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INTRODUCTION

les catalyseurs accélérent la vitesse des réactions chimiques. Bien
que le catalyseur participe directement & la réaction et qu'il puisse
subir des changements physiques au cours de la réaction, il retourne
i sa forme originale une fois la réaction terminée. Les enzymes sont
des protéines spécialisées dans la catalyse des réactions biologiques.
Ce sont les plus remarquables des biomolécules connues en raison de
leur spécificité et de leur pouvoir catalytique extraordinaires, de
beaucoup plus intenses que ceux des catalyseurs chimiques préparés
par 1'homme.

Dans les cellules vivantes, la plupart de ces réactions seraient trés
Jentes si elles n'étaient pas catalysées par les enzymes. Les enzymes
sont universellement présents dans les cellules vivantes et la produc-
tion des réactions métaboliques communes aux cellules refléte la spé-
cificité des enzymes responsables.

Au contraire des catalyseurs non protéiques (acides, bases, ou ions
métalliques), chaque enzyme catalyse un petit nombre de réactions et
méme assez souvent une seule. Les enzymes sont donc des catalyseurs
spécifiques. Si 1'on considére que pratiquement toutes les réactions
biochimiques sont catalysées par les enzymes, le nombre des différents
enzymes doit étre trés grand. En effet, pour presque chaque composé
organique trouvé dans la nature (et aussi beaucoup de composés inorga-
niques),il existe, dans un certain organisme vivant, un enzyme capable
de réagir avec lui et de catalyser un changement chimique quelconque.

Une partie substantielle de 1'é@tude des cellules vivantes est aujourd'
hui dévolue aux enzymes, ainsi que celle de presque toutes les fonctions
physiologiques, comme la contraction musculaire, la conduction nerveuse,
la sécrétion rénale, etc., de sorte que 1a vie elle-méme est inextrica-
blement 1ide & 1'activité des enzymes. Un processus complexe, comme la



contraction musculaire, qui nécessite 1'utilisation d'énergie, peut
étre disséqué dans une série de réactions catalytiques enzymatiques.
Beaucoup de ces réactions ont maintenant &té étudiées {n vitro comme
systéme isolé avec des enzymes purs et cristallins ou sous forme d'ex-
traits enzymatiques.

Ces extraits enzymatiques ont &té utilisés pour &tudier les réactions
métaboliques et leur régulation, Ta structure et le mécanisme d'action
des enzymes et ils servent aussi de catalyseurs dans la synthése indus-
trielle de substances biologiques actives telles que les hormones et
certains médicaments. Le taux des enzymes du sérum humain peut varier
de facon importante dans certaines conditions pathologiques. La mesure
de 1’activité des enzymes sériques est donc un outil précieux pour le
médecin qui doit &tablir un diagnostic.

L'enzymologie appliquée au diagnostic médical a acquis une place preé-
pondérante. Un certain nombre de dosages.enzymatiques sont devenus des
examens de routine, au méme titre que celui de la glycémie ou de 1'azo-
témie. Ainsi est née une nouvelle branche de la Biochimie : la Séméio-
logie enzymatique, trés utile pour la pratique médicale. Sa perpétuelle
évolution se fait essentiellement selon deux grandes directions :

. T'une est 1'étude de la variation des quantités d'enzymes libérés
au cours des processus pathologiques, cliniquement décelables ou
non, et la mise en évidence de leur origine spécifique (spécificite
du tissu, de 1'organe ou du systéme),

. 1'autre est 1'étude des 1ésions biochimiques fines qui résultent
d'un déficit enzymatique d'origine, et qui se traduisent par une
altération minime ou majeure d'une séquence métabolique dé&finie.
L'aspect le plus perfectionné d'une telle &tude est représenté
par la découverte des maladies moléculaires.

Ces deux directions de travaux dépendent &troitement, comme toute la
biochimie, d'ailleurs, et toute science, en général, des moyens tech-
niques d'investigation dont nous disposons. Le perfectionnement de
1'appareillage, 1'apparition de 1'automatisation dans les techniques



de dosage sont en grande partie responsables de 1'extension rapide
de 1'enzymologie dans le domaine de la biologie clinique.

Pour étudier les processus biologiques intimes et complexes, 1'enzymo-
logie est une science d'avenir qui intéresse outre la biologie clini-
que, la génétique, la microbiologie, la toxicologie, 1a pharmacologie
et la pharmacodynamie, la biologie moléculaire.



HISTORIQUE

Une grande partie de 1'histoire de 1a Biochimie est celle de 1'enzy-
mologie. Les réactions enzymatiques é&taient utilisées par 1'homme
Tongtemps avant 1'histoire écrite. La découverte de la fermentation
alcoolique a été attribuée par les Grecs a Bacchus. La fabrication du
fromage, le lévement du pain et la manufacture du vinaigre sont des
procédés enzymatiques qui sont issus de 1'antiquité. Ces activités
pratiques ont occupé une importante place dans 1'histoire de 1'enzy-
mologie. Les brasseries et leurs laboratoires de recherche ont fourni
beaucoup d'information concernant les processus selon lesquels les
cellules vivantes utilisent le sucre, pour les réactions fondamentales
de fermentation dans une ancienne culture qui sont pour la plupart
semblables dans les tissus de mammiféres.

Le développement de 1'enzymologie est relativement récent. Bien que
ses débuts remontent au commencement du XIXéme Siécle, 1'enzymologie
nevs'est développée considérablement que depuis 50 ans, et est devenue
un des sujets fondamentaux en Biochimie. Les premiers biochimistes
involontaires ont été, & 1'origine, des chercheurs qui se sont occupés
de la transformation (fermentation) des jus d'origine végétale en
boissons alcooliques. Les transformations qu'ils é&tudiaient, en effet,
étaient catalysées par les enzymes contenus dans les cellules de levure.
Le processus de la fermentation a &té é&lucidé en 1790 par LAVOISIER
qui montra, grdce d des expériences de bilan, que le sucre était con-
verti en CO2 et alcool éthylique.

PAYEN et PERSOZ en 1833 ont &té& les premiers 3 reconnaitre clairement
un enzyme en découvrant qu'un précipité alcoolique d'un extrait de

malt contenait une substance thermolabile qui convertissait 1'amidon

en sucre. I1s 1'appelérent "diastase" & cause de son pouvoir de séparer
Tes dextrines solubles des enveloppes insolubles du grain d'amidon (en
grec, séparation = diastasis). Pendant les premiers temps de la



découverte des enzymes, de nombreux chercheurs les appelérent aussi
"ferments", en raison du parallélisme qu'ils constatérent entre leur
action et celle de la levure en fermentation.

Dans la premiére théorie générale de catalyse chimique publiée en 1835,
BERZELIUS signale un exemple de ce qui est maintenant reconnu comme un
enzyme, la diastase du malt, et i1 mentionne le fait que 1'hydrolyse

de 1'amidon est catalysée plus efficacement par cette diastase que par
1'acide sulfurique.

En 1877, KUHNE proposa le terme "enzyme" et distingua les enzymes des
bactéries.

Bien que PASTEUR reconnaisse que la fermentation est catalysée par les
enzymes, i1 affirme en 1860 que ces enzymes sont inextricablement liés

5 la structure et d la vie des cellules de levure. Ce fut donc un évé-
nement capital de 1'histoire de la recherche enzymatique lorsqu'en 1897,
BUCHNER réussit 4 extraire de la levure les enzymes responsables de la
fermentation a]coo]ique: Ce résultat montre clairement que ces enzymes,
qui catalysent une importante voie métabolique exergonique, peuvent fonc-
tionner indépendamment de toute structure cellulaire.

En 1905, HARDEN et YOUNG montrérent que la zymase (extrait cellulaire

de levure) était inactivée par dialyse, qu'elle était réactivée par
addition du diffusat au dialysat et que les facteurs activants (coenzymes)
contenus dans le diffusat étaient thermostables. Ainsi, la découverte

de la solubilisation de 1'activité enzymatique et 1'introduction de 1a
notion de coenzyme ouvraient la voie & 1'isolement et & 1'identification
des trés nombreux enzymes particuliers et des cofacteurs constituant le

systéme complexe appelé zymase.

Vers 1a fin du XIXéme Siécle, le développement remarquable de la chimie
organique structurale des substances d'intérét biologique rendit pos-
sible 1'atude du domaine d'action ou spécificité des enzymes. On doit a
Emil FISCHER (1894) la notion de spécificité enzymatique, c'est-a-dire
de 1'existence d'une relation stérique étroite entre 1'enzyme et la sub-
stance sur laquelle il agit et qu'on appelle substrat. Sur la base des



observations qu'il avait faites avec des substrats de structure connue,
FISCHER énonca sa fameuse analogie "clef et serrure" pour 1'interaction
enzyme-substrat.

Entre 1920 et 1928, WILLSTATTER et ses collaboratteurs purifiérent de
nombreux enzymes. En 1926, SUMMER obtint pour la premiére fois un enzyme
cristallisé, 1'uréase, 4 partir de la féve Jack et prouva que les cris-
taux obtenus sont de nature protéique et il conclut que les enzymes sont
des protéines, contrairement & 1'opinion de 1'époque. Cependant, ses idées
ne sont pas immédiatement acceptées et ce n'est qu'en 1930 et 1936, période
pendant laquelle NORTHROP et KUNITZ isolent sous forme cristalline la
pepsine, la trypsine et la chymotrypsine, que la nature protéique des
enzymes est définitivement &tablie.

Actuellement, plus de 2000 enzymes différents ont été identifiés. Beau-
coup ont été purifiés et plus de 200 cristallisés. Bien que la plupart
des enzymes responsables des voies métaboliques fondamentales de 1'éco-
nomie cellulaire soient actueilement bien connus, il reste & résoudre
de nombreux problémes importants : le contrdle génétique de la synthése
enzymatique, les mécanismes d'autorégulation auxquels sont soumis de
nombreux enzymes, et le rdle des enzymes dans le développement et la
différenciation. Mais, surtout, nous ne savons pas encore expliquer en
termes moléculaires 1'efficacité, la précision et la spécificité de la
_catalyse enzymatique.
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CHAPITRE PREMIER

DEFINITION - STRUCTURE DES ENZYMES

I - DEFINITION

Un enzyme est une substance de nature protéinique douée d'une activité
biocatalytique, c'est-d-dire accroissant la vitesse d'une réaction bio-
chimique. La plupart des réactions biochimiques sont catalysées par des
enzymes spécifiques. Ce sont des protéines et en ont les propriétés
physiques : ils sont non dyalisables et dénaturables par la chaleur ou
par de nombreux agents physiques ou chimiques.

II - STRUCTURE DES ENZYMES

1 - STRUCTURE

Du point de vue structure, on divise les enzymes en deux catégories :

. les enzymes entiérement protéiques, c'est le cas de la
Ribonucléase ;

. les enzymes formés de deux parties :

- une partie protéique appelée apoenzyme

~ une partie non protéique ou coenzyme.

L'analyse cristallographique par les rayons X a montré que les enzymes,
comme la myoglobine et 1'hémoglobine, ont une structure tridimension-
nelle. Cette structure tridimensionnelle est maintenant connue pour de
nombreux enzymes comme la Ribonucléase, le Lysozyme, la Lactico déshy-
drogénase, etc.



2 - COENZYMES

La réaction chimique se produit avec le coenzyme et non avec la protéine.
La protéine intervient dans la spécificité de la réaction, donc dans la
fixation du substrat (on appelle substrat le composé chimique qui est
soumis & 1'action de 1'enzyme. On peut donc appeler toutes molécules
biochimiques des substrats).

L'apoenzyme intervient dans Ta nature de la réaction se produisant au
niveau du coenzyme. Ainsi les transaminases (enzymes qui transportent
un radical aminé d'un acide aminé (AA) sur un acide cétonique) et les
Décarboxylases d'AA (enzymes qui catalysent la décarboxylation des AA)
ont un méme coenzyme, le phosphate de pyridoxal et un méme substrat,
1'AA. La différence de réaction est donc 1iée & 1'existence de deux
apoenzymes différents.

Dans certains cas, le coenzyme est trés fermement 1ié& & 1'apoenzyme et
on ne peut 1'en détacher que par des méthodes qui dénaturent cet apo-
enzyme. Dans d'autres cas, le coenzyme se détache trés facilement par
simple dialyse. Ceci explique que la dialyse puisse inactiver un enzyme.

Parmi les réactions qui nécessitent fréquemment la participation d'un
coenzyme, il y a des réactions d'isomérisation, d‘oxydoréduction et

les réactions formant des liaisons covalentes. Par contre, les réactions
lytiques, y compris les réactions hydrolytiques comme celles catalysées
par les enzymes du tractus digestif, ne nécessitent pas de coenzyme.
Dans plusieurs cas, i1 convient d'envisager le coenzyme comme un second
substrat, c'est-d-dire un cosubstrat. I1 en est ainsi pour au moins deux
raisons :

. premiérement, les changements chimiques subis par le coenzyme con-
trebalancent exactement ceux subis par le substrat.

Exemple : Dans les réactions d'oxydoréduction (déshydrogénase),
une molécule de substrat est oxydée et une molécule de coenzyme
est réduite ;



. deuxiémement, c'est 1'aspect de la réaction qui peut étre fonda-
mental du point de vue physiologique.

Exemple : en anaérobiose, le muscle peut transformer le lactate
en pyruvate. L'importance de cette réaction ne réside pas dans
le lactate ou le pyruvate, mais bien dans la conversion du NAD*
en NADH.

La classification des coenzymes peut se faire selon des caractéristiques
fonctionnelles ou selon la nature du coenzyme.

2-1 - Coenzymes téfnapynnoﬂéqueé_

Ce sont des coenzymes dont la nature est identique ou voisine de celle
de 1'héme. ITs renferment le plus souvent des ions métalliques et in-

terviennent dans les transferts d'électrons.

Exemple : Cytochromes, catalase, peroxydase.

2-2 - Coenzymes métalliques

-

Un grand nombre d'enzymes ont besoin de métal pour agir. Il est diffi-
cile de savoir si les métaux ou jons métalliques sont des coenzymeé partie
intégrante de 1'enzyme ou des réactivateurs d'enzyme. Ces enzymes a
coenzymes métalliques sont appelés des métalloenzymes.

2-3 - Coenzymes dénivés de vitamines hydiosolubfes

On s'est Tongtemps demandé quel était Te mode d'action des vitamines.
On sait aujourd'hui qu'aprés une transformation qui peut é&tre minime :
fixation de phosphoryle ou de pyrophosphoryle ou au contraire trés im-
portante, la vitamine devient un coenzyme.

Exemple : transaminases.
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3 - SITE ACTIF

Dans les enzymes sans co-enzymes, c'est la protéine qui intervient dans
la réaction enzymatique. En fait, Ta totalité de la protéine n'inter-
vient pas directement ; seule une petite partie entre en jeu. Si plu-
sieurs AA interviennent, ils ne sont pas nécessairement voisins sur la
chafne polypeptidique ; i1s sont par contre voisins dans 1'espace du
fait de la structure secondo-tertiaire de la molécule. Ceci explique
que Ta dénaturation inactive 1'enzyme, la destruction de cette structure
éloignant les AA, normalement voisins dans 1'espace. De plus, la forme
de 1a molécule intervient pour fixer le substrat. L'enzyme a une forme
telle que le substrat spécifique peut pénétrer et se fixer sur 1'enzyme
3 une place correcte. Plus récemment, KOSHLAND a émis 1'hypothése que
le substrat modifie la forme de 1'enzyme de sorte qu'il puisse se fixer
d la place correcte. On a pu en fait montrer dans queiques cas que le
substrat modifiait bien la structure tertiaire de 1'enzyme. On sait
d'ailleurs qu'en présence de substrat 1'enzyme est stabilisé, il est
beaucoup plus résistant aux agents dénaturants.

On appelle site actif 1'ensemble des AA qui entrent en contact avec

le substrat. I1 faut en fait distinguer dans le site actif,'dfune part
le site de fixation qui se combine au substrat et le site catalytique
qui agit sur le substrat pour lui faire subir la reaction chimique.
Les liaisons disulfures jouent un réle fondamental en rapprochant les
AA du site actif ; les liaisons faibles jouent également ce rdle.

On trouve dans les sites catalytiques de la plupart des enzymes connus
un ou plusieurs des AA suivants : Ser, Cys, His, Tyr, Lys. Beaucoup
d'enzymes hydrolytiques : enzymes protéolytiques, phosphatase alcaline,
estérase, possédent de la Ser dans Teur site. La chymotrypsine et la
Trypsine ont de nombreuses séquences communes, en particulier au voisi-
nage du site actif. La Cys se trouve dans Te site actif de beaucoup

"d'enzymes & activité deshydrogénasique, comme la phosphoglycéraldéhyde
deshydrogénase et 1'alcool déshydrogénase.
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CHAPITRE II

MECANISME D’ ACTION DES ENZYMES

1 - ETUDE DE LA REACTION ENZYMATIQUE

Les enzymes sont des catalyseurs, ceci implique un certain nombre de
caractéristiques :

. les enzymes ne sont pas modifiés, ils ont la méme structure avant
et aprés la réaction ;

. les enzymes agissent en trés petites quantités : une seule molé-
cule transforme plusieurs centaines & plusieurs millions de molé-
cules de substrat ;

. les enzymes ne modifient pas 1'équilibre d'une réaction réver-
sible. L'enzyme en effet, accélére la réaction dans les deux sens
également ; 1'équilibre final est donc Te méme qu'en 1'absence
d'enzyme, mais i1 est obtenu plus rapidement.

1-1 - ENERGIE D'ACTIVATION

A ]

Si une réaction chimique libére de 1'énergie, elle devrait pouvoir se
faire spontanément. Ce n'est cependant pas le cas, car le composé doit
d'abord se mettre en é&tat de transition, et ceci nécessite un apport
d'énergie, dite énergie d'activation. C'est a partir de cet état de
transition que la réaction se produit, elle restitue 1'énergie emprun-
tée pour passer dans 1'état de transition, puis elle libére 1'énergie
de la réaction AG.
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Etat de transition

Energie d'activation

initial
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1-2 - ACTION SUR LES EQUILIBRES

o ke o

Nous avons vu que les enzymes ont peu d'action sur 1'état final d'équi-
libre. Ce point est trés important car un grand nombre de réactions
cellulaires sont des réactions réversibles. '

Exemple : la réaction d'hydrolyse d'un ester est une réaction réversible.

R - CO0R' + HH0 —————— R - COOH + R'- OH

B

ester acide alcool
20% 80%

En présence d'enzyme 1'équilibre final est toujours le méme, mais il
est atteint beaucoup plus rapidement. Cette régle ne souffre en prin-
cipe pas d'exception. Cependant, lorsqu'on se reporte & 1'ensemble des
réactions cellulaires, les faits se présentent de maniére légérement
différente.:

. Les réactions polyenzymatiques : dans la cellule, Tes réactions
ne sont pas isolées, un méme substrat peut &tre soumis a plusieurs
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voies métaboliques :

B peut se transformer en C et en L. Les réactions 1 et 2
sont donc en compétition. Si 1'enzyme qui catalyse la
réaction B ——>C est le plus actif, i1 se formera dans
la cellule le composé E. Si c'est 1'enzyme qui catalyse
B—>1L qui-est le plus actif, on aura essentiellement
N. Ainsi, quoique 1'enzyme ne puisse en principe pas modi-

. fier les constituants d'un équilibre, on aura des modifica-
tions qualitatives selon que tel ou tel enzyme dominera &
un moment donné dans les cellules.

. Les enzymes ne changent pas les lois de la thermodynamique.
Si A——> B (+ Q cal) est une réaction exergonique, elle
se fera spontanément et elle se fera mieux en présence d'en-
zyme. La réaction inverse se fera trés peu en absence, comme
en présence, de 1'enzyme. Ainsi, tout se passe comme si la
réaction n'était pas réversible. La réaction peut se produire
dans le sens B —— A si elle est couplée a une autre
réaction qui Tui fournit de 1'énergie chimique, rendant cette

réaction thermodynamiquement possible.

2 - TEMPERATURE ET REACTION ENZYMATIQUE

2-1 - ACTION DE LA TEMPERATURE SUR LA VITESSE DE LA REACTION

e A . A AL S SR M AR T S AR M v M A A R S

Une élévation de la température augmente le mouvement des molécules et
augmente en conséquence la vitesse des réactions chimiques. En général,
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la vitesse de la réaction augmente rapidement avec la température. Ceci
est adgalement vrai pour les réactions enzymatiques. Mais les enzymes
étant des protéines, ils sont dénaturés par les températures relati-

vement élevées.

” 'F
£ Température
s optimale 500
@
v
-
[1+}
— 50
@
=]
Q
wn
(72}
<8}
e’
> 0

0 20 30 40 50 60

La température optimale est un compromis entre le fait que 1'&lévation
de la température augmente la vitesse de la réaction (courbe 1) et

qu'en méme temps, elle dénature 1'enzyme (courbe 2). I1 est difficile

de donner une valeur précise a la température optimale d'une réaction
enzymatique, la vitesse de dénaturation de 1'enzyme étant fonction du

pH et de la durée de la réaction. La vitesse de la plupart des réactions
enzymatiques double approximativement quand la température augmente de
10°C (Q1g = 2,0). Cependant, le coefficient Q10 varie d'un enzyme a

un autre selon 1'énergie d'activation de la réaction catalysée, c'est-
i-dire selon la hauteur de la barriére énergétique de 1'état de tran-

sition.

2-2 - INACTIVATION THERMIQUE DES ENZYMES

——— T i S R A M ) A -

L'inactivation thermique est la dénaturation par la chaleur de 1'enzyme,
ce qui se traduit par une baisse de 1'activité enzymatique. A une tem-
pérature donnée, 1'inactivation relative est une fonction exponentielle
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du temps. On opére évidemment & des températures sensiblement plus
élevées que la température optimale.

Si E est 1'activité résiduelle de 1'enzyme chauffé, Eo 1'activité de

1'enzyme natif, ona E = FEoe ~kt K = constante d'inactivation,
- 4 ' E _ _

t = durée de chauffage, d'ol Log o = Kt.

En coordonnées semi-logarithmiques. & une température donnée, 1'activité

enzymatique relative est une fonction linéaire du temps. L'inactivation

ne se manifeste qu'au dessus d'une certaine température.

3 - pH ET ACTIVITE ENZYMATTQUE

Les réactions enzymatiques sont trés sensibles au pH du milieu. Ceci
tient 3 trois facteurs :

. Les pH extrémes modifient irréversiblement la structure de 1'en-
zyme en dénaturant la protéine et en modifiant dans certains cas
1la liaison entre apoenzyme et coenzyme ;

. le pH modifie 1'ionisation du substrat dans un grand nombre de
cas ;

. le pH a une action sur la réaction enzyme-substrat et sur la cata-
lyse, en particulier en modifiant 1'ionisation des acides aminés
du site actif.

Activité enzymatique

Courbe de pH

>pH
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Les enzymes peuvent présenter deux types de courbes en fonction du pH :

a) - une courbe en cloche avec maximum strict ;

b) - une courbe en sigmofde avec un plateau.

La plupart des enzymes présentent un pH optimum caractéristique pour
Tequel leur activité atteint une valeur maximum ; au-dessus ou au-dessous
de ce pH, 1'activité de 1'enzyme diminue. Cependant, la représentation
des activités enzymatiques en fonction du pH n'a toujours pas 1'aspect
d'une courbe en cloche, mais peut varier considérablement. La relation
entre le pH et 1'activité d'un enzyme donné dépend du comportement acido-
basique de 1'enzyme et de son substrat ainsi que de nombreux autres fac-
teurs difficiles 3 analyser de facon quantitative.

Le pH optimum d‘un enzyme n'est pas forcément jdentique au pH intracel-
lulaire normal, qui peut se placer sur les pentes ascendentes ou des-
cendantes de la courbe d'activité, Ce fait laisse supposer que 1'effet
du pH sur les activités enzymatiques peut étre un des é1éments de 1a
régu]ation intra-cellulaire du métabolisme.
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CHAPITRE III

CINETIQUE ENZYMATIQUE

Le phénoméne fondamental de 1'action enzymatique est que, pour agir,
1'enzyme doit se combiner au substrat. Aprés formation du complexe,
le substrat est transformé en produit et est 1ibéré ; 1'enzyme re-
trouve sa structure primitive.

La vitesse de réaction se mesure par le dosage du produit apparu sous
T1'action de 1'enzyme ou du substrat disparu par unité de temps.

L;activité moléculaire d'un enzyme est le nombre de molécules de subs- -
trat transformées par.minute par une molécule d'enzyme dans les condi-
tions optimales. Ceci nécessite la connaissance de la masse molaire de
1'enzyme. Aussi exprime-t-on plus fréquemment 1'activité sous forme
d'activité spécifique, c'est-d-dire en nombre d'unités d'activiteé
enzymatique contenues par milligramme de protéine. Une unité d'acti-
vité enzymatique est la quantité qui transforme une micromole de subs-
trat par minute dans les conditions optimales.

1 - VITESSE DE LA REACTION EN FONCTION DU TEMPS :

Indépendamment de la cinétique enzymatique, définissons 1'ordre d'une
réaction chimique :

a) - Réaction d'ordre zéro :

On appelle réaction d'ordre zéro une réaction dans laquelle la quan-
tité de substrat transformé par unité de temps reste constante. Ceci
signifie que si T'on fait une réaction enzymatique avec un substrat
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et que 1'on fait un prélévement toutes les minutes, on constate
que 1a méme quantité de substrat a disparu entre chaque prélévement.

On a donc :
- dc = diminution de la concentration du
.- - dec -k substrat
dt - dt = variation du temps

- v = vyitesse : elle est constante.

b) - Réactions d'ordre 1

Ce sont des réactions dans lesquelles la quantité de substrat trans-
formé par unité de temps est proportionnelle a la quantité de subs-
trat présent. Par exemple, i1 se transforme chaque minute 1/10 du
substrat présent dans le milieu. La vitesse de disparition est ici,
non pas constante, mais proportionnelle & la concentration de subs-
trat présent : elle diminue donc constamment. On a :

Ve - = ke ol

k = constante de vitesse de 1'enzyme.

La courbe de la concentration du substrat en fonction du temps est
une exponentielle décroissante. I1 existe des réactions d'ordre
supérieur dont la cinétique est fort complexe. On détermine pour
ces réactions la vitesse initiale de la réaction qui est représen-
tée par la tangente de la courbe extrapolée au temps zéro.

7 - VITESSE DE LA REACTION EN FONCTION DE LA QUANTITE D'ENZYME :

Les réactions enzymatiques se font en général en exces de substrat.

Dans ces conditions, la vitesse de réaction est proportionnelle & la
quantité d'enzyme dans le milieu. Ceci n'est exact que jusqu'a une cer-
taine limite au-dela de laquelle Ta vitesse baisse par défaut de substrat.



3 - YITESSE DE LA REACTION EN FONCTION DE LA CONCENTRATION DU SUBSTRAT

C'est 1'aspect le plus important de la cinétique enzymatique, qui a
&té étudié par HENRI en 1905, puis par MICHAELIS et MENTEN en 1913.

La vitesse de réaction n'est pas proportionnelle & la concentration

du substrat. E1le augmente avec la concentration du substrat puis tend
i devenir constante, la courbe tendant vers une asymptote qui est la
vitesse maximum. Le substrat S se combine avec 1'enzyme E pour former
un complexe {ES} ; nous avons vu précédemment la nature de ce complexe.
La réaction de combinaison est réversible. Mais de plus, le substrat
est transformé en produit P sous 1'action de 1'enzyme. On a donc; en
appelant K les constantes de vitesse respectives :

Ky K3

S + E > {ES} ———— E+ P

|S| = concentration du substrat

[Ef = concentration de 1'enzyme

|ES| = concentration de 1'enzyme combiné

|E] - |ES] = concentration de 1'enzyme non combiné.

La vitesse de réaction (V) est proportionnelle & la concentration |ES].

La vitesse de formation de ES est proportionnelle a la concentration de

substrat et d'enzyme libre. On peut écrire la relation suivante, la con-
centration de S étant trés élevé, on peut négliger la quantité combinée

a 1'enzyme.

d |ES |
V= - = Ky ISl C[E] - JES|)
dt

19
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it ————— ——— i — —— ——— i St e merms WO S I

Vmax [~

Vmax Lo ——

— S|

Ky

Vitesse de réaction en faonction de la concentration du substrat.
COURBE DE MICHAELIS-MENTEN

-

La vitesse de disparition de ES est proportionnelle & sa concentration,
elle se fait par la réaction inverse de Ta formation et par libération
du produit de la réaction :

d |ES|
V' = - —— = kz IESI + k
dt '

, |Es]

Lorsque les vitesses de formation (V) et de disparition (V') sont égales,
on a :

V=V k, IS| (IE] = [ES[} = ko [ES| +kq [ES]
On appelle constante de MICHAELIS-MENTEN le rapport :

kp + kg Is| (|E| - [ES|}

- ky = 1
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On résout 1'équation paur avoir | ES|:

K, |ES|

M Is| {|E| - |ES|} = [ES| {Ky + [S|} = [S] |E]

|E[s]

= |ES| (2)

K, + |S|

M

La vitesse initiale (Vo) de la réaction est proportionnelle @ la concen-
tration de |ES| formé : V, = kg [ES]|.

Lorsque 1'on met un grand excés de substrat, on a la vitesse maximum

qui est proportionnelle 3 la quantité d'enzyme du.milieu, car on peut
considérer que tout 1'enzyme est sous la forme |ES|

On peut donc remplacer, dans 1'équation (2), |ES| et |E| par les vitesses

.

qui sont proportionnelles & ces quantités ; on & ainsi :

Vmax. S
Ky + IS|

C'est 1'équation fondamentale de la cinétique enzymatique ou équation
de MICHAELIS~MENTEN.

Nous pouvons discuter 1'équation de MICHAELIS-MENTEN :

a) - quand |S| est beaucoup plus petit que K,, 1'addition de IS|a
Ky change trés peu sa valeur. Comme les valeurs de V et de KM
sont constantes, nous pouvons remplacer Jeur rapport par une
nouvelle constante K, d'ol :
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Vmax |S| Vmax |S| Vmax |S|

I er————— — v =
Ky + IS = K

= K Js)

M - Ky

Quand Tla concentration du substrat est beaucoup trop faible pour
produire Ta moitié de la vitesse maximum (la valeur de KM), la
vitesse V est alors fonction de la concentration du substrat |S|

b) - Quand |S|est beaucoup plus grand que KM, on a alors :

Vmax |S]| Vmax |S|
- V = —— = Vmax
Ky + [S] [S|

Ainsi, lorsque |S| dépasse de beaucoup la valeur de KM, Ta vitesse
devient maximum et elle est égale 4 Vmax.

Vmax |S| Vmax |S| Vmax

¢) - Quand |S| = Ky-ona V =
S| + |s| 2 s8] 2

Conc, si la concentration du substrat est égale a la valeur de
KM, la vitesse mesurée V est égale & Ta moitié de la vitesse maxi-
mum. I1 en résulte cette constatation trés importante :

" La constante de MICHAELIS-MENTEN est égale a La concentration
(en mole pan Litrne) de substrat pour Laquelle La vitesse est
La moitié de La vitesse maximum",

On peut écrire 1'équation fondamentale en inverse :

| Ky + |S| K

M M | |
v Vmax  |S| V max |S| Vmax
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K
M est une constante K. Si 1'on fait la courbe L en fonction
Vmax ) K
de A on a une droite dont la pente est égale a M. K
(S| Vmax

et qui coupe les ordonnées en

(puisque —l— tend vers o).
Vmax S

Pour déterminer la signification du point de rencontre avec les
abcisses, prenons 1'équation pour

| K |
—— = 0. D'ou 1'on tire . + = 0
v Vmax |S|  Vmax
K I
M | |
. - Ko o _
Vmax  |S] Vmax = S| ~ 1= Ky = - [S] ou
I
M S|

Le point de rencontre de la droite avec les abcisses correspond a la

va1eurs-1(——.
M

On a ainsi le mode de représentation de LINEWEAVER-BURK, qui est parti-
culiérement commode pour déterminer les constantes cinétiques d'un
enzyme.

(voir courbe page suivante)



COURBE DE LINEWEAVER-BURK

La constante de MICHAELIS-MENTEN d'un enzyme est d'autant plus basse
que 1'enzyme est plus actif, puisqu'elle exprime approximativement
1'inverse de 1'affinité du substrat pour 1'enzyme. Elle va de 107°
mole/1 pour les enzymes trés actifs comme les peroxydases & 10°% pour
des enzymes peu actifs comme les enzymes protéolytiques.
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CHAPITRE IV

EFFECTEURS ENZYMATIQUES

Les effecteurs sont des composés chimiques qui modifient la réaction
enzymatique. Ce sont des activateurs ou des inhibiteurs.

Les effecteurs agissent sur 1'enzyme, Te coenzyme, le complexe enzyme-
substrat, le substrat. I1s présentent un double intérét : d'une part
un intérét biologique, en particulier dans la régulation des métabo-
lismes, d'autre part un intérét biochimique, car ils permettent d'ac-
quérir des notions .importantes sur le mode d'action des enzymes. Selon
leur mécanisme d'action, il existe plusieurs types d'effecteurs enzy-
matiques.

1 - INHIBITEURS COMPETITIFS :

Ce sont des composés dont la structure ressemble @ celle du substrat.
I1s se combinent & 1'enzyme pour lequel leur affinité est souvent plus
élevée que celle du substrat naturel et prennent la place de celui-ci.
On a donc deux réactions qui se produisent simultanément, I étant
1'inhibiteur,

E+S > ES > E+P (1)

Ty

E+1 > EI (2)

Ty

La constante de dissociation de EI, équivalent de KM vis-d-vis de
1'inhibiteur, est : ‘

[E[ 1]
|EI|
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L'eéquation de la réaction sans inhibiteur :

l K | I
JE— = M X +
v Vmax [S| Vma x
devient :
| K |1 | |
S M. } x +
v Vmax K |s| Vmax

De cette équation on peut conclure que, lorsque la concentration du
tend vers

substrat augmente pour une méme quantité d'inhibiteur,

zéro et le produit devient nul S|

V tend vers Vmax.

La valeur de la vitesse maximum est Ta méme qu'en 1'absence d'inhibiteur.
La pente de la courbe est augmentée, elle est en effet de :

K B
{{+ —
Vmax KI

elle augmente d'autant plus que la concentration de 1'inhibiteur est
élevée.

(voir courbes page suivante)
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Inhibition compétitive
COURBE DE MICHAELIS

W

a b
b
1. ¢ a
v
7
i
// /
Y,
yi /

Les inhibiteurs compétitifs augmentent la pente de la
courbe d'un facteur égal a

1 + 11
K

a) petite quantité d'inhibiteur

b) quantité &levée d'inhibiteur

v
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Les inhibitions compétitives étant réversibles, plus Ta concentration

de substrat augmente, moins 1'effet de 1'inhibiteur se fait sentir. Par
ailleurs, 1'enzyme étant partiellement combiné & 1'inhibiteur, son affi-
nité pour le substrat diminue, KM augmente. I1 existe de nombreux inhi-
biteurs compétitifs. Du point de vue chimique ils se caractérisent par
une grande analogie structurale avec les substrats. On peut considérer
que la spécificité de 1'enzyme ne lui permet pas de distinguer entre
le substrat et 1'inhibiteur.

Exemples :
1°) - 1'acide malonique est un inhibiteur compétitif de la
succino-déshydrogénase, dont le substrat est 1'acide
succinique ;
2°). - 1'acide fluorocitrique est un inhibiteur compétitif de

1'aconitase qui agit sur 1'acide citrique.

2 - INHIBITEURS NON COMPETITIFS

Ces inhibiteurs agissent parfois réversiblement mais leur action n'est
pas levée par addition d'un excés de substrat. C'est le cas de métaux
lourds qui se combinent aux groupement -SH dans les enzymes chez les-
quels la cystéine joue un rdéle important, des fluorures qui se combinent

a 1'ion Mg2+ R de 1'EDTA qui se combine & un grand nombre de métdux.

En présence de ces inhibiteurs, une partie de 1'enzyme &tant inactive,
1a vitesse de réaction et la vitesse maximum sont diminuées, mais la
constante de MICHAELIS-MENTEN reste inchangée.

Si 1'on trace les courbes de LINEWEAVER-BURK,en absence et en présence
de quantités variables d'inhibiteurs, on obtient des droites qui conver-
gent vers le point correspondant sur 1'axe des abcisses a - 1/KM , mais
les pentes de ces droites sont d'autant plus grandes qu'il y a plus
d'inhibiteur.



I1 existe de nombreux inhibiteurs se combinant irréversiblement aux
enzymes, en particulier aux sites actifs. Les enzymes ainsi traités
ne répondent plus aux lois de MICHAELIS-MENTEN.

A

Vmax

Vmax a

Vmax b

h

N

COURBE DE MICHAELIS-MENTEN

a) - addition d'une petite quantité d'inhibiteur
b) - addition d'une grande quantité d'inhibiteur

3 - INHIBITION PAR PRODUITS DE LA REACTION

Le phénoméne, apparemment paradoxal, s'explique facilement ainsi : le
produit de la réaction ressemble souvent structuralement au substrat,
si bien qu'en s'accumulant, le produit se comporte comme un inhibiteur
compétitif de 1'enzyme dans une certaine mesure. On imagine aisément
que ce processus puisse avoir un réle régulateur : lorsqu'un composé
s'accumule, i1 tend 3 freiner sa propre production. Ainsi le glucose
est un inhibiteur compétitif de 1a GgP qui catalyse Ta réaction :

N,

G6P + HZO Glucose + H3 P04

29
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4 - INHIBITION PAR EXCES DE SUBSTRAT :

Si le milieu d'incubation contient une grande quantité de substrat,
la réaction est ralentie. La courbe de MICHAELIS tend & descendre aux
hautes concentrations de substrat. Ceci peut s'expliquer en admettant
que le substrat peut occuper anormalement certaines parties du site
actif, empéchant la réaction de se produire.

5 - ACTIVATION PAR PROTECTION DE L'ENZYME :

Les composés qui protégent Tes enzymes contre les agressions chimiques,
comme les oxydations pour les enzymes a Cys par exemple, se comportent
comme des activateurs. C'est le cas par exemple de la Cys et du gluta-
thion, qui protégent les groupements -SH.

6 - ACTIVATION PAR LES TONS :

L'exempie le plus c]ass{que est celui des ions Mg A qui sont indispen=-
sables dans les réactions impliiquant des transferts de phosphoryle, en
particulier ceux mettant en jeu 1'ADP et 1'ATP. Il est souvent difficile
de savoir si un ion est un coenzyme qui fait partie intégrante de 1'en-
zyme ou si ¢'est un activateur obligatoire. L'ion peut intervenir sur
1'enzyme, mais également sur le substrat et dans ce cas, ce serait le
complexe jon-substrat qui réagirait avec 1'enzyme.

7 - ACTTVATION PAR ACTION SUR LES SUBUNITES ENZYMATIQUES :

Un groupe d'enzymes importants a été mis en évidence récemment : il
s'agit des Protéines-Kinases qui catalysent Ta réaction suivante :

Protéine + ATP Protéine - P + ADP

w

Le groupement phosphoryle se combine 3 un reste de Ser ou de Thr. Les
principaux substrats sont : Histones, Protamines, Phosvitine,Caséine,
Phosphorylase-kinase.
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Le mécanisme d'activation de ces Protéines-kinases par 1'AMPC est le

suivant :

L'enzyme est formé de deux subunités : une subunité catalytique, qui
comprend le site actif et une subunité régulatrice qui comprend un

site de fixation de 1'AMPC. L'enzyme ainsi constitué est inactif, le
site actif étant dissimulé. Lorsqué 1'on ajoute 1'activateur, celui-ci
se combine & la subunité régulatrice et la détache de 1'autre subunité,
dont le site actif est ainsi mis & jour. Ce processus est réversible.

(] Y e R + | & 3

enzyme + AMP — . Subunité subunité
inactif C «———— catalytique + régulatrice
active détachée

8 - EFFECTEURS ALLOSTERIQUES

Les effecteurs allostériques sont les plus intéressants a étudier, car
ce sont surtout eux qui jouent un rdle régulateur dans la cellule. L'in-
" terprétation de 1'effet allostérique a &té donnée par MONOD, CHANGEUX

et WYMAN en 1965.

Exemples d'effecteurs allostériques :

-t - it e Wy = A -

=

+ La synthése de 1'héme & partir du glycocolle et du succinyl
CoA commence par la synthése de 1'acide s animolévulinique.
L'enzyme catalysant cette synthése est la § aminolévulinate-
synthétase. Chez Rhodopseudomonaspheroides, 1'héme inhibe

cet enzyme,
Glycocolle Acide §
+ »animo — C 3D » £ —> HEME
Succinyl CoA T Tévulinique

ALA-S synthétase

1
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+ Un autre exemple est la chaine métabolique (étudiée par
GERHADT et PARDEE) qui part du carbamylphosphate et de
1'acide aspartique (Asp) pour former la Cytidine Triphosphate
(CTP) ; cette longue chaine comprend de nombreuses réactions
intermédiaires. On a remarqué que 1'addition de CTP inhibait
sa propre synthése : cette inhibition porte surtout sur le
premier enzyme de la chaine qui est 1'Aspartate transcarba-
mylase. L'ATP par contre est un activateur de cet enzyme.

Carbamyl
Phosphate > B > C > D 5> E — CTP
. .
Asp Aspartate
Tripscarbamy1ase

Les effecteurs allostériques que nous venons de voir possédent trois
propriétés caractéristiques :

1°) - leur structure est souvent trés &loignée de celle du
substrat naturel de 1'enzyme ;

2 ) - Teur action est trés spécifique ; des composés de structure
voisine n'ont pas d'action ;

3 ) - ils agissent sur le premier enzyme spéc{fique de Ta chaine
métabolique.

La premiére propriété a fait donner a ces effecteurs le qualificatif
d'allostériques. De 1'étude de la cinétique de ces enzymes, il ressort
tout d'abord la constatation que ces enzymes ne donnent pas une courbe
du type MICHAELIS-MENTEN lorsque 1'on mesure la vitesse de réaction en
fonction de 1a concentration du substrat. La courbe est sigmoTde : les
petites quantités de substrat ne sont pratiquement pas transformées ;
la vitesse de réaction augmente & partir d'un certain seuil. I1 y a un
effet coopératif des molécules de substrat. Cet effet coopératif peut
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disparaitre lorsque 1'on soumet 1'enzyme & un chauffage modéré ou
lorsque 1'on ajoute des ions lourds. On a alors une cinétique Michae-
lienne, c'est la désensibilisation de 1'enzyme.

L'effet coopératif est &galement présenté par les inhibiteurs et les
activateurs.

Les enzymes allostériques possédent deux types de site : le site actif
qui se combine au substrat et qui catalyse la réaction enzymatique, le
site régulateur qui peut se combiner 3 un effecteur, activateur ou inhi-
biteur. Les deux types de site sont séparés sur la molécule.

La désensibilisation de 1'enzyme résulte de 1'inactivation du site régu-
lateur. Les enzymes allostériques sont formés de plusieurs subunités
identiques, appelées protoméres et formées d'une ou plusieurs chaines
polypeptidiques chacune. Ces protoméres sont associéés de sorte qu'ils
occupent des positions équivalentes, la molécule possédant un axe de
symétrie. Chaque protomére possé&de un seul site catalytique et un seu]
site pour chaque type d'effecteur, au maximum.

11 existe deux états de 1'enzyme, qui sont en équilibre : un état cata-
lytique (R ou relax) et un &tat inhibé (T ou tense). Dans 1'état cataly-
tique, la forme de 1'enzyme Tui permet de se combiner au substrat et a
1'activateur. Dans la forme inhibée, seul 1'inhibiteur peut se combiner.
Le passage d'une forme a 1'autre est appelé transition allostérique.

substrat []

i

D

Activa-
teur ;sz:s Inhibiteur

R (Actif) T (inactif)
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Les ligands (on appelle ainsi le substrat ou les effecteurs), lorsqu'ils
sont combinés, stabilisent la molécule dans 1'état R ou T selon la
nature du ligand et ceci déplace 1'équilibre dans le sens de 1'enzyme
stabilisé.

Activateur >R (actif) ——=T (inactif),/ Inhibiteur
Substrat

Transition allostérique

L'enzyme existe alors sous deux formes en équilibre et selon que 1'on
ajoute du substrat ou de 1'activateur, ou que 1'on ajoute de 1'inhi-
biteur, on déplace 1'équilibre vers une forme ou vers 1'autre de 1'en-
zyme. On comprend que le substrat et 1'activateur sont équivalents du
point de vue de leur action sur 1'enzyme. L'existence de plusieurs
protoméres jdentiques explique que plusieurs molécules de substrat
puissent &tre transformées simultanément Torsque 1'enzyme est stabilisé
sous forme active, & 1'état catalytique R.

La symétrie de la molécule est conservée dans les formes R et T. I]1 doit
exister des relations de conformation entre protométres. La transforma-
tion de 1'@tat d'un protomére entrainant nécessairement la transformation
des autres protoméres, Ta structure quaternaire de ces enzymes doit donc
se comprendre, non pas simplement par une juxtaposition de subunités,
mais par la formation d'une nouvelle structure dans laquelle chaque Subu-
nité est étroitement associée aux autres.
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CHAPITRE V

ENZYMES ET METABOLISMES
SPECIFICITE ET CLASSIFICATION

1 - SPECIFICITE

Les catalyseurs non protéiques accélérent de fagon typique un grand
nombre de réactions chimiques. Au contraire, un enzyme donné ne cata-
lyse qu'un trés petit nombre de réactions et souvent, une seule. Ce
pouvoir que posséde un enzyme de catalyser une réaction spécifique et
pratiquement aucune autre peut étre sa propriété la plus importante.
Les vitesses d'un grand nombre de processus métaboliques peuvent alors
étre controlées avec précision par des changements appropriés dans ‘
1'efficacité catalytique d'enzymes particuliers. Ce contrdle exercé
par les enzymes est essentiel pour qu'uhe cellule, un tissu ou un
organisme entier puisse fonctionner normalement.

La possibilité que toutes les réactions d'un organisme vivant se pro-
duisent dépend, en partie, de la concentration relative des substrats
apparentés dans la cellule et de Teur affinité relative pour un en-
zyme. Parmi les divers types de spécificité enzymatique, on distingue :

1-1 - SPECIFICITE OPTIQUE :

—— e -

A 1'exception des épimérases (racémases) qui catalysent 1'interconver-
sion des isoméres optiques, les enzymes montrent généralement une spéci-
ficité optique absolue pour, au moins, une portion de la molécule d'un
substrat.

Exemples :

+ la maltase catalyse 1'hydrolyse des o« glucosides mais non
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celle des B Glucosides ;

+ les enzymes de la voie d'EMBDEN-MEYERHOF catalysent 1'inter-
conversion des D- mais non des L- Phospho-Glucides.

La spécificité optique peut s'étendre & une portion de Ta molécule du
substrat ou & 1a molécule entiére.

Apparemment, beaucoup de substrats forment trois liens avec les enzymes.
Ce mécanisme de ljaison @ trois points peut donc rendre asymétrique une
molécule par ailleurs symétrique.

1-2 - SPECIFICITE DE GROUP

A A v e - iy =4 -

Un enzyme particulier n'agit que sur des groupements chimiques particu-
liers, par exemple les Glucosidases agissent sur les Glucosides, 1'al-
cool-deshydrogénase sur les alcools, la pepsine et la trypsine hydro-
lysent les Tiaisons peptidiques et les estérases les liaisons esters.

A 1'intérieur de ces Timites cependant, un grand nombre de substrats
peuvent 8tre attaqués : c'est ainsi que le nombre des enzymes nécessaires
d la digestion est assez restreint ; sans cette propriété, il en faudrait
beaucoup plus.

Certains enzymes ont une spécificité supérieure & la spécificité de
groupe : la chymotrypsine hydrolyse les liaisons peptidiques contenant
un groupement carboxyle provenant des AA aromatiques, Tyr, Phe, Trp. Les
carboxypeptidases et les amino-peptidases détachent respectivement, un

d la fois, des groupements carboxyles ou aminés terminaux des chaines
peptidiques.

Bien que certaines oxydoréductases agissent &galement bien en présence
de NAD ou de NADP comme accepteur d'@lectron, la plupart préférent 1'un
ou 1'autre de ces accepteurs,
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2 - CLASSTFICATION

Le réle d'une classification est de mettre en évidence des relations
et des ressemblances d'une fagon précise et concise.

Les premiers essais de nomenclature et de classification des enzymes
nous ont apporté une série confuse de noms ambigus et sans signification
tels que amygdaline, ptyaline ou zymase.

Plus tard, on a nommé les enzymes en ajoutant le suffixe ~-ase au nom
des substrats sur lesquels ils exer¢aient leurs actions.

Exemples :

s -

+~ les amylases sont des enzymes qui hydrolysent 1'amidon, les
lypases hydrolysent les lipides et les protéases sont des
enzymes qui hydrolysent les protéines ;

+ Certains groupes d'enzymes sont appelés oxydases, glucosidases,
déshydrogénases, décarboxylases, etc.

Enfin, des études récentes portant sur le mécanisme des réactions orga-
niques et des réactions catalysées par les enzymes ont permis de clas-
sifier les enzymes de fagon plus rationnelle. C'est surtout le systéme
de classification de 1'I U B (International Union of Biochemistry) qui
s'est imposé d cet égard : il est complexe mais précis, descriptif mais
instructif. Aussi la nécessité de réviser ce systéme périodiquement
s'impose-t-i1 au fur et @ mesure de 1'évolution de 1'enzymologie. Nous
n'avons pas la prétention de faire une étude exhaustive de cette clas-
sification, aussi nous limiterons-nous simplement & donner les princi-
pales caractéristiques du systéme de 1'I U B :

a) - les réactions(et les enzymes qui les catalysent)sont divisées
en six classes majeures, chacune comprenant de quatre a
treize sous-classes ;

b) - Te nom d'un enzyme est formé de deux parties : la premiére
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. est le nom du substrat ou des substrats, la deuxiéme se
termine par -ase et elle désigne le type de réaction
catalysée (on n'ajoute plus le suffixe -ase directement au
nom des substrats) ;

c) - lorsqu'il est nécessaire de clarifier l1a nature de 1a réac-
tion, on ajoute une information additionnelle entre paren-
théses ;

d) - chaque enzyme posséde un numéro de code (EC). Le premier
chiffre de ce code indique & quelle classe appartient la
réaction type, le deuxiéme chiffre désigne Ta sous-classe
et le troisiéme la sous-sous classe. Le quatriéme chiffre
indique 1'enzyme particulier que nous voulons nommer.

Ainsi, E.C. 2.7.1.1. désigne la classe 2 (transférase), la sous-classe
7 (transfert de phosphate) et la sous-sous-classe 1 (fonction alcool
comme accepteur de phosphate). Le dernier chiffre désigne 1'enzyme,
1'hexokinase.

Le systéme I U B nous décrit six classes majeures d'enzymes :

. : 1°) - oxydoréductases : enzymes qui catalysent les oxydoréductions
entre deux substrats S et S'

‘ S réduit + S oxydé ——— S oxydé +S réduit
Cette importante classe comprend les enzymes d'abord connus

sous le nom de déshydrogénases ou d'oxydases ;

2°) - transférases : enzymes qui catalysent le transfert d'un
groupement G (autre que 1'hydrogéne) entre une paire de
substrats S et S'

S-6G + S' T/ S+ $' -G



Dans cette

3°)

4°)
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classe figurent les Acyltransférases, Glycosyltransférases :

hydrolases : enzymes qui catalysent 1'hydrolyse des liai-
sons ester, éther, peptidique, glycosyle, anhydride d'aci-
de, C-C, C-halogéne, P-N.

lyases : enzymes qui détachent certains groupements des
substrats par des mécanismes autres que 1'.ydrolyse, lais-
sant en place des doubles liaisons.

Exemples : Aldéhyde-lyases ; carbone-oxygéne. lyases ;

isomérases : enzymes qui catalysent la transformation des
isoméres optiques, géométriques ou de position.
Exemples : racémases et épimérases ; Cis-transisomérases ;

- Tigases : (ligare = lier). Enzymes qui catalysent la liai-

son de deux composés en méme temps que la rupture d'un

lien pyrophosphate de 1'ATP ou d'un composé similaire.

On trouve dans ce groupe les enzymes qui catalysent les
réactions formant les liaisons -CO, CS, CN et C-C.

3 - REGULATION DU METABOLISME

Notre intention est de dresser le profil global de la régulation cellu-
laire et de noter les progrés considérables réalisés dans ce domaine au

cours des derniéres années.

Pour que la vie puisse se poursuivre harmonieusement, le flot de métabo-

lites traversant les voies métaboliques (anabolique et catabolique) doit

étre contrglé. Notre concept d'une vie normale exige que non seulement
tous les phénoménes chimiques se produisent, mais aussi qu'ils se pro-
duisent 3 des vitesses compatibles avec les activités et les besoins
de 1'organisme intact, en relation avec son milieu.



La connaissance des processus régulateurs cellulaires chez 1'homme
est essentielle a la compréhension des maladies métaboliques, de
méme qu'aux actions thérapeutiques et pourtant, les phénoménes molé~
culaires qui se produisent dans la régulation de la plupart des pro-
cessus métaboliques dans les cellules des mammiféres sont encore peu

connus.

3-1 - REGULATION DE LA CONCENTRATION ENZYMATIQUE

Ty . e S AR W N W i b

La quantité absolue d'un enzyme donné, présente dans une cellule d un
certain moment, est déterminée par sa vitesse de synthése (Ks) et la
vitesse de sa dégradation (Kd).

Ks
Enzyme “ AA

Kd

Le taux d'un enzyme dans une cellule peut donc s'élever par augmenta-
tion de sa vitesse de synthése (Ks) ou par diminution de Kd, ou par

les deux effets simultanés. De la méme fagon, une chute du taux enzy-
matique peut résulter d'une diminution de Ks, d'une augmentation de Kd
ou des deux. Dans toutes les formes de vie, la synthése d'un enzyme
(protéine) & partir des AA et la dégradation d'un enzyme (protéine)

en AA sont des processus distincts, catalysés par des ensembles enzy-
matiques complétement différents. La régulation indépendante de la
synthése et de Ta dégradation enzymatiques est donc facilement réalisée.

3.1.1. - Turnover enzymatique

Les processus combinés de la synthése et de la dégradation enzymatiques
constituent le turnover enzymatique. Bien que ce turnover soit présent,
tant chez les bactéries que chez les mammiféres, 1'importance de la
dégradation enzymatique comme mécanisme de régulation du taux des enzymes
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chez les bactéries n'a regu que peu d'attention. Ceci n'est pas vrai
pour les mammiféres, ol le turnover protéique fut reconnu comme une
propriété caractéristique de toutes les cellules des mammiféres,long-
temps avant qu'il ne soit reconnu chez les bactéries.

3-1-2. - Induction enzymatique

Ce phénoméne d'induction enzymatique a surtout &té &tudié chez Tes
bactéries. Génétiquement, la cellule peut fabriquer des enzymes
inductibles ou des enzymes constitutifs (dont la concentration cel-
Tulaire ne dépend pas de la présence d'inducteur). I1 semble que,

chez les bactéries, 1'induction soit limitée aux enzymes qui cata-
lysent les réactions de dégradation ou séquences cataboliques. Avant
d'appliquer la terminologie et les concepts de 1'induction enzymati-
que aux systémes des mammiféres, il faut bien admettre qu'il est Toin
d'&tre prouvé que 1'induction de la synthése des enzymes chez les mam-

miféres implique des processus similaires & ceux des bactéries. -

La régulation de la concentration enzymatique peut s'effectuer également
par deux processus génétiques appelés répression et dépression enzymati-
ques dont les mécanismes sont encore inconnus. '

i

3-2 - REGULATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

— A o —— A T —— vy - -ty

3-2-1 - Rétrwinhibition

L'efficacité catalytique d'un enzyme est affectée par les changements
de concentration des substrats, des coenzymes, des activateurs ou des
inhibiteurs.

L'activité de certains enzymes régulateurs-clés est modifiée par des
effecteurs allostériques de faible masse molaire qui ont généralement
peu ou pas de ressemblance structurale avec les substrats ou les co-
enzymes de 1'enzyme régulateur.

La rétroinhibition est ce phénoméne par lequel un produit d'une séquence
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de réactions biosynthétiques inhibe 1'activité d'un enzyme dont 1'action
enzymatique se manifeste au début de la voie biosynthétique.

3-2-2 - Régulation par modigication covalente

En plus des effets allostériques, 1'activité enzymatique peut aussi
&tre contrdlée par modification covalente des résidus d'AA spécifiques
a la surface de 1'enzyme. La modification covalente peut renforcer ou
.empécher les effets des régulateurs allostériques. La régulation par
modification covalente est bien connue chez les animaux. Elle est donc
d'un intérét particulier pour le médecin.
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CHAPITRE VI

LES ENZYMES DANS LA CELLULE

1 - PROENZYMES ET ENZYMES - PROTEOLYSES LIMITEES

1-1 - ENZYMES PROTEOLYTIQUES

A -

Certains enzymes sont sécrétés sous forme de zymogénes ou proenzymes
inactifs. Les proenzymes sont ensuite activés. C'est le cas en parti-
culier des.enzymes protéolytiques. L'activation réside en une coupure
de liaison peptidique, ce qui 1ibére un peptide. Cette libé&ration pro-
voque un réarrangement de la structure secondo-tertiaire, de telle
sorte que les AA du site actif sont amenés au voisinage les uns des
autres : 1'enzyme est alors actif.

La trypsine est sécrétée sous forme de trypsinogéne inactif. Un enzyme
protéolytique intestinal, 1'entérokinase, détache un hexapeptide et on
obtient 1a trypsine active. La réaction est auto-catalytique car la

=

trypsine, & son tour, transforme le trypsinogéne en trypsine.

La chymotrypsine est sécrétée sous forme de chymotrypsinogéne. Sous
1'action de 1a trypsine, i1 y a rupture de 1a molécule en plusieurs points
avec formation de chymotrypsine active et libération d'un dipeptide.

La pepsine est également sécrétée par les cellules de la muqueuse gas-
trique sous forme de pepsinogéne inactif. Sous 1'action de la pepsine au
d'ions H +, il y a 1ibération de plusieurs peptides dont 1'un est appelé
inhibiteur de Ta pepsine et formation de la pepsine active.

Le processus d'activation par protéolyse Timitée ne concerne pas seule-
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ment 1'activation d'enzyme. I1 concerne d'autres molécules biologiques.

1-2 - PROINSULINE - INSULINE

L'insuline est une protéine formée de deux chaines polypeptidiques :

la chaine A, formée de 21 AA, commence par la Glycine (chaine glyci-
nique) et la chafne B, formée de 30 AA, commence par la Phe (chaine
phénylalaninique). On a montré que 1'insuline &tait sécrétée sous forme
d'une chaine unique, la pro-insuline, de MM = 9100 et qui comprenait,
outre les chaines A et B, une zone intermédiaire de 33 AA. La proinsu-
1ine est donc formée de 84 AA. Si 1'on détache le peptide de connexion,
on obtient 1'insuline active.

1-3 - ANGIOTENSINE

—————— -

Lorsque ses reins sont soumis & une restriction du courant circulatoire
(par constriction des artéres rénales), un animal subit une H.T.A, Celle-
ci est due & 1a libération par le rein en souffrance d'une protéine, 1la
rénine. La rénine est en fait un enzyme qui agit spécifiquement sur une
protéine du plasma, qui fait partie du groupe des Qg Globulines.=Sous
1'action de la rénine, i1 se libére de cette protéine, appelée subs-
trat de la rénine ou angiotensinogéne, un décapeptide, 1'Angiotensine I.
Sous 1'action d'un autre enzyme, appelé enzyme de conversion, 1'Angio-
tensine I perd un dipeptide et se transforme en Angiotensine II qui est
le peptide actif. L'Angiotensine II est donc un octapeptide qui provoque
Ta contraction des capillaires en augmentant la tension artérielle.

Substrat
de oo 5 Angiotensine I ————— Angiotensine II
la rénine X‘ ]“ + His-Leu
Enzyme de

réni .
ne conversion
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2 - ISOZYMES

Les isozymes sont des formes physiquement distinctes de la méme activité
catalytique. ITs catalysent donc la méme réaction. L'intérét médical des
isozymes est apparu lorsqu'en 1957 on a découvert que Te sérum humain
contenait plusieurs isozymes de la LDH et que les proportions relatives
de ces isozymes variaient de fagon significative dans certains états
pathologiques. Les isozymes de nombreuses déshydrogénases, de plusieurs
oxydases, de transaminases, de phosphatases, de transphosphorylases et
d'enzymes protéolytiques ont &té signalés.

Pour mettre en évidence les isozymes de la LDH sérique, on soumet un

" gchantillon de sérum & 1'électrophorése, habituellement & pH 8,6, en
utilisant comme support un gel d'amidon ou de polyacrilamide. Les iso-
zymes ont des charges différentes & ce pH et ils migrent dans cing
régions de 1'@lectrophorégramme.les isozymes sont alors Tocalisés grace
d leur capacité de catalyser la réduction d'un composé incolore en une

forme colorée.

Pour mesurer 1'activité d'une déshydrogénase, on peut utiliser le mélange
typique suivant :

(1) - substrat réduit (exemple : le lactate)

2) - coenzyme (NAD)

(
(3) - colorant oxydé incolore (exemple : le Nitrotétrazolium Bleu = NTB)
)

(4) - transporteur intermédiaire d'électrons pour le transport des

&lectrons entre le NADH et 1e colorant (exemple : Méthosulfate
de Phénazine = MSP)

(5) - Tampon, ions activateurs si nécessaire.

La LDH catalyse le transfert de deux &lectrons et d'un ion hydrogéne
du lactate sur le NAD

(voir schéma page suivante)
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Acide lactique Acide pyruvique
CHy - CHOH - COGCH CH, - CO - COOH
LDH
NAD* NADH + H'

La réaction se fait & une vitesse mesurable seulement en présence du
catalyseur enzymatique LDH. Quand le milieu expérimental est étalé

sur un&lectrophorégramme et incubé a 37°C, le transfert des &lectrons
ne se fait que dans les régions ol la LDH est présente :

Lactate SHZ LDH S pyruvate

naDt NADH + H'

\

-
—

MSP réduit MSP Oxydé
— I

NTB oxydé NTB réduit (bleu)

(incolore)

Les bandes sont visibles & 1'oeil nu et leurs intensités relatives peu-
vent étre mesurées 4 1'aide d'un photométre approprié. L'isozyme le
plus négatif sur 1'@lectrophorégramme est désigné par I,.

(voir schéma page suivante)
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A - Sérum d'un patient atteint d'un infarctus du myocarde
B - Sérum normal

C - Sérum d'un patient atteint d'une affection hépatique.

Les isozymes de la LDH différent les uns des autres au niveau de la
structure quaternaire. La molécule active de LDH comprend 4 saus-
unités de 2 types, H et M. Seule 1a molécule tétramére posséde 1'acti-
vité catalytique. Si 1'ordre n'est pas important, ces sous-unités peu-
vent se combiner de 5 facons :

HHHH ; HHHM ; HHMM ; HMMM ; MMMM.

A 1'aide de méthodes connues, MARKET a démembré et réformé la structure
quaternaire pour &claircir les relations entre les isozymes de T1a LDH.

La rupture et la reconstitution de la LDH-I; ou de Ta LDH-Iz ne produit
pas de nouveaux isozymes. Chacun de ces isozymes est donc composé d'un

seul type de sous-unités. Si on soumet au méme traitement un mélange

de LDH-I, et de LDH-I; purifiées, les LDH-IZ, -13, et -14 apparaissent

alors. Les proportions approximatives des isozymes obtenus sont celles

prévues par les relations suivantes entre les sous-unités.
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Isozymes de 1a LDH Sous~-unités
I1 HHHH
12 HHHM
I HHMM
;4 HMMM
I5 MMMM

On a récemment démontré que les synthéses des sous-unités H et M sont
contrdlées par des génes différents.

3 - ASSOCTATIONS D'ENZYMES

Les travaux‘d'enzymologie ont de plus en plus porté sur des enzymes
purifids. En fait, dans la cellule, les enzymes sont nombreux et on

ne peut dissocier leur activité. Un composé est parfois soumis a une
chaine de réaction faisant intervenir jusqu'a plus de 10 enzymes, le
produit de la réaction du premier étant le substrat du deuxiéme enzyme....
etc. Dans une telle chaine, il n'y a pas accumulation d'intermédiaires.
Si un (ou plusieurs) enzyme de la chaine est beaucoup moins actif que
les autres, c'est cet enzyme qui sera le facteur lTimitant, c'est lui
qui sera le plus sensible aux facteurs de régulation. Un tel enzyme
catalyse souvent la formation d'un composé localisé dans un carrefour
métabolique, c'est-a-dire qui peut &tre le point de départ de plusieurs
chatnes métaboliques différentes.

Certains enzymes participant & une méme chaine métabolique peuvent
former une particule. Ces enzymes particulaires peuvent parfois étre
dissociés et solubilisés ; mais, aprés leur solubilisation, leurs pro-
priétés sont modifiées : ils sont fréquemment moins actifs.
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CHAPITRE VI

APPLICATIONS DIAGNOSTIQUES DES ENZYMES

La mesure de 1‘'activité enzymatique dans les liquides organiques tels
que le plasma ou le sérum revét souvent de 1'importance en pratique
clinique. C'est ainsi qu'est née la Séméiologie enzymatique. Des en-
zymes plasmatiques fonctionnels sont activement sécrétés dans la cir-
culation. Le plasma contient aussi des enzymes non fonctionnels dont
Tes substrats et les cofacteurs peuvent méme étre absents du plasma.

La mesure de ces enzymes plasmatiques non fonctionnels posséde souvent
une valeur diagnostique.

L'accroissement du taux des enzymes plasmatiques est généralement le

signe d'une nécrose cellulaire, bien que les exercices violents puis-
sent étre capables d'entrainer aussi une libération de petites quan-

tités d'enzymes musculaires dans la circulation. Les divers facteurs

qu'il faut considérer sont :

(1) 1a localisation intracellulaire de 1'enzyme et la perméabilité
des membranes nucléaire, mitochondriale et cellulaire ;

(2) la solubilité de 1'enzyme dans le liquide extracellulaire ;
(3) la vitesse de circulation du liquide extracellulaire, la vascula-
risation de la surface 1ésée et la présence ou 1'absence de barriére

inflammatoire ;

(4) le taux de destruction ou d'excrétion.



Deuxieme Partie

ETUDE DES ENZYMES DE LA PATHOLOGIE
CARDIO - VASCULAIRE

PRINCIPES DES DOSAGES
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A

ETUDE DES ENZYMES DE LA PATHOLOGIE CARDIO-VASCULAIRE

En pathologie cardio-vasculaire, quatre enzymes sont essentiellement
utilisés pour les essais biologiques. Ce sont :

. la Transaminase glutamique-oxaloacétique ou GOT,
. la Transaminase glutamique-pyruvique ou GPT,
. la Lactico déshydrogénase ou LDH,

. la créatine phosphokinase ou CPK.

Ces enzymes sont des biomolécules Te plus souvent ubiquitaires mais
prédominants dans certains organes ou tissus. Ils sont peu ou pas
spécifiques d'un organe. Les enzymes comme la lacticodéshydrogénase
et la créatine phosphokinase possédent des isozymes ou isoenzymes qui
sont beaucoup plus spécifiques et sont aussi utilisés dans les essais
biologiques.

Nous ne donnerons pas.une étude approfondie des principes de dosage

des isoenzymes car ces dosages ne sont pas faits dans le laboratoire
de Biochimie de 1'HG6pital Nord.

1 - TRANSAMINASES

1-1 - TRANSAMINASE GLUTAMIQUE OXALOACETIQUE : GOT

La transaminase glutamique oxaloacétique est encore appelée

aspartate aminotransférase. C'est la plus active des transaminases et
la plus répandue. Elle existe sous deux formes : mitochondriale et
extramitochondriale, dont les propriétés physiques, immunologiques et
cinétiques sont différentes. Elle est plus spécifique du myocarde.



La transaminase GOT est formée d'un apoenzyme et d'un coenzyme dérivé
d'une vitamine hydrosoluble (vitamine BG)' Le groupement actif de
1'enzyme est le phosphate de pyridoxal qui assure le transfert d'un
radical ~NH2 de 1'acide glutamique (Glu) & 1'acide oxaloacétique
(c'est une transamination) selon les réactions suivantes :

CHO
HO ~=— CH,-0-P
HoC AN
3 NS Hah-CH-R
COOH
(AA)
Phosphate de
Pyridoxal
HO —= CH,-0-P
H3C N . R-F-COOH
Phosphate

de Pyridoxamine

COOH
N
CH = N-CH-R
—— s M0 == CHy-0-P
T"_-—v-—-
HaC 7%
1 L COOH
CHZ-N = C'R
HO CH,=0-P
N \
T HyC ANy

(acide o cétonique)

EOOH ?OOH
H GOT CH
& 2 . P2
Hy CHy
?H—NHZ ?O
COOH COOH acide o cétoglutarique
GLU
?OOH ?OOH
2 ik
90 (IIH--NH2
COOH COOH

acide oxaloacétique

acide aspartique
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Selon la nomenclature de 1'IUB, la GOT est :
(L-aspartate : 2-oxoglutarate aminotransférase) (EC 2.6.1.1.).

Le temps de demi-vie de la GOT sérique est environ 50 heures.

1-2 - TRANSAMINASE GLUTAMIQUE PYRUVIQUE

[ ———— L L L

Encore appelée alaqipe aminotransférase, la transaminase gluta-

mique pyruvique est trés peu spécifique du myocarde et se trouve
principalement dans les cellules hépatiques. Son essai sertprincipale-
ment au diagnostic différentiel entre pathologies cardiaques et hépa-
tiques.

Comme la Transaminase GOT, la GPT est aussi formée de deux parties :
un apoenzyme et en coenzyme qui est le phosphate de pyridoxal. La
GPT assure le transfert d'un radical -NH2 provenant de 1'acide gluta-
mique  (Glu) & 1'acide pyruvique selon la réaction suivante :

COCH COOH
| GPT |
CH N CH
| 2 z 2
?Hz ?Hz
?H-NHZ ?O
COOH COOH
(G1u) ?H3 ?HB acide a cétoglutarique
COOH COOH
acide pyruvique Alamine (Ala)

D'aprés la nomenclature de 1'IUB, la Transaminase GPT s'écrit :
GPT - (L-alanine : 2-oxoglutarate aminotransphérase) (EC 2.6.1.2.)
Le temps de demi-vie de la GPT sérique est d'environ 75 heures.
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2 - LACTICO DESHYDROGENASE ET ISOENZYMES

Nous avons dé&ja étudié la LDH et ses isoenzymes (ou isozymes) dans

la premiére partie de notre travail (cf. p.45 ). Seul 1'isoenzyme 1

ou LDH, ou oHBDH (e hydroxybutyrate deshydrogenase) est spécifique

du myocarde. L'élévation de son taux sérique est dans une large mesure

proportionnelle & 1'étendue de la nécrose myocardique. Le temps de
demi-vie de 1a LDH sérique est d'environ 50 heures.

3 - CREATINE PHOSPHOKINASE (CPK) ET ISOENZYMES

Dans 1'organisme humain, la créatine phosphokinase (CPK) ou créatine-
kinase (CK) se présente sous forme de diméres-composés de sous-unités
M et B. De ce fait, on pourra rencontrer 3 isoenzymes :

. Te dimére MM est abondant dans les muscles squelettiques, et
d un degré moindre dans le muscle cardiaque,

. le dimére BB est particuliérement abondant dans le cerveau,
on le trouve aussi, en proportions faibles, dans la thyroide,
les reins, la prostate, 1'estomac et les poumons.

. le dimére MB est esgsentiellement. présent:dans le myocarde
ol, selon les espéces, i1 représente 10 a 50% de 1'activité
CPK. A 1'opposé, il n'existe qu'en trés faible proportion
dans le muscle squelettique.

Ces différentes formes se distinguent entre autres par leurs proprié-
tés catalytiques, leur mobilité électrophorétique et Teur point iso-
électrique.

Si la plus grande partie de 1'activité CPK est présente dans la phase
cytoplasmique soluble des cellules, on en détecte aussi des quantités
non négligeables dans les mitochondries des muscles squelettiques, du
myocarde et du cerveau, et dans la fraction myofibrillaire de tous les
tissus contractiles.
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Les conditions de migration électrophorétique de cette CPK mitochon-

driale sont d'ailleurs différentes de celles de 1'isoenzyme MM usuel.
I1 semble en fait exister deux types distincts de sous-unités M, les

polypeptides M1 et M,, ce qui laisse entrevoir 1'existence d'hybrides
MlMl 3 MM,y M{B et M,B.

Sur le plan séméiologique, 1'intérét des isoenzymes de la CPK se situe
dans le cadre de la pathologie du myocarde : sa richesse en hybride

MB dans le sang circulant signe une 1&sion myocardique.

La CPK ou CK catalyse la réaction :

HN NH, HN HN v P
N CPK N/
c IR ?
I
\ -
N-CHy \ N CH,
tHa ?“2
COOH ATP ADP COOH
créatine Phosphocréatine

ou phosphagéne

Le temps de demi-vie de la CPK sérique est trés court, il est d'envi-

ron 15 heures.
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PRINCIPES DES DOSAGES

CHAPITRE 1 : GENERALITES

Nous étudierons dans les chapitres suivants, les principes ainsi que
les méthodes de dosage des divers enzymes de la pathologie cardio-
vasculaire et principalement de 1'infarctus du myocarde qui est en
fait la seule maladie cardiaque ol 1'é@lévation des activités enzyma-
tiques sériques est franche et importante sur le plan clinique.

1 - DEFINITION DE L'INFARCTUS DU MYOCARDE
DELAYE, J.P. et LOIRE,R. ont défini 1'infarctus du myocarde comme
gétant "une nécrose ischémique intéressant une part noble de la paroi

2

ventriculaire (en surface, au moins 2cm“ en principe)”.

Les principaux signes cliniques de cette maladie sont :

. douTeur

. pdleur

. hypotension
. tachycardie

L'infarctus du myocarde est la conséquence d'un arrét brutal de la
circulation coronaire, entrainant 1'absence d'irrigation d'une zone
plus ou moins étendue du myocarde. La nécrose myocardique qui s'ensuit
entraine la lyse cellulaire et la Tibération dans la circulation géné-
rale d'un certain nombre de molécules biologiques contenues dans la
cellule. Parmi ces derniéres, les enzymes occupent une place de choix.
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2 - INTERET DES DOSAGES ENZYMATIQUES

A oy S S

Les enzymes impliqués dans le diagnostic de 1'infarctus du myocarde

vont permettre :

. de faire le diagnostic lui-méme,

. de dater 1'infarctus,

. d'apprécier 1'étendue des lésions,

. de mettre en évidence les éventuelles rechutes,

. de déceler les infarctus infracliniques et infra-é&lectriques,

. d'évaluer le retentissement sur d'autres organes.

L'évaluation quantitative des enzymes sériques n'est pas une méthode
pondérale directe, trop longue ou techniquement impossible. Elle repose,
dans tous Tes cas, sur les propriétés biologiques de 1'enzyme, c'est-
d-dire sa spécificité d'action ou sa spécificité de substrat.

Dans la grande majorité des cas, le sérum sanguin est mis au contact
du substrat de 1'enzyme recherché, en présence d'un excés de 1'éventuel

coenzyme et on évalue son activité :

. soit par la quantité de substrat qui disparait,
. soit par la quantité de produit de la réaction qui apparait,

. soit par la modification quantitative de 1'état du coen-

Zyme.

Le résultat sera exprimé en unité d'activité enzymatique. Certains enzy-
mes importants ont une répartition trés ubiquitaire et leur présence

3 un taux élevé dans le sérum sanguin n'est pas caractéristique d'un
organe ou d'un tissu défini. I1 est alors nécessaire de préciser 1'ori-

gine tissulaire ou organique de 1'enzyme en é&tudiant :

. les paramétres caractéristiques de 1'activité : Km et Vm,

. les variétés moléculaires possibles de 1'enzyme : les

Isoenzymes.
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CHAPITRE 11 : METHODES DU DOSAGE

Les dosages enzymatiques se font sur un appareil autbmatique : le

IL MULTISTAT III (LEXINGTON, MASS. U.S.A.), microanalyseur centrifuge
rapide. L'appareil est doté d'un calculateur interne qui donne direc-
tement les activités enzymatiques en U I en suivant les recommandations
de la Société Allemande de Chimie Clinique.

L'Unité Internationale est la quantité d'enzyme contenue dans un litre
de sérum, capable de transformer une micromole de substrat parnminute,
i 25°C, dans les conditions de la réaction.

Dans notre cas, le substrat est le Nicotinamide Adénine Dinucleotide
(NAD) réduit ou oxyde.

On calcule 1'activité enzymatique en utilisant le rapport suivant :

X " x 107 unités internationales par litre de

sérum (UI/1).

n = variation de la densité optique par mn.

e = coefficient d'extinction molaire du NADH & la longueur d'onde
de travail en cmz/mo1e.

V = volume total en ml

v = volume de sérum en ml

e NADH = 6,0 x 106 cmz/mole a 334 nm

6,22 X 106 cmz/mole a 340 nm

3,3 x 10°

L = trajet optique en cm.

I

cm’/mole & 366 nm

Deux types de méthodes sont firéquemment utilisés :

. la méthode colorimétrique ou méthode des hydrazones ;

. les méthodes mettant en oeuvre les nucléotides pyridiniques.
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Ces méthodes sont d'un emploi généralement commode et rapide car elles
se terminent par une simple lecture spectrophotométrique.

1 - METHODES COLORIMETRIQUES

——— T ———

Les méthodes colorimétriques sont appliquées aux réactions enzymatiques
au cours desquelles se produit 1'apparition ou la disparition d'un
acide a-cétonique (ou les deux & Ta fois). La 2,4 Dinitrophényl-
hydrazine se combine avec la (ou les) fonction(s) cétonique(s) et bloque
la réaction enzymatique.L'hydrazone ainsi formée posséde un spectre
d'absorbance caractéristique. La quantité d'acide a-cétonique disparue
ou formée au cours de la réaction est déduite de la mesure de 1'absor-
bance.

R—ﬁ-COOH+H2N-NH@N02, R - C - COOH
0 —_—
NOZ T
ac. oa-cétonique 2,4 DNPH N - NH NO2
: Enz. & doser

N02

Hydrazene

Ce genre de réaction est utilisé pour la détermination des transami-
nases.

Un second type de méthode consiste & transformer, par une réaction
secondaire, généralement enzymatique, 1'un des produits de la premiére
réaction en un composé possédant une fonction a-cétonique et capable

de donner une hydrazone.

1 2
A+ B __-—T-—-—> C+D————> C' (composé & fonction a-cétonique)

Enz. @ doser Addition d'un systéme enzymatique secondaire
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On s'arrange pour que la réaction 2 ait une vitesse trés grande et
que la quantité de C' formée (mesurée par 1'apparition de 1'hydrazone)

permette de calculer 1'activité de 1'enzyme & doser. C'est le principe
du dosage des Aldolases.

2 - METHODES UTILISANT UN NUCLEOTIDE PYRIDINIQUE

T —————— v A Ay S A g A A A

Les nucléotides pyridiniques (NAD ou NADP) ont des spectres d'absor-
bance différents, suivant qu'ils se trouvent sous forme oxydée ou sous
forme réduite. Sous la forme réduite, ils possédent un maximum d'ab-
sorbance aux environs de 340 nm.

Au cours d'une réaction enzymatique nécessitant la présence de Nico-
tinamide Adénine Dinucléotide (NAD) ou de Nicotinamide Adénine Dinu-
cléotide Phosphate, 1'augmentation de 1'absorbance & 340 nm permet de
calculer 1a'quantité de NADH2 ou de NADPH2 formée au cours de la

réaction :

A+8B y C+D

NAD NADHZ
(voir schémas pages suivantes).

C'est le principe du dosage de 1'Isocitricodéshydrogénase, de la lac-
tate déshydrogénase (LDH), de Ta Glucose 6-Phospho Déshydrogénase
(G6PD) et de Ta 6-Phosphogluconate déshydrogénase.

Inversement, certaines réactions nécessitent, au départ, la présence
de NADH, (ou de NADPH,) et Ta diminution de 1'absorbance & 340 nm
permet de calculer la quantité de NAD (ou de NADP) formée au cours de
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Py A = Absorbance

NADY ou NADPT

¢

NADH2 ou NADPH2
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360 nm

w, NH,
. N‘]ﬂl
) JJ L*w AN
=N N < Adénine

g i 0 0 Adénine
H2C-0-|—0-r-0-—-——-CH2 i 0 g 0 cH
OH OH HyC-0-P-0-P-0——CH,
OH H

AN, CO-NH, | 0 | tijéj(co*NHz
: . . 0
+' , N« Nicoti-
X <:;:“:;:%rwbose nami de < 7

Nicoti- "
. OH OH ribose
0 namide H2 OH OH
” <
+

OH OH OH o NADH .+ H

ribose

NAD*

COENZYMES PYRIDINIQUES



0

i
H2C - 0-P-0-P-0

! l
OH OH

OH

NADPt

i

Z | CO-NH,

-+

nicoti.
namide

NH,

N

WA

ribose

N

o
HyC —0~P-0-P-0
. |

OH

61

NH2
[
=N
Adénine
--------CH2
OH OH
iifﬁj-co-NHz
N 0
Nicoti- .
namide ri bose
OH l
HO-P-0H
0 Il
H
NADPH + HY



62

la réaction enzymatique et de déterminer 1'activité enzymatique. Ce
principe est mis en oeuvre au cours du dosage de la sorbitol déshydro-
génase et de 1'a-Hydroxybutyrate Déshydrogénase (o HBDH).

De la méme maniére que précédemment, il existe des cas ol 1'enzyme
dont on veut mesurer 1'activité n'a pas besoin de ces nucléotides
pyridiniques ; on transforme alors 1'un des produits en un autre
composé par 1'intermédiaire d'une réaction enzymatique nécessitant,
elle, la présence de nucléotides pyridiniques :

NAD NADH,
A+ B > C+D \ 4 D'

Addition d'un systéme enzymatique secondaire

C'est 1e principe utilisé pour le dosage des aldolases, des transa-
minases, et de la Créatine-Kinase.

CHAPITRE 111 : PRECAUTIONS A PRENDRE

Comme pour toutes les analyses biologiques, des précautions doivent
&tre observées,non seulement au laboratoire, mais également dans les
services ctiniques ; elles devraient dans ce cas intervenir avant le
prélévement des é&chantillons.

Au niveau du service clinique, une préparation correcte des malades
est nécessaire. Ceux-ci doivent étre mis au repos depuis plusieurs
heures avant le prélévement ; on sait que 1'effort provoque dans le
plasma une augmentation de 1'activité d'enzymes tels que 1'Aspartate
aminotransférase (E.C2.6.1.1) ou GOT ; la Lactate déshydrogénase
(EC4.1.1.28) ou LDH ; Ta fructose diphosphate aldolase (EC4.1.2.13)
et surtout la créatine kinase (EC 2.7.3.2) ; un touché rectal aura
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pour conséquence une &lévation de l1a phosphatase acide prostatiqué
(EC 3.1.3.2).

Une stase veineuse trop prolongée provoquerait une augmentation du
taux plasmatique de certains enzymes, consécutive probablement a
1'anoxie amenant une lésion partielle des éléments figurés du sang.

Une question encore controversée est de savoir s'il faut utiliser du
plasma ou du sérum ; s'il est prouvé que la microhémolyse intervenant
au cours de la coagulation a pour conséquence la libération de certains
enzymes, nous savons aussi que la plupart des anticoagulants affectent
1'une ou 1'autre des activités enzymatiques mesurées.

I1 faut éviter, autant que faire se peut, la dénaturation des enzymes
qui sont des molécules prot&iniques généralement fragiles.

Pour cela, il faut des températures et un pH convenables pour 1'en-
zyme. I1 faut éviter 1'inactivation ou 1'inhibition des enzymes par
des composés chimiques : les dérivés mercuriels sont d proscrire. Les
anticoagulants ont des actions diverses selon les enzymes. Les dosages
enzymatiques sont le plus souvent demandés pour des malades en cours
de traitement ; or, de nombreux médicaments se comportent comme des
inhibiteurs des enzymes :

. la quinine et les .organo-arsénicaux inhibent les estérases ;

. 1'ésérine et les alcaloTdes inhibent spécifiquement Ta choli-

nestérase ;

. la cocaTne inhibe les transaminases.

La personne qui effectue le prélévement devra vérifier que le malade
ne vient pas de prendre un médicament susceptible d'inhiber 1'enzyme

d doser. I1 appartient au biochimiste d'attirer 1'attention du médecin
traitant sur cette possibilité. Signalons que ces dosages exigent un
matériel particuliérement propre : une verrerie tant soit peu souillée
d'acides, d'alcalis ou de détergents perturberait gravement les résul-
tats. Le matériel jetable est d'ailleurs le plus souvent utilisé.
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CHAPITRE IV - DOSAGE DES ENZYMES LES PLUS COURANTS
EN PATHOLOGIE CARDIO-VASCULATRE

Notre objectif n'a pas été de doser tous les enzymes traduisant une
atteinte cardiaque, mais de faire uniquement le dosage de ceux qui
sont le plus couramment demandés par le clinicien, a savoir :

. la Transaminase Glutamique-oxaloacé&tique ou GOT ;
. Ta Transaminase Glutamique-pyruvique ou GPT ;
. la Tactate déshydrogénase ou LDH ;

. la créatine . phosphokinase ou CPK

Pour les dosages, on a le choix entre deux types de méthodes : Tes
méthodes conventionnelles et les méthodes "optimisées”. Nous utili-
sons, dans le Laboratoire de Chimie Clinique de 1'Hopital Nord de
Marseille, les méthodes optimisées. '

+ Méthodes conventionnelles :

Dans ces méthodes, on se place partiellement dans des condi-
tions réactionnelles non optimales.

-+ Méthodes optimisées :

C'est une étape vers la standardisation et 1'optimisation des
méthodes de détermination des activités enzymatiques. On se
place ici dans des conditions réactionnelles optimales :

. concentrations optimales de substrats et de coenzymes ;
. pH optimal ;

. présence d'activateurs et de réactivateurs.

Ainsi, on obtient, par ces méthodes, des activités enzymatiques plus
élevées. Ces méthodes, comme nous 1'avons déja souligné, suivent les
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recommandations de la Société Allemande de Chimie Clinique. Ainsi,
la température doit étre fixée & 25°C.

1 - TRANSAMINASES

1-1 - Détermination de La GOT pan La méthode cinétique oplimisée
selon Les necommandations de La Société AlLemande de Chimde

CLinique.

1-1-1 - Principe :

L'analyse cinétique de la GOT est basée sur 1'utilisation de Ta Malate
Déshydrogénase (MDH) et de Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit
(NADH). On emploie de la lactate déshydrogénase (LDH) pour éliminer
les traces de pyruvate sérique pendant la premiére minute aprés addi-

tion du sérum.

La Transaminase GOT catalyse la réaction suivante :

GOT
L-Aspartate + a- cétoglutarate Z———— L-Glutamate + Oxaloacétate.

Par réaction couplée, 1'oxaloacétate est réduit en malate en présence
de NADH (qui s'oxyde en NAD+) et de malate déshydrogénase (MDH).

. MDH N
Oxaloacétate + NADH + H© Z———= NAD" + L-Malate.

L'augmentation de la concentration de NAD" est directement proportion-
nelle a4 1'activité de 1a GOT de 1'échantillon et se détermine par la
mesure a 340 nm de la variation d'extinction par minute.

1-1-2 - Réactifs

(Voir tableau page suivante)



66

Réactif 1 tampon phosphate pH 7,4 80 mmol/1
aspartate L-aspartate 200 mmo1/1
Réactif 2 NADH 0,18 mmol/1
Enzymes MDH 3 0,6 UI/ml
-+

Coenzymes LDH 3> 1,2  UI/mil
Réactif 3 a cétoglutarate 12 mmol/1
o cétoglu-

tarate

L'&chantillon est le sérum qui ne doit pas présenter d'hémolyse.

1-1-3 - Mode opératoire :

1-1-3-1 - Préparation des réactifs :
1-1-3-1-1 - Substrat (R; + R,) :
Reprendre un flacon de Réactif 2 par le réactif 1 ;

Stabilité : . 24 heures & 20 - 25°C

. 4 jours @ 2 - 8°C

1-1-3-1-2 - Solution de travail (R1 + R2 + R3)
Faire un mélange comprenant :
Substrat (R; + R,) _ 10 volumes

Réactif 3 : 1 volume



Stabilité : . 4 heures a 20 - 25°C
. 20 heures & 2 - 8°C

1-1-3-2 - Réaction cinétique :

Longueur d'onde
Température
Cuve

Zero de 1'appareil

340 nm
25°
trajet optique lcm

air ou eau distillée

. Introduire dans un tube 3 hémolyse ou une cuve de mesure

thermostatée & 25°C :

Solution de travail (Ry + Ry + Ry)

Echantillon

. Mélanger. Mesurer la diminution moyenne de D 0 par minute

(n) pendant 2 a 5 mn.

1-1-3-3 - Linéarité

. Pour une variation moyenne de D 0 par mn > 0,16, refaire la détermi-
nation en diluant 1'échantillon au 1/5 ou au 1/10 dans une solution

de chlorure de sodium a 9%o.

. Une variation de D 0 moyenne par mn nulle peut indiquer une consom-

67

2,5 ml ou 1l ml ou 500 ul

500 pul ou 200 ul ou

mation totale de NADH avant lecture (D O de départ < 1) et donc

signifier une activité transaminasique élevée. Refaire la détermi-

nation comme indiqué ci-dessus.

1-1-4 - Calcul

(n) étant la variation moyenne d'absorbance par mn, 1'activité de la

100 w1l
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GOT en UI/1 du sérum est é&gale & :

(n) x 952 UI/1 & 340 nm

1-1-5 - Valeurs usuelles normales & 25°C

[ ——————— e el

GOT sérique < 20 UI/L

1-2 - Détermination de La GPT par La méthode cinétique optimisée
selon Les recommandations de La Société Abllemande de Chimie
Clinique.

1-2-1 - Principe

La transaminase glutamique-pyruvique (GPT) catalyse la réaction :

GPT
L-Alanine + o cétoglutarate ——————=— pyruvate + glutamate

En présence de lactate déshydrogénase (LDH) et de NADH, le pyruvate
est réduit au fur et 3@ mesure de sa formation en lactate.

LDH
pyruvate + NADH + H' - > L-Lactate + NAD®

L'augmentation de la concentration de la lactate déshydrogénase (LDH)
permet d'éliminer du pyruvate sérique endogéne dans la premiére minute
suivant 1'addition du sérum.

La détermination de 1'activité GPT sérique revient & étudier la consom-
mation du NADH en fonction.du temps en suivant la baisse d'absorbance
a 340 nm. Dans les conditions du dosage, la consommation de NADH est

directement proportionnelle & 1'activité de la GPT.
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1-2-2 - Réactifs

o ————

Reactif 1 tampon phosphate pH 7,4 80 mmol/1
L-alanine L-alanine 800 mmol1/1
Réactif 2 NADH 0,18 mmol1/1
Enzyme-coenzyme LDH > 1,2 UT/mi
Réactif 3 o cétoglutarate 18 mmol/1
a cétoglutarate

L'échantillon est du sérum qui ne doit pas étre hémolysé.

1-2-3 - Mode opératoire

1-2-3-1 - Préparation des réactifs
1-2-3-1-1 - Substrat (R1 + Rz)
Reprendre un flacon de réactif 2 par le réactif 1.

Stabjlité : -~ 24 heures & 20-25°C

+ 4 jours 3 2-8°C

1-2-3-1-2 - Solution de travail (R1 + R2 + R3)
Substrat (R; + R,) 10 volumes
Réactif 3 1 volume

Stabilité ; - 4 heures a 20-25°C
~ 4 jours a 2-8°C
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Longueur d'onde 340 nm

Température 25°C

Cuve trajet optique 1 cm
Zéro de 1'appareil air ou eau distillée

. Introduire dans un tube 3 hémolyse ou une cuve de mesure ther- .

mostatée a 25°C :
Solution de travail (R1 + R2 + R3) 2,5 ml oulml ou 500 ul

Echantillon 500 ul ou 200 ul ou 100 w1

. Mélanger. Mesurer la diminution moyenne de 1'absorbance par

1-2-4 -

mn (n) pendant 2 3@ 5 mn.

Linéariteé

. Pour une variation moyenne d'absorbance par mn > 0,16, refaire
Fa

la détermination en diluant 1'é&chantillon au 1/ 5 ou au 1/10
dans une solution de chlorure de sodium @ 9%o.

. Une variation d'absorbance moyenne par mn nulle peut indiquer

1-2-5 -

une consommation totale du NADH avant lecture ( DO de départ
< 1) et donc signifier une activité transaminasique élevée.
Refaire la détermination comme indiqué ci-dessus .

Calcul

(n) étant la variation moyenne de 1'absorbance par mn, 1'activité de
la GPT en UI/1 du sérum & 25°C est égale a :

(n) x 952 & 340 nm
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1-2-6 - Valeurs usuelles normales & 25°C

v v et T W e e N N N AR S e SR L

GPT sérique < 25 UI/1

2 - DETERMINATION DE LA LACTATE DESHYDROGENASE LDH

P ———— R etk de el

2-1 - Principe

La lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réaction de conversion du
lactate en pyruvate et du Nicotinamide Adénine Dinucléotide oxydé en
Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduite :

LDH
L-Lactate + NAD® < > pyruvate + NADH + H'
2-2 - Réactigs
Réactif 1 : tampon phosphate pH 7,5 50 mmol1/1
tampon coenzyme NADH 0,18 mmol/1
Réactif 2 : pyruvate 0,6 mmol/1
Pyruvate
Réactif 3 : o cétoglutarate 3 mmol/]

o cétoglutarate

L 'échantillon est le sérum qui ne doit pas présenter d'hémolyse car

les globules rouges renferment approximativement 100 fois la concen-
tration normale de la LDH sérique. On doit également éviter les &chan-
tillons traités par 1'héparine, 1'oxalate et le citrate car ces produits
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interférent avec les résultats du test.

2-3 - Mode opératoine

2-3-1 - Préparation du réactif

Reprendre un flacon du réactif 1 par 2,8 ml d'eau distillée.

stabilité - ‘ 4 heures a4 20 - 25°C

+ 24 heures a 2 - 8°C

2-3-2 - Réaction cinétique

o e

Dans un flacon de réactif 1 réhydraté et porté a 25 ou 30°C, ajouter :

. 0,1 ml de 1'é&chantilion,
. mélanger,
. 0,1 ml de réactif 2,

. mélanger immédiatement par retournement, et transvaser
dans la cuve ;

. attendre 30 secondes, puis enregistrer la densité optique
i 340 nm et répéter ces enregistrements a des intervalles
de 1 mn par la suite pendant 2 @ 3 mn.;

. déterminer la variation moyénne de densité optique par
minute (n). Le taux de variation doit étre linéaire. Si
on retrouve des taux supérieurs d 0,2 (n), on devra faire
une dilution appropriée du sérum & 1'aide d'une solution
salée 3 9%0 et recommencer 1'opération avec 0,1 ml de
cette dilution. On multiplie le résultat par le facteur
de dilution.

2-4 - Calcul

(n) &tant la variation moyenne de densité optique par mn, T'activité
de la LDH en UI/1 est égale a@ : (n) x 4985 d 340 nm.
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2.5 - Valewrs usuelles normales & 25°C

LDH < 90 UI/1

3 - DETERMINATION DE LA CPK PAR LA METHODE CINETIQUE OPTIMISEE
SELON LES RECOMMANDATIONS DE LA SOCIETE ALLEMANDE DE CHIMIE CLINIQUE

i A A T e} S N W W T R R e e g 0

3-1 - Principe

La CPK catalyse le transfert du groupe phosphate de la créatine-
phosphate sur 1'Adénosine-diphosphate (ADP) selon 1'équation suivante :

CPK
Créatine - Phosphate + ADP ——=—=" Créatine + ATP

=

Pour mesurer 1'activité de t'enzyme, on fait agir le sérum a examiner
sur la créatine-phosphate et 1'ADP : 1'ATP formé réagit & son tour en
présence de glucose, d'hexokinase (HK, D.Hexose-6-phosphotransférase,
EC.2.7.1.1.), de NADP et de glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH H
D Glucose-6-phosphate : NADP oxidoréductase, EC 1.1.1.49) selon les
équations suivantes :

HK
ATP + Glucose ;;:::::E ADP + Glucose 6-phosphate

G6PDH

Glucose 6-phosphate + NADP o————— Gluconate b-phosphate
- + NADPH, '

La vitesse de formation de NADPH, est mesurée par voie optique. Elle
est directement proportionnelle & 1'activité CPK dans le sérum.

3-2 - Réactifs

. Réactif 1 : enzymes/coenzyme/ substrat/activateur
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ADP 2,0 mmol/1
AMP 5,0 mmol/1
Diadénosine pentaphosphate 10 umol/1
NADP 2,0 mmo1/1
Créatine-phosphate 30 mmol/1
HK > 2,5 UI/ml
GgPDH > 1,5 UIN
N-acétylcystéine 20 mmol/1

. Réactif 2 : glucose

Tampon imidazole pH 6,7 0,1 mol/1
Glucose 20 mmo1/1
acétate de Mg 10 mmo1/1
EDTA 2 mmol/1

- 3-3 - Mode opératoire

3-3-1 - Préparation du réactif

;] . —

Dissoudre le contenu d'un flacon de réactif 1 avec 2,5 ml de réactif

2. Amener 3 la température de mesure avant 1'emploi

Stabilité : ~» 7 jours entre 2-8°C

+ 12 heures entre 15-25°C

L'échantillon est du plasma ou du sérum recueilli sur héparine ou EDTA.

3-3-2 - Réaction cinétique

Longueur d'onde 340 nm
cuve 1 cm d'épaisseur



Température 25°C

Zéro de 1'appareil air

. Ajouter & Ta selutionréactionnelle portée & 25°C 0,1 mi
d'échantillon ;

. bien mélanger et placer 3 mn a 25°C ;
. verser ensuite la solution dans une cuve ;
. lire 1'extinction ;
. refaire les lectures & 1 mn d'intervalle pendant 3 mn.
Dans les cas d'activités plus &levées, mélanger 0,1 ml d'échantillon

avec 0,9 ml de solution physiologique de chlorure de sodium et refaire
la détermination : résultat x 10.

3-4 - Calecul

(n) &tant Ta variation moyenne de 1'absorbance par mn, 1'activité
de la CPK en UI/1 & 340 nm est égale 3@ : (n) x 4127.

3-5 - Valewrs usuelles normales a 25°C

CPK sérique < 70 UI/L

75
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CHAPITRE V

EVOLUTION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES
APRES UN INFARCTUS DU MYOCARDE

1 - INTRODUCTION

Le dosage des enzymes sériques fournit un appoint supplémentaire et
parfois primordial au diagnostic des nécroses myocardiques. Cependant,
aucun des enzymes dont le dosage a &té proposé jusqu'ici n'est spéci-
Fique et tous peuvent s'élever au cours de 1'évolution soit de 1'in-
farctus pulmonaire, soit des atteintes hépatiques d'origines diverses,
parmi lesquelles une étiologie cardiaque.

Le taux des activités enzymétiques de méme que la durée pendant laquelle
i1 est possible de mettre en évidence une élévation de 1'activité des
enzymes sériques dépendent de 1'importance de la zone infarcie : une
légére hyperactivité enzymatigue peut étre fugitive alors qu'une hyper-
activité plus grande peut se prolonger plus longtemps.

2 - VARIATION DES ACTIVITES TRANSAMINASTQUES

Aprés un infarctus du myocarde, les altérations des activités transa-
minasiques concernent surtout la transaminase glutamique-oxaloacétique
sérique (SGOT) plus que Ta transaminase glutamique-pyruvique (GPT).

La trés haute activité de la GOT sérique résulte d'une élévation signi-
ficative de la concentration de la GOT quand 1'enzyme est 1libéré du
tissu nécrotique cardiaque aprés un infarctus aigu du myocarde.

La GOT sérique présente une activité@ nettement élevée déja quelques
heures aprés un infarctus du myocarde et convient donc & son diagnostic
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précoce. L'augmentation de 1'activité enzymatique sérique atteint un
pic en 24 & 48 heures, et retourne & la normale au bout de 437
jours aprés 1'infarctus.

Les pics d'élévation aprés 1'infarctus du myocarde sont 2 &4 5 fois

plus grands que les valeurs normales. La hauteur du pic et la durée

des activités anormales de la GOT sérique peuvent é&tre proportionnelles
3 1'étendue de 1'infarctus et au degré de la nécrose myocardique.

Aprés 1'infarctus du myocarde, 1'augmentation de 1'activité de la
SGOT n'est pas influencée par la localisation de 1'infarctus, 1'ad-
ministration de digitaliques ou de quinidine, 1'dge, le sexe et la
température du corps.

Des élévations secondaires de la GOT peuvent étre observées chez des
patients qui, aprés un infarctus aigu du myocarde, présentent une
nouvelle extension de cet infarctus. '

Les changements d'activité de la GOT sérique peuvent participer au
diagnostic d'infarctus du myocarde chez les patients ayant des dou-
leurs thoraciques suspectes, mais aussi 1or§‘d'une insuffisance coro-
naire avec ou sans obstruction.

L'activité de la GPT sérique est peu altérée par un processus de
nécrose myocardique, elle reste le plus souvent dans les Timites
normales. L'augmentation de 1'activité de GPT aprés un infarctus
du myocarde se rencontré surtout dans les cas d'atteinte hépatique
due & la stase veineuse consécutive 3@ la nécrose myocardique.

3 - EVOLUTION DES ACTIVITES LACTICO DESHYDROGENASIQUES APRES L'I.M

L'activité de la LDH et de ses isoenzymes aprés un processus de nécrose
myocardigue, reste plus longtemps pathologique. Mais de tous les enzy-
mes utilisés dans le diagnostic, la LDH présente malheureusement la
moindre spécificité organique et le dosage de ses isoenzymes est

assez compliqué. Pour pallier cette difficulté, on détermine la
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déshydrogénase o hydroxybutyrique (o HBDH) correspondant a 1'isoenzyme
LDH; (voir p. 46 ).

En outre, le taux de 1'c HBDH (comme celui de la LDH totale) sérique
augmente 12 a 24 heures aprés le début de 1'infarctus et demeure patho-
logique pendant environ 10 & 16 jours, permettant ainsi un diagnostic
au moment ol le taux de Ta GOT est déja revenu & Ta normale. C'est
pourquoi, d'aprés les expériences actuellement connues, il faudra
considérer le dosage de 1'oHBDH, qui est beaucoup plus simple que la
séparation des isoenzymes de la LDH, comme le test enzymatique de choix
pour le diagnostic de 1'infarctus du myocarde, d'autant plus que, selon
WILKINSON, i1 est plus sensible que Tes dosages enzymatiques utilisés

jusqu'ici.

Le taux de 1'aHBDH n'est augmenté que dans quelques autres états patho-
logiques.

L'importance du dosage de la LDH pour le diagnostic des affections
cardiaques réside dans le fait qu'il est effectué en méme temps que

le test de 1'aHBDH. On obtient ainsi un quotient oHBDH/LDH qui permet
de différenc¢ier 1'infarctus du myocarde des autres maladies, notamment
des 1é&sions hépatiques, car un quotient oHBDH/LDH élevé est associé &
une augmentation de 1'aBDH ne se rencontre que dans 1'infarctus du
myocarde, dans 1'anémie mégaloblastique et dans les myopathies.

L'angine de poitrine, particuliérement importante & différencier de
1'infarctus du myocarde, ne s'accompagne pas d'une augmentation de
1'aHBDH.

La myocardite ne provoque 1'élévation du taux enzymatique que dans les

cas ol des nécroses se sont déjda installées au niveau du myocarde.

4 - EVOLUTION DES ACTIVITES DE LA CPK ET DE SES ISOENZYMES APRES L'I.M.

Du point de vue clinique, le dosage de la CPK et de ses isoenzymes joue
un réle important d'une part quand il s'agit de confirmer un diagnos-
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tic dans lequel les critéres typiques de 1'infarctus font défaut,
d'autre part, pour surveiller 1'&volution d'un infarctus.

La CPK &tant spécifique des muscles, une augmentation de son activiteé
sérique peut &tre due & une lésion de la musculature squelettique ou
cardiaque.

L'alévation de la CPK sérique débute déjd 3 & 6 heures apré&s un infarc-
tus -le plus tdt de tous les enzymes importants pour le diagnostic-

et atteint son maximum aprés 9 & 48 heures pour retourner a la normale
entre le 2° et le 4° jdur. I1 existe une certaine corrélation entre

le degré d'élévation enzymatique et la gravité d'un infarctus.

Grice 3 ces propriétés, le dosage de la CPK est devenu 1'indice le
plus sensible du diagnostic enzymatique d'un infarctus du myocarde
récent...

Le sérum d'un patient chez qui un infarctus du myocarde a été confirmé
présente une activité CPK-MB mesurable au moins entre 6 et 28 heures
aprés la manifestation clinique de 1'infarctus. Dans des contrdles
d'évolution d'infarctus du myocarde confirmés, on a pu mesurer une
activité CPK-MB jusqu'ad 60 heures aprés 1'irruption clinique de 1'in-
farctus. Au moment du maximum de 1'activité de la CPK totale, 1'acti-
vité CPK-MB représente 6 & 25% de celle-ci, avecune valeur moyenne de
8%. Les activités CPK-MB mesurées aprés 1'infarctus du myocarde varient

entre 15 a 160 UI/1, toujours d'aprés les résultats connus d ce jour.

La cinétique de 1'activité de la CPK-MB peut prendre des aspects trés
différents .dans 1'infarctus du myocarde. I1 y a lieu de remarquer que .
le dosage de la CPK totale peut parfois aboutir au diagnostic d'un
infarctus du myocarde inexistant en réalité, ce danger n'existe pas
avec le dosage de 1'activité CPK-MB.

Lorsque la phase aigué de 1'infarctus disparait, la fraction CPK-MB
diminue rapidement et i1 est habituellement indétectable aprés un
intervalle de 48 heures.
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Le post-infarctus, intervalle entre 6 et 12 heures, révéle habituel-
lement une augmentation de 1'activité de la LDH, mais un taux normal
de ses isoenzymes, pendant que la CPK-MB est déja apparue.

Entre 12 et 24 heures, 1es isoenzymes LDHlet LDH, sont augmentés et
1aLDH1 présente habituellement le plus grand pourcentage de 1'acti-
vité totale, avant la LDH,. Quand la CPK-MB et 1'isoenzyme cardiaque
de la LDH augmentent dans un méme sérum, cette combinaison assure

un diagnostic d'un infarctus du myocarde aigu.

La réapparition de la CPK-MB chez un patient, interprétée comme diag-
nostic de réinfarctus, est en corrélation avec de nouveaux changements
de 1'ECG et une altération de 1'état clinique.

Quoique Ta CPK-MB soit 1'isoenzyme le plus spécifique pour la détec-
tion des anomalies du myocarde, 1'électrophorégramme de la LDH peut
apporter une information complémentaire en vue du diagnostic.

Remargue : Les enzymes que nous venons d'étudier ne sont pas unique-
ment spécifiques du myocarde. Ils sont trés ubiquitaires et leurs
altérations peuvent impliquer de nombreux organes et tissus.

" En effet, les CPK ont aussi une é&lévation de leurs activités dans les
maladies musculaires comme la dystrophie musculaire progressive, les
myotonies, la myosite, la myoglobinurie aigué€ intermittente, etc.

On note &galement une é&lévation des activités de 1a LDH et de ses
isoenzymes dans les maladies du sang comme 1'anémie pernicieuse, les
Teucoses.

Les altérations des activités des Transaminases GOT et GPT intéressent
aussi bien les affections cardiaques que les atteintes hépatiques.
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CHAPITRE VI

CONTROLE DE QUALITE DES DOSAGES ENZYMATIQUES

Dans ce chapitre, nous parlerons du contrdle de qualité des dosages
enzymatiques. Notre intention n'est pas de faire une &tude du con-
trole de qualité en soi, mais de décrire d'une fagon aussi simple
que possible, 1'organisation de ce contréle en ce qui concerne les
dosages enzymatiques.

Dans le souci d'améliorer les techniques de dosage, de garantir la
fiabilité des méthodes et des appareils, un contrdle de qualité con-
cernant tous les paramétres biochimiques a été organisé. Ce contréle
de qualité revét p]usieurs aspects ; on distingue :

. un contrdle quotidien au sein du laboratoire,
. un contréole bimensuel. international,

. un contréle national obligatoire imposé par la Société
Francaise de Biologie Clinique.

Tous les dosages effectués au sein du laboratoire sont soumis d ces

différents contrdles, mais nous insisterons seulement sur les con-
trdles relatifs & 1'Enzymologie.

1 - CONTROLE QUOTIDIEN

Le contrdle de qualité quotidien est un contrdle local. I1 permet
de s'assurer du bon fonctionnement des appareils, de 1'exactitude
et de la précision des techniques.

82
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Le Tlaboratoire de Biochimie de 1'Hépital Nord fait partie de 1'As-
sociation pour le Contrdle de Qualité de la Ré&gion Sud_(ASCOSUD).

Pour ce contrdle journalier, on utilise des sérums de contrdle qui
sont des spécialités industrielles dont les titres en différentes
activités enzymatiques sont connus ou pas. Selon que 1'on connait
les titres des différents sérums de contrdle employé&s, on distingue
deux types de contrdles journaliers :

. un contrdle journalier & sérums non titrés,

. un contrdle journalier 3 sérums titrés.

1-1 - CONTROLE JOURNALIER A SERUMS TITRES

- v e PR S A S SR A N S e S A

Pour ce contrdéle, on emploie trois types de sérums de contréle :

. les "Décisions" BECKMAN, 3 trois taux différents, les
titres étant connus du personnel ;

. les sérums de contrdle Précipath et Précinorm ;

. un sérum de contrdle titré dont le titre est seulement
connu du responsable du contrdle et inconnu du personnel.

Ces différents types de sérums sont placés sur la couronne du Multi-
stat III en méme temps que les autres godets contenant les échantil-
lons, leur dosage se fait ainsi au méme moment que celui des sérums
de malades.

1-1-1 - Sérums de controle de titrhes connus

1-1-1-1 - "Décisions" BECKMAN

i am

Les "Décisions" BECKMAN sont des sérums de contrdle liquides (ce qui
est une grande innovation) stabilisé&s pour contrdler la reproducti-
bilité et 1'exactitude des dosages enzymatiques.
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Les "Décisions" sont préparés a partir de sérums humains stabilisés
par de 1'éthyléne glycol. Ces sérums de contrdle liquides, stables
pendant plusieurs jours au froid, permettent d'éliminer les erreurs
liées & la régénération des sérums lyophilisés. Ils sont préts & 1'em-
ploi et se présentent sous trois taux : "Décisions" I, II et III,
permettant d'évaluer ainsi les valeurs basses, moyennes et hautes

des paramétres enzymatiques.

Leurs titres en activités enzymatiques sont déja connus du personnel
car ils sont enregistrés sur un document affiché au-dessus de 1'ap-
pareil. L'intérét de ces "Décisions" BECKMAN, c'est qu'ils sont

dosés & 25°C (température & laquelle nous effectuons nos propres
dosages).

1-1-1-2 - Sérums de contrdle Précinorm et Précipath

- A - A M ek S R S N W e

Ce sont des sérums lyophilisés. Ils s'appliquent aussi bien aux con-
troles d'exactitude qu'a 1'évaluation de la précision dans la série
et de jour en jour. Leurs valeurs théoriques se situent dans des
domaines pathologiques pour le Précipath et dans des domaines nor-
maux pour le Précinorm. '

1-1-2 - Sénum de contndle appelé "Saint du jour"

C'est un sérum lyophilisé dont le titre est connu seulement du res-
ponsable du contrdle. I1 en existe 6 types différents, conservés au
froid. Chaque jour, on utilise un type différent de celui du jour
précédent, aussi bien dans les dosages en grande série que dans les
dosages effectués pendant la garde, ce qui permet une bonne vérifi-
cation des procédés de manipulation.

1-2 - SERUM DE CONTROLE NON TITRE

v i A AR -

C'est le sérum fourni par le Professeur PASTOR dont le titre est
inconnu de tout le monde. Les résultats de ce contrdle sont traités



par informatique, ce qui permet de se situer par rapport aux autres
laboratoires de la région de Marseille.

1-3 - TRAITEMENT INFORMATIQUE DES RESULTATS

P —————— g bbbt R L R

I1 se fait par passage des résultats sur ordinateur. Ce traitement
informatique des résultats journaliers se fait dans le Service du
Professeur PASTOR qui est chargé du contrdle de qualité journalier
de 1'ASCOSUD. Ce service recoit chaque mois, en méme temps que les
résultats du laboratoire, ceux des autres laboratoires affiliés. Le
test auquel aboutit le traitement informatique fournit des documents
comprenant :

. un relevé global par laboratoire,

. une série d'histogrammes.

1-3-1 - Relevé global par Laboratoise

Ce relevé global est une transcription de tous les résultats du mois
(on peut ainsi s'assurer si les résultats ont été correctement trans-
crits). La valeur moyenne, 1'écart-type et le coefficient de varia-
tion sont, en outre, calculés. On peut, grdce a ces différentes
données, construire les graphiques de contrdle avec deux écarts-
types (valeurs limites : M + 2 o) (voir tableau page suivante).

1-3-2 - Sénie d'histoghammes

I1 existe une série par paramétre enzymatique, comme par paramétre
non enzymatique. L'histogramme assure une ventilationpartielle par
technique.

Sur cet histogramme, la position de notre laboratoire est objectivée
par le signe XXX & la partie inférieure et notre technique est notte
par le signe +++. De plus, deux lignes verticales objectivent les
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RESULTATS DU LABORATOIRE NUMERO 335

MOIS : AVRIL 1982

DATE GOT GPT LDH CPK
1.4.1982 70 76 320 62
2.4.1982 RQ 65 330 59
3.4,1982 66 77 310 69
4.4.1982 77 78 340 42
5.4,1982 71 78 340 63
7.4.1982 79 75 320 67
8.4.1982 78 74 330 56
9.4.1982 : 74 74 320 68
10.4.1982 77 82 340 58
11.4.1982 76 81 : 340 60
13.4.1982 86 87 340 68
14.4,1982 85 85 350 59
15.4.1982 83 . 85 340 59
16.4.1982 76 83 330 67
17.4.1982 77 78 320 56
18.4.1982 80 80 340 70
19.4.1982 78 76 340 76

20.4.1982 78 79 330 49
21.4.1982 81 83 350 59
22.4.1982 73 69 350 57
23.4.1982 80 79 320 51
24.4.1982 80 77 - 350 52
26.4.1982 79 ' 80 350 65
28.4.1982 78 0 (] 50
29.4.1982 79 0 0 0
30.4.1982 0 0 0 0
MOYENNE 7720 78,30 334,78 60,08
ECART-TYPE 4,63 495 11,75 7,75
C% 6,00 6,32 351 12,89

La valeur 0 indique que le laboratoire n'a pas dosé ce paramétre.

Pr J. PASTOR ; Pr. AM. PAULI
BIOLOGISTES DES HOPITAUX
HOPITAL Ste MARGUERITE - C.H.R. MARSEILLE (A.AP.M.)
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lTimites : moyenne générale M (toutes techniques confondues) + deux
gcarts-types. On trouve en outre sur 1'histogramme les valeurs moyen-
nes, les écarts-types et le coefficient de variation par groupe de
techniques ainsi que le nombre de laboratoires utilisant cette tech-
nique. On peut ainsi se situer par rapport aux autres laboratoires
utilisant la méme technique (voir graphique page suivante).

‘A partir de 1'histogramme, on peut tracer une courbe de GAUSS dont
1a médiane est la valeur de la moyenne et elle est entourée des
écarts-types - 20 et +'20. Les résultats se situant dans cette
courbe sont acceptables.

2 - CONTROLE BIMENSUEL INTERNATIONAL

C'est le contrdle BC 07 WELLCOME auquel sont soumises les méthodes
du laboratoire de Chimie Clinique de 1'H6pital Nord. I1 est fait
deux fois par mois et suit le méme principe que le contrdle jour-
nalier. I1 consiste & doser un échantillon inconnu fourni par le
laboratoire WELLCOME, par les méthodes. déjad décrites.

Les résultats traités par informatique aboutissent & une série d'his-
togrammes (un par paramétre), ce qui permet ainsi d'établir des com-
paraisons entre les laboratoires européens utilisant la méme technique.
Dans un rapport bimensuel, i1 est fourni un coefficient de variation

et une déviation standard (voir graphique page suivante).

3 - CONTROLE NATIONAL OBLIGATOIRE

C'est un contrdle de qualité auquel sont soumis tous les laboratoires
de Biologie Clinique de France. I1 est organisé par la Société Fran-
caise de Biologie Clinique (S.F.B.C.). La S.F.B.C. envoie deux échan-
tillons (sérums de contrdle) dans lesquels il y a un nombre variable
de paramétres d doser. C'est un contréle & sérums de titres inconnus.
Les résultats de chaque laboratoire, envoyés & la S.F.B.C., sont
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WELLCOME PROGRAMME DE CONTROLE DE CHIMIE CLINIQUE
- RESULTATS POUR ECHANTILLONS DATES DU 17/1/83

HISTOGRAMME DES RESULTATS POUR LA LACTATE DESHYDROGENASE

Légende de I'histogramme :

1 : Votrerésuitat [] Résultats par votre méthade
# Résultats par des méthodes semblables aux vitres
X Résultats par toutes les autres méthodes
plus de 2 $.D. au-dessous de la moyenne
£ plus de 2 $.D, au-dessus de la moyenne

NOMBRE DE
LABORATOIRES

120 I-
100 l— X XX
[ X® XX
80 ’_ z‘ X XXX
. w X KXKXX
X # %X
60 I__ . XXXXX
- % XX XKXXXXX
40 = [P KEXXXAXXX
X # % % BXX X XXXXXXXXX
Li* OO0 ] # %% xxxx# e #x #xx []#xxxxxx
0 T T L I
100 200 300 400 500 L.U./1 a4 370
Nbre de labos Moyenne S.D.
Résultats par toutes les autres méthodes 908 302.5 131.1
Résultats du groupe de votre méthode 209 157.3 48.0
Résuitats de votre méthode 8 . 169.5 Trop
' faible
Votre valeur est : - 73

Votre propre unité : 182.5 IU/L 2 370C

VOTRE VALEUR EST : 16% DE LA MOYENNE DU GROUPE DE VOTRE METHODE
(05 8.D.
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traités par informatique, et i1 est fourni un rapport de la Commisssion
de Contrdle. Ce rapport, comme les précédents, situe les Taboratoires

les uns par rapport aux autres.

4 - CONCLUSTON

L'intérét d'un contrdle de qualité en enzymologie et ailleurs n'est
plus & démontrer. Mais il faut noter cependant que ce contrdle n'est
pas facile et que les comparaisons interlaboratoires sont rendues
délicates pour plusieurs raisons :

a) - la possibilité d'erreurs inhérentes & la nature des enzymes :
on mesure des activités et non des concentrations, et 1'on
sait déja de combien de facteurs physiques et chimiques les
activités enzymatiqﬁes sont dépendantes (température, pH,
force ionique, concentration du substrat, présence d'activa-
teurs ou d'inhibiteurs, nature protéique) ;

b) - 1'utilisation de sérums de contrdle de nature différente :

sérums humains et animaux ;

c) - 1'appareillage est aussi un facteur déterminant qui peut af-
fecter considérablement les résultats de dosage ;

d) - les coefficients de transformation utilisés pour les change-
ments de température des contrdles internationaux paraissent
assez aléatoires.

Les techniques du Multistat III sont assez reproductibles, mais 1'ap-
pareil est moins sensible aux valeurs basses. Par ailleurs, le micro-
analyseur centrifuge présente 1'avantage de permettre une économie de
réactifs et d'éviter de gaspiller le sang des patients.
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CHAPITRE 1

CADRE DE TRAVAIL - DEFINITION DE L’ECHANTILLON

1 - CADRE DE TRAVAIL

Les travaux personnels ont été réalisés & Marseille au Laboratoire
de Biochimie du Centre Hospitalier Universitaire Nord. Ce labora-
toire, dirigé par Monsieur le Professeur MIRANDA, est chargé d'ef-
fectuer tous les dosages biochimiques de routine demandés par les
différents services de 1'h6pital. La plupart des examens sont effec-
tués sur des appareils automatiques : IL MULTISTAT III (qui dose

les paramétres auxquels nous nous sommes particuliérement intéressé),
TECHNICON SMA II, BECKMAN ASTRA, SEBIA CELLOSYSTEM, et, tout récem-
ment, un TECHNICON QUANTACHEM qui porte a environ 90% le pourcentage
des examens effectués de fagon entiérement automatique. Ce labora-
toire, qui a une activité annuelle d'environ 10 millions de B
(1'Hopital Nord posséde environ 800 1its), a, en outre, un systéme
informatique qui permet la gestion des statistiques hospitaliéres,
la cotation des examens pour chaque malade, ainsi que 1'@dition des
Tistes de travail pour les différents postes de dosages.

2 - DEFINITION DE L'ECHANTILLON

92

Les &chantillons sont des prélévements de sang de malades hospitalisés

dans les différents services de 1'Hopital. Nous distinguons deux
types d'échantillons :

. les échantillons formés par les prélévements chez des
malades déja hospitalisés et sous surveillance médicale ;

. les échantillons formés par les prélévements chez des
malades hospitalisés d'urgence.
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CHAPITRE II

MATERIELS DE TRAVAIL - TECHNIQUES

1 - GENERALITES

Le Laboratoire étant informatisé sur une grande échelle, le matériel
utilisé est conforme aux conditions d'exploitation des différents
appareils, d'une part, et aux analyses effectuées d'autre part.

Les matériels accessoires sont généralement du type d usage unique
et sont détruits aprés avoir servi.

Dans Te cadre de nos travaux, nous avons surtout utilisé Te IL

MULTISTAT III qui effectue les dosages enzymatiques. Nous donnerons,
dans la suite, une bréve description de cet appareil.

2 - PRELEVEMENTS

Les prélévements sont faits au niveau du Service hospitalier qui
demande 1'analyse. On distingue deux types de prélévements :

. prélévements dans les tubes secs a bouchons rouges ayant
un volume de 10 ml,

. prélévements dans les tubes secs & bouchons verts, ayant
un volume de 10 ml, contenant un anticoagulant : 1'Hépa-
rinate de Lithium. Ces tubes sont utilisés pour les mala-

des soumis a un traitement anticoagulant.

Les tubes de prélévement ont une étiquette sur laquelle sont mention-
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nés le nom du malade, le service demandeur, la nature des examens
demandés. I1s sont accompagnés de bons de demande d'examens od
figurent les mémes renseignements, bons qui sont plus particulié-
rement destinés au Secrétariat du laboratoire qui attribuera a
chaque malade un numéro informatique.

3 -~ TECHNIQUES

Le IL MULTISTAT III est chargé d'effectuer les dosages enzymatiques :

. Transaminases GOT et GPT

. Lactico déshydrogénases LDH
. Créatine phosphokinase CPK
. Amylase |

Phos p hatases
. Phosphophatases alcalines et acides

. Gamma Glutamyl Transpeptidase yGT
et aussi des dosages de paramétres non enzymatiques :

. Cholestérol total
. Bilirubine totale

. Triglycérides

3-1 - DESCRIPTION SOMMAIRE DE L'ANALYSEUR MULTISTAT III

b A A S R e e ol S S Yy e e ey A S S ———

Cet appareil comprend deux modules distincts : un module distributeur
de réactifs et de sérums et un module analyseur comprenant un ordi-
nateur dont le réle est de contrdler le bon déroulement des réactions.

3-1-1 - Modwle distributeur

I1 effectue automatiquement les dilutions nécessaires et le chargement
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du disque d'analyse en réactifs et sérums. I1 comporte :

. un systéme de seringues de précision avec programmation
possible des volumes a distribuer ;

. une plaque tournante qui supporte une couronne de godets
contenant les différents sérums d doser. Au centre de
cette couronne se trouve un disque d'analyse en plastique
comprenant 20 cuvettes de lecture ;

. deux bras articulés permettent de déposer dans chaque
cuvette de lecture le sérum 3 doser et le réactif, le
mélange s'effectuant dans 1'analyseur par rotation du

disque d'analyse.

3-1-2 - Module analyseun

I1 posséde une enceinte thermostatée dans laquelle est déposé le
disque d'analyse. Un clavier permet d'indiquer par-un numéro de

code le dosage a effectuer, 1'ordinateur se charge alors de sélec-
tionner filtre et température, de mémoriser les différentes lectures
de DO et d'exprimer les résultats en concentration ou en activité
enzymatique par 1'intermédiaire d'une imprimante.

Sur décision du manipulateur, ces résultats pourront étre envoyés
dans la mémoire centrale du systéme informatique.
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CHAPITRE II1

RESULTATS DES ANALYSES

Nous avons étudié les dossiers de malades hospitalisés dans deux
services de 1'hdpital :

. le Service de Médecine Générale, dirigé par M. le Pro-
fesseur LUCCIONI,

. le Service de Cardio]ogié dirigé par M. le Professeur
TORRESANI . ‘

Nous avons retenu pour notre étude dix-sept malades dont sept du
Service du Professeur LUCCIONI et dix du Service du Professeur
TORRESANI. Ces malades ont été suivis pendant 1a période de Janvier
a Décembre 1982. '

Chez tous ces malades, des dosages enzymatiques plus ou moins régu-
liers ont été effectués au cours de leur hospitalisation. Ces dosa-
ges concernent essentiellement les principaux enzymes caractéris-
tiques de la pathologie cardio-vasculaire ; ce sont :

. Transaminases GOT et GPT,

. Lacticodéshydrogénases LDH,

. Créatine phosphokinase CPK,
Les dosages ont été faits suivant les méthodes précédemment décrites,
grdce d la technique informatisée du MULTISTAT III dont nous avons

déja donné une description sommaire.

Chez ces malades, des bilans SMA ont souvent &té demandés.
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Pour chaque malade, nous avons dressé un tableau récapitulatif des
résultats obtenus et tracé les courbes d'évolution dans le temps des
diverses activités enzymatiques.

Nous avons tenté enfin d'analyser et d'interpréter nos résultats
et les avons comparés avec ceux de la clinique par une consultation
des dossiers médicaux que les chefs de service ont eu 1'obligeance

de mettre & notre disposition.

N.B. Dans Les représentations graphiques qui sudvent, nous avons
ponté en abeisse Le temps T qud exprime Le nombre de jours
d' hospitalisation.



. SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 1
NOM DATE GOT GPT LDH CcPK
Roger LEL. 4.1.1982 108 38 402 | 1260
5.1.1082 85 43 377 439
6.1.1982 39 . 33 338 215
. 7.1.1982 27 32 2907 110
7.1.1982 9 35 270 103
. 811982 | 177 161 454 82
9.1.1982 53 100 338 70
10.1.1982 92 144 370 56
11.1.1982 55 128 279 a4
1211982 | 28 88 238 43
14.1.1982 17 45 166 22
18.1.1982 14 29 122 15
20.1.1982 9 22
21.1.1982 9 - 18 103 14
27.1.1982 15 20 73 12

K Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde. Les
enzymes cardiagues sont trés élevés dés le premier jour : CPK, LDH,
GOT. Tandis que la CPK diminue ensuite réguliérement, les trois au-
tres enzymes : LDH, GOT et GPT remontent le quatriéme jour (8.1.82) ;
le fait que la GPT qui, jusqu'ici, présentait des valeurs proches de
1a normale s'éléve brusquement et atteigne, dans les jours suivants,
un niveau plus &levé que celui de la GOT suggére une complication
hépatique par stase sanguine.

Syndrome douloureux thoracique trinitrorésistant apparu au repos
aprés prise d'alcool. Malade hospitalisé antérieurement pour angor.
Le tableau est en faveur d'une nécrose myocardique antéro-septale
récidivante.
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 2
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Julia P. 8.1.1982 182 164 470 84
9.1.1982 24 24 125 66
10.1.1982 15 22 118 49
10.1.1982 14 13 83 206
11.1.1982 18 19 122 30
12.1.1982 41 46 129 29
13.1.1982 25 29 122 23
14.1.1982 61 20 172 373
15.1.1982 35 40 160 137
16.1.1982 24 32 137 65
- 17.1.1982 36 29 120 38
18.1,1982 17 27 148 26
20.1.1982 1" 20 158 23

Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde. Au

100

départ, les enzymes sont élevés, sauf la CPK qui a déja bien régresseé.
On observe ensuite deux redémarrages de la CPK : le troisiéme (10.1.82)
et le septiéme (14.1.82) jours, accompagnés ou suivis par ceux des
trois autres enzymes. Vers la fin, 1a GPT tendant & devenir plus élevée

que la GOT, on pense & une 1égére atteinte hépatique faisant suite

aux différentes poussées de nécrose myocardique. La LDH, quant & elle,

se maintient & des niveaux assez constants, franchement supérieurs a

la normale.

Angor de Prinzmetal suivi d'un infarctus avec nécrose sous-endocardique

antérieure.
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CAS N° 2



SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 3

NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Simone DU. 11.1.1982 89 48 520 1440
12.1.1982 159 33 374 687

14.1.1982 57 29 347 158

15.1.1982 48 37 - 312 21

16.1.1982 42 33 329 132

18.1.1982 28 3 212 36

21.1.1982 19 34 180 26

Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde .

Dés le premier jour, on observe une baisse importante de la CPK
et de la LDH, suivie d'une 1égére remontée le cinquiéme (15-1-82)
et e sixiéme (16-1-82) jours respectivement.’

Accident le 10-1.

Diagnostic : nécrose septale profonde évolutive.
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 4

NOM DATE GOT GPT LDH CPK

Marcsl C. 42,1982 40 39 93 33
6.2.1982 186 91 396 1725

8.2.1982 61 70 395 404

10.2.1982 32 55 373 139

11.2.1982 30 42 318 89

12.2.1982 22 a2 264 57

13.2.1982 25 40 267 46

15.2.1982 19 38 197 28

16.2.1982 26 a1 - 185 26

17.2.1982 22 38 185 17

18.2.1982 18 36 174 17

19.2.1982 13 30 136 14

20.2,1982 13 30 114 12

22.2,1982 14 28 113 17

Panorama enzymatique complet et spectaculaire d'un infarctus apparem-
ment survenu pendant le séjour & 1'hépital. La variation brusque de
la CPK dans les deux sens contraste avec le lent retour a la normale
de la LDH. A partir du cinquiéme jour, la GPT constamment plus &levée

que la GOT semble témoigner d'une 1égére stase hépatique.

Oblitération coronaire droite proximale avec nécrose septale profonde
en évolution.
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No b5
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Anna DA. 21.3.1982 32 38 47 21
22.3.1982 158 60 217 1099
23.3.1982 242 80 821 912
24.3.1982 93 59 532 305
25.3.1982 84 93 47 464
26.3.1982 67 102 377 167
27.3.1982 45 98 297 72
29.3.1982 19 48 221 29

Panorama également complet et classique de 1'évolution des enzymes

cardiaques au cours de 1'infarctus, avec des signes nets d'intoxi-

cation hépatique, la GPT étant souvent, et curieusement dés le début

de 1'observation, plus élevée que la GOT.

Nécrose antérieure étendue.
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CAS N° 5




SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI

CAS No 6
NOM DATE GOT GPT LDH cPK
Ramon LO. 5.7.1982 150 a4 310 1240
6.7.1982 265 a4 459 2250
7.7.1982 87 3 339 595
8.7.1982 38 25 225 246
9.7.1982 23 19 178 124
10.7.1982 22 26 132 81
12.7.1982° 16 18 105 39
13.7.1982 13 23 94 31
16.7.1982 25 33 85 66
19.7.1982 19 13 a8 45
22.7.1982 38 32 151 425
30.7.1982 13 14 59 21

Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde.
Bien que 1'on ne saisisse pas le début de 1'évolution, on assiste
a 1'acmé des activités des enzymes cardiaques et 1'on peut aussi

parfaitement discerner une récidive au dix-huitiéme jour (22.7.1982).
L'intoxication hépatique est ici trés discréte.

Nécrose antérieure étendue sur un coeur déja malade (antécédent

de nécrose inférieure trois ans auparavant).
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 7

NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Albert LA 14.9.1982 125 120 433 1574
15.9.1982 194 39 510 1221

16.9.1982 79 28 478 3715

17.9.1982 34 22 398 157

18.9.1992 21 16 312 89

20.9.1982 12 14 255 63

21.9.1982 12 13 222 52

22.9.1982 9 1 185 34

23.9.1982 8 9 158 35

24.9.1982 10 11 137 26

25.9.1982 9 10 131 29

26.9.1982 9 10 129 25

Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde.

On n'observe que Te

flanc descendant du pic de Ta CPK. Par contre,

les pics de la GOT et de la LDH, d'apparition classiquement plus

tardive, sont plus complets, leurs sommeks ayant pu étre enregistrés.

La GPT ne montre pas de signe de stase hépatique.

Accident le matin méme.

Occlusion de 1'interventriculaire antérieure avec nécrose antérieure

édtendue.
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 8
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Georges M. 28.9.1982 30 34 89 210
29.9.1982 169 40 259 1692
30.9.1982 97 44 373 730
1.10.1982 37 34 328 264
2.10,1982 25 32 267 126
3.10.1982 16 28 230 79
4.10.1982 16 30 220 58
7.10.1982 10 28 158 29
11.10.1982 20 37 121 25

Panorama complet d'une poussée de nécrose myocardique unique. Les

signes de stase hépatique sont trés discrets.

Précordialgie irradiant dans le bras gauche.

Récidive de nécrose dans le territoire inférieur (en quatre mois

d'intervalle).
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. SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 9
NOM DATE GOT GPT LDH | cPK
Pierre LET. 21.11.1982 13 10 66 62
22 111982 | 133 24 199 995
’ 23,11.1982 138 36 412 552
’ 24.11.1982 79 32 450 273
25.11.1982 37 23 303 116
26.11.1982 27 25 289 77
27.11.1982 24 27 256 62
20.11.1982 15 20 172 a7
30.11.1982 13 17 121 31

: Schéma tout & fait propédeutique d'une nécrose myocardique montrant
le décalage entre les maximums des trois activités enzymatiques

L cardiaques : en téte la CPK, suivie de prés par la GOT, alors que
la LDH est franchement décalée. Par ailleurs, le retour & la normale
de 1'activité LDH est, de loin, le plus lent.

Dans le cas présent, les signes d'intoxication hépatique, fournis par
la GPT, sont négligeables.

Le patient a présenté la veille une douleur thoracique en barre cons-
trictive prolongée avec irradiations dans le dos et les deux bras.
L'ECG montre une nécrose myocardique inférieure en V, V5.
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SERVICE DU PROFESSEUR TORRESANI CAS No 10
NOM DATE GOT GPT ~ LDH CPK
Boghos AD. 22,11.1982 81 29 141 698
23.11.1982 77 32 227 436
, 24.11.1982 53 46 274 186
25.11,1982 35 46 179 94
26.11,1982 32 50 190 66
27.11.1982 31 53 178 59
28,11.1982 27 65 160 45
29.11,1982 20 39 133 28
' Panorama enzymatique compatible avec 1'infarctus du myocarde.

Lorsqu'on compare les trois enzymes cardiaques, on peut bien
observer le décalage des maximums entre CPK, GOT et LDH.

L‘activité GPT, non négligeable, est en faveur d'une stase
hépatique.

Précordialgie en barre & irradiations brachiale et cervicale
apparue & 1'effort avec séquelle de nécrose transmurale septale
profonde.
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 11
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Marcel P. 12.2,1982 20 19 77 116
13.2.1982 65 7 113 472
14.2,1982 86 35 200 270
15.2.1982 37 25 196 108
16.2.1982 29 28 182 66
18,2.1982 17 29 144 42
19.2.1982 17 27 171 40
22.2.1982 13 22 139 32

Schéma classique d'une nécrose myocardique de faible étendue.

IDM chez un malade traité pour angor.
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 12
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Madeleine Z. 16.2.1982 42 14 370 989
17.2,1982 37 13 264 736
19.2.1982 25 1 213 644
25.2.1982 18 7 167 50
27.2,1982 20 11 191 377
3.3.1982 16 10 176 306

Panorama enzymatique assez déroutant :

si la CPK et la LDH peuvent

laisser croire a une nécrose myocardique, Ta GOT n'est manifestement

pas en accord avec ce diagnostic.

Malade hypothyroidienne.
Le 16.2.82 & 3h. du matin, existence d'une douleur de survenue noc-
turne au niveau de 1'épaule droite, irradiant dans le haut du bras

droit.

ECG = RAS.
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 13
NOm DATE GOT GPT LDH CPK
Pierre D. 17.2.1982 16 9 108 537
20.2.1982 116 86 128 1156
21.2.1982 70 PA 129 537
22.2.1982 38 52 114 142
24.2,1982 42 56 174 105
26.2,1982 3N 45 67 29

Le sens de 1'évolution des activités de Ta CPK, de 1a LDH et de 1la
GOT s'accorde avec 1'existence d'une nécrose myocardique, bien que,

quantitativement, la LDH augmente assez peu.

La GPT montre des signes de stase hépatique.

Depuis le 18.2, signes électriques de nécrose sous-endocardique.
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 14
NOM DATE GOT GPT L.DH CPK
Gabriel B. 4.7.1982 82 160 270 41
5.7.1982 14 27 82 16
7.7.1982 21 49 124 144
9.7.1982 23 28 115 65
17.7.1982 Ll 23 a1 17

Panorama enzymatique apparemment sans rapport avec une nécrose

myocardique (en particulier & cause du taux normal de la GOT).

Insuffisance cardiaque avec oed&me aigu du poumon.
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 15
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Henri C. 26.7.1982 68 22 167 537
27.7.1982 21 15 67 206
28.7.1982 78 28 165 349
29.7.1982 33 22 153 93
30.7.1982 22 19 127 39

Signes nets d'une nécrose myocardique en évolution avec récidive.

Pas de complications hépatiques.

Nécrose antéro-septale.
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CAS N° 15



SERVICE DU PROFESSEUR LUCCION! CAS No 16

NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Marguerite N. 13.8.1982 263 113 514 13600
13.8.1982 144 120 1000 8670
14.8.1982 274 128 470 12000

21.8.1982 22 59 87 118

22.8.1982 15 43 67 73

23.8,1982 14 32 94 59

27.8.1982 11 14 71 74

Ce tableau pourrait correspondre d@ une nécrose myocardique massive
avec récidive ; mais les valeurs considérables de la CPK paraissent
tout a fait inhabituelles.

Malade hypertemdueayant présenté une paralysie flasque des quatre
membres d'apparition rapide le 11.8.82.

L'étiologie semble &tre une hypokaliémie majeure (K+ = 1,5 mmol/1)
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probablement d'origine iatrogéne (induite par diurétiques et laxatifs).
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SERVICE DU PROFESSEUR LUCCIONI CAS No 17
NOM DATE GOT GPT LDH CPK
Laure L. 11.9.1982 110 67 274 2152
13.9.1982 40 157 908
14.9.1982 31 1 189 462
16.9.1982 35 58 158 108
239.1982 10 20 86 27
25.9.1982 15 20 74 22
27.9.1982 13 18 65 17

Panorama enzymatique compatible avec un infarctus du myocarde en voie

de stabilisation.

Accident ischémique aigu du membre supérieur droit survenu a 1a suite

d'un IDM postéro-inférieur passé cliniquement inapercu.
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CONCLUSION

Le propos de ce travail a été 1'étude de quelques dossiers de mala-
des pour lesquels étajent demandés des dosages enzymatiques. Nous
avons focalis@ notre attention sur les trois enzymes "cardiaques"
CPK, LDH et GOT, ainsi que sur la GPT qui signe les complications
hépatiques. '

Nous avons voulu comparer les malades hospitalisés dans deux services
qui nous ont paru caractéristiques vis-auvis des maladies cardio-
vasculaires : un service de Cardiologie od 1'on pouvait observer faci-
Tement des cas d'infarctus typiques et un service de Médecine Géné-
rale, & prédominance cardiologique, o, a c6té d'infarctus authenti-
ques, pouvaient se rencontrer des symptomatologies trés variées.

Nous avons donc commencé par travailler au laboratoire en sélection-
nant quelques dossiers de 1'année 1982 oid figuraient un nombre suf-
fisant de dosages enzymatiques, permettant de suivre une évolution
sur plusieurs jours et nous sommes allés enquéter ensuite dans deux
services de médecine ol les dossiers complets des malades ont été mis
a notre disposition.

Les panoramas enzymatiques pouvant correspondre & 1'infarctus du myo-
carde ont &té les plus nombreux et, comme i1 fallait s'y attendre,

on en a trouvé davantage dans le service de Cardiologie que dans le
service de Médecine Générale. Six panoramas complets (N° 4, 5,8,9, .

11 et 13) dont les quatre premiers en provenance du service de Car-
diologie ont &té dénombrés. Parmi eux, nous avons pu isoler un schéma
que nous avons qualifié de propédeutique, tant il est en accord par-
fait avec les données classiques de la littérature (p.81 ), concernant
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1'apparition échelonnée dans le temps des trois enzymes cardiaques
dans le sang (n° 9 ).

Neuf panoramas incomplets ont été décrits (N° 1, 2, 3, 6, 7, 10, 15, 16,
17) les six -premiers relevant du service de Cardiologie.

Enfin, deux dossiers du service de Médecine Générale (N° 12 et 14)
nous sont apparus comme incompatibles avec 1'infarctus du myocarde.

La consultation des dossiers dans les services de clinique nous a
confirmés dans ce dernier point de vue. Le dossier n°® 12 concerne une
malade hypothyroidienne dont 1'é&lectrocardiogramme était normal ;
quant au dossier n°l4, il parte le diagnostic d'insuffisance cardia-
que avec oedéme aigu du poumon.

Deux autres dossiers appartenant également au service de Médecine
Générale et que nous n'avions pas formellement exclus des cas d'in-
farctus doivent &tre disjoints. Le dossier clinique du cas n° 16
fait &tat d'une paralysie flasque des quatre membres d'apparition
rapide, attribuée a une hypokaliémie majeure (K+ = 1,5 mmol/1 -
valeurs normales : 3,5 & 5,0 mmo1/1) faisant probablement suite a

un surdosage de diurétiques et de laxatifs ; c'est cette atteinte
générale des muscles squelettiques qui expliquerait le niveau extra-
ordinairement élevé observé pour la CPK, fait que nous avions signaléd
dans les commentaires joints au tableau des résultats. Quant au cas
n® 17, son dossier clinique fait &tat d'un accident ischémique aigu
du membre supérieur droit, survenu & la suite d'un infarctus du
myocarde postéro-inférieur passé cliniquement inapergu ; 1'issue
sera 1'amputation du membre.

Tous les autres dossiers, comprenant 1'intégralité de ceux du service
de Cardiologie, portaient le diagnostic d'infarctus du myocarde, con-
firmé en particulier par les données de 1'é&lectrocardiogramme.

Ainsi, dans treize cas sur quinze, incluant les dix cas du service
de Cardiologie, le diagnostic d'infarctus du myocarde était évident
a la seule vue des panoramas enzymatiques. Pour le service de Méde-
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