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INTRODUCTION

La determination quantitative des enzymes est une operation importante
en biochimie classique et en biochimie clinique. Or, en chimie tout court,
quand on veut definir une quantite de substance, on dit qu'il y en a un
certain nombre de granunes ou un certain nombre de moles par unite de
volume ou de poids, "Ce mode d'expression sera vraisemblablement utilise
dans le futur en enzymologie, quand tous les enzymes auront ete obtenus a
I'etat pur et que leurs constantes physiques auront ete determinees, II est
d'ailleurs deja utilise pour quelques enzymes particulierement bien connus.
Quand on hydrolyse une proteine par la trypsine ou la chymotrypsine, on
dit, par exemple, que tant de grammes de substrat ont ete traites par tant de
milligrammes d'enzyme. Mais, dans Ie cas general, les enzymes ne sont
pas encore connus sur Ie plan moleculaire, On ne peut les saisir qu'au
travers de leur activite catalytique etc'est eette activite qui doit leur servir
de mesure. En d'autres termes, la Commission des Enzymes de l'Inter­
national Union of Biochemistry recommande de definir un enzyme par
l'intermediaire de la reaction qu'il catalyse. U ne eonnaissance approfondie
de la reaction et des conditions dans Iesquelles une activite catalytique doit
etre mesuree est done indispensable.

La meconnaissance de certaines regles peut provoquer des erreurs con­
siderables, et l'on doit toujours se dire qu'un nombre n'a jamais a lui seul
aucune signification. La chose importante est de savoir comment ce
nombre a ete obtenu et ce qu'il represente reellement. Pour le savoir dans
Ie cas du dosage des enzymes, il faut etre sur que Ie substrat choisi pour
l'enzyme est bien Ie bon et que les conditions dans lesquelles Ia mesure est
effectuee sont correctes. Ces conditions dependent etroitement de Ia
cinetique de la reaction catalysee par l'enzyme.

Nous allons, dans Ie present rapport, essayer d'illustrer ces notions simples
par quelques exemples concrets tires d'etudes recentes sur les enzymes de la
secretion externe du pancreas. On sait que cette giande reunit dans sa
secretion externe une serie d'hydrolases dont Ie role est d'hydrolyser dans
l'intestin les substances alimentaires em provenance de l'estomac. A chaque
grande classe de substances alimentaires correspond un ou plusieurs enzymes
pancreatiques: une a-amylase pour les polysaccharides; une lipase, une
phospholipase et une cholesterol esterase pour les lipides; une ribonuclease
et une desoxyribonuclease pour les acides nucleiques; et, enfin, un bloc
d'enzymes proteolytiques (chymotrypsinogenes, trypsinogene, carboxypep-
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tidases A et B, etc.) pour les proteincs. Ces enzymes jouent un role decisif
dans les phenomenes de digestion. II est done essentiel de savoir les doser
correctement dans le pancreas lui-meme, le sue pancreatique ou Ie sue
duodenal afin de resoudre des problemes importants d'enzymologie pure ou
de c1inique.

a-AMYLASE

L'exemple de l'a-amylase du pancreas va nous permettre de discuter
certaines notions concernant la cinetique de la reaction catalysee par
l'enzyme,

On sait que les reactions d'hydrolyse sont generalcment pseudo-mono­
moleculaires, par suite de l'abondance des molecules d'eau participant a la
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Figuie 1. Dosage de l' a-amylase pancreatique par la technique a l'acide 3,5-dinitro­
salicylique", Les resultats du dosage colorimetrique sont exprimes en mg de maltose.
Un essai a blanc realise avec la meme quantite d'acide, mais sans amylase, est retranche

de chaque essai reel

reaction. La premiere idee est done de definir la quantite d' enzyme par
I'intermediaire de la constante de la reaction monomoleculaire, Mal.
heureusement, la determination de cette constante exige que l'on effectue
une serie d'experiences et elle necessite un calcul que beaucoup trouvent
rebutant. On a done tendance a se placer dans des conditions OU Ia
reaction est d'ordre zero, c'est-a-dire ou Ia vitesse de la reaction estinde­
pendante de la concentration du substrat, et ou, par consequent, la courbc
de cinetique est rectiligne. La quantite d'enzyme doit alors, en principe
tout au moins, etre donnee par la pente de la droite.

Dans la meilleure hypothese done, la courbe de cinetique est rectiligne.
II faut alors verifier que les essais sont reproductibles, c'est-a-dire qu'une
meme quantite d'enzyme donne le meme resultat au cours de plusieurs
experiences successives, et que la pente des droites est proportionnelle apx
quantites d'enzyme en jeu. Ceci n'est vrai, dans Ie cas Ie plus favorable,
qu'entre certaines limites precises qu'il convient de determiner.
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Enfin, un autre obstacle se presente quand les droites, pour une raison
quelconque, ne passent pas par l'origine. C'est ce qui arrive pendant Ie
dosage de l'a-amylase par la technique classique! consistant a determiner
colorimetriquement, a l'aide de l'acide 3,5-dinitrosalicylique, Ie nombre de
fonctions reductrices apparaissant au cours de I'hydrolyse de l'amidon. La
Figure 1 indique que les courbes de cinetique sont bien rectilignes dans les
conditions de l'essai. Les pentes des droites d'autre part sont bien propor­
tionnelles aux quantites d'enzymes. Mais les droites ne passent pas par
l'origine. II en resulte que I'on n'a pas Ie droit de determiner la quantite
d'enzyme, comme on a l'habitude de Ie faire, par une experience unique.
Chaque ordonnee particuliere est en effet Ia somme de I'ordonnee aI'origine
plus ce qui est dli a la reaction enzymatique. Elle n'est done pas propor­
tionnelle a la quantite d'enzyme. Pour bien faire, il est indispensable de
tracer dans chaque cas la droite de cinetique et de mesurer sa pente.

La morale a tirer de ce premier exemple est qu'il est dangereux d'utiliser
aveuglement une technique dans la forme OU elle est decrite par ses auteurs.
II est souvent fort instructif de tracer pour son propre compte des courbes
de cinetique et d'en tirer les conclusions qui s'imposent.

ENZYMES PROTEOLYTIQUES

II est encore courant de determiner I'activite proteolytique d'un liquide
bioIogique ou d'un tissu en les faisant agir sur une proteine (caseine), et en
mesurant, par exemple, Ia quantite de tyrosine qui devient soluble dans
l'acide trichloracetique (technique d'Anson). Cette technique est evidem­
ment fort grossiere pour plusieurs raisons. En premier lieu, nous ignorons
quelle est la cinetique de la reaction. Si elle n'est pas rectiligne, les resultats
sont certainement incorrects. D'autre part, l'emploi de la caseine ne
permet pas de differencier l'action des nombreux enzymes proteolytiques
qui se trouvent ordinairement associes dans les produits etudies, Enfin, la
veritable definition de I'activite proteolytique doit etre basee sur le nombre
de liaisons rompues par minute, ce que la technique a Ia tyrosine est bien
incapable de nous donner. Nous disposons a I'heure actuelle de substrats
specifiques pour chaque enzyme proteolytique du pancreas>: acetyl-r­
tyrosine ethylester pour la chymotrypsine, benzoyl-L-arginine ethylester
pour la trypsine, carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanine pour la carboxypep­
tidase-A, et benzoylglycyl-L-arginine pour la carboxypeptidase-B. La mise
en oeuvre de ces substrats est relativement simple. II convient donc de les
utiliser toutes les fois que 1'0n a interet a etudier individuellement chaque
enzyme, ce qui represente Ie cas Ie plus frequent.

En outre, un probleme fort important se pose pour les enzymes proteo­
Iytiques du pancreas, celui de I'activation prealable des precurseurs, On sait
en effet que, pour des raisons de securite, les celluies acinaires du pancreas,
chargees de I'elaboration des enzymes de Ia secretion externe, ne synthetisent
pas les enzymes proteolytiques sous une forme directement active. Elles
forment des precurseurs inactifs qui ne sont actives qu'apres leur arrivee
dans Ie duodenum. II ne servirait a rien d'utiliser des techniques precises et
rationnelles pour le dosage des activites si I'etape d'activation n'etait pas
soigneusement controlee.
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La Figure 2 reproduit des eourbes de cinetique d'aetivation des ehymo­
trypsinogenes dans un homogenat de pancreas de rat (A) et du trypsinogene
dans du sue pancreatique de pore (B). Dans Ie premier cas, un homogenat
dilue I : lOde pancreas de rat etait incube a pH 7,9 avec de Ia trypsine,
L'incubation se faisait a35° pour la eourbe superieure et a0° pour la courbe
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Figure 2. Activation des chymotrypsinogenes et du trypsinogene dans le suc pancreatique
et les homogenats de pancreas", Les ordonnees de gauche (A) montrent milliunites
chymotryptiques/ml de I'homogenat dilue I : 10; les ordonnees de droite (B) montrent

milliunites tryptiques/ml d'une solution de suc con tenant 250 flg proteines/ml

.---. ----.----.-

o 5 10
Trypsine ajoutee (% des proteioes totale)

Figure 3. Activation du trypsinogene du sue pancreatique de pore en fonction des quantites
de trypsine ajoutees". Le graphique montre la relation entre les milliunites tryptiques/mg
de proteines (obtenues apres une incubation de 18 h a 0° avec des quantites variables de
trypsine servant a l'activation) et les quantites ajoutees de trypsine (en pour cent des

proteines totales du sue)

inferieure, Apres des temps determines, on prelevait une partie aliquote
des echantillons et on y dose l'activite chymotryptique a l'aide d'acetyl-r­
tyrosine ethylester. Dans Ie deuxieme cas, un echantillon de sue pan­
creatique de rat etait traite a pH 7,9 et a 0° par de la trypsine. L'activite
tryptique etait determinee a l'aide de benzoyl-a-arginine ethylester apres
des durees differentes d'incubation. On voit que, dans chaque cas, des
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conditions ont ete trouvees" permettant d'obtenir un plateau bien defini.
La hauteur de ces plateaux est reproductible et proportionnelle a la quantite
d'enzyme. Elle donne done une expression valable de cette derniere.

La Figure 3 d'autre part permet de se rendre compte de l'influence de la
quantite de trypsinesur l'activation en 18 h du trypsinogene contenu dans le
sue pancreatique de rat. On voit que l'activation de ce trypsinogene ne se
declenche pas si la quantite ajoutee detrypsine est inferieure a une certaine
limite. Puis, elle atteint brusquement sa limite superieure. Le phenomene
est vraisemblablement lie a I'existence dans Ie sue d'inhibiteurs de trypsine
dont il faut surmonter la resistance. II demontre que l'etape d'activation
ne doit pas etre realisee dans n'importe quelle condition. II suggere
egalement un moyen commode pour evaluer la stabilite du sue. On peut
penser que certains etats pathologiques du pancreas sont provoques par un
abaissement fortuit de la stabilite du sue (ou des grains de zymogene)
declenchant l'activation prematuree de la trypsine et, par voie de con­
sequence, de tous les autres precurseurs proteolytiques du pancreas.

LIPASE

L'etude precise de la lipase pancreatique fournit de nombreux exemples
des erreurs que 1'0n peut commettre pendant la determination de I'activite
d'un enzyme.

Choix du substrat

Lorsqu'un enzyme est rigoureusement specifique, c'est-a-dire lorsqu'il
n'agit que sur un seul substrat, sa definition par I'intermediaire de son
substrat n'est pas equivoque. Dans Ie cas contraire, un choix embarrassant
entre plusieurs substrats possibles doit etre fait. II est alors prudent de
selectionner Ie substrat Ie plus "physiologique", c'est-a-dire celui qui
correspond directement au role devolu a l'enzyme in vivo.

La lipase pancreatique est deversee dans le duodenum afin d'y hydrolyser
les triglycerides alimentaires dont la solubilite dans l'eau est nulle. La
premiere idee est done d'utiliser ces .triglycerides insolubles quand une
activite lipolytique doit etre mesuree, C'est bien d'ailleurs ce qu'avait fait
Willstatter au cours de ses travaux fondamentaux sur la lipase. Mais les
enzymologistes sont habitues a operer au sein d'une phase aqueuse dans
laquelle l'enzyme et le substrat se trouvent dissous et d'appliquer sans
hesitation a une telle phase les lois classiques de la physico-chimie, Vne
emulsion de substances insolubles represente a priori un systeme beaucoup
plus complique. Aussi, on prit l'habitude de substituer aux triglycerides
des esters solubles, comme Ie Tween-Zt), l'acetate de p-nitrophenol ou le
butyrate de methyle. II est remarquable qu'un traite c1assique et recent­
mentionne pour la lipase deux techniques de dosage qui preconisent l'emploi
d'esters dissous,

Or, la Figure 4 indique au contraire que la lipase agit exclusivement sur les
esters emulsifiess, Les experiences de la Figure 4 sont realisees avec des
esters solubles dans l'eau, la triacetine (A) et le butyrate de methyle (B).
Dans les deux cas, on porte en ordonees l'activite deployee par une pre­
paration de lipase partiellement purifiee (cercles blancs) ou une preparation

427



P. DESNUELLE, ]. P. REBOUD ET A. BEN ABDELJLIL

pure (triangles noirs). En abscisses, on porte la concentration du substrate
La droite verticale en pointille materialise dans les deux diagrammes l'instant
ou la solution est saturee, c'est-a-dire OU les molecules de substrat com­
mencent a apparaitre a l'etat emulsifie, En d'autres termes, on trace des
courbes de Michaelis. Quand la concentration est faible, toutes les mole­
cules de substrat sont en solution. La lipase agit tres peu ou pas du tout.
En augmentant la concentration, il arrive un moment ou la saturation de la
solution est atteinte. Au-dela, toutes les molecules ne peuvent pas se dis­
soudre. Une partie reste a I'etat emulsifie. On voit qu'a cet instant, une
large activite Iipolytique se developpe. L'esterase du foie, au contraire, agit
tres bien sur Ie butyrate de mcthyle en solution et son activite n'est pas
augmentee au moment ou la saturation est franchie", En d'autres termes,
la frontiere entre I'activite lipolytique et I'activite esterolytique est donnee
par l'etat physique du substrate La lipase agit sur les esters emulsifies et
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Figure 4. Action exclusive de la lipase pancreatique sur les esters emulsifies-

n'agit pas sur les esters dissous. L'esterase au contraire agit sur les esters
dissous et elle est incapable d'attaquer les esters emulsifies.

La lecon atirer des experiences de la Figure 4 est que l'activite de la lipase
doit etre mesuree a l'aide d'cmulsions, faute de quoi c'est I'activite d'un
autre enzyme que l'on mesure.

" Concentration" de I'emulsion
Pour que Ia cinetique d'une reaction enzymatique ait une chance d'etre

d'ordre zero, il faut que la concentration du substrat soit suffisante pour que
Ie substrat sature l'enzyme, C'est la d'ailleurs l'une des recommendations
de la Commission des Enzymes de l'International Union of Biochemistry.
Or, quand un substrat est insoluble, comme le sont les substrats naturels de
la lipase, quelle est la signification de la " concentration" du substrat?

Des etudes recentes, qu'il serait trop long de decrire ici, ont montre que
la lipase agit a l'interface des globules emulsifies. Les molecules de substrat
accessibles a I'enzyme sont done celles situees a l'interface, et l'aire de
l'interface peut servir a definir la " concentration" de I'emulsion. Cette
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convention permet alors de tracer des. courbes de Michaelis pour la lipase
agissant sur un substrat insoluble tel que la trioleine, et de s'apercevoir que,
comme les courbes classiques, ces courbes comportent un plateau. En
d'autres termes, pour qu'un test de lipase soit correct, il ne suffit pas
d'utiliser une emulsion d'ester, de preference une emulsion de triglycerides ;
il faut aussi que I'emulsion ait une interface assez grande pour que le plateau
de Michaelis soit atteint, c'est-a-dire pour que toute la lipase disponible soit
adsorbee a l'interface. A ce moment, contrairement a ce que l'on affirme
parfois, il est inutile d'agiter. La reaction de lipolyse s'effectue seIon une
reaction d'ordre zero a sa vitesse maximum.

Realisation du test
Le test propose pour la lipase" est un dosage potentiometrique a pH

constant. La Figure 5 montre les resultats d'une serie de telles experiences,
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Figure 5. Dosage potentiometrique a pH constant pour la lipase pancreatique (technique
manuelle). Les croix, rands et triangles Ie long de la courbe (1) correspondent a plusieurs
experiences realisees avec la meme quantite de lipase. Les nombres a cote de chaque

courbe indiquent les proportions de lipase utilisees dans les autres experiences

realisees dans 1a maniere suivante. 10 ml d'une emulsion preparee en
agitant pendant 10 min, 165 ml d'une solution de gomme arabique a 10
pour cent, 15 g de glace pilee et 20 ml de trioleine, ou plus simplement
d'huile d'olive neutre, etaient places dans un becher de 50 ml avec 0,3 ml
d'une solution a 20 pour cent de taurocholate de sodium (ou d'un melange
de sels biliaires prepare a partir de bile de boeuf) pour accelerer 1a reaction,
et assez d'eau pour amener Ie volume total a 30 m!. Le becher etait place

. dans un thermostat a 37°. Son contenu etait agite doucement, On y
plongeait les electrodes d'un pl-I-metre,' amenait Ie pH a 9,0-9,1 et ajoutait
la solution contenant la lipase. Le pH etait maintenu a 9,0 par addition
de soude 0,1 N. On mesurait, en fonction du temps, la quantite de soude
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nccessaire au maintien du pH asa valeur initiale. La Figure 5 indique que
Ie test est reproductible et que la pente des droites est rigoureusement
proportionnelle a la quantite de lipase en jeu. Une determination prend
environ 5 minutes.

La Figure 6 enfin reproduit les courbes obtenues automatiquement par
emploi d'un pH-stat enregistreur Radiometer. Dans cette Figure 6, la pente
de les droites, representantes les tangents a l'origine, est rigoureusement
proportionnelle a la quantite de lipase. L'usage de cet appareil est par­
ticulierement commode car, en plus de son caractere automatique suppri­
mant toute observation subjective, il permet d'abaisser Ie volume de
I'emulsion a 3 ml et de reduire, par consequent, la quantite de lipase dosee,
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Figure 6. Dosage potentiometrique a pH constant de Ia lipase pancreatique (technique
automatique). Les courbes inferieures Iegerement incurvees vers Ie bas sont tracees
automatiquement par un pl-I-stat enregistreur Radiometer charge avec de Ia soude O,IN.

Les droites representent les tangentes a l'origine

EXEMPLE D'APPLICATION DE CES TECHNIQUES

La Figure 7 indique les variations de la composition en enzymes du sue
pancreatique de rat, en fonction de la duree de la collection. Sur un rat
male de souche Wistar, nourri avec un regime equilibre, on placeait une
fistule permettant de recueillir de fa con continue du sue pancreatique pur.
Le tube entoure de glace dans lequel s'ecoule Ie sue etait charge toutes les
12 h. On dosait dans les echantillons, l'amylase (cercles noirs), la lipase
(croix) et Ie chymotrypsinogene (cercles blancs). La baisse de l'amylase •
est seule significative, car elle entraine une elevation apparente du taux des
autres enzymes. L'interpretation precise du phenomene sortirait du cadre
de cet expose.
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Figure 7. Variation de composition du sue pancreatique de rat en fonction de la duree de
la collection. L'activite specifique de l'amylase est donnee par 1es cercles noirs, celle de la

lipase par les croix, et celle du chymotrypsinogene par les cercles blancs

CONCLUSIONS

L'objet essentiel de ce rapport est d'indiquer qu'il est beaucoup plus
difficile de doser correctement un enzyme que d'en determiner qualitative­
ment la presence ou l'absence. Or, il est vraisemblable que certains etats
pathologiques determinent des variations certes sensibles, mais relativement
peuimportantes, de la teneur en enzymes de tel ou tel tissu, Les techniques
de dosage doivent done etre, non seulement sensibles et commodes, mais
aussi correctes. Lorsqu'on obtient un resultat experimental, il convient de
se demander dans queUes conditions ce resultat a ete obtenu et quelle est sa
signification. Le trace des courbes de cinetique fournit souvent a ce sujet
des renseignements interessants. Le choix du substrat est egalement fort
important. La litterature biochimique et medical est encombree d'articles
depourvus de signification, par le simple fait que la lipase a ete mesuree
a l'aide d'esters en solution.
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