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~dépistage des

RESUME - N

La fibrose kystique, ou mucoviscidose, est une maladie

génétique 1éthale. Le défaut biochimique de base n'est pas

connu, malgré de nombfeux rapports d‘ano;maiités aux niveaux

protéique, enzymologiqué ou du mouvement ' transmembranai?e

des 6lectrolytes. ‘Depuis uhe v%ngtaine dvannées, 1la

recherche d;uﬁﬁsﬁ piusieurs facteurs sériques typiqués de 1la

fibrése 'kystique s'est grandement développée. Cette

recherche a &té menée particulidrement 2 des fins

diagnostiques en wvue d'un éépiStage précoce aihsi que du
dbo;teurs du gé&ne.

pans un premier temps, ° hoﬁs avons verifié les

6onciusions d'une é&hipe américaine (Bogart et coll,, 1982),

selon lssquelles le sérum provenant de patients ou de leur

" parents ‘avait un e%fet stimulateur tr2®s marqué sur la

sécrétiotr - de potassium des glandes sal}vaires de’  rat,  Le
processus de éécrétion, de méme que la stimulation due au
sérum @&tajent dépendaﬁts du calcidm. pans des conditions
similaires d'expérimentation, aucune étimulation ﬁ'était
retrouvéé;

‘ D'autfe part, nous avons continué un trévail entrepris
ici (Bjorn, 1982; sur un syst@me &tudiant le flux_de sodium
et .de potassium dans les gldbules rouges provenant de
parents’ de patients atteints de fibrose kystiéue. La
compasition en é&lectrolytes des globules rouges était
modifice par  traitement a. 1'acide  sulfonique p-
chloromercuribenz®ne (PCHBS) selon un procédé é&tabli par.

—
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‘;‘Ga;ay et Meyér (1979) ou par traitement d la Nystatine selon
la méthode d€ Cass et Dalmark.(LQTQj. Dans les deux cas, les
globgles rouges apré&s déplétion en potassium-et su;charge en
sodium ~ Etaient éthdiés_ dans de; conditions ob la re-

Equilibration en éléctrolytes pouvait. s'effectuer, Les

résultats ‘montraient _ dans certaines Conditiong une

augmentation significative de 1'efflux de sodium ou de .

1'influx de potassium chez les' hétérozygotes .
La signification de cette &tude sera‘discuté@e.au niveau
de ses valeurs expérimenﬁgle et diagndstigue et, d'une fagon

plus gé&nérale, en fonction du défaut de base de la fibrose

kystique. ;
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INTRODUCTION GENERALE

EY

[y

En 1936, le Suisse G.Fanconi décrivait pour la premi2re
fois la fibrose.kyétique du pancréas congénitéle accqmpagnée

de brdnchiespasis avec le mérite de réunir les affections

pancréatique et pulmonaire de la maladie ainsi gque . son

- ' . L)
caract2re familial. L'autre terme employé& pour décrire le

méme syndrome, "mucoviscidose", rend compte d'une autre de
ses carégtéristiques: la viscosité augmentée des s€crétions
des muqueuses. Bien que l'&tiologie de la fibrose kystique

(FK) soit a ce jour totalement idéonnue, le tableau qlinique

fait converger les différents symptémes vers une affection’
commune aux glandes exocrines. En effet 1'épaississement des '

- sBcrétions provoque l'obstruction des canaux des différents

organes gqui les sécr2tent. Ainsi l'obstruction des voies

bronchio-pulmonaires provoque une insuffisance respiratoire

progressive ainsi — que des infections pulmonaires 2

répétition.L'appareil digestif est atteint de la méme fagon
Y '

aux niveau pancréatique, hépatique et intéstinal causant un

retatd_ péndéral' important. Une  augmentation ées
concent;atibns des électroiytes, -en particulier le chlore,
le sodium et le potassium, est observée dans l'ensemble des
sécrétions. ot

L'int&rét - porté a'la FK vient sqrtout_?e sa frééuenbe
exceptionneilé pour ‘une maladie ‘éépét’ ue léthale. Une

fréquence de ) pour 1500-2000 naissances est observée chez

les Caucasiens, alors que la maladie n"atteint que 1 par 90

S ot



000 nouveaux-nés chez les Noirs Américains ef Africains et
les Asiatiqueséﬁfélamo et coll., 1983). "A ce jour, le mode

de transmission 'génétique n'est pas encore résolu. Une Etude

- -

. de 1965 (Danks et coll,) concluait 2 un mode de transmission

autosomal récessif. Schaap et Cohen (1976) broposaient ,un

’d
H

modéle impliquant-deux loci, ils suggéraieht que l?s' deux
alldles devaient 8tre dominantes simult;hém;nt'pour gque ia
maladie soit exprimée. ‘L'observation . d'une gra@dé
hétérdgénéité phénotypique (ging_ét coll., 19823 de méme
gu'une &tude systématigue portant sur plus de 5000 _coqsins‘
ger&ains de patients (Danks et -coll., 1}983) ‘su;;obtent
1 E;rteggnt ce mod&le, Tputefbis, ;une étude récente favarise

\ f

un mode. de transmission géné&tique autosomal récessif (Romeo,

»

1984) . ‘Lg‘ probléme du mode de transmiSsioq_ génétique est
importanf non seulement pour le conseil géné&tique mais é;ssi
et surtout dans l'optique de la discussion des résultats
obtenus avec les parents des patients. En effet, s'il s'agit
d'un seul locus et d'un géne-auto$omal récessif les pareﬁts
sdnt.hétégozygotes obligatoires; on peut. espérer, dans 1le
cas' d'une mise en &vidence du défaut bioph?mique Qe base,
Lroﬁqer ééng.leur cas des valeurs intermédiairesjniselon la
' regle de dosage génigue. 5'il s'agit bar contre de deﬂx‘loci
(et la présence'nécessaire de deux all2les dominantes. selon
le mod2le de Schaap et Cohen (1976), quatre génotypes sont
possibles pour les patients éﬁiquatre autres pour leurs

parents. Il est bien #vident dang ce cas gque les

prédictions de caract2re biochimigue concernant les parents
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sont trds difficiles de “méme ‘que -1'interprétation des

+
L}

résultats obtenus. __

Du. fait de 1'ignorance de la-cause biochimique de 1la

o

pathophysiclogie de la FK, la mise au point d'un test de

dépistage des patients et de leurs parents asymptomatiques

s'avdre sinon impossible du moins trds difficile. Toutefois,

un tel test est essentiel pour an conseil gé&nétique utile et
celui-ci est idéal accompagné d'un diagnostic prénatal sdrt
Comme - le diagnostique prénatal n'est un acte médical ' que

lorsqu'une action thérapeutique prénatale .ou nébnatale péuE'
q P q ona

! A

8tre’ menée, la Tfécondité de la recherche;déﬁﬁhaﬁ; doThaine

dépend 2 la base de la recherche. du défaufﬁebioéhimique

e

primaire qui permettra de mener parallélement"une”*aqtion'

diagﬁwstique et une action thé%ﬁpeutique.r C'est pou;gﬁof}
dans 1"&tat actuel de nos céhnaissances, un test ‘de
dépistage pour les parents trouve son utilite sug}out dans
le fait qu;il confirmera que le défaut biochimique primaire

se retrouve chez eux malgré 1l'absence de signe clinique. lib@
Ceci pourrait permettre une &tude beaucoup plus efficace de.
ce défaﬁt ;n laboratoire, ;évitant en particulier
l'utilisation des #1ssus provenant des patients souvent

‘souﬁis a un trailement médicamenteux'impressionnant podbant

varier d'un endroit & l'antre et d'une &poque 3 1'autre. Il

n'est d'ailleurs pas impossible que 1e'mahque de consistance

des résultats obserdé.dans_la lf%t{iiifre né rovienné de ce

facteur. ~ .

L'atteinte des glandes exocrines a fait diverger 1la

- recherche principalement dans deux directions, gue ce soit 2

-

r



des fins diagnostiqués ou de. recherche fondamentale: 1) la
recherche d'un ou plusieurs facteurs sériques typiques de la
FK et ayant une activit& biologique spécifique et 2) 1la

recherche d'anormalités au niveau du mouvement

-

transmemb:anaire des_électrolytesL Une relation de cause a

effet entre , ces deux domaines de recherche n'est -pas

[

excluse s - : : - -

1). FACTEURS SERIQUES - -
\ La notion de facteurs sériques typiques de la fibrose
kystique, gque nbdus appellerons facteurs FK, et ayants une

activité biologique spécifique, natt- en 1967 avec “les
travaux de Spock et coll.. L'intérét de ces facteurs tient 2
leur valeur diagnostigue et, du fait de leur activité

biologigque 1ils peuvent constituer une piste intéressante
AR

pour expliquer une:partie de la pathophysiologie de la FK.,

Sspock et cell. '(1967) montraient gue les explants de
trachée de lapin avaient un mouyvement ciltaire asymétriqqe
lorsque le milieu derculture contenait du .sérum FK. 1Ils
postulaient pour expliquer ces résultats la présehce 'd‘un
facteur | sériqué. ‘Le facteur FK dyskénétique -était
thermolabile et non-dialisable. Lofsque les séra ,G;éipnt
soumis‘ 3 un tamis moléculaire (Séphadex G200), l‘act{vi;é
dyskénétique se retrOuvait dans la fraction = des
_macrOglobulinég. Les séra des parents,. apres concentration
de la fracﬁion euglobuline, possédaient aussi cette

agtivité. Par la suite 1'activité dyskénétique du sérum FK

de mé&me gque d'autres fluides biologiques (saliqg, sueur)

3
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-Etait. 6bservée soié avec les explants de trachée de, lapin
soit aﬁec d'autres organisﬁes on tissus.ciliés jrevue dans
Talama et. cell., 1983)7 L'association : du facteur
dyskénétique avec la fraction macroglobuline stait confirmée
(Bowman, 1969). Les faits que des polypeptiggs polybasiques
(tel que pﬁly LYS) ont un effet dyskénétiqué .(Bowman ,1970) ,
gque l'effet dyskénétique du sérum FK est inhibé par la

présence d'hépariﬁé{ molécele' polyanionique -(Doggekt et

:.coll., 1973) laféseﬁt penser queh le 1fa¢teur sérigue
responsable dekla.dyskénésie est une molé&cule polybasique.
L'andlyse en isoelectrofocusing de éérhm_FK.révéle de plus

des protéinég sériquésltypiques ayant uﬁ pI situé entre 8.5
et 9.0 (Wilson et coll., 1977). Dans le but d'€lucider la
natﬁre ,dd: factgu; dyskénétique, certaines studes
l'associaient avec un fragment du complément.CB (Wilson et
Bahin, 1980); d'autres .avec 1'amylase (Doggett et coll.,
1973) sans qu'aucune preuve expérimentale’ définitive" ne

: u
Eranche cette question, D'autre part, d'autres rapports
nient soit la spéciffcité du sérum FK en trouvant le méme

.effet dyskénétique avec des s&ra animaux ou humains non FK
{Sanderson et éliegh, 1981), soit ltactivits dyskénétique
des sfra FK elle-méme (Tegnet et coll., 1981).. Malgre
1'apparent® inconsistande des résultabts, _ il semble que trop
de rapports & montrent un effét du sérum_FK pour que 1l'on
puisse nier de faqon‘ absolue la pré&sence do¢- facteurs
dyskénétiqueSW’typiQues de la FK. Leur spécificité est
assurée par ‘les &tudes parall2les des patients et de leur

&

parents., C'est pourquoi, ces rapports positifé de méme que

7
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leur contradictions devraient ensemble répondre &, la
question, & savoir la’raison pour laguelle ils sont actifs
dans certaines conditioﬁs expérimentales et non  dans

N

" d'autres.
“pu fait du défaut secrétoiré obsek;é dans la FK et a
cause du pfob}éme de guantification posé par 1'étude des
facteurs seriqugé, des paraﬁétres autres gue l'obéervation
visuelle d'une altération morphologique ont &té examinés,
‘C'est ainsi par exemple que la ré&absorption deﬂ sodium par

les glandeslsalivaires parotides de rat &tait inhibée par la, '

présence de sa;ive FK (Mangos et .coll.,, 1967; Mangos ed(-‘\\\H—a

McSherry, 1968), de méme _parlexemple que le transport de

nutr{ments {Brown et coil., 1971), ou la captation d'apides,

aminés dans le tissu intestinal de:fat par le sérum FK
(Morin et coll., 1973). L‘iﬁhibitiou“de ceé différenfs
systdmes de transport provoquée .pér‘ la présence de”’
sécre;iéns FK provenant soit des patients soit de leurs .
paren£s ﬁlaiae Sencore en faveur d'hne anormalité causale
élutét que cbnséqUEnte. araki et coll, (1975) montraient une
réduction du potentief &lectrique 2 travers.le tissu jejunal.
de rat provoquéé‘par le sé&rum FK, 1‘e§fét était retfou;é
chez les parents 'a condition de concentrer leur sérum,

v

laissant entrevoir un défaut quantitatif. Taussig ety

~
Gardner (1972) ne retrouvaient aucune différence dans la
captation d'alanine ou de glucose par du tissu intestinal de
rat, {1 s'agissait toutefois ici de plasma, l'anticoagulant

utilisé ‘étant 1'héparine,



b

.L'effet‘ dyskénégique produit par 1'ionophore A2318713ur des
expiants de trachéé de lapin (Burke et Buller, 1976; Bpggrt et
coll.,, 1977: Bogart et c¢oll,, 1978) permettait d'émettre
1'hypoth&se gque le.sérum FK gd{séait via une médiation‘ par ie
calcium. Au moyen de la microscopie optiéue et & balayage -
électron%que" Czegleéy et Sturgeés (1976) montraient que 1la

dyskénesie ciliaire causée par le sérum FK dans des explants de

» '\ trachée de lapin €tait -précédée par une décharge massive de mucus

au.niveéu de l'épithélium, .Une obéervation similaire était faite
sur des explants de trachée de cochon d'Inde (Rudik et _coll.,

1984)y Le modele proposé pour expliquer 1'action dyskénéttque du

sérum. FK impliquerait ainsi 1'entré&e de calcium qu1 provogquerait

la-sécrétion de mucus. C'est l'actumplation de mucus & la surface

épithéliale qui entratine la dyskénésie ciliaire.

. L utlllsatlon des glandes salivaires de rat permettait at

d'étapltr un systéme quantltatlf pour &tudier 1'effet des séra

FK. L'augmenta;lon de>l 1a séqrétlon des glycoprotéines &tait

observée (Fleming et St rgeésw "19B1). Plus tard, Bogart et coll,

(1952) méntraiept que la éECréti¢n de potassium 8tait 'auémentéé‘
i . . '

en présence de sérum FK. Les résultats de cette derni&re - &tude

laissaient envisager son utilisgtion dans” 1'&tablissement”™ 4'un

outil diagnostique. Dans 1la pfemiére partie de notre .travail,

nous 'avons 'examiné lteffet du sérum cdntréle et FK sﬁr .15

v

sécrétion de potassium des glandes salivaires de rat.

\ “.

2) MOUVEMENTS TRANSMEMBRANAIRES DES BﬂECTROLYTES

Un autre domaine d'anormalités qui a &té largement

[
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étudié est celui des mouvements transmembranaires des
glectrolytes, En effet un défaut membranaire est une autre
ajternative pour expliquer les concentrations aﬁormalés.
d'électrolytes observées déﬁs 1'enseﬁble des sécrétions des

patients.

_parling et coll. montraient en 1953 une augmentépion
des concentratiohs de sodium et delchlore dans laAéueuf des
patients atteints de fibrose kystique. Depuis; de nombreux
rapports sont venus conf{rmer et Btayer cette découverte.
AAL'augmentatidﬁ d'autres &lectrolytes '(potassium, calcium)
gttait observée; de méme d'autres sécrétiong '(salive: suc
.pancréatiqUe) étaient anormales 3 cet égérd {revue dans
:?alamo et coll., 1983). Etant donné que le débit .et le.
voiﬁme secrétoires &taient normau¥ (DiSant'Agnese et Talamo,
1967; Di Sant'Agnese, 1980), une anormalité au niveau des
- systidmes de transport membrahaire:de ces‘éléctrolytes était
suspectée,

Le choix des globules rouges comme objet d'étude est

ﬁondé sur trois raisons: 1la facilité de leur obtehtibn, la
connaissance d&3ja approfondie que l'on a de leur métabolisme
et 1l'hypoth®se selon laquelle on peut s'attendre 2 y
retrouver le défaut. biochimique de base, de parlla nature
génétique - dei la fibrose kystique, ‘D'autres études ont
“utilisé les fibroblas;es en culture pour les mémes raisons,
bien que - leur mise et leur maintient en- culture
intro giéeht  des Qariaﬁles supplémentaires et encore mal
confiues. | . ©

10



Les - globules rouges possédent plusieurs routes
. . ’
d'échange sodium/potassium, La premi@re qui a &t& de&crite,
: ; , ‘

la pompe I, est inhib&e par l'ouabalne. Jusgu'a présent la

%FSt accepté comme &tant de

3:2, et est._accompagné de 1'hydrolyse dfun'ATP (Glynn et

stochiométrie de 1'&change Na+:K

Kérlish, 1975).. Un autre syst2me de tra rt a &té décrit
comme la pompe Il ou encore cotraﬁspdrt. Le -cotrahspo:t'
apéomplit_lle “transfert en parall2le vers l'une ou l‘autré
directioﬁ d'un Na+_ et -d'un K. 11 _egtf‘insensiblé_ a
l'ouabalne mais peut @&tre inhibé éar divers agénts
diurétiques, ‘téls la .furosamide gu 1'acide &thacrynique
(Wiley et Cooper, 1974).. | |

Ces deux syst2mes de pransporﬁ du sodium et ‘du
pétassium, ainsi gque les activites de la Mg+£ATP$se et.défla
‘ Ca++ATPase ont &té e&tudiés dane le_ cas de la ffiﬁfgse.
kystique. Une diminution du transport du ;odiUm“éﬁait
observée‘dans.les globules‘rouées FK fBalfe ef coii., 1968
Cette éthe mettait aussi en &vidence une diminutiopv de
1'efflux de sodium insensible 2 l'ouabalne dans les cellules
hétérozygqfes. Ces résultats &taient ICOpfirmés pbﬁr
- 1'elément insensible 3 l'ouabalne du syst®me de transport du
sodium (Lapey_,et‘.Gardnér, 1970;. Cole et Dirks, .1972;
Grinwalt et Segél, 1958). Par contre, d(autres_ Etudes
{(Hadden et coll., 1973; Eéig et ;colI.; 1974i 7 les
contredisent. Toutefois, ces derni2res Gtaient menées. dans
des conditions expérimentales totalement differentes! Clest

ainsi par exempleoque Hadden et coll. (1973) place son &tude

dans des conditions ou la pompe I accomplira blué d'échange

=]
am
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Na:Na que d'échange WNa:K (concentration de potassium

extr8mement basse). Feig et coll. - (19&4) surcharge les

cellules dans un milieu riche en potassium et examinent les
flux a des concenwrations en sodium et en potassium
pratiquement physiologiques. pans ces conditions, une

différence dans la capacité maximale de la pompe 1I serait

difficilement deécelable. En ' résumé de ces éthdes,' uﬁel

. - . .
diminution du transport du sodium insensible 3 1l'ouabalne,

attribuée par certains 2 une diminuﬁion du fonttionnement du

cotransport Na/K dans les globules rouges sémble' démontrée,

v

Une telle différence était qbéervée pour les heﬁéroiygotes

dans.une etdet(Balfe et coll., 1968) .
‘ s : _

L'activité Mg ATPasique dans les globules rouges FK -

n'etait pas differentes des valéurs'con;rdles
» ' o

Patrick, 1969; Horton et coll., 1970; Mcﬁvoy et céli,, 1974;

(ﬁegléy- et'

Katz, ;1978).1 Par contre, dans les globules rouées_ FK, .

l'activ{ié de71a_Ca++ATPase.(Horton'et cpll:,’;1970), sbn K
(McEvoy et coll., 19?4f,fl'acttvité‘Ca+f5Tfasiqdedépenaqnt:
dﬁ magnésium (Katz, 1978; _Minef:ét céll}, 1982)} lé:nObee
: ++  ++ S ‘ R ST
de pompes Ca /Mg (seymour et Davis, 1984) éta?ent
diminhés.'; ' | o :
Finqleﬁént‘ un‘ ensemble:dé rappoﬁtsfpoftant"su;_'des
difféfehces de pdtentiéls glectriques etzlé; tranSéort_ du
' chldré est digne d'intérét dans l'optfquefde'notre travail.
‘Knowiesl et coll. (1981}, rapportatent une dtfférence de
,potentiél augmenté a travers l'épithéliuﬁ nasal des p;tients

. 1 .
FK - comparativement aux contrdles. Les mesures prises en

12



'présence d'amiloride, inhibiteur du transport du -sodium;
révélaient gque la diminution des différences ae 'potengiels
\

observées chez les contr8les &tait plus importante chez les
patients.Ces résultats @&taient confirmés et caractérisés
{Knowles et-coll., 1983a; et 1983Q). Ces agteurs concluaient
3 une diminution de la perméabilité membranaire au chlore
secondaire & un défaut au niveau du transport du-sodium. Les
résultats de Knowles et coll., obtenus avec 1t'épithélium
qasal &taient compatibles avec céux de Quintqn obtenus avec
les glandes sudoripares,l Par micfoperfusiOn des glandes
sudoripares _di§séquées a' partir de Dbiopsies cEtanées,
Qu{nton_ (1993) mettait en &vidence une augmentation du
potentie{;w &lectrique. (transductal) dans ‘.les glandes

provenant des patiénts FK. Les taux de réabsotption du
. sodium et du chlore &taient. tous deux inférieurs dans. les
tissus FK; une diffé&rence plus marquéé pour la ré&absorption
du'-éhlore gtait toutefois observée' (Quinton et Bijman,
1983). Selon Quinton,; f; diminution de la permé&abilité
membranaire au*éhlofe dans‘les épitﬁélia secr&toires serqit
‘le défaut primaire de la fibrose kystique. Récemment, des
résultats dbtenus avec des cellules en culture déribéés
d'épithé&lium de trachée confirment ceux de Quinton ainsi que
'son’ hypoth@se coﬂ;ernant le défaut primaire de la fibrose
" kystique (widdicomb et coyl;, 1985).

Dans la deuxi2me partie de notre travail, nous avons
étudie leé,flux de soaium et de potassium dans les globules
roﬁgés provenant de contrdles et d'héférozyéotes "FK afin

d'établir la possibilitsa d'un;test de dépjistage des porteurs

“
[
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CHAPITRE I .
Sécrétion de potassium ‘

dans les glandes sous-maxillaires de rat.

I.1. INTRODUCTION

Les glandes SOus-maxillaires.sonﬁ des glanées mixtes,:
tubuloacinaires.. Les sécrétions muqueuses et séreuses sont
assurées par les acinis et leg,'conduits gpanplaires.
Plusieurs &tudes entreprises in vitro. (Schneyer, 1967;

Martihez et Quissell, 1976; Martinez et ‘éoll., '1976)

dressent 1le tableau suivant: la s&crétion de l'amylase est

sous contr8le b&ta- et alpha-adrénergique et muscarinique

alors que le pdtassium est secr&t& via une médiatioﬁ alpha-
adrénergique et cholinergique, La sécr&tion nette de
potassium est le résultat:d’une ext}usion passive et d'une
re&captation active, cette derni2re se r&alisant par le

biais des Na+/K+ATPases groupés principalement -au niveau

baso-latéral des aciqis. Le. processus de la stimulation

ad;énergique de la secrétion de potassium eéL strictement
dépendant de la présence de calcium dans le milieu extra-
cqllulairé. Les &tudes (Selinger et coll., 1974; Stark .et
'O;Doherty, 1982), wutilisant 1'ionophore A23187,. sugg§rent
que 1'influx du calcium est 1'é£ape intermédiaire et
détetminante entre 1'action des neurotransmetteurs et ‘la
stimulation de la sécrétion de potassium,

L'utilisation des g;andeé'salivaires dgirat dans le
cadre d'une &tude sur la fibrose kystique est justifiéel par

‘le fait  que 1la salive est anormale au.poiqr de wvue des



—

concentrations deé électrolytes chez ces patienté. De plus,
diverses &tudes {Fleming et Sfﬁrgess, 1981; Bégart et coll,,
1982) utilisant ce syst2®me ont pu mettre en éQidénce des
différences dans 1l'effet des séra provenant. de patients
atteints de fibrose kystique ou de leurs parents. La plus
probante de ces études est-celle de:Bogart et coll. (1982)
selon laguélle nous avons bas& notre procédé ekpé}imental.
Un effet~s£imﬁlateur de s&rum provenant de patientdeK ou de
leprs parents 6€tait observé dans les deux cas., Les
hojhozygotes et lés hetérozyQOtes ne .pouvéient Btre-
distingués. ﬁ'intérét de cetté gtude réside dans la facilite
relative du 'procédé expérimental de méme lque dans la
position intermédiaires des valeurs obtenues avec les
hétérozygotes. Ceci, malgré 1le mangue de différence

statistique entre les deux groupes, laissait envisager un

affinement mé&thodologique qui permettrait cette mise en

» - } ) -
8vidence,

le



'I.2. MATERIELS.ET METHODES

A, Solutions‘et produits.
- . . .
Le .milieu Krebs Ringer Bicarbonate (KRB} contient en
concentration finale (mM): NaCl (117), KCl (4), Mgso (1.2},

4

NaHCO -(25), KH PO (1.2),caCl (2.5).

? Le -mil%eu4 KRB fdrtif%é” contient de plus: b®éta-
h&dréxy—butfrate (s, inosine‘{10); adénine (0.5), glucbse
(5). | | -

Le pﬁ"aes solutions KRB est maintenu a 7.4 par
gazage avec un méiange CO./O (5%/95%): |

L'ouabalne est-zajgutée extemporanément dans 1le
milieu d'incubation (KﬁB fortifié} -a une _concent;atibn
.finale de 1lmM.

La noraérenaliﬁe- est prépesée et. conservée 3 -20?.
-Ellé .esﬁA misé ;en solution 'extemporanémenﬁf De plus
i'autq%yda;ioﬁ  e§t inhibée par 1a:présence de biéulfite 'de
éodiﬂm‘(l.zmM): B
- L'ouabatne- octahydrate - {(Strophantine-G),
1'adrénaline - hyarochldr}de, 1'inosine, le béta-
hydroxybutyrate et la noradrénaline (L-Artérénol bitartrate)
pr&vienngnt. delchez Sigma Chemical Company (St Louis,Mo.).
Tous les .sels proviennent de chez Fisher Scientific Ltd:

(Nepean,Ont.i.

B. Sujets de l'étude."
Les contr8les &taient des volontaires des personnels

du laboratoire de biochimie de 1'HOpital pour les Enfants de

17
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1'Est de l'éntario et du éépértement, de biochimie - de
_i'Université d'Otttawa {(n=5, un sujet ?é sexe masculin et
" quatre de sexe Eéminin, agés de 29 a 47 ans).

Les . sujets hétérozygotes &taient ‘}es . parents
naturels de patients consultants 3 la clinique de FK de
l'hépital {n=3, un sujet de sexe masculin et deux de sexe
. feminin, agés de 32 & 41 ans).

| Les sujets homo zygotes éta{ent  des patients
consultants‘ a 1la clinique ou hospitalisés (n=10, quatre
sujets de sexe fémiﬁin et six de sexe masculin, ~_agés de 7 a

20 ans) .

Dans le-cas des patients mineurs, un consentement
écrit était obtenu des parents: Les sujets adultes donnaient
a leur participatibn un consentement &crit . Ceux qui
prenaient des médicaments pouvant affectés la perméabilifé
memprdnaire, de méme .que ceux sodffrant d'hypertension
etaient eéartes\gf‘l'Etude. L'aspect &thique du projet a Bté
jugé favorablement par le Comité de ﬁecherche de' 1'H8pital

pour les Enfants.

C. Préparation ae% sera.
o]

Le sang (10 2 15 ml) est laissé 2 4 C.pendant tpénte -
¥ ' :

minutes. Apr®s complétion de la coagulation, 1le sérum est

centrifuge a 12800 g pendant deux minutes (Centrifigeuse
Eppendorf 3200, Eppendorf, 'Geratebeau_Netheler Hinz GMBH,
_RFA), puis seéparé en parties aliquoteSQ Les &chantillons

o
sont utilisés le jour méme ou conservés a -70 C.

18



D. Isolation et préparation des glandes salivaires.

h

Les rattes (Sprague-Dawley, 70 a 90 jours), a Jjeun
depuis 1la veille au soir, sont tu&es par dislocafion

. cervicale, hussitét, les glandes sous-maxillaires sont
. ® .o
prélevées ‘et gardées dans du milieu WRB 2 37 C. Elles sont

ensuite disséquées soigneusement pour les débarasser du

tissu conjohctif et des ganglions lymphétiques. Aprés

i

plusieurs ringages dans le miliey KRB, 1les glandes sont
-3
coupfes en petits morceaux d'environ 1lmm . L'ensemble des

morceaux est pré—incubé avec du QT&&ii KRB (environ 1 ml par
. o ’
glande) dans un bain-marie a 37 C, sous agitation et en

présence d'un mélange gazeux CO /O {(5%/95%) . Aprads deux
_ . 2 2
périodes de 10 minutes avec changement de milieu, les

morceaux sont divisés -également, 1'é&quivalent d'une glande

est 1incubé dans 1ml de KRB fortifi& en présence d'ouabalne
0 -
(lmM}) a 37 C sous agitation, en présence ou en absence de

sérum ou de noradrénaline.

-

E. Mesure du potassium;

Aprés 20min, ’d'inchbation, le milieu est récupéré

totalement, Le tissu est lave plusieurs fois dans du MgCl
) . "2
isotonique ~(0.11M) puis pes& et homogénéisé dans 2ml de:

MgCl . Le potassium contenu dans fe milieu 4'incuibation et
’ aré au photondk

dans 1l'homogénat est mésuré au photom&tre a flamme (Corning

450, Corning Scientific Instrument, Medfield, Massachusetts):

en utilisant comme standard interne du LiCl " (15mM) et comme

standard du KCl (5 et 10mM).

F. Expression des résultats.
ot
19
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Les résultats sont exprimés en pdurcentage de
potassium secré&t® aprds 20min. d'incubation relativement au

potassium contenu dans le tissu avant 1'incubation.
pc

Milieu: K = K20 - Ko X
* K,, = Potassium { Eq.mlil}—aprés 20min.
-1, - ' - Ty
Ky = pPotassium ( Eg.ml 1) au temps 0,
Tissu: *KH = Potassium ( Eq.ml-l)idéns_l'homogénat aprés P

20min, 4'incubation. Le vhlume de'l'hbmoQénat.éfénp 2ml., le

potassium total contenu dans le tissu avant -1'incubation

sera donc: 2.KH + K.

’éJ
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I.3. RESULTATS.

‘Juv
Le potassium secrété in vitro par les glandes sous-

maxillaiges de rat feprésente aére§ vingt © minutes
d‘{ncéiign 26% en moyenne de potas;sium total contenu dans
le tissu (taSleau 1}. Le tableau 1 montre q?p/i; sécrétion
de potassium est trds variable d'un jour & 1'autre. Par
exempie la sé&crétion dé base pouvait  varier de 17.5%
(Expérience #1) a-37% (Expérience #7). Une telle variation
est aussi observEe en présence de sérum, D'autre part, les
tésultats des ekpfriences faites en dupliqué, c'est a dire
le m&me jour, variaient peu_que ce soit pour la sé&crétion de
base (Tableau 1, exp&riénces # 5, 7 et 8) ou en présedce de
sérum FK (Exp&rience 5). A cause de cette variation observée
d'un jour A l'autre, nous avons exprimé la 'sécfétion de
potassium obtenue ei présence de sérum ou de noradrénaline
relativement a la sécré&tion de basé obtenue le méme jour
(Tableau 2). L'intégrité fonctionnelle de notre systéme
expérimental est assurée par la‘stimulation de 50% provéquée
par l'addition de IOuM de noradré&naline .(tabléau 2),
Contrairement a ‘Bogart et coll, (1982), aucun effet\
stimulateur du s&rum provenant de patients FK ou de leﬁrs
parents n‘étaitlobservé. ﬁe tableau 2 montre en fait que
1'addition de sérum (1%%, v:v), quelque soit son origine
provogque une = diminution de la sécrétion,  de base.
L'inhibition observée en présence de serum contréle ou FK
est .significative, avec des valeurs de p inférieures 2 0.01

et 0.005 respectivement (tableau 2). L'analyse statistique



du .groupe hétéfdzygote n'a pu &tre faite en réison de 1la
taille de l'échéntiiion {n=3), les résulgatéa‘ﬁontfent
toutefoi; la 5éme tendance que les deux autres groupes.
Puisque nos ré&sultats ne cdncordaiqht paé avec‘ceux  de
Bogart (1982), trois variables pouvant les affecter ont &té
'examinées de fagon particuli2re., En p}emier lieu, nous avons
vérifié que la concentration finale d'ouabalne utilisée
gtait - suffisante pour ﬁgé inhibition totale des pompes
Na+/K+2 en effet, <dans le ca§ contraire 1'influx de
potassium par cette voie masquerait le taux de ségrétion; En
présence de-l.SmM”d'ouaba!ne, le pourcentage de potassium
excrétsé gtait_~lidentique a celut observé 'iorsqu‘une'
concentration  de 1mM était uﬁ}disée et moitié moins - qu'en
son_absence. Le pH du milieu extratiséﬁlaire est primordiale
puisqﬁ:il a &té démontré due le caract®re polybasique des
facteurs FK est essentiel a leur activité biologique. Alors
que notre ééude' éﬁait en  cours, Bogart (communication
personnelle) avait ramené la cﬁdcentration finale de
bica;bonate dans les milieux KRB de 25 a 17 mM et maiptenu
le _gaéage de la solution contenant les mdréeaux de ' glandes
‘salivaires ‘pendant toute 1l'incubation., Sous ces nouvelles

: %
conditions, les mesures du pH avant et aprd®s incubation

étaient constantes., D'autre part, ces nouvelles édaditioﬁs
ne modifiaient ni la sécré&tion de base ni 1'absence de

stimulation par‘les séra.FK'(Tabléaux 1 et_z; expériences éw:
a 8): Finalement,' l'efficacité de la conservation-des séra

gtait examinée., Un sé&rum -qontrdle et sérum FK étaienﬁ

-
f
]

utilisés wutilisé le jour méme de Ip prise de sang, le



lendemain apr®s conservation 2 4% et quinze jours apr@s

gpnservation a -70°C. Les résultats Etaient.identiques danq

.les trois, cas.
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TABLEAU 1
SECRETION DE POTASSIUM PAR LES GLANDES SALIVAIRES
DE RAT.

!

~

Les résultats sont ekprimés en pourcentage de potassium.
sécrété aprés 20 minutes d'incubation dans le milieu KRB
fortifié, relativement au potassium intratissulaire total,
tel que décrit dans la section Matériels et Mé&thodes.

‘Sérum contrdle
H S&rum h&térozygdte . -$
FK Sérum homozygote ' '
NA Noradrénaline

* Le mé&me sé&rum a servi pour des expériences en dupliqué.
Dans les calcwls statistiques, la moyenne des résultats
dé% dupliqués eg}.considérée.

I3
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TABLEAU 1 ] : :
'SECRETION DE POTASSIUM PAR LES GLANDES SALIVAIRES
DE RAT. ' ' "

. S&rum (15%) )
Expérience = Base . C H FK. NA
ks . -~ (10uM)
1 17.5 ° 17.6 -  14.9  29.1
2 ©264.8  19.4- 23.2 20.7 -
- .21.0 20.3
3 24.0 - - 25.1 37.5
27.2 - 17.6 - - v
5 249 - - 21y - '
‘ | 23.0
29.7 - - 22.3 -
. "
20.3
6, 18.0 15.7 - 4.7 - .
' 15.2 11.5
7 36.0 - - 380 -
37.0 - .- 37.9 7
8 24.2 - - 20.1  37.6
22.7 | | '
1 5 310, 3
26.0 17.8 20.4 22.5 34,7
d.s. 6.27 2.45 2.80 8.67 4.88
[
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TABLEAU 2 " -

EFFET DU SERUM ET DE L'ADRENALINE SUR LA SECRETION ‘\"_P
DE POTASSIUM.

Les résultats sont exprimfs en pourcentage, relativement
3 la sécnétion de base observée en absencecd® 'sérum ou

de nopadrénaline. Les symboles utilisés sont les mémes
quepour le tableau 1. '

ra ‘



TABLEAU 2 - _
EFFET DU SERUM ET DE LA NORADRENALINE suR LA
SECRETION DE POTASSIUM DE BASE.

AN

Expérience - C . H . FK B NA
' | © . {10uM)
1 ’ 100.6 - 85.1 , :166.3 -
2 - 78,2 93,5  83.5 : -
84.7  81.8 o
3 - - 104.5 156.0-
. - 64.7 - -
5 - - 798, -
- - 84.3 : |
- - 81.7y% -
74.4 - | |
6 87.2 - 81.7 -
84.4 - 63.9 " N
7 - - 98. 6 -
- - .103.8 -
8 - - 85.5 160.0
n 5 3 10 .. 3
m 87.0  80.0  86.7 166.8
5.d 8.3 14.5  12.5: 5.2
p 'CR) = {0.00s -
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I.4. DISCUSSION
L'etude de la sécrétion de potassium par les gl%ndes
'salivairgsf sous-maxilléires de rat et .la stimulation‘
potencielle du sérum FK Gtaient entrepriéés dans 1le but.
d;établir un test diagnostique wvalide pour ia fibrose
kystique et les porteurs du gene. L'effet deja étudieé du
sérum provenant de patients atteints de fibrose'kystique sur.
le méuvément ciliaire des tissus d'oriéine épithélialé
permet d'inférer un effet stimulateur du sérum sur ces
tissus aﬁ niqeau biochimique. 1I1 est poésible que cet effet
ait lieu au niveau du transport des électrolytes.' Cette
_ k)inférence est jus#ifiée du‘fait de l'interdépendancé . connue
du E}ansport des &lectrolytes,  des. sétrétions muqueuses et
des*méuvements ciliaires. | | -
Eontrairement A Bogart et coll. (1982), notre &tude n'a
démontré& aucun effet stimulateur du' sérum FK sur la
sécrétion de potassium par les glandes salivaires de rat. Le
fait gqu'une lyse tissulaire pegaant l'inqubation camoufle -
'l'effet .potenciel du s€rum par un relargége non spécifique
du potassium pourrait &tre une. explication possible du

. F . )
manque de concordance de nos résultats. . Cette &ventualité

n'a pas ate vérifiée'dé fagd; systématigue (en mesurant, paf
exemple, l'activité dd‘une.enzyme intracellulaire dans le
milieu d'incubation. Toutefois, deux'éiémentg sont de bonnes
indicatioPs de 1'intégrité physiologique de notre. Systéme£
la sécrétion d'environ .20% du 'potassium intracellulaire
pendant la période d'iﬁcubation en présence d'ouabalne d'ﬁne

‘part et la stimulation d'environ de 100% observé en présence
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de 10 uM de noradrénaline d'autre part sontteg accord_.avec
~d'autres E&tudes utilisant ce syétémé ( Selinger etJ cpll.,“
.1974; Martinez et coll,.,1976; Bogagt et coll., 1982). Nos
conditiens expérimenﬁales sont apparement identiques. La
préparation et le mode de conservation des séra .de méme que
la concentration d'ouabalne .ne semblent pas &tre mis en
cause, Le pH- est un - facteur crjtique; grdce au soin
pa.r'ticuliér‘- gue nous avons port€ a son contr8le pendant
i'incubation,. il‘est tﬁutéfoig peu probable qu'il soit a la
source d'erreur et de variation. D'autre part, le petit
nombre dﬁéchéntillons testés par Bogart et c¢o0ll.(1982), de
. mgme_ que son ‘incapacité 2 reproduire ses propres résultats
(éom;unication pérsbnnelle) permettent de douter de leur
vaiidité, L'in%ibition de la sécré&tion de potassium que nous
observons en présence de sérum humain est constante quel gque
soit le g€notype du donneur. L'origine de cette,inhibgtﬁon,
étatistiquément significative, est difficile & interpréter
avec les données dont nous disposons. Toutefois, le féle‘
essentiel du calcium dans le m&canisme sBecrétoire E&tant
connu, une action inhibitrice pourrait &tre imputée a

S

1'albumine sérique, ché&lateur du calcium.__

hY

Les &tudes précédentes de l'effet du sérum FK.utilisant

- comme tissu-cible les glandes sous-maxillaires de rat

présentent des résultais.équivoqueé,en ce qui concerne aussti
bign le sécrétion de p;tassium que la sé&crétion dermucus. En
‘effet aussi peu que 4% de s&rum FK stimule la s&crétion des
glycoprotéines des céllules salivaires de rat en suspension,

27



(Fleming et 'Sturgess, 1981) mais aucun efféf du sérum FK
n'est observé dans un—éyétéme similaire {Quissell et ceoll.,
1983) ., Dans une autré gtude, aucun effet sur le maintient.
intracellulaire, 1l'efflux et la captation de potassium dans
les cellules de glandes salivaires en suspension n'était
observé (Seale et coll., 1980).  « '

Dans ces conditions, il est évident que ce syst®me
b;ologique n'est pas approprié-pou; 1'étabiissemeﬁt d‘un
outil diagnostigue ou de débistage des porteurs dd.géne FK.

- A

]

..
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. CHAPITRE II:
Flux de sodium et de potassium
dans les globules rouges modifiés.

II.1. Introduction

A3
L4

L'étude aes‘ flux de sodium et de potassium dans 1és'
globules rouges s'est 'faite sur des ce%luleé' dont lés
concentrations de ces &lectrolytes ont &t& renversées par
traitement chimique., Dans un ‘premier temps, i'acjde
sulfonique p-chloromercuribenz2ne’ (PCMBS) &tait utilisé
selon le procédé établi par Garrahan et -Rega (1967). Le

PCMBS pérméabilise la cellule aux cations en agiSéént au
niveau des groupements éhiolé des membranes. La perméabilité
membranaire est-rest;urée par traitement 2 la cystéine. ‘Le
résultat du traitement esﬁ l'obtention de giobules rouges
surchargés-en sodium et déplétés en potassium. Au point’ de
vue quantitatif, -1a'suréhafgé/déplétion est dépendénté des
conqentrations-;elqtives de globﬁles rbuge§ et de.PCMBé, de
méme que des coﬁcentfations_dé sodium et delpotéssium dans
le pilied de surcharge (Garrahan ethega, 156?:‘E§htheglénd
et coll,, 1967).‘1AprES mbdifiCation des concentrations
intrade1£uiéireélen sodium et en potassium, les flux ée ces
deux cations pouvqienﬁ etré'étudiés en milieu de R{nger. En
utilisant cetteﬁméthdde, Bjofn.(l982) ?rouvait gue dans les
gldobules rougeé traités au PCMBS (O.EmM) 1!iqflui _de
potassiﬁm _était supqiieur_péur les hétérozygotes. Dans le

cas' ou le PCMBS &tait utilisé a une concentration dix fois

moindre, ' aucune différence n'éfait-décelabie entre les deux

-~
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populétions ‘en ce qui concerne 1l'influx de potassium; par
contre l'efflux de sodium &tait supfrieur pour les globules

rouges d'hétérozygotes. Ces résultats se rapprochaient de la

signification statistique . Dans le but de confirmer ces

résultats et d'en.accrottre la significationsstatistique, le

méme protocole expBrimental &tait utilisé.

“Dans un deuxidme temps, nous avons utilisé& un autre
agent perméasilisént,- la ﬁystatine. La ﬁystatine se lie aux
groupements stérol de la membrane permettant ‘:hne
perméabilisation te@poraite aux cations (Cass et Dalmark,
-1973)._ Apreds rescellage des globuleé rougés, les flux de
:sodiﬁﬁ et de potassium des cellules modifi&es pouvaient &tre
hgsurés "en milieu de Ringer dé facon similaire qu'avec Ie
PCMBS. L'avantége principal de l1'utilisation de la nystatine

est la réductien considérable du temps exp8rimental. —
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II.2. Matériels et mé&thodes.
IT.2.1 PCMBS
" A. Solutions et produits.,
.La solution de lavage des globules rouges est

composée de (mM): NaCl(i50), MgCL (1), TRIS(5).
N ) S 2 - o
- Le milieu de surcharge est identique a la solution
-de lavage, contenant de plus du_ PCMBS (0.1mM ou 0.01lmM) .

5

Le milieu de rescellage contient dans la solution
de l;vage initiale‘éu glucose (11mM) et de la L-CYS (4. ou
2mM, selon la-concentration ée PCMBS uttilisé&e).

Le milieu de Ringer est composé de (mM): NaCl
(145), KCL(5), MgCl (1), Cacl {2), gRIS(2.5) et glucose(10).

' Dans tous les cas, 1l¢ pH de chaque soluﬂﬁon est
anené a 7.4. avee de l'acide chloridrique.

Le EbMBS (p-chloromercuribenzéne sulfate, sel
ionosodique), la _c&stéipe (L—Cysgéine hydrochlot ide
monohydrate), 1le chlorﬁre de choliné éroviennent de. chei

sigma Chemical Company (St Louis, Mo). Les sels proviennent

de chez Fisher Scientific Ltd (Nepean, ont.)}

B.-Préparation des giobules rduges

B.1. Lavage des globules rouges
Le sang est prélevé sur héparine par ponctioﬁ
- veineuse et centrifugé 3 €00g pendant 10minutes; puis le
globules rouges, sont lavés. trois fois avec la solution de

_lavage.

'B.2. Depletion/réplétion
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Apr?2s le dernier lavage, .les'gidbules rouges soat
remis en suspension dans le milieu de surcharge
: o
(hématocrite: environ 10%). L'incubation se fait a 4 C

- . pendant 20hres., sous agitation.

B.ii Rescellage,

| Apres 1l'incubation en p?ésence de PCMBS, - la
suspcnéion est centrifugée (600qg, 10min.}). Les globules
réﬁges sont alors remis eé'suspension dans le milieu de
.rescellaée contenant 2mM de L-CYS, lorsque la concéentration
de IPCMBS &tait 0.1mM, ou 4mM lorsqu'elle &tait de 0.01lmM.
_Cette &tape se fait a-370c pendant lhre. sous agitation. Les
suspensions sont; enéuite centrifugées (6509., 10miﬁ.,

__température ambiante)

. + .+ a ) L
B.4. Rétablissemgnt de 1'&quilibre  Na /K .

. Les globules rouges sont.regniL\dans du milieu
Ringer pour donner une hématocrite d'environ  5%.

L'incubation se fait & 37 C sous agitation. A chagque heure,

des échant{lloﬁé sont pfélevés, .1es cellules lavées trois
fois dans du Ehlorute de choline. “Aprés le dernier lavage
-ils sont repris dans un petit valume de chlorure de chol'ine,
L‘hématocrité est soigneusement mesur&e. Les concentrations
de sodium et le potassium  sont ensuite mesurées  au
% e

photom2tre a me Corning 450Q.

+

B.5. Expression des resuitats.

Les concentrations de sodium et de potassium en
U : '



ﬁEq.' par litre de suspension sont rapportées*en mEqg par
litre de cellules. Les 8quations des droites de régression:

+ +
[Na ]=f(t) et |[K ]=£f(t) sont calculé&es. Les pentes k des

droikes résultantes étaiedf ¢onsidé;ées‘ comme étant leg
mesurés des flux de sodium et de pqtassium. Voir la figu;é
2 a’ titre d'exemple. Pour 1l'analyse statistique deé
résultats, nous avoné utiiiser le test de Stqqeﬁf.- o
IT1.2.2. NYSTATINE
A.Solutions et produits. - : .
.’La solution ‘de lavagé des globules -;ouges ‘ est‘.
composée de . (mM):. NaCl (145), KCl (5), sucrosé.(éﬁ) déns du
tampon Tris/HCl (2.5), pH 7.4. ‘ o
Le milieu de surcharge. contient de pius' de la
Nystatine (0.05 mg/ml) .
‘Le milieu de rescellage se compose de.. la solutidn dé
- lavage initiale contenant de 1l'albumine boviné (0.4 g%) .-
Le milieu Ringer est co&bosé‘de {mM) : NaCl (145)}‘KC1
(5), MgCl (1), cacl (2}, glucose (10)‘daﬁ§ un, tampon.

2 2 ,
-Tris/HCY (2.5), pH7.4.

La nystatine et l'albumine‘proviennent de chez Sigma.

[N

Chemical Company (St Louis, Mo) et les sels de chez, Fisher

scientific Ltd (Nepean, Ont,).

B. Préparation des giobuleé éghgei :
B.l Lavage des globules rouges . T .

Le = sang, prélevé sur héparine par ponction
. o i
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veineuse, est centrifugé aussitét que possible a température
ambiante (600g, 10 - 'min.);. puis les glébules rouges; sont

lavées trois fois avec la solution de lavage conservée sur

o

de la glace. - ‘ ' ' _ .

. B.2 Déplétion/réplétion
Aprés le dernier lavage, les globules roug;s' sont
remis en suspension dans la méme solution (hématocrite:—
environ ., 10%). Les flasks contenant les suspensions - sont

gardées sur' de la glace,' le contenant est soumis a une

‘agitation rotative (Junior Orbit Shaker, 100tpm) . La

Nystatine diluge extemporanément dans du méthanol est

ajoutée . aux suspensions goutte 2 goutte pour donner “une

.concentration finale de.0.05 mg/ml. Aprds 20 minutes, les

suspensions sont centrifugées pendant lg/Linutes a 600g .

B.3 Rescellage

Le rescellage des globules rouges est instantané en

 absence de Nystatine, moyennant quoi les ‘globuies.‘fouges

- solution initiale ne contenant pas de Nystatine et en

sont simplement 1avés cing fois ~(60Cg, 5min,) dans la.

présence d'album1ne. L' actlon de 1l'albumine est facxlltée en
Q .
gardant le milieu de rescéilage A 37 C et en le 1atssant en

. Jcontact avec les .‘globules rouges  avant chaque

A

centrifugation,

‘ + o+
B.4 Rétab11ssement de l'équiltbre Na /K

Cette étape se déroule de la méme fagon qu'avec le
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PCMBS, le chlorure de choline est remplac& par du chlorure

de magnésium isotonique (0.11 M),

.

Les calcul$ et 1'expression-des résultats se font

*

‘de la méme manidre qﬁe dans le cas du PCMBS. K

)
-

. Py
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1I.2. Résultats a

Le traitement des globules rouges au PCMBS modifie les
conceritrations intracellulaires. en .cations. Dans | nos
conditions ex%éf%mentales: hématocrite de 10%, ' miliey
d'incubation‘ contenant 150mM de NaCl et pas de potaééium,
incubation de 20 heures 2a 4oc; le potassium (cat{oﬁ
nqrmalemeqt 'prédominant dans les cellﬁles} est pratiqeéggﬁé‘
totalement remplacé 'par le sodium en présence de PCMBS
0.1mM, - En effet, dans ces conditions, la concentration
resultante en sodium est en moyenne de 100mEg par litre de
glObules rouges et celle en pota551um ‘de 8 mEq par 11tre de
globules rouges (tab;eau 3). Le trattement au PCMBS dix fois
moifls concentré modifie les concentratIOns de sodlum et de
pota551um de faqon m01ns rigoureuses (en moyenne ST’mEq/l et
*3% mEq/1 respectivement). Ces modifications étaient
identigues cheg‘ les | contrd%es.eF chez les hé&térozygotes
{tableau 3). L'&tude des flux de sodium et de potassium se
faisait pendant la phase de rééquilibration de quatre heures
en milieu de'Ringer. Péndant cette période, l'efflux, de_
‘sodium était de 2.88 mEq/1/hre aprés 1é traitement au PCMBS
0.1 mM.t?tette valeur ¥tait identique au résultat de Bjorn’
‘(1982) et dans le méme ordre de ~grandeur que .dans la
littérathre (Garrahan et Rega, 1967} Par contre, dans le
cas de 1'efflux de sodlum aprés traitement au PCMBS 0. 0lmY,
nos qaleurs étaient inférieures a celles de Bjorn., .De- méme,.
_l'iﬁflux de pota551um était trois E01s inférieures (PCMBS,
.0.1mM) et deux fois inférieures (PCMBS, 0.01mM) aux valeurs

trouvées par_Bjo:n {1982).
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La comparaisoh.des flux de sodium et de potassium entre
les globules rouges contrdles.et hétérozygotes‘ne démontre,
en  ce gqui concerne notre &tude, aucpné difféfence
significativé.(tébléau 3 et figurés 2 et 3). La compargison
du rapport du flux du sodium par le flux du .potassium ne -
montrait non plus aucune différence edtre les depf groupes
(figures 2 et 3). Mai;_puisque le but de notre Btude &tait
surtout d'apporter uyne base statistique plus solide aux
résultats de l'&tude de Bjorn (1982) en augmentant la taille
des échantillons, nous avons group® nos valeurs et  les
siennes. L'analyse statisgique (tableau 4) démontre alors
une dugmentation significative (p¥X0.05) de 1'influx de.
po%aésium lorsque le PCMBS utilisé &tait de 0.lmM et une
augmentation significative de 1l'efflux de ;sodium {pX0.05) -
lorséue le PCMBS était de 0.01 mM.

' Toutefois, comme nous le faisions remarquer plus héut,
.les"mesures des flux de sodium et de potassium obtenues pour
.nos groupes contr8les &taient inférieures a celles
effectuées par Bjorn (19é2) dans des* conditions
expérimentales apparement Edentiques. Il nous semble que’
cette qbservation est critique car son analyse nous
ind}quera.'si le groupement des valeurs présenté dans ie
tableau} 4 est justifié. La comparaisd; statistiqﬁe 5es
mesures des flux de sodium et de potassium entre les groupes
contrdles des deux &tudes &tait donc entreprise., Le tableau
5 méntre que bién que 1"efflux de sodium n'est pa;hdifférent_

pour les globules rouges traités au PCMBS, 0.1lmM, les
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' differénces observées pour 1'influx de potassium dans cette
conditiOﬂ, de mé&me gue les flux de sodium et de pbtassium
.(PCMBS,O.dlmM) .sont sta;{s;iquement significatives (p(ﬂ.Ol
_et' p¥X0.001) . Cgs_difféfences se retroyvaient au méme degré
de signification , statistique lors de .1% comparaison ées
conqgntfatiqné résqltantes de sodium et de patasgium
(tableau 5). |

La longue;r du temps expérimental de la préparation des
globulés rouges aveéc le PCMBS nous a canduit & rechercher un
autre agent perméabiiisant. Un antibiotique, la nystatine, af
&6té& utilisé a cet effet (Cass et Dalimark, 1973}. Le temps
de relargagé/déplétion était réduit 3 30 minutes ce qui
permettait 1'étude des élux de sodium et de po;asFiu la
journée'méme du prélavement. Aprés‘traitement des globNles

-

_rouges a la nysta@ine (0;05 mg/ml) en milieu contenant 150mM
lde NaCl et pas de poéaséium, les concentrat-ions
intracellul;ires de sodium et dg potassium' étaient en
mbyenne de 90' et de 8 mEg par 1i£re de globules rouges
‘.respectivément.. Ces ‘concentrations intracellulaires
_résulﬁantes_au traitement n'étaient pas différentes pour les’
heétérozygotes (tablgau 3). rEn période de ré&équilibration en
milieu de Ringer (NacCl, l45mﬁ et KCl, 5mM), le sodiuﬁ
sortait des cellules 2 un taﬁx de 2.3 mEq/l/hre en moyenne
alors que le potaséium y entrait 3 un taux de; 1.3mEq/1/hre
'_en' moyenne (tablead 3). L'efflux de_sodium et;I'influx de
potassium &taient linfaire en fonction du temps pendant la
période de rééquilibration _éﬁudiée (figure 1) de fagon

identique a ce qui est obsgrvé pour le PCMBS. L'efflux de
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¢
sodium 6était significativement Augmentée (p(b.OS) chez les

hétéroiygotes alors gue 1'influx de potaésium était inchangé
(tableau 3 et figure 4), Le rapport du flux.du sodium par ‘le
flux du potassium é&tait aussi augmentée de fagon

significative (figure 4).

Puisque 1les différents traitements subits par les

globules rouges modifiaient de fagon différente les

concentrations intracellulaires en sodijum et en potassium,

il était important de se rendre co e dans guelle mesure

les concentrations intracellulairés influaient sur les flux

ioniques. Aucune corrélation n'&tait trouvée entre les

concentrations intracellulaif@% initiales de sodium et de

-

4 . .
potassium et leur flux respectifs ou entre la concentration

intracellulaire de i'un sur le flux de 1'autre., Cette
'

absence de corrélation est en accord avec l'&tude précédente
(Bjorn, 1982). Etant donné que le sodium et le potassium

partagent'lessmemes syst2mes de transportbnous avons exprimé

* -

nos résultats de fagon relativé‘de 1'un par rapport a
l'autre., La figure 5 est un exemple du changement de la
concentration intracellulaire relative de potassium (K%') en
fonction du.;émps. Cette augmentation est totalement in;ibée
en présence d'ouabalne. La pente calcuiée de la droite- de
régression, que nous app2lerons Kk ; nous a .sérVi de
~ variable dans les comparaisons ultérigzres. Cette relation
est observée pour les globules rodges modifiés soit avec le
PCMBS ou avec la nystatine. Les valeu;s, K¢ et k ,
obtenues des globules rouges modifiés AL PCMBS1 provengﬁt

- ’



d'up. méme individu &taient -examinées. La figure 6 montre
. 1

qu'une une corrélation positive existe entre . la

concentration intracellulaire relative de potassium au début
de la-phase de rééqhiiib;ation (K% } et son #volution dans
le temps (k’ ). ‘En conséquence, 11e calcul .de ces deux
variables a g:é effectué pour les donné&es obtenbes p&ur les .
globules rouges contrSles et hétérozygotes modifiés au
PCMBS. Les coefficients de corrélatibnlobténus pour les
-groupes contrdle et hétérozygote sont -de 0.84 et de (.95
respectivement. Les deux droites ne sont pas statis;idﬁemeﬁg
difféfenteé et les aéux grpupes‘nerpeuvent étre distingués
1'un de 1l'autre
Contrdles: k

K% .
Hétérozygotes: k

0.03 x K% + 0.4

1
6003 x K% + 0-5-'
K% ' i

.
.
h‘..

ﬁﬁ&?‘
£
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FIGURE 1

FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM
DANS LES GLOBULES ROUGES -MODIFIES (EXEMPLE)

/

Le temps 0 représente l'&tat des globules rouges aprés
traitement soit 3 la nystatine avant 1'incubation en milieu
de- Ringer. Les pentes,- k, calcul&es 'des-. droites de
régression sont des estimés des constantes de flux total en
mEquivalents par litre de cellules par heure (mEq/l/hre).-

A Efﬁ}ux du sodium,
B Influx du potassium.

Les résultats présentés ici a2 titre d'exemple sont obtenus
aprd®s traitement des globules rouges 2 la nystatine (0.05

mg/ml). Les flux de sodium et de potassium dans les globulesr

rouges traités au PCMBS suivent une cinétique identique.
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FIGURE 2

L

' FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM =
' DANS LES GLOBULES ROUGES MODIFIES, PCMBS (0O.lmM) .

Les valeurs individuelles du flux de sodium ), de
potassium (k_,} et leur rapport (Na/K) sont représentggs pour
~ les groupes gontréle (C) et hétérozygotes (H). ‘

La numérotation indique 1les &chantillons cont;éles et
hetérozygotes &tudiés de facon apparlée. : '
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FIGURE 2

FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM DANS LES GLOBULES ROUGES
PCMBS {0.ImM).
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FIGURE 3

FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM
DANS LES GLOBYLES ROUGES MODIFIES, PCMBS (0.0l1mM}.

:Les valeurs individuelles du flux de sodium, de potassium et

_leur rapport sont représentées pour les groupes contréles et
hétérozygotes.

Les symboles utlllsés sont les mémes que pour la figure 2.

1



FIGURE 3

FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM DANS LES GLOBULES ROUGES

fcmss (0 01mM)
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FIGURE 4

FLUX DU SODIUM ET DU POTASSIUM
DANS LES GLOBULES ROUGES MODIFIES, NYSTATINE (0.05 mg/ml).

’

" Les valeurs individuelles du flux de sodium, de. potassium et
leur rapport sont représent€es pour les groupes contréles et
hétérozygodtes,

Les symboles utilisés sont les mémes qde pour la figure 2.
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FIGURE 4

FLUX DU SODIUM ET DU~ POTASSIUM DANS LES GLOBULES ROUGES

NYSTATINE (0.05mg ml).
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TABLEAU 3

.. FLUX DU -SODIUM ET DU POTASSIUM
DANS LES GLOBULES ROUGES MODIFIES _ .

Ce tableau résume les résultats présentés dans les figures
- 2{(PCMBS,. 0.1mM), 3(PCMBS, 0.01lmM). et 4(nystatine,0. 05
mg/ml) .

Les moyennes et les dev1at10ns standards sont calculées pour
"les ,concentrations 1ntrace$lu1a1res initiales de sodium
({Na },;) et de potass1um ([K ] a1n51 gue pour les mesures
de leué flux et k.).

L'analyse stat?gthue des groupes contréle (C)

et hétérozygotes (H) a &té faite en ut111sant le test du ¢t
de Student. (N.S.: Non S1gn1f1cat1f)






TABLEAU 4

Les valeurs des flux de sodium et de potassium obtenues
lors de notre &tude (P.G) et de celle de Bjorn, 1982 (S.B)
sont comparé&es individuellembnt et groupées.

i



TABLEAU 4

GROUPEMENT DE NOSrﬁESULTATS ET DE CEUX DE BJORN (1982)

FLUX DU SODIUM

P.G.

PCMBS C -2.88+1.24
0.1mM (14)

H  -3.08+1.68
(5)
N.S.

PCMBS C  -2.46¥1.16
0.0LmM- (13)

H -2.92+1.64

- (5)
N.S.

P.G.

PCMBS . C 0.61+0.30

0.1lmM : (14)

| H  0.62+0.14
(57
N:S.

PCMBS- C  1.2740.78

0.01mM : (11)

H  1.2540.25
(5)
N.S.:

46

(mEq/1/hre)

S.B.

-2.87+0.99
(8)

-2.97+1.04
(8)
N.S.

' -3.4440.55

(147

-3.89+0.90
(14)

| pdl.2

FLUX DU POTASSIUM (wmEq/l/hre)

S.B.

1.7340.57
{8)
2.30+0.81

(8)
pl0.2
2.65+0. 64"
(14)
2.93+0.56
(14)

N.S.

GROUPES

(22y

-3.01+1.26
{137
N.S.

-2.96+1.01
(27)

-3.63+1.17
(19Y.
p{0.05

GROUPES

1.0140.69
(22)

1.66+1.05
- (13)
pln.05

1.97+1,02
(25).

2.49+0.90

. (19)
p<b.l

-



TABLEAU 5

ol

Les valeurs des flux et des concentrations intracellulaires

initiales du sodium et du potassium sont compar&es pour les
groupes contdle de notre &tude

(P.G.) et de celle de Bjorn,
1982 (S.B-) L . C M
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. T : _TABLEAU S

COMPARAISON STATISTIQUE ENTRE

e NOS VALEURS ET‘_.CEUX DE BJORN (1982)
-. . [
. * PCMBS (0.1mM)
- + ‘
k [Na ] k _ [K
(mEq) 3/ hre) (mEq/i) (mEqF1/hre) (mEq/i)
P.G. . -2.88+1.24 100.3+6.77 - 0.61+0.30 - 7.90+3.46
(13) (14Y (17) | ©(17)
S.B. -2.8740.99° 98.1+9.93 1.73+0.57- 11.9+2.58
(8) (8) . (8) (8)
. N.S. " N.S. .. pg0.00l p<0.05
. PCMBS (0.01mM) N . .
. \ﬁ . - . T—

_P.G. ~2.46+1.16 '56.8+9.17 1.2740.78 36.6+7.36
: (13} _ +(13) Coo - {11) (11)
'S.B. -3.44+0.55 77.6+11.3 2.65+0.64  22.4+8.62
: (19) (T4) (I4) (T4)

p<0.01 pd0.001 p{0.001 p{0.001

47



'FIGURE 5

EVOLUTION DE LA CONCENTRATION RELATIVE DE POTASSIUM.

\

.

Pour chague prélévement, la.concentration-intracéllulaire de
potassium est rapportée 3 la somme des concentrations intra-
cellulaires de sodium et de p&tassium, les résultats sontlexpri-
més en poﬁrcentage: %KE__;_K_____xloo ' L

Na + K o
Les globules rouges étaient traitésra la nystatine (0.05 mg(ml-l)

® en absence d'ouabaine.

.0 en présence d'ouabaine (1.4 pM) .
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FIGURE 5

CONCENTRATION INTRACELLULAIRE RELATIVE
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FIGURE 6’

.~

RELATION ENTRE LA CONCENTRATION;RELATIVE DE POTASSIUM INITIALE
ET SON EVOLUTION.

La figure réunit les résultats obtenus 3 partir des globules
rouges d'un méme individu. Les cellules &taient traitées au
PCMBS, 0.1 mM (points 1~4j Bu 0.01 mM (points.S-?). .

k repréaeqte la Penﬁe,calculée de la droite de régression:’

K% _
K% - f(temps).

v
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IT.4 DISCUSSION .
}esﬁjdeux agents perméabilisant utilisés dans cette

étuée, le PCMBS et la nystatine, nous permettaient d'obtenir

- des ‘élobules rouges dans lesguels le cation prédominaﬁt est

-

"et les nOtres &taient upés. Dans ce cas, les différences

‘1'échantillonage soit de differences introduites par. les

le sodium., Au conrs de la phase” de r&~8quilibration en

»
*

milieu de Ringer, 1'efflux de sodium et l;influx de

potassium pouvaient &tre mesurés.

S

Les ré&sultats obtenus dans l'&tude au PCMBS ne mettait‘

aucune différence significative en &vidence entre les

»

groupes contr8le et hé&térozygotes. Les différences obéenues

dans une @tude précédente (Bjorn, 1982) utilisant ‘le meéme

. pragédé expéhiimental &taient examinges. Bien qu'au seuil de

la signification statistique ces résugtats indiquaient- une
tendance: augmentation de 1'influx de potassium lorsque le
PCMBS utilisé était de 0.1mM €t augmentation de l'efflux .de

sodium lorsque. la concentration de PCMBS 6&tait de 0.0lmM.

Puisque le procédé expérimental &tait le méme ces ré&sultats

1

observées par Bjorn entre les deux groupes eEtaient hautement °

o

significatives. Toltefoié,vgle groupement des valeurs .ne’

semble pas &tre légitime, En effet en'comparant par exemple

les groupes contr8les des deux &tudes ni les concentrations

initiales des cations ni 1les -flux transmembranaires

n'étaient identiques. Ces différences peuvent vehir soit de

]

opérateurs lors du procédé expérimental.

Garay et Garrahan (1973) démontaient une relation entre

les concentrations intacellulaires initiale de 'sodium et. de
‘ 50. .
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potassium et leurs flux dans les glabules rougeslmodifiés au’
PCMBS. Déns leurs condltions,‘.le- flhx total de sodium
augmentait. de  fagon - sigmo!dale en fonct&én' de 1la
concentration intacellulaige'jgjtiale de sodium (jusqu'a 70
mEq/1l) en présence de potassium intacellulaire E€levé. Dans
.nos conditions exbérimentales nous pensions pouvoir observer
“une | Eélle-,relation. En .effet, ~1l'utilisation de deux
concentrations différentes dé PCMBS *~ nous pefmettgit
d'obtenir des concentratlons 1ntracellu1a1res variant de 38
a 110 %Eq/l et des concentratlons 1ntracellula1re ae‘
potassium'variant de 3.5 2 50 mEq/i. Toutefois 9ﬁﬂzzilésant
ces données aucune relation eﬁ%re les bonéentrgtioné
intracellulaires et les flux n'&tait mise en &vidence.

La Eoncentratiop relative de potagsium était calculée
en pensant pouvoir démontrer les .iﬁterdépendanées connues
entre les concentrations intracellulairé; du sodium et du
potassium et leurs. téanéports. Bien qu'une corré&lation
positivé:Fit'été obtenue entre la concentration relative de !
éotassium intracellulaire et son gdvolution dans le temps au
cours de la phase de ré-géquilibration, l'intefﬁrétation ”dé_
cette corrélatiénlest problématique a  cause de 1' 'lisatibn-
du fapport de deux variables qui‘a &té faite;

. L! utlllsatlon du PCMBS dans ce genre d'étude peut étre
‘mis en questlon bien qu'un tel procédé expértmental ait mis

'Fgen' év1dence une ancrmallté du transport du sod1um dans le
cas de 1! hypertenslon pr1ma1re (Garay et coll., 1979) "En

effet, ' une lyseé cellu;a*ze est observée aprés traitement au

51



PCMBS, ‘que¢  sa concentration soit de 0.1mM ou de 0.01° mM.
Cette lyse observé&e dans notre é&tude et meSurée daﬁs 1‘étude
de Bjorn (1982) est aussi observée au cours de la phase de
rééquilibration, ce fait démontre que 1és cellules restént
fragiles-malgrélle traitement & la cystéine dont le rdle'ést
de resceller les ceilules en-réagissant avec les molécules
de PCMBS. Cette fragilité peut s'expliquer pér Qler‘fait
qu'une gquantit® non n&gligeable de PCMBS pé&n2tre jusqu'au
cytoplasme et edt. pi&gée par lés ‘grqupes ‘thiolsde
‘1*hémoglobine pripcipélement'et gue cette fraction peut &tre
relarquée -ulférieuremgnt (Rothstein et coll., | 1974) .
Quoiqu'il en soit, il est &vident qu'une telle frégilité
résultera 3 une perméabilité passive accrue aux ions, 1 est

donc légitime de penser que les flux totaux du sodium et du

- -~
-

potassium mesurés dans ces conditions ne_soﬁt pas la simpleA-
.sdmme de" la pompe Na+/K+ et ‘du. co-transport.

La réserve que l'on doit observé dans 1'interprétation
des résulfaﬁs obte;us avec le PCMBS gccrotf d'autant plus
- 1'intérét de la-nystatine.'En effet, ::\R}us de la ré&duction
dﬁ.temps expérimental} 1'usage de la nystatine ne semblé'pas
provoquer de fragilté memb:anaire.‘\ L'absence de iyse
significative, bieﬁ gqué non mesurée spécifiquement, est
déduite - de .l'abSeﬁce d'hémoglobine dans les milieux
.d'incubation des différentes phases du proceséﬁs

expéfiﬁéntal.‘ . Dans . ces conditions, i'augmentatiou
signtficative de 1l'efflux de sodium observée pour es
globules rocuges h&t8rozygotes est plus cré&dible, Il est

toutefols difficile de déduire de ces résultats gquel est

52 '



1'elsment anormal du ‘syt2me de ;rahsporo ionique, - Des
travaix antérieurs (Balfe et coll., -1968; ﬁapey et Gardneo,
1970; Cole - et Dirks, 1972) démontraient une réduction de
' transport du sodium insensible a' l'ouaba!ne dans les
cellules fibroée kystiquoo 51 le co-transport Na+/K% est
anormal et gue l'augmohtation de l'efilux de sodium obsorvél
dang nos‘conditions expérimentales en késulte, on devrait
stattendre aussi a upe réduction de '1'influx de 'potqssium.'
En effet,‘ par ce systémq, ia sortie d'un No+ s'accompégne
par la sortie d'uyn kK", Ilvest t;utefois possible que le
Qegré de sensibilté de‘la-mEthode utilisée soit limitant
pour la mesure do changement du potassium intracellulaire en
fonctioo du temps. Cette limitation peut se situer soit au
.niﬁeau des mesures au photomet;e 3 flamme soit au niveau de
la mesure de l'hématocr1te. L'augmentation de 1'efflux de
sodium accompagnée d'aucun changement dans l'EChange de
potassium peut s'expliquer aussi par le fait que'lé sodium
peut, emorunter-d‘autres routeo-d‘échange tel que le syst®me
de co-tranéport sodium/potassium/chlore' d;crit dans iés
globules rouges humains (w:ley Lt Cooper, 1974).' Le mooélb )
décrivant ce systéme (Kregenow, 198l 1mplique un échange
Nat (ou K+)/H+ lie a un échange OH- {ou HC03+)/C1-. si tel
‘ost le cas, l'augmentatton de 1'efflux de sodium observée
“dans nos condltlons expérimentales pour 1es globules rouges
oégérozygotes pourrait Etre.secondaire A une anormalité
primaire du transport du chlore tel que proposé‘por Quintoh

+

(1983) et par Widdicombe et coll. (1985)
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