e n c e  d ' u n e  

a c t i v i t é  i n h i  b i  tt-ice r é s i d i t e l l  e q u i ,  c e p e n d a n t p  reste g é n é r a l e m e n t  t r P s  

f a i b l e ,  p t i i s q u ' e l l e  est co ; r ip r i se  e n t r e  3 e t  12 % d e  l a  c j i i a n t i t é  d ' a 4  A l  



E'ioure 26 : D i s t r i b u t i o n  de 52  LBA en f o n c t i o n  du 

x 100 rapport---- 
PT 

n : nombre de LBA examinés. 
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% CYIAP fonctionnelle 

Figure 29 : Distribution des 219 D A ,  en fonction du % d 'a  AP 
1 

active ( CY AP fonctionnelle / CY AP .immmoréactive , 100 ) 
1 1 

n = nombre de LBA analysés. 
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d o s t e  i nmunl.1 o g i  q i ~ f m P n t .  Four   de;^:.: & c h a n t  i 1 l o n s ,  c e t t e  va! iitr 5-1 $VE A 2:  
. . e t  A 23 % I f i g . s ! ) .  C f t t e  a c t i , : , > i t é  r é s i d u e l l e  n e  parait p a s  sepend?-2  d e  l a  

q u a n t i t é  d e  p r o t é i n e s  t o t a l e s  p r é s e n t e s  d a n s  l e  LEA . E l l e  p ~ u t ;  2~ p l u =  - 3 

. . &tre r e t r o i t v é e  e n  cjii~ritité; vo1.s: ne.s,  dan; d e s  t r h a n t i  1 i o n s  p o i i r l e ~ q u e l s  

2 'XI A n ' e s t  q ~ i e  p a r t i e l  i e m e n t  a c t i v e ;  sa  p r é . ç e n c e  n ' a  c e p e n d a n t  p a s  é té  

r e c h e r c h é e  systémhtiqueme,- i t ,  Yans le.% a u t r e s  é c h a n t i  1  liafis, l ' a c t i ' , ~ i  t& i n h i -  

b i t - ;  , A -- r é s i d i t e l  1  e est i g i & r i z u r e  a*'. s e a i  l d e  s e r f s i h i  i t é  d e  !a m é t h o d e  ici3 

do.sagil. 

si l 'activit& de  I '~~1:q.p f ~ t  o b t e n u e  p a r  d i f - F $ r ~ n c e  a p a r t i r  2 s  l a  

m e s u r e  d e  1 ' a c t i v i  t é  i n h i b i t r i c e  t o t a l e  et d e  cei 1 e c a l  c[.i.l S e  W r S s  

i n h i b i t i o n  d e  l ' a l  AP, le  p o u r c e n t a g e  d ' a c t i v i t é  d e  c e t t e  d e r n i 8 i - e  n e  

d é p a s s e  j a m a i s  s e n s i b l e m e n t  l a  l i m i t e  d e  !OU % , ce q c i  n o u s  p a r a Y t  

un c a n t r i 3 l e  s u p p l é m e n t a i r e  d e  l ' e x a c t i t u d e  d e s  r é s u l t a t s  o h t e n u s .  

La f i g u r e  32 Ï e p ; - & i e n t e  !a r é p a r t i t i o n  ".- . a i s u r s  d u  p o u r c e n t a g e  

d ' a c t i ~ i t &  d e  1 '  $P t.n . f o n c t i o n  d e  l a  j q u a n t i t $  d e  p r o t é i n e . 3  t o t a l e . %  

pt-&-;erites d a n s  1  es LEA. Dai---.-' d..-ati.-l c e s  d e r n i & r e s  s o n t  e n  c o n c e n t r a t i o n  

r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  ! i n + & r i e u r f  h 30(:) I T I ~ / ~  ) l e  d e g r é  d ' a c t i v i t é  ide 1 ' q A F  

est t r P s  v a r i a b l e ;  p a r  c o n t r e ,  c e l u i - c i  p a r a i t  a u g m e n t e r  a s s e z  

r é g u l i è r e m e n t  quand  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  s 7 é ? P v e .  C e c i  t r a d u i t  

s a n s  d o u t e  i ine a c g m e n t a t i o n  d e  l a  d i f f i i s i o n  d e s  p r o t é i n e s  d u  p l a s m a  e t  donc  

d '  Uq A) f o n c t i o n n e l  l e  a u  t r a v e r s  Ue l a  p a r o i  a l i i . é o l o c a p i  1  l a i re .  I l  ~: . : iste 

c ~ p e n d a n t ,  4 e x c e p t i o n s  n e t t e s  & c e  schéma h a b i t ~ e l .  Un d e  c e s  LEA a é t S  

û b t e n u  c h e z  un m a l a d e  a t t e i n t  d e  p n e u m o p a t h i e  i n f e c t i e u s e ,  deux a u t r e s  

p r o v i e n n e n t  du meme m a l a d e  a t t e i n t  d e  f i b r a s e ,  l e  d e r n i e r  r ~ r r e s p o n d  un 

c a s  d e  s a r c o ï d o s e .  

E x p r i m é e  e n  se r é f t r a n t  à l a  q u a n t i t é  d e  p r o t é i n e s  t u t a i e s ,  l a  

c o n c e n t r a t i o n  moyenne d a  l ' P i A A  f f o n c t i o n n e i l e  d e s  217 B c h a n t i l l û n s  d e  L9A 

est é g a l e  .A 21 pg/mg. S i  l ' o n  c o n s i d é r e  q u e  c h e z  l e s  s ~ i j e t s  s a i n s 9  17&ifiF' 

p r é s e n t e  d a n s  l e  LEA ~ s t  t o t a l e m e n t  a c t i v e ,  l a  z o n e  d e s  v a l e u r s  r e n c o n t r C e s  
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Figure 31 : % d'activité inhibitrice résiduelle de 28 LBA, après inhibition 
de 1' (X1.AP par les IyG anti (XIAP. 

L'axe horizontal représente le nombre de mg/l de protkines tota- 
les présentes dans l'échantillon. 





p c ; u r r a i t  g t r e  c o m p r i s e  e n t r e  2!:) et  si] p g / ~ g .  17 % de.; &-hariti l l û n s  .d-..-.+.- i - h _ 1 2 E 3  

se s i t u e n t  A c e  n i v e a u .  57 % , au c a n t r a i r e ,  se p l a c e n t  à un n i v e a u  

i n f é r i e u r ,  c n m p r i s  l e  p l a ~  snu.;r-it i - n t r e  5 e t  10 )\,g/mg < licj. 24 ) .  

I l  n ' e : . : i s t e  p a s  d e  r e l a t i o a  e n t r e  l e  nombre d e  p o l y n i i c l é a i r e s  

~ e i i t r a p h i  les e t  l a  q i i a n t i  t é  d '  NI AP f c i n c t i c i n n e l l e  oc; i n a c t i v e  p t - é s e n t e  d a n i  

l e  LE& f f i g .  2s e t  24 >. 





l 
-3- 34 r Corrélation entre le nombre de polynucléaires 1 

neutrophiles ( FMN) et la quantité d lcy,AP fonctionnelle. 
l 

le nombre de PNN est représenté sur une échelle logarithique I 



3.3 DISCUSSION 

La SA a  ,+té c h o i s i e  p a r  c e r t a i n s  a i i t e ~ i r s  :-tjm;i!e s ~ i b s t a n c e  d e  r i - f é r e n c e  

a f i n  d e  r é d u i r e  l a  v a r i a b i l i t é  d a n s  les  r i - s i i l t a t s  d u  d o s a g e  d e  l'NqcfP d e s  

LEA. CE chci:.: e-st f o n d é  siir l e  f a i t  qiie l a  SA e t  l ' ~ + c f P  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  

d e  t a i l  l e  v o i s i n e  q u i ,  t ; r , u t e s  Yeu,:, p a r v i e n n e n t  a u  poumon e ~ s s e n t i e l l e i x e n t  

p a r  d i f f u s i o n ,  

Ef f  e c t i y e m e n t ,  l a  v a r i a h i  1  i t é  dg.5 c o n c e n t r a t i o n s  d ' x i  AP est r é d u i t e  

,q:iand celles-ci s o n t  e ; . rpr imées e n  se r & f  ét -ant  3. !a SA (Ci3? ; c c r t a i n e i ;  

d i f f i c u l t é s  p e u v e n t  S t r e  r e n c o n t r é e s  c e p e n d a n t .  A i n s i ,  F I C K  et  c o l i  i22) 
. . 

o n t  s i g n a l é ,  c h e z  l e s  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d e  mucovi s c i d a s e ,  une  U i m i n u t i u n  d e  

l a  c o n c e n t r a t i o n  dri l a  SA Urie, .;an.s d o t i t e ,  A t;ne d e s t r u c t i o n  ~ o u s  l ' a c t i o n  

d e  d i v e r s e s  p r o t é a s e s .  Uans  ces c o n d i  t i u n s ,  l a  ré+ é r e n c e  as:: p r o t é i n e s  

t o t a l  es a  é té  p r o p o s é e .  C e l l e - c i  . r é s e n t e ,  d e   lus, l ' a v a n t a g e  d '  Qtr-e 

r é a l i 5 a b l e  Uans d e  b o n n e s  c o n d i t i o n s  e n  i i t i l i s a n t  l a  méthode  d e  E{RcfDFORD 

i12j .  

L e s  r é s u 1  t a t s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u s  m o n t r e n t ,  e n  t o u t  c a s ,  q u e  l e  

chai:.: d e  l a  r é + é r e n c e  l n d l u e n c e  l a r g e m e n t  l e s  r é s u l t a t s  d e s  d a s a g e s  d e  

i '  di AF' et q u e  l a  v a r i a b i l i t é  d e  c ~ s  d e r n i e r s  est f o r t e m e n t  d iminu i -e  ijctand 

on se r é d È r e  aux p r o t é i n e s  t o t a l e s .  

E j<pr imées  a i n s i ,  les c o n c e n t r a t i o n s  d'w4AF' s o n t ,  c e p e n d a n t ,  trés 

v a r i a b l e s  d a n s  I ' e n s e m b i e  d e  l a  p o p u l a t i o n  d e  LEA. A n o t r e  c a f i n a i s s a n c e ,  i l  

n ' e x i s t e  p a s  d ' a c i t r e  é t u d e  r é a l i s é e  s u r  i;n g r o u p e  d e  s ~ i j ~ t s  a t t e i n t s  

d ' a f  f e c t i o n s  a u s s i  d i v e r s e s .  I l  est d o n c  d i f f i c i l e  d ' + =  A , ! t e r p r é t e r  c e 5  

r é s u l t a t s  d a n s  l e u r  e n s e m b l e .  

L e s  r & s ~ i l t a t s  dc; d o s a g e  d e  l'KIAF' t o t a l e  poitt- les LEA d e  .siijet.s 

- .  =,Ans ( 15, 17 e t  31 figimq d e  F'T f s o n t  e n  bon a c c o r d  a3vec c e u x  t r o u v é s  p a r  

d ' a u t r e s  a u t e u r s .  



T-rr ,  q u e  SELt  et co l !  ( 3 )  o r i t  o b t e n u  33 f 2 ~ 9 / ' ~ ~ , g  d e  If - - s r . -  piiuj i i G S  

popiil a t i  d e  23 5 ~ ;  jets ~ ; a t . s i  r i j ,  Sn k---  . U I ! ~ ~ E .  s a n t é ,  nori " : '  + ,-,meut-5. C e t t e  

, , - . l  i.oreUip ri-i3C>t si.*.s il-r, 3>t,1.3;ULC=,i~I, ? ,  h1r?.T23.1 $ 4  - +  . f . f ~ * -  y, e n t ~  dafi-  un grii.upr d e  r:T - , ,  siijet; 

- , l m  8-.,4ieii.r s - 
STONE et c o l 1  ( 7 3 )  o n t  t r o c t ~ é  F;L;L\Ï 16 s u j e t s  s a i n s ,  non f i i m s u r s ,  

4 1 5  4 r q / m g  d e  FT, e t ,  p a u i  21 f ~ ~ f e i i ~ ~  77' + 5 yg/rnq d e  PT. 

Les r a i  fu r ;  q u e  n o u s  a...+:ons ob te f iue- ,  d a n s  n i .5  2 LBA d e  t-J! t l iLe?  5 ~ n . t  

. . p e u  p i u s  f a i b ! ~ s  qu.2 c E l l e s  dc;nn&ez y a r  Sst;;.: d e r n i e r - ,  cr i ; i~pi .s  

d  ' a i i t  eitr s . 
Lss poc i rcen tag i i s  d ' a c t i v i t é  d e  l'di AAF d e s  LEA qi_;e noi is  a v o n s  é t ~ d i é s  

s o n t  t rés  v a r i a b l i s .  Dans  c e r t a i n s  c a s ,  d e s  ' . i 'afet\rs - s t - A  3uperl e u r e s  A 1GO :! o n t  

été t r o u v é e s .  Lies r É = u l  t a t s  a n a l  i i igt~es o n t  é t &  ot i t enc :~  p a r  GADEK ( 2 6 )  , CARF' 

114) et  p i u s  i -écernm~nt  p a r  AEFtlüD ( 1 ) .  A p r é ç  i n h i b i t i o r :  d e  i ' q A P  par- fin 

a n t i c o r p s  s p & c i f  i q u e ,  u n e  a c t i  v i  t é  r & s i d u e l l e  est d$tes:ts.hie, m.3.i.~ ;i l e  

n ' a  é t é  ret roi \ .ÿ .$  ni p a r  CARP (:4j, n i  reste g é n é r a l e m e n t  f a i  b! e; c e  f -.; + 

d a n s  1  es s $ c r & t i  j n s  Uy-onrhiquesl  p a r  MGRF;IÇCN ( 5 5 ) .  C e t t e  a b j e r . q a t i  on 

p û u r r a i t  P t r e  e x p l i q u é e  p a r  ? a  p r & s ~ r ! c e  d 7 i n h i b i t e : - ; r  ( 5 )  S i f  +&refit Cs) d e  

l'YfAF' da f i s  c e r t a i n s  LEA. 

La p r é s e n c e  é v n t u e l  l e d a n s  ! e.5 . z & c r é t i n n . s  b r o n c h i q u e s  d e  1  'X2M 

s ~ i s c e p t i b l e  d ' i n h i b e r  1 ' a c C '   on d e  1  ' él a s t a s e  p a f i c r é a t i  q u e  s u r  l e 

Çuc- ( A l  a13 -pRA a  été &voqc;ée p a r  STOCKLEY f 7 2 )  . Ce1 l e-ci n e  p o u r r a i t  , 
c e p e n d a n t ,  r e p r & s e n t e r ,  d a n s  c e  m i l i e u ,  q u ' u n e  t rès  f a i b l e  p a r t  ( .:: 5 % ) d e  

l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  p o t e n t i e l l e  d e  l'o(7AP. I l  s e m b l e  q u ' i l  e n  es t  d e  

meme d a n s  l e  LBA. L e  f a i t  q u e  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  i n d é p e n d a n t e  d e  l'M,AF' 



- i - d é p e n d z  p a s  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t & i n e =  dti LE2 n e  i:i i t ê  2 . 2  cfi 

f a v e c i r  d e  l a  p r & . s e n c e  d e  l',j/2fi, q u i  d e v r a i t  @*-e .-:,-+.-, =,,, iUL\t r-etri;~,.v:&e q ~ i a n d  2 a 

d i  f  f .r;n d e s  p t - o t é i  dki s&ri-im f.z.t a u g m e n t é e  e n  r a i  s o n  d '  u n e  31 t é r a t i  or! 

de !a p e r m é a b i l i t é  d e  l a  p a r o i  a l v & o l z c a p i l l a i r e .  

De p l ~ i z . ,  apt-PS i n h i b i t i o n  immi;nrjlogiqtie i j ~  1 ' a c t i v i t é  d e  !' d ' u n  

é c h a n t i l l o n  d e  s é r u m  d i l u é ,  l ' a c t i v i t é  r é s i d u e l i e  q u i  d a i t  S t r e  représentée 
. . e.;senti el i e m e n t  p a r  ' :(' es t  ,.;zlsl n e  d e  & i. ij2 1  ' a ~ t i ÿ i  t é  r j i  1 ' Ap 

p r é s e n t e  d a n j  l ' é c i i a n t i l ! a r i  n a t i f .  L.a q ~ a n t i t é  d 2 2 H  p r é s e n t e  claiis l e  iE ;A  

é t a n t  p r o p o r t i o n n e l l e m e n t  b e a u c o u p  p l u s  F s i b l e  q u e  d a n s  I r  - A  = . c r i i ~  ccel l ?--ci  

rqL,er  e l l e  s e c i l e ,  l a  m.-&-.2r-,ce de ? - - - " - \ : ;  '" ; - h . C I C  ' p o i i ï - r a i t  e > ; p l ;  a* , -  id' k " = ~ .  . L d l - i l  r r  L e  i ! , l r l ~ i ,  L T I ~ ~  

non i n h i b é e  p a r  l ' a n t i c o r p s  a n t i  -y,AP. 

11 est donc po.s5ible q ~ )  int-rvitnfi~  ln i c h i b i t e i i r  d '  1 i-.&..-.--'- . L tel  q u e  

. - ? .~ :~ i  ,,, ,. .AA.-.- Ii,,,umfié E;ÇI--E pat- HOCHÇTRCSÇ5CR ( 2 7 )  . 
si l a  qiianti.té c ; ' ~ , G P  1 . ixiiic,r - - - . - T - - ;  iiiir ;qi!pi?-fit ~ $ a c t i  ;,a Y b  . .-.:>-P. e -.&..- s + o n c t i o n  

.4 - - p r o t é i n e s  C o t a l e s ,  et  p r é s e n t e  d a n s  l e s  LBA, se  r é p a r t i t  t g a l e m e n t  de 

p a r t  e t  d ' a i i t r r  d e  l a  z o n e  di- v a l ~ i i r s  h a b i t ~ i ~ l l e m e f i t  r e n c o n t ~ é e . ï  c h e z  l e s  

stijet5 s a i n s  ! L(:J-~O t g / m j  1, i l  n ' e n  e s t  p a s  d e  mgme piictr l ' a c t i v i t é  

i n h i b i t r i c e  d e  ce t t e  d e r n i 3 j - e  q u i  p a r a i t  i n + $ r i e u r e  A ;es v a l e u r s  d e  

r é f - r e n c e  d a n s  p l u s  d e  l a  m o i t i é  d e s  é c h a n t i l l a n s .  I l  se p o u r r a i t  d o n c  q u e  

d a n s  l a  p o p i ; l a t i o n  &tiiiji$e, 1-  ni,-v:eaL; d e  p;-ole;tion .A.-. W C  ? + . A . - 2 & b " 7 . ; 3 3 3  L c p i  ~ i i l i ~  i ~ t i s >  

a lv&o! ai  c o n t r i s  prot&ase. - ;  et  s~-;rto!.;t cir;ztpe + él a.;t.zi=.e l ~ ' t - - ' - i ; ~  ,- L'JL j CC!,! -,; - fi 

s o i t  i n s u f f i s a n t .  

1 1  est  i n t g r e s s a n t  Ue c o n s t a t e r  que c e t t e  G i i 3 i n s t i o , - ,  Ue 1 ' ~ . - . ~ '  . - . L c i u l é  d e  

1 '  olj CSP s ' e x p l i q i i e  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  i ine  i n a c t i v a t i o n  d e  l ' i n h i h i t e i t r  

< f i t j . 3 5 ) ,  p u i s q u e  l e  p o i i r c e n t a g e  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l ' < , A F '  pa r . sL t  assez b i e n  

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

p r o t é i n e s  t o t a l e s .  

I l  est é v i d e n t  a u j s i  q i i e  l a  p r é s e r ; c e  d'cirie a c t i v i t é  i n h i h i  t r i c e  s i ; p t r i e i i r e  

2 30 t~g/mg p e u t  s ' a c c o m p a g n e r  d e  c e l l e  d i  q u a n t i t é  n o t n t . l e  d 'Ki AP 

i n a c t i v e .  
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La concef i ty-at î  33 d'  di &F  SC,;&^ i mm;inol o i i  j- - i j - . ~ ~ . ~ n t  c ( - i ~ t . i -  ~ . = t  - i n i . i - r i e ~ i r e  h 1 

f ig / l  d a n s  22 2 de.5 LFAm i 'a i t i , , , r i té  i n ? ; & . ;  , L Y l t ~ i ~ ~  d e  ce t te  inhibi" ieur  est 

s o u v e n t  t r é s  f a i b l e  dar i s  c e  m i l i e u .  E l l e  e s t  infé;- ie : - i re  A 1 mg/! p o u r  45' % 

d e s  é c h a n t i  l l o n s .  I l  est d o n c  c e r t a i n  q u e  les  m é t h o d o l ~ g i e : ,  qi ,e n o u s  a u o n -  

1 LLLisées  o n t  u n e  p r é c i s i o n  et u n e  s e n s i b i l i t g  i n s u f f i s a n t e s  p o u r  ~ermet t re  

d ' é v a l u e r  a v e c  sériirité l a  r i i i r ~ c e n t r a t i o n  d e  I ' q A P  d e  ces é c h a n " i 1 l o n s .  

t a  c o n c e n t r a t i o n  id' ct? Af. n a n  S o n c t i o n n e l  l e  p e u t  E t r e  é v a l u é e  

a p i j r o ~ ~ : i m a t i v e i x e n t  p a r  d i +  f P f e n c e  e n t r e  1 a q u a n t i t é  d e  cet i n h i b i t e i i r  d o s é e  

iinmunol ogi i jue!nent  e t  c e 1  l e  mescirbe p a r  s o n  a c t i v i  t é  ~i s - A - ~ i  s il'e 1 ' é! a s t a s e  

p a n c r é a t i q u e  d e  F r .  Rite c e t t e  i n a c t i v a t i o n  d e  l7.X1AF; s o i t  d u e  d cine 

pt-otéol.y%e q u i  seinhl e f  réquemment  r e t r o ~ i v é e  i611) ? su d iine û:.:ydat i û n ,  

 CS^ le-ci p o u r r a i t  r t s u l  t e r ,  En g r a n d e  p a r t i e ,  d e  l ' a c t i o n  d e s  pol. . jnuc- 

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

p a r t i c u l i e r ,  d e  l ' é l a s t a s e  , q u e  d e s  a g e n t s  o x y d a ~ t s  !18?. 

L'&v,ai i t a t i  on d e  ces ,fi;rfies n9n f o n c t i  ani;el  l es  d e  l '&" A? psi-irrai t donc  

r e p r é s e n t e r  un marquei i r  d e  1 7 a c t i v i t &  d e s  n e c i t r o p h i l e s  q ~ i i  scmt  i m p l i q i t é s  

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

t r o u v é  d e  r e l a t i o n  e n t r e  l e  nombre  d e  c e l l c i i e s  n e u t r o p h i l e s  e t  l a  q ~ i a n t i t é  

d '  X i  AP non f o n c t i a n n e l  l e  p r é s e n t e  d a n s  l ' e n s e m b l e  d e s  LEA q u e  n o u s  a v o n s  

testés.  C e c i  p o u r r a i t  e t re  e x p l i q u é  p a r  !a p ~ é s e n c e  d ' a u t f e s  m é c a n i ç m e s  

d 7 i n a c h . .  L i  qa t iz in  d e  1  ' YI FiP p r o t é a s e s  d ' o r i g i n t -  1~ ia i~~~pha i3 i r i t e i i i  au 

D s c t é r i e n n e  o u  p a r  un  d e g r é  d ' a c t i v a t i o n  m é t a b o l i q u e  var iab!@ d e s  

fi eu trop hiles p r é s e n t , à  a u  n i v e a u  a l u o l a i r e .  

L ' é t ~ i d e  q u i  û &té e n g a g é e  a p o r t é  sctr un é c h a n t i l l o n  d e  LEA o b t ~ f i t r  

d a n s  u n e  p o p u l a t i o n  trt-r; h é t t r c g r l n e  d e  p a t i e n t s .  Ceux-ci  o n t  i-t& r e g r o u p é s  

e n  f o n c t i o n  d u  d i a g n o s t i c  c l i n i q i i e  a f i n  Y s  mieu:.: c e r n e r  l es  .,,-- Y~~ i ~ i t i o n s  

é v ~ n t ~ ~ e l l e s  du n é t a b o l  i s m f  d e  l 'Y I  AP d a n j  c h a q u e  t y p e  d ' a f  f e c t i o n .  



tes l a v a g e s  brûn-hoa...<&o! a i  res -fit $té e c c f ~ t i  A-, el 1 e;2pnt  réal rsés ck;ez 

d e s  p a t i e n t ;  a t t e i n t s  de p n e u m o p a t h i e s  i f i t e r s t i t i e ! l e a .  r s s u l t a t -  

??. . . 
' d r u n t  é t u d i é s  s u c c e s s i v e m e n t  d a n s  ! ~s pr lnc lpau ; . :  ~ r o u ~ e s  c o n s t i  t u t =  A 

p a r t i r  d u  d i a g n o s t i c  c l i n i q u e  f f  i g . ~ , ~ ~  j .  

4.1 SARCO 1 DOSE 

La c û n ç e n t : r a t i n n  d 'y+ YqF -iF-ni-tiarinc.l l z p  e ; . ipr imée p a r  mg d e  p r l i t é i n e s  to- 

t a l e s ,  est v a r i a b l e  c h e z  les  7' _, i u j . = t . =  i, -.. a t t e i n t s  d e  s , a i - ~ n - j ' i C f ~ ~ ~ . .  S W C ~ E < I  i -  

d a n t ,  p o u r  &O % d ' e n t r e  eu.;, e l l e  est i n f & - i e u r e  2<:) k!g..?mg. Le d l i s a y e  

immc\rialoqique n e  r n ~ n t ~ e  un t e l  r é s u l t a t ,  i i l f  é r i e u r  à 29 )q.!mq, q u e  p o u r  l e  

t i e r s  d e s  p a t i e n t s .  E C f e c t i ~ e m e n t ,  d r  l 'Y4AF non f o n c t i o n n e l l e  est az,ssz  

f  récju~mixerit  p icCsen te  e n  q u a n t i  t é  no tab!  e. Ce1 ! e-ci p e ~ i t  i-t.-^ r .= rrtrû~1.~ée r n  

l ' a b s e n c e  d'c;ne q u a n t i t é  i inpot- taf i te  d e  n e ~ i t r - p h i l e s ,  qii i  .%.ont i=ofici:s p ~ 7 ~ 1 . ~  

2ti-e p r é s e n t s  ç u f t o u t  d a n s  l e s  f o r m e s  évûlur&ez d e  c e t t e  a + f e c t i o n  ( & L i .  

I c z n c e  d';ifie aqi-e-,sioi;, tt-$; prnb.3.blei?.,efit Ç a  p r é s e n c e  t é m o i g n e  a î n s i  d e  1  'ex i-"- 

p r o t é a l  y t i q u e ,  a u  n i v e a u  d e  1  ' a l v é - '  LrA e p a l m o n a i r e  c h e z  c e r t . a i n s  p a t i e ~ t s .  

t e  d e g r é  d ' & r a l c \ t i v i t &  d e  l a  s a r ~ a l d ~ s ~  p e u t  $ t r i  2-- . -  -.ppr &ci& p a r  l ' é t u d e  

d i  1 " a l v é o l i t e  l y m p h a c y t a i r r ,  et  p a r  l a  s c i n t i g r a p h i e  a u  g a l l i u m  (471. I l  

s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d ' & é t u d i e r  d a n s  IF mPme b u t ,  l e s  ,:-- Y * ,  i a t i i i n s  de 

c o n c e n t r a t i o n  d e  c e t t e  f a r i n e  i n a c t i v e  rie 1 7 d q A P .  

La d i s p e r s i o n  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  ce g r o u p e  p u u r r a i t  g t r e  

r x p l i q u é e  p a r  l a  U iv r s i t é  d e s  d e g r é s  d e  l ' a l v & o ! i t e ,  r e f  lé tée p a r  l a  

p r c p o r t i o n  d e  l y m p h o c y t e s  r e t r û u v é s  p a r m i  les celliiies d u  iE!R,  

4,L PNEUMOPATHIES DWYPERSENSIBILITE 

La r é p o n s e  i mmunol o g i  q ~ t e  d é c l  e n c h é e  p a r  1  ' i n h a l  a t i o n  d e  po i i s s i  éres 

o r g a n i q u e s  se t r a d u i t  p a r  u n e  a i v é o l  i t e  l . y * m p h o c y t a i r e p  e t  l a  f  ût-matiûn 

ci' immun-cample;.:es q u i  s o n t  impl  i q u é s  d a n s  l e  mécan isme d e  c e t t e  a f  f e c t i u n .  



Rappa t - tee  aitx $ r i z t é i n e s  t û t a l 2 c , ,  1  a  c o n c e î ; t r a t :  2' S C : S $ ~  

immunolog iquement  se t r o u v e  h d e s  v a l e u r s  p r o c h e s  d e  28 yg/mg? e t  1- 

i;c;;tfcs..fitage d 7 a c t i . . . + : i t &  S e  c e t t e  d e r , ? i & r e  se  5it;ie e -*- -  i t C I  6r:i e t  !Ci2 . 

4.5 FIBROSE 

La q u a n t i t g  d r  Prot&iBes F f t  -.&.-.=,-,te t iar .  dan.= lès 12 de .îiijets a".-.;-.+,- c L'A I I c z  

d e  f  i b r o s e  est  g?+n&ra lement  f a i b l e .  tes  c o n c e n t r a t i o f i s  d '  A i - a n t i g r o t é a s e  

n e s u r é e a  s o n t  d o n c  el les a u s s i  S a s s e s ?  r i s i c e s  d e  1 h 2 mg/!, et  d s n c  

p r o c h e s  du  s e u i l  d e  s e n s i b i l i t é  d e  l a  m é t h o d e  u t i l i s $ ê ,  c e  q u i  n e  s~rmet  
pas d '  r*pP -.--r$cier a v e c  ; = e r t i k u d e  l a  qika;;tit& ei.:act- ,j'&, (iiiP non I---+; t *2! IL c a :-%--.=! .-;) t !  al-: 1 S a  

. , 
+ ! $  ,el 1 e, e ,  ;,- - .-..=p- Les f o n c e n t r a t i  o x  d ' z f  A I  i mizi!nol agi qiiei2efit f onc4-i - - % -  ut  .',i!--Z 

23 se r é f é r a n t  au): p r ~ t é i n r s  t s x t a l e s ?  n e  p a r a i s s e n t  p a s  tr$; ~ i f f $ r e f i ~ ~ ~ ~  d : ~  

ce! l e s  r e t r n ~ i v $ e s  er: c a s  d e  ïarcoi d a s e .  C e p s n d a n t  d e s  v a l  ec i r s  i n f é r i  iii.res 

2g tig/ing s u n t  r e t r o l ; ÿ & e s  9 p a t i e n t s  pc;c;r I7?(I(iiiP + o n c t i o n f i e l l e .  

GADEK et c o l  l ! 2 3 ) ,  é t i i d i a n t  iin g r o i t p e  d e  14 p a t i e n t s  a t t e i n t s  d e  

f i b r o s e  p u l ~ o n a i r e  i d i o p a t h i q u e ,  ne r e t r o i i v e ~ t  pa-; de & $ f i f i t  impot - tan t  

d e  l ' a c t i v i t é  d e  l 'XIAP. 

Le r&le  d e  l ' é l a ç t a s e  d a f i s  l a  p a t h o g é n i e  d e  l ' a f f e c t i o n  es t  d i i ; ~ t é  

(19). C ~ l u i  d ' u n e  c ~ l ! a g é n a ï e  est a u  c a n t r a i r e  4 t a b l i  . 

4.4 PNEUMOCONIOSE 

L e i  14 LBA é t u d i é s  p r o v i e n n ~ n t  di3 ~ ~ i j e t ~  a . k t e i n t s  d e  s i l i c o s e  

( 7 p a t i e n t s  ) et d ' a s b e s t o s e  ( 7 a u t r e s  p a t i e n t s  i .  

C e t t e  f o i s  t ? n ~ a r e ,  l es  c o n i e f i t r a t i o n . ~  i , . ; r~s~iré~s s o n t  tré.5 f a i b l e s  



La c o n c e n t r a t i o f i  d ?  9, AP f orfckiunne!!e es t  i n f  érietit-e A 20 p ~ / f i q  d a f i s  

10 é c h a n t i l  1  a n s ?  e t  1 a p r é s e n c e  d '  Y1 AF' non f  o r ~ c t i o n n e !  1  e p a r a ï t  c e r t a i n e  

dans q L - l  2 t + y i l e =  .m. .-Y LEAS 

Ce f a i t  p o u r r a i t  & t f e  rapp t -oché  d e  1 '  i m p l i c a t i o n  des n e ~ t t r o p h i l e s  d a n s  

l e  ~ é c a n i s m e  d e s  l é s i o n s  p ~ i l m o n a i r e s  ind i . i  t e s  c h e z  l 'ai-iimal p a r  d e 5  f  i h r e j  

d ~  ,Il# -..l' iafiiti - .- ( 4 3 1 ,  o u  p a r  d e s  p a r t i c i t l e s  d e  s i l i c e  ( 4 ) .  

4.5 CONNECTIVITE 

L e s  a t t e i n t e s  pu liman air^; s - n t  f  ré,iierite; a u  c o u r s  d e  m a l a d i e s   LI 

c o l  l agPne.  t e s  d t s o r d r e s  i %muni t a i  res, et notamment  1  a p r é s e n c e  d '  i miliiin- 

c ~ i ~ i p l e x e s ,  .%.ont i m p l i q l : & s  d.3ns c e s  l é s i o n - ; ,  q ~ i i  ~~=IJ.::-.T.+ , <talc , . -~ , i ?du i re  h C;ZZ 

f  i b r o s e  i n t e r r . t i t i e l l e  comme a ~ !  c o u r s  d e s  s c l é i - o d e r a i e s ,  te.% mm"-'  L~=AG;.A A .; & A -  L C X  

& v a l  u t  i v e s  s o n t  , c e p e n d a n t ,  tr$s d i . + , e r s r s .  La pt-t-=-.-.- =.-, !Le d s  aeutrog$i;  !tir; e t  

1 ' a u g m e r i t a t i a n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  IgG d ~ :  LEA témci ignen t  ULI  p r o c e s s ~ ~ s  

i n f l a m m a t o i r e  l o r s  d e s  f i  b r a s e s  d u r s  A 1  a  s c l é r a d e r m i e  (63 : ) .  

L e s  3 p a t i e n t s  é t u d i é s  s o n t  t rés  d i v e r s  p a r  l e  d i a g n o s t i c  cmme p a r  

les  r é s u l t a t s  d e  1 ' é t u d e  d e s  LBA: f  o r m u l e  c y t o l o g i q u e  e t  é t u d e  b i o c h i m i q u e .  

Fréqiiemment,  l ' a c t i v i t b  d e  1 'cq HP est  i n f é r i e u r e  3 tig/mg, en  ï -a i son  d e  

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

Un p a t i e n t  a t t e i n t  d e  s c i é r o d e r m i e  a  s u b i  4 l a v a g e s  A i n t e r v a l l f s  d e  

$ m o i s .  Dans l e s  2 d e r n i e r s  é c h a n t i l l o n s  d e  LEA, l a  fot-mule  c y t o l o g i q u e  est 

a l t é r é e  a v e c  p r é s e r f c e  d e  12 % d e  n e u t r c ~ p h i l e s ,  t a n d i s  q ~ e  l'GA? f a a c t i o n -  

n e l l e  est p r o c h e  d e  i O  ftg/mg d e  p r o t é i n e s  t o t a i e s .  



4.6 POUMON IRRADIE 

4.7 PNEUMOPfATHIES INFECTIEUSES 

el a5,si - ,  L i L . . ~ f i e n t ,  :- 1  es  cc ;ncen t ; - a t f  an.5 cl' Vj  (lnP d o i & r  i !;!;;.un=! agi qciemen't 

- ? é 1 e , , -  21 dan.; 1~ i-32 a u   coi;^^ Ye.5 p n e i - I i m = p . ;  i n . f e c t i e u s e . ;  a i g u ë - , ;  ce 

q u i  ~ e i i t  s2z : :p l  i q u . ~ > r  pi;.;- 1  7 ~ ~ g f i ; ? ~ t ~ t i o r !  de 1.3 d i f  f \:,si o n  .rfe 1  ' i n h i b i t e i : , ~  A 

p a r t i r  d u  .s$rum, e n  r a i s o n  d e  1  ' ir!.t!ammation a l v & o ! a i r e ?  e t  pai- 

1 ' a c c : - ~ i s s e m e n t  d e  l a  !;yntpi&;e d e  ~ ~ ; t t e  p r z t & i r ; e  d e  l a  p h a s e  a i g ~ ë .  

C e p e n d a n t ,  1 ' a c t i c a i t S  i n h i S i t r i c e  d e  1  ' X q  4F' est sou,:,.snt f a i b l e  ot; nii1 le ,  ce 

q u i  p e u t   pl i q i ~ e r  p a r  1  a p r é s e n c e  d e  3rotE.i d ' o r i  i j i n e  ~ ~ , = C , & ~ i  e n n e  ou 

1 ' &-ti...; " A  + L&  ies n.-.8 c L , L , , , h i l e s  , L ~ . - , . ,  p r é s e n t ;  e n  rr- ,, , . - ,L~- ~ I L . I I , L !  t. r )~ in=  C C 5  

c o n d i t i o n s ,  cri;- a c t i v i t é  $1 a-,tcl.yticiue peut g t r t  - . Y  i l l ;  c m  -.= EF é v i d i - n c t l  d a n s  i e 

 LE;,^ 13). Des c o n s t a t a t i o n s  similair-- = = ont i -; - a, tes a u  n i v e a u  d e s  

s é c r é t i o n s  ù r a n c h i q u e =  (71). D a n s  ce  ras, l ' é v . 5 : u t i o n  c l  i n i q u i  d e s  

mal a d e s  p e u t  $t-e ci;:-?-$: r .L.e . v  q..:e- ;_ ' & t a , t  o u r : _ ; l s n t  d e  ce.= s$cr&t i o n s .  

Les 14 LBA q i i e  n o i i s  a v o n s  étudies n e  p r é s e n t e n t  r a s  d e  d é s o r d r e s  ac;-,si 

& v i d e n t + ,  p u i s q u e  A '7 e ) : c e p t i o n s  -. p r P s  i 55 e t  71,5 % ) ,  !e p o u r c ~ n t a ~ e  d e  

n e u t r o p h i l e s  est i n f é r i e u r  & 10 % . D a n s  ces c o n d i t i o n s ,  !a c o n c g n t r a t i o n  



d ' y ,  AP d o s é e  immunolog iquement  est s u p é r i e u r e  à 20 pg/mg d a n s  11 

é c h a n t i l l o n s ,  mais n e  d é p a s s e  j a m a i s  55 ~ i g / m g .  La q u a n t i t é  d ' Y 4  AP rior; 

f o n c t i u n n e l l e  est r a r e m e n t  é l e v é e .  La s e u l e  e x c e p t i o n  c o n c e r n e  l e  p a t i e n t  

p r é s e n t a n t  71,5 % d e  n e u t r o p h i l e s ,  poitr  l e q i i e l  1 ' q A F '  est a c t i v e  A 23 % . 
Un deuxi&me l a v a g e  réa l i sé  c h e r  ce m a l a d e  u n  m o i s  p l u s  t a r d  m o n t r e  l a  

n o r m a l i s a t i o n  h l a  f o i s  d u  nombre d e  n e u t r o p h i l e s ,  r e d e s c e n d u  à 2 ? 5  % e t  d i  

l ' a c t i v i t é  d e  i7NfAI r e m o n t b e  d 87 % . 

4.8 DETRESSE RESPIRATOIRE DE L'ADULTE 

Deux m a l a d e s  o n t  é té  b t u d i é s .  L'un p r é s e n t e  un s y n d r b m e  d f  M e n d ~ l s o n  

et a  t s é n t f i c i É  di- 3 l a v a g e s  s u c c e s s i f s .  L ' a u t r e  a  f a i t  l ' o t i j e t  d e  .,- 3 1 ~ " - . = - . ~  vCiYtx 

à 3 j o u r s  d ' i n t e r v a l l e .  

Dans  les  2 c a s  les p r o t é i n e s  t o t a l e s ,  t r P s  é l e v é e 3  a u  d b p a r t ,  se 

normal  i s e n t  ens i r i  te. E a p g o t - t é i  ait,.: p r a t é i n e s  t c ~ t a i e z . ,  ? a  c o n c e n t r a t i  a n  

d'X,fiP + o n c t i o n f i e l  l e  est t o i (  j o u r s  ~~~~~~~~~e 2Q pg/my ( moyeiirie 5 2  r.1  LI: /--i i ! i ~  J 

De më~e, l e  p o u r c e n t a g e  d 7 a c t i v i t É  est g é n é r a l e m e n t  p r a c h e  d e  109 X . 

Ce r é s u l t a t  pecit p a r a i t r f  s u r p r e n a n t ,  d a n s  l a  m a s u r e  ai! i l  a é té  

p o s s i b l e  d e  mettre e n  é v i d e n c e  h l a  f o i s  u n e  a c t i v i t é  é ! a s t c l y t i a u e  l i b r e p  

l a  p r é i f r i c e  d '  MlciAF' i ~ a c t i v é e  ( s a r i s  dt r i i te  pst- o , t y d a t i û n  e s s e n t i e l  l e m e n t  ! 

,71!Y~-Bme d e  d é t r e s s e  r e s p i r a t o i r e  d~  et un a f  f l i tx d e  r t e ~ ! t r o p h i l e s  d s n s  l e  =%.-. 

l ' a d u l t e .  F'ecit-on s ~ r p p o s e r  qiie l a  d i s - c o r d a r i c e  e n t r e  les résiil t a t s  p i t i s s e  

s' e:I:p7 L Lquet- pzt- l a  d i f  f  et-enc.2 d e s  c i r c o n s t a n c e s  d e  d & e l e o c h f m e n t  

a f fec t io i - i .5  ( f & , 4 G ! ,  a u  cies c o f i d i t i o n s  c ] ' o b i e n t i c ? n  d e s  LEA. 



CY, A.P fonctionnelle 
P T 

AF non fonc t inne lle 
1 ET 

( pg/w 1 

S = sarcCLdcse; P - pnemopaties d'hypersensïnilité; 7 = fibrose; Fc = Pne~m0~0niO~e. 

C - connect~vite; P .  - jcumon irradié; 1 = cneumopathies infectieuses; 
1 

iLPCS = détzesse respiratoire de lladuL:e. 



C O N C L U S I O N  

La s u r v e n u e  d'ei?;phys&mes c h e z  les s~tj i ts  d é f i c i e n t . ; -  i n  X4AP a a t t t l r É  

d C r  3.rei 1 l ' a t t e n t i o n  s u r  l e  rYle d e  c e t t e  p t - o t k i n e  au  n i v e a u  d e  1 ' - ? n .  

t - e - ; p i r a t o i r e .  K a l g r é  l e s  r é s u l  t a t s  o b t e f i t i s ,  d e  nambrecises  i n i - e r t i  tctides 

d e m e u r e n t .  Ce1 l e s - c i  n e  s e r o n t  rés.rilites q u e  p a r  l a  mise a u  p o i n t  d e  nriiivel- 

l e s  méthode.; d ' e : . : p l o r a t i a n  d e  l a  f o n c t i o n  d e  cet i n h i  b i  t e u r .  

Dans  ce b u t ,  noi ts  a v o n s  m i s  a u  p o i n t  d e s  t e c h n i q c t e s  f i a b l e s ,  p e r m e t t a n t  

1 2  d o s a g e  immuf io l sg ique  e t  11 d é t f r m i n a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e  i'&+"" n T 

r e s - c l  o n t  é t é  a p p l i q ~ i é r i s  A 1't.t;tde d ' u s  e n s e m b i e  p t - é ~ . e n t e d a n s  l e  LEA. C e l l -  ' 

i m p o r t a n t  d ' é c h a n t i l l o n 5  p r o v e n a n t  d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d 'af+ect i . r in , ; -  tré.5 

d i  v e r s e s .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  m o n t r e n t  q u e ,  d a n s  d e  nombreux c a s ,  1 ' a c t i v i t é  d e  

1 ' j ~ l  AP s e a b l e  i r i f é r i e u r e  A c e 1  l e  h a b i t u e l  l e m e n t  r e n c o n t r é e  c h e z  1 es s i i j ~ t ~  

normaU:C. 

Ce f a i t  s ' e x p ?  r l q ~ i ~  ' j é n é r a i e m e n t  p a r  l a  p r é s e n c f  d '  ,%, AP n o n  

f a n ï t i  o n n e l l e ,  q u i  p o u r r a i t  a i n s i  a p p a r a i  t r e  rame un n o u v e a u  marqueur  de 

1 ' é v ü l c t t i v i  t é  d e s  p n e i t m ~ p a t h i e s  i n t e r s t i t i e l  l es  notainment ,  d e s  s a r i a ï A ~ - - s -  LU=.-=a 

e t  d e s  f i b r o s e s .  

L ' i n t é r g t  d e  ce n o u v e a u  p a r a m e t r e  p o u r r a i t  otre r é e l l e m e n t  é t a b i i  p a r  

Line é t u d e  d e  longiis! d u r é e  p e r m e t t a n t  d ' i n t e r p t - É t e r  les  r é s u l t a t - ,  o b t e n u s  

e n  f o n c t i o n  d e  l ' É v o l u t i o n  c l i n i q u e  d e s  p a t i e n t s  . C e l l e - c i  -;erait f a c i l i -  

t4.- p a r  u n e  a m O l i o r a t i a n  d e  l a  s e n s i b i l i t é  ries m&thodes  iitiliséer. 



A P P E N D I C E  T E C H N I Q U E ,  
----------------------O------- 



- .1  Llgs solutions u t i l i s ees  

a - Tampon 

b - Standard 

1.2 L'apparei 1 

1.3 Protocole opératoire 1 ~ 5  

2 DOSAGE IMMUNOLOGIQUE DE LA SA EN INL 

a*,, ~ L.9 ; ,. - ' . ::. .'. >,.., -.,.-.. , 

ï?;);kI:$:&rj&içp~#t i ons Lfoi@& ;:LyzQ,;<.y+;:,.!! . ;:;;;< 
,&-Tc :' ~ $ i & ' ~ a  A :j.; ; , *  ,~.>,-: r;-.- .;,,.;,",;:'y -~ :;.. '*?, :,"'; 
,..;?-)'. l . r  ,,>.. "," . Ts?-\?,b,. , 2. b.' *F?i, '.,:'Ant$ri&F6&.:::; T $ : , . -  

.* ;;,i,:?:;&:; ../. :$:-;::@;< ;$>,;:jij;,i'$; 
. . . ,  ..- , 7; , S.. -. ; .,.;*~i*.-,:l,'s". .:a< ;+ , , ,.,-. ,+ ,~ ? .. ., ,::* ,< 
.2~~.':p)cq~~t0.i8.i;:iiOPéra~Oi,17e:. 

3 DOSAGE IMMUNOLOGIQUE DE L ' q A P  PCIR ELETROIMMUNODIFFUSION 127 

3.1 Réactifs 1 77 

3.2 Mode opératoire 

4 IMMUtJOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE 

4.1 Made opératoire 

a - 1Y dimension 

b - 2'y dimension 

5 ELECTROPHQREÇE EN GEL DE POLYCSCRYLAMIDE ALC&IN A 10 X 130 

5.1 Les solutions ut i l i sees  pour la  préparation 

d e s  g e l s  




























































