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Le diagnostic des érythroenzymopathies est fondé sur la mise en

évidence de la baisse d'activité de l'enzyme dans les hématies. Cette mesure
est délicate pour les raisons suivantes : préparation et conservation des
réactifs, précision de la température et du pH, stabilité de l'enzyme au
cours du temps. L'inexistence de solutions de contrle adaptées a
I'enzymologie érythrocytaire constitue un handicap qui oblige a recourir
3 un hémolysat préparé le méme jour & partir du sang d'un sujet témoin.
L'objectif de ce travail est de préparer un matériel de contrble destiné aux
laboratoires d'analyses médicales pour déterminer des activités
enzymatiques et dépister sans erreur les déficits enzymatiques
érythrocytaires les plus fréquents, notamment ceux de la glucose-6-

phosphate déshydrogénase (G6PD) et de la pyruvate kinase (PK).

Le travail est divisé en deux parties :

- une premiére partie, exclusivement bibliographique, comprend un
rappel des caractéristiques d'une solution de contrdle enzymatique, une
revue des méthodes de stabilisation des enzymes suivie de I'étude des
propriétés structurales et catalytiques de G6PD et PK érythrocytaires et de
leur exploration biologique.

- La seconde partie rassemble nos travaux experimentaux permettant de
préparer une solution de contréle a partir d'un hémolysat humain ou les
deux enzymes endogénes sont stabilisées par l'apport de différents

protecteurs.

A partir de l'ensemble de nos résultats nous pouvons proposer les
modalités permettant d'obtenir des solutions de contréle possédant des
activités G6PD et PK stables, un comportement et une commutabilité trés

proches de celles des échantillons des patients :

-solution de contrdle liquide préte a l'emploi : hémolysat additionné de
TMAO 1 mol/l, de NADP* 0,5 mmol/l, de PEP 0,5 mmol/l et de glutathion

réduit 0,1 mmol/l.

-solution de contréle lyophilisée : hémolysat additionné de saccharose 10%,
(ou tréhalose 10% ou raffinose 10%), NADP* 0,5 mmol/l, PEP 0,5 mmol/l, N-
acétylcystéine 0,25 mmol/l et d'azide de sodium 0,01% (p/v).

mots-clés : solution de contréle - enzymes érythrocytaires - satabilisation -
G6PD - PK.



SUMMARY

Diagnosis of erythrocyte enzyme deficiencies is based upon
demonstration of a decreased enzyme activity in patients' red blood cells,
This is a difficult task due to several critical aspects : preparation and
conservation of the reagents, temperature and pH conditions, enzyme
stability within a long time. The absence of any rcference material for
erythrocyte enzyme studies is a disadvantage which necessitate to prepare
a hemolysate from a normal control donor. The purpose of this study is to
prepare reference materials suitable for accurate determination of
enzyme activities in the diagnosis of frequent erythrocyte enzyme
deficiencies such as glucose-6-phosphate dehydrogenase and pyruvate

kinase deficiencies.

This study is divised in two parts :
- The first part is a literature review of enzyme reference materials,
methods of enzyme stabilisation and structural and catalytic properties of

erythrocyte glucose-6-phosphate dehydrogenase and pyruvate kinase.

- In the second part are presented personal experimental studies on the
preparation of control materials, using a human erythrocyte hemolysate
in which the endogenous enzymes are stabilized by various protective

compounds.

From these experimental data are proposed several methods to
obtain reference materials with stable G-6-PD and PK activities as similar
as possible to the analogous enzyme in patients :

- Liquide control solution, ready for use : hemolysate with TMAO 1 mol/l,
NADP+ 0.5 mmol/l, glutathione reduced 0.1 mmol/l.

- Lyophilised control solution : hemolysate with sucrose 10% (or trehalose
10% or raffinose 10%), NADP+ 0.5 mmol/l, PEP 0.5 mmol/l, N-acetyl-
cysteine 0.25 mmol/l, sodium azide 0.01% (w/v).

Key-Words : control solution, erythrocyte enzymes, stabilisation, G6PD,
PK.
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Symboles
ADP = Adénine - 5'- diphosphate
ATP =  Adénosine - 5'- triphosphate
BME = B mercaptoéthanol
DMF = Dimethylformamide
DMSO = Dimethylsulfoxide
DTT = Dithiothreitol
EDTA = Ethyléne diamine tétra acétique
G6P =  Glucose-6-phosphate
G6PD = Glucose - 6 - phosphate deshydrogénase
GSH =  Glutathion réduit
GSSG =  Glutathion oxydé
Hb = Hémoglobine
KA =  Chlorure de potassium
Lact. = Lactate
LDH = Lactate deshydrogénase
MgCl2 =  Chlorure de magnésium
NaCl =  Clorure de sodium
NAD = Nicotinamide adénine dinucléotide
NADH = Nicotinamide adénine dinucléotide réduit
NADP = Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADPH = Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
PEP = Phospho-enol-pyruvate
PK = Pyruvate kinase
Pyr. = Pyruvate
TEA = Triéthanolamine
TMAO = triméthyl amine N-oxyde
Tris =  Tris(hydroxymethyl)-aminométhane
U.L = Unité Internationale
Uv =  Ultraviolet
Unités
= Dalton
g = gramme
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INTRODUCTION

Les érythroenzymopathies, anémies hémolytiques d'origine
endoglobulaire, sont devenues plus fréquentes en France en
raison de l'apport constant de résidents étrangers originaires plus
particuliérement du bassin méditerranéen et du continent
asiatique.

Le diagnostic de ce déficit est fondé sur la mise en évidence
de la baisse d'activité de l'enzyme dans les hématies. Ce dosage
est délicat pour les raisons suivantes : préparation et
conservation des réactifs, précision de la température et du pH,
stabilité de l'enzyme au cours du temps.

L'inéxistence de solutions de contréle adaptées a
I'enzymologie érythrocytaire constitue un handicap qui oblige a
recourir a un hémolysat préparé le méme jour a partir du sang
d'un sujet témoin. Ceci empéche toute standardisation réelle de la
mesure d'activité enzymatique ; de ce fait les résultats d'un
laboratoire ne peuvent que difficilement €tre comparés avec ceux
obtenus par un autre, et le recours a un laboratoire spécialisé en

enzymologie érythrocytaire est la régle.

A notre connaissance seuls Bonderman et col. (28) ont
décrit  un contrdle de la G6PD érythrocytaire. Une seule solution,
limitée a la mesure de l'activité de cette méme enzyme, existe sur
le marché. Elle est commercialisée par SIGMA et correspond
probablement a4 celle de Bonderman et col. Cette solution est
préparée a partir d'un hémolysat de globules rouges auquel est
ajoutée une enzyme bactérienne.

L'emploi d'un contréle en enzymologie érythrocytaire,
préparé a partir d'hématies humaines, permettrait de
standardiser les mesures d'activités enzymatiques et d'effectuer
des contrdles interlaboratoires. Cette solution devrait avoir une
matrice et des propriétés catalytiques, proches de celles d'un
échantillon humain. C'est ainsi que plusieurs auteurs ont souligné
I'importance de l'origine humaine, de la commutabilité et de la
stabilité de l'enzyme d'une solution de contrdle.



L'objectif de ce travail est donc de préparer un matériel de
contrdle destiné aux laboratoires d'analyses médicales pour
déterminer des activités enzymatiques et dépister sans erreur les
déficits enzymatiques érythrocytaires les plus fréquents,
notamment ceux de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD) et de la pyruvate kinase (PK).

Le travail est divisé en deux parties :

- une premiére partie, exclusivement bibliographique, comprend
un rappel des caractéristiques d'une solution de contrdle
enzymatique, une revue des méthodes de stabilisation des
enzymes suivie de 1'étude des propriétés structurales et
catalytiques de G6PD et PK érythrocytaires ainsi que leur
exploration biologique.

- La seconde partie rassemble nos travaux expérimentaux dont le
but est de préparer une solution de contrdle a partir d'un
hémolysat humain ou les deux enzymes endogénes sont
stabilisées par l'apport de différents protecteurs.

Dans un premier temps, notre étude porte sur la
préparation d'une solution préte a 1l'emploi. Pour cela nous
testons, par degradation accélérée aux températures de 50°C pour
la G6PD et de 56°C pour la PK, plusieurs protecteurs appartenant
a différentes classes chimiques. Une étude de la stabilité a long
terme des deux enzymes a +4°C et a -20°C, est réalisée avec
I'association des composés ayant un effet protecteur a faible
concentration et ceux ayant un effet protecteur a forte

concentration.

Dans un deuxi¢cme temps, la Ilyophilisation est mise en
ccuvre pour augmenter la stabilité des enzymes en présence de
plusieurs lyoprotecteurs. Ces composés appartiennent a
différentes classes chimiques : polyalcools, sels d'acides aminés et
sels d'EDTA. L'étude en temps réel de ces solutions est complétée
par une étude de dégradation accélérée, ce qui permet de calculer
la vitesse de dégradation du matériel de contrdle,

Aprés avoir déterminé les méilleurs conditions de
protection de la G6PD et de la PK érythrocytaires, nous étudions
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la stabilité d'autres enzymes d'intérét clinique (glutathion

réductase, glutathion peroxydase, galactose-1-phosphate uridyl
transferase) et mesurons leurs activités catalytiques aprés 13
mois de conservation dans les hémolysats liquides et lyophilisés
les plus stables.

Dans un troisieme temps, nous étudions les propriétés
catalytiques de la G6PD et de la PK dans les hémolysats stabilisés
ou reconstitués (Km, Vm, analogues de substrats, action d'un
effecteur) ainsi que la commutabilité entre deux méthodes de
dosage.

L'ensemble de ce travail a été réalisé au Centre Régional de
Transfusion Sanguine et d'Hématologie de NANCY dans le
laboratoire du Professeur C. Vigneron sous la direction du Docteur
C. Guillemin.



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
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1- CONTROLE DE QUALITE DES DOSAGES ENZYMATIQ
1.1. INTRODUCTION

Les résultats d'une analyse dépendent des conditions
expérimentales utilisées. Il est souvent difficile de ce fait de
comparer des résultats provenant de plusieurs laboratoires ou
d'évaluer les performances analytiques des différents appareils
et systemes.

L'erreur commise lors d'une mesure d'activité résulte d'un
grand nombre d'erreurs partielles. Une premiere subdivision
consiste a séparer les erreurs aléatoires, groupées sous le nom de
reproductibilité et les erreurs systématiques ou erreurs
d'exactitude. L'erreur de reproductibilité peut étre appréciée en
répétant une analyse sur une méme solution dont le titre n'est
pas necessairement connu ; par contre il est necessaire d'avoir
une solution de titre connu pour évaluer l'erreur d'exactitude.
Ainsi un matériel de controle permettra de vérifier la
reproductibilité d'un jour a l'autre d'une méthode, son exactitude
par rapport a une méthode de réference et de comparer
différentes téchniques de dosage lors d'un contrdle
interlaboratoires (12, 37, 42).

Les matériaux de controle permettent donc de caractériser
la précision d'un processus analytique et d'avoir une information
sur la qualité des résultats des échantillons cliniques.

1.2. SOLUTIONS DE CONTROLE ENZYMATIQUES
1-2-1-Introduction

Le dosage d'une enzyme dans les liquides biologiques
est effectué par la mesure de son activité catalytique, ce qui crée
de nombreux problemes :(30, 31, 150, 151, 167, 168, 172, 195,
196):

1)L'activité d'une enzyme dépend de plusieurs facteurs
dont le pH, la température, la concentration et la nature du
substrat, le tampon et sa molarit€é. La valeur assignée 2a une
solution de contrdle dépend de la méthode utilisée.



2) Les enzymes, comme toutes les protéines, sont peu
stables ; la dénaturation conduit a une perte d'activité
catalytique ; il en résulte des difficultés pour apprécier la
répetabilité d'une méthode d'un jour a l'autre

3) Dans plusieurs techniques de dosage enzymatique, une
enzyme secondaire est ajoutée pour mesurer le produit de
I'enzyme originale. Ces enzymes sont elles mémes instables et
leurs activités sont elles aussi méthode-dépendante.

4) Des interférences dues a la présence d'effecteurs
(inhibiteurs ou activateurs) dans l'échantillon clinique ou dans les
réactifs peuvent fausser les résultats des dosages.

1-2-2-Caractéristiques

Les caractéristiques des solutions de controle ont été
discutées par de nombreux auteurs (30, 31, 37, 101, 152, 167,
168). Les deux propriétés primordiales qui en resortent sont la
stabilité et un comportement identique aux échantillons cliniques.

a) La_stabilité : La plupart des solutions de contréle

sont sous forme lyophilisée, ce qui permet une plus grande
période de stabilité. Il est préférable que ces solutions soient
stables au moins un an a l'état lyophilisé et six heures aprés
reconstitution (101).

b) "Comportement” des enzymes: Cette propriété,

décrite souvent sous le nom de "commutabilité", se définit comme

la possibilité, pour une solution de contréle enzymatique, d'avoir
des rapports d'activité entre deux techniques différentes
comparables a ceux de l'enzyme humaine.

La présence de conservateurs ou stabilisateurs dans
ces solutions et 1'ajout d'enzymes d'origine animale ou
microbienne afin d'obtenir une activité supranormale entraine
une différence de comportement entre les solutions de contrdle et
les liquides biologiques a tester.



Le comportement de certaines enzymes d'origine
animale est identique a celui des enzymes d'origine humaine. Des
préparations enzymatiques (créatine kinase, y-glutamyl
transferase, aspartate aminotransferase, alanine amino-
transferase, glutamate deshydrogenase, lactate deshydrogenase,
malate deshydrogenase) d'origine humaine et porcine isolées a
partir du méme organe et purifiées de la méme maniére
possédent des pH optimums et des constantes de Michaelis
identiques (85). Ainsi, une solution de contréle destinée au
dosage de la y—glutamyl-transférase a ¢été préparée a partir de
I'enzyme porcine isolée du rein et lyophilisée dans une matrice
contenant la sérum albumine bovine (60 g/l) ; cette préparation
montre un comportement et des propriétés cinétiques identiques
a celles des sérums humains (182). Des sérums enrichis par de la
créatine kinase du cceur du porc ont é€té analysés en méme temps
que des sérums contenant l'enzyme du muscle squelettique
humain par plusieurs méthodes. Les deux groupes montrent un
comportement trés peu différent et peuvent ainsi étre utilisés
dans le controle de qualité des dosages enzymatiques (133).

Les enzymes d'origine animale ont des propriétés
catalytiques souvent différentes de celles des enzymes humaines.
Ainsi, l'a—amylase d'origine porcine, ajoutée au sérum, montre un
comportement différent de celle du sérum humain ; par contre
l'a-amylase pancréatique et salivaire d'origine humaine montre
la méme commutabilité que le sérum humain (32).

L'utilisation des enzymes humaines dans le contrdle
de qualité serait préférable, mais elle est limitée pour des raisons
éthiques. Deux organes seulement sont facilement disponibles, le
sang ou fraction de sang et le placenta. Certaines enzymes ont été
purifiées a partir de globules rouges (ex. la LDH) et ont été
utilisées dans la préparation des sérums de controle (51).

Des enzymes d'origine humaine, extraites d'oganes
différents peuvent avoir un comportement plus ou moins
différent de celles du sérum humain. Ainsi les propriétés de la
phosphatase alcaline humaine extraite a partir de différents
organes et placée dans une matrice d'albumine ont été comparées



a celles des sérums humains (64) ; les constantes de Michaelis des
préparations du foie, du tissu osseux et de l'intestin sont
identiques a celles du sérum humain, alors que celle du placenta
est significativement différente.

c)Influence de la matrice : Les sérums de contrdle
enzymatiques sont préparés a priori a partir du sérum humain,
mais la turbidité de ces solutions aprés lyophilisation fait que les
 sérums sont remplacés par de l'albumine humaine, 1'albumine
bovine ou par des substances synthétiques.

La matrice, milieu dans lequel baigne l'analyte, peut
avoir un comportement différent de celui du sérum humain. Les
facteurs qui influengent le comportement de la matrice incluent
le stockage, la lyophilisation, la reconstitution, les additifs ...

L'effet de la matrice sur l'activité enzymatique peut
gtre d'ordre physique: Il est di a une différence des propriétés
physiques du materiel de contréle et du sérum ou bien d'ordre
chimique. Dans ce cas, il est lié a la non spécificité de la méthode
analytique ou aux interferences.(52).

Les facteurs qui peuvent influencer les propriétés
d'une solution de contrdle sont résumés dans le tableau n° I.

1- Comportement lié _a l'enzyme
- pH
concentration du substrat
inhibiteurs/activateurs
température de la réaction
2- Effet de la_matrice
- physique : viscosité, turbidité
- chimique : interférence avec d'autres
enzymes, substrats endogénes, additifs

Tableau I: Facteurs susceptibles d'influencer le comportement
d'une solution de contréle enzymatique, d'aprés Jung et col. (101).



Plusieurs méthodes d'étude ont été décrites pour
vérifier la "commutabilité" des solutions de contréle et l'effet de
la matrice (31, 102, 167, 168) :

- Etude des propriétés cinétiques de l'enzyme : des parametres
cinétiques tels que la constante de Michaelis (Km), le pH
optimum, la variation de l'activité en fonction de la température
de la solution de contrdle sont comparés a ceux des échantillons
cliniques.

- Méthode des rapports : les solutions de contrble ainsi que les
échantillons cliniques sont analysés par plusieurs méthodes ; les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a une
méthode de référence.

- Dans le cas ou plusieurs échantillons sont examinés par
plusieurs méthodes d'analyse, on ne peut pas comparer les
échantillons en méme temps que les méthodes entre elles a laide
des téchniques précédentes ; pour cela on fait appel a une
méthode statistique, l'analyse des correspondances (167, 168).

d) Valeurs cibles du_ fabricant: Les valeurs données

par le fabricant doivent é&tre précises. L'évaluation doit &tre
réalisée par une ou deux méthodes de référence et a deux
températures différentes. Les téchniques utilisées quant aux
concentrations finales des réactifs, le tampon, le pH, 1la
température sont précisées.

D'autre propriétés des matériaux de contréle sont plus
ou moins importantes selon leur utilisation comme standard,
controle interméthode, contréle de précision, ou comme contréle
intraméthode. Ces propriétés sont résumées dans le tableau n° II.



contrble controle de contble

caractéristiques standard interméthode précision intraméthode
-commutabilité + + 0 0
-propriétés des enzymes + + + -
humaines
-origine humaine de + + + 0
I'enzyme
-nécéssité d'une seule - - - 0
isoenzyme
-matrice équivalente - + + +
-nécéssité d'une + + + -
saturation de l'enzyme
en cofacteur
-activité spécifique + 0 0 0
élevée
-absence de + + + -
chromogéne
-absence d'enzymes + + + -
pouvant interferer dans
le dosage
-absence d'enzymes + + 0 +
indicatrices
+: propriété nécessaire ; 0: propriété non nécessaire ; -: propriété

indésirable

Tableau n°® II : caractéristiques des materiaux de contrdle, d'aprés

Fasce et col. (68).




1-2-3-Solutions de contréle d'enzymes érythrocytaires:

Les études faites sur le contrdle de qualité en biologie
clinique ont pour la plupart porté sur le dosage d'analytes du
sérum. Peu d'études ont été consacrées au controle de qualité
dans d'autres liquides biologiques (globules rouges, urines ...) soit
parce que les moyens techniques de le réaliser demeurent
incertains, soit parce que leurs utilités ne s'est pas fait ressentir.

Une seule solution d'enzyme é&rythrocytaire a été
décrite par Bonderman et col. (28). Elle est utilisée comme
contrdle du dosage de la G6PD. Cette solution est préparée de la
fagon suivante: a partir d'hématies périmées, les auteurs
préparent un hémolysat & 144 g/l d'hémoglobine. Ce matériel est
laissé au réfrigérateur pendant une période d'une semaine, au
terme de laquelle ils obtiennent une activité G6PD trés faible. Un
lyoprotecteur, le lactose, est ajouté a la concentration de 150 g/l
d'hémolysat. Ce matériel est centrifugé a 36000 g a 5°C pendant
10 mn. On préléve le surnageant auquel on ajoute de la G6PD,
provenant de la levure Torula, pour avoir une activité de 5,8 U/g
d'hémoglobine. Cette solution, divisée en aliquotes, est ensuite
Iyophilisée.

L'enzyme extraite de la levure posséde des propriétés
catalytiques différentes de celles de l'enzyme érythrocytaire. Les
constantes catalytiques des deux enzymes différent selon les
auteurs et dépendent des méthodes de caracterisation. Selon
Anstall et col.(3) les constantes de Michaelis de l'enzyme de la
levure pour le glucose-6-phosphate et pour le NADP sont
respectivement de 58 et 20 upmol/l ; celles de l'enzyme
érythrocytaire sont de 35 et 4 pmol/l. La G6PD de cette solution
de controle, ayant un comportement différent de l'enzyme
humaine, peut ainsi présenter des problemes d'interprétation des
résultats lors de son utilisation comme contréle de qualité,

Nous avons vu que les principales propriétés d'une solution
de contréle enzymatique sont la stabilit¢ et un comportement

identique aux échantillons humains. Ainsi nous passerons en
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revue dans le chapitre suivant l'ensemble des méthodes de
stabilisation des protéines et leur influence sur les propriétés
catalytiques des enzymes. Un autre chapitre sera reservé aux
deux enzymes érythrocytaires concernées par cette étude: la
glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6PD) et la pyruvate
kinase (PK).

11



2- STABILITE DES ENZYMES

De nos jours les enzymes sont utilisées dans plusieurs
domaines : en industrie alimentaire, pharmaceutique, et en
médecine. De nombreux problémes liés a leur stabilité
limitent.leur utilisation Des progrés importants ont été réalisés
ces derniéres années griace a l'utilisation de techniques
d'immobilisation, de modification chimique ou simplement par
l'apport d'additifs. La stabilité d'une enzyme ou plus
généralement d'une protéine dépend de sa structure et du milieu
environnant.

2.1 STRUCTURE ET DYNAMIQUE CONFORMATIONNELLE
DES PROTEINES.

Les protéines sont des polymeres possédant plusieurs
degrés d'organisation

- La structure primaire correspond a I'enchainement des
acides aminés liés par des liaisons peptidiques. On compte une
vingtaine d'acides aminés différents. Leur enchainement résulte
de la condensation des groupements a-carboxyles et o-aminés
avec élimination d'une molécule d'eau. La séquence linéaire est
donc assurée par des liaisons peptidiques: __C__N__

- La stucture sécondaire résulte du repcliement de la chaine
peptidique en hélices a et en chaines B.

- La structure tertiaire correspond a l'organisation
tridimentionnelle de la protéine résultant d'interactions de faible
énergie: liaisons hydrogéne, hydrophobes, interactions polaires,
liaisons de Van-der-Waals...

- La structure quaternaire correspond a l'arrangement des
sous-unités protéiques en oligomeres de plus haut poids
moléculaires.

Les conditions qui assurent la stabilité des protéines sont
liées au milieu dans lequel celles-ci sont dissoutes. En effet dans
un milieu donné, la protéine va adopter la conformation de plus
faible énergie (83). Les diverses liaisons non covalentes qui
contribuent a la stabilité conformationnelle des protéines en
solution résultent non seulement des interactions entre les
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groupes polaires ou entre les groupes non polaires de la molécule,
mais aussi des interactions entre ces groupes et le solvant.

La structure organisée que présentent les protéines
"natives” est fonction des propriétés de I'eau (65). De ce fait,
aprés dessiccation ou dissolution dans des solvants non aqueux
beaucoup de protéines perdent leurs propriétés biologiques.

L'eau, de par sa nature polaire, posséde, en l'absence de
tout soluté, un certain degré d'organisation. En ajoutant un
composé en solution cette organisation de l'eau est modifiée a
proximité des substances dissoutes. Il est possible de décrire
plusieurs états de l'eau associée aux protéines (50):

- l'eau de "structure” ou de "constitution", liée a la protéine par
des liaisons hydrogenes, contribue a stabiliser la structure de la
protéine, et n'est pas disponible comme solvant ou comme réactif.
Bien que cette eau ne soit présente qu'en faible quantité, il n'est
pas possible de l'extraire sans provoquer des modifications
considérables de la conformation et des propriétés fonctionnelles
de la protéine.

- lI'eau de la "couche monomoléculaire”, adsorbée sur des sites
spécifiques de la protéine (chaines latérales ionisées ou non
ionisées) par l'intermediaire de liaisons hydrogeéne ou
d'interactions dipdle-dipdle. Cette eau représente 40 a 90 mg par
g de protéine, elle n'est pas (ou peu) disponible comme solvant ou
comme réactif, et forme une premiere "couche" autour de Ila
molécule protéique.

- l'eau "non congelable": Des interactions fortes avec la protéine
empéchent cette eau de cristalliser lors de Il'abaissement de
température. L'eau "non congelable” inclue l'eau de structure et
I'eau de la couche monomoléculaire, et représente jusqu'a 0,3-
0,5g par g de protéine. La plus grande partie de cette eau se
trouve sous forme de "couches" successives autour de la protéine.
Ces couches sont liées les unes aux autres par l'intermédiaire de
liaisons hydrogene et d'interactions dipéle-dipéle. Cette partie de
I'eau non congelable est disponible en tant que solvant et réactif.
- l'eau d' "hydratation hydrophobe" est moins bien définie et
contribue également a la conformation de la protéine. Cette eau
serait plus structurée a proximité des régions hydrophobes de la
prot€ine. Des études montrent que des composés hydrophobes de
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faible poids moléculaire en solution aqueuse augmentent l'ordre
de structure de l'eau par suite d'un accroissement de liaisons
hydrogéne entre les molécules d'eau.

- l'eau "capillaire” ou d' "imbibition" est retenue physiquement
entre les molécules protéiques. Cette eau est disponible comme
solvant ou comme réactif (pour des réactions d'hydrolyse par
exemple).

- I'eau d' "hydratation hydrodynamique" entoure les molécules
protéiques en solution et se déplace avec ces dernicres lors de
mouvements de diffusion ou autres mouvements (électrophorése
par exemple).

Dans un milieu aqueux, les groupes non polaires de la
protéine ont tendance a éviter le contact avec le solvant et se
placent a l'intérieur, tandis que les chafnes latérales polaires se
mettent en général au contact du solvant (71, 74, 98, 179). Il se
forme ainsi un "noyau" hydrophobe. La surface protéique au
contact du solvant diminue, conférant a l'état natif de la protéine
sa compacité. La géométrie de la chaine polypeptidique repliée
est déterminée par les interactions intramoléculaires des divers
acides aminés d'un c6té , et les interactions intermoléculaires
avec le solvant de l'autre coté conférant a la protéine une
organisation de plus faible énergie (97). Mais des contraintes
dues aux liaisons covalentes de la chaine peptidique entrainent
I'apparition de résidus hydrophobes a la surface de la protéine et
de résidus hydrophiles a l'intérieur. La surface protéique se
présente alors comme une mosaique de régions hydrophiles et de
régions hydrophobes (74).

Les interactions de l'eau avec les différentes régions de la
protéine ne sont pas identiques. En effet, certains composés
hydrophobes de faible poids moléculaire en solution aqueuse
montrent une augmentation de l'ordre de structure de l'eau,
thermodynamiquement non favorable. On pense alors que dans
les protéines, l'eau est hautement ordonnée a proximité des

régions hydrophobes et qu'elle serait moins ordonnée a proximité
des régions hydrophiles (74, 176).
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2.2. DENATURATION DES PROTEINES

Les protéines sont caractérisées par une conformation
hautement structurée. Malgré cette compacité, la structure
protéique n'est pas rigide: elle peut subir au cours du temps ou
sous l'influence de facteurs physiques ou chimiques un
changement de conformation connu sous le nom de dénaturation.
Celle ci est définie comme é&tant l'alteration de la structure
globale de la protéine (structure tertiaire et souvent structure
secondaire).

Le plus souvent la dénaturation est considérée comme un
processus de "tout ou rien". Les études montrent que c'est un
processus complexe comprenant plusieurs états intermediaires,
rarement stables, qui ne peuvent é&tre identifiés séparément.
Ainsi I'étude de l'a-lactalbumine dénaturée a 1'aide du chlorure
de guanidine a différentes températures montre l'existence
d'intermediaires possédant des structures secondaires
comparables a celle de la molécule native (figure 1) (82, 120,
183).

La dénaturation peut €tre reversible par élimination de
I'agent dénaturant ou par simple baisse de la température du
milieu. Ghelis et Yon suggérent que la renaturation de l'a-
lactalbumine commence par la formation de structures
secondaires hélicoidales regies par des interactions locales.
Ensuite la compacité des ségments d'hélices se fait 3 1'aide
d'interactions hydrophobes et enfin la stabilisation de 1'édifice
macro-moléculaire est réalisée par des interactions
électrostatiques (82, 120).

Les protéines, de part leurs propriétés physiques et
chimiques, peuvent subir plusieurs types de dégradations:
- dégradation physique: elle implique essentiellement les
changements dans 1'organisation tridimentionnelle de la protéine
mais ne concerne pas les modifications covalentes. Il existe
plusieurs agents de dénaturation physiques ; la dénaturation
thermique en est le mode le plus important.

- dégradation chimique: elle implique la formation ou la
destruction de liaisons donnant une nouvelle entité chimique.
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Dans un milieu biologique, les protéines peuvent étre soumise a
la dégradation protéolytique par des protéases.

2-2-1-Dénaturation thermique

Les travaux de Klibanov ont porté plus spécifiquement sur
la dénaturation des enzymes (118). La premicre étape de la
thermodénaturation serait un déploiement de la molécule: Dans
les conditions normales, la structure native, catalytiquement
active de l'enzyme, est maintenue par un "faible" équilibre entre
diverses forces. Lorsque la température augmente, toutes ces
forces non covalentes diminuent, exceptées les interactions
hydrophobes qui restent significatives jusqu'a 60°C environ. La
molécule protéique se déploie conduisant a une désorganisation
du site actif et donc une inactivation de l'enzyme.(118).

Le déploiement semble é&tre une étape générale de
I'inactivation thermique des enzymes. Par contre, les éveénements
qui lui succédent sont spécifiques de chaque enzyme. Ils peuvent
étre divisés en deux groupes : changements covalents et
changements non-covalents (figure 2).

a-Changements covalents: Ils sont dus a des interactions

chimiques entre les différentes parties de la protéine. Ces
réactions sont souvent tres lentes & température ambiante, c'est
le cas des groupements cystéine et cystine dont la réduction peut
conduire a la formation de nouvelles liaisons inter ou
intramoléculaires.

b-Changement non covalents: Les enzymes déployées peuvent

subir deux types de transformations : Une agrégation
(transformation polymoléculaire) ou la formation de structures
anormales (transformation monomoléculaire).

Au cours du déploiement , les régions hydrophobes de la
molécule sont exposées au solvant. Pour réduire l'énergie libre du
systeme, les molécules déployées interagissent entre elles a l'aide
de leurs sites hydrophobes conduisant ainsi & leur
agrégation.(118).
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Figure n°® 2 : Differentes étapes de l'inactivation thermique des
enzymes d'aprés KLIBANOV (118).

2-2-2- Dénaturation chimique

Plusieurs réactions chimiques peuvent affecter les
protéines. Parmi elles, I'hydrolyse des liaisons peptidiques, la
desamidation des groupements asparagine (Asn) et glutamine
(Gln), l'oxydation de la cystéine et de la methionine, la B
elimination et la racemisation sont les plus étudiées (136).

a- hydrolyse des liaisons peptidiques

La protéolyse peut étre réalisée expérimentalement par
action de la chaleur et a pH acide. Il a €té observé que les liaisons
des résidus Asp sont hydrolysées dans ces conditions a une
vitesse 100 fois supérieure a celle des autres acides aminés. Les
liaisons Asp-Pro sont particuliérement plus labiles et peuvent
étre hydrolysées plus facilement (107).

b- la desamidation

Le résidu amide de l'asparagine (Asn) ou de la glutamine
(Gln) est hydrolysé pour former un acide carboxylique libre. Ce
processus observé dans plusieurs protéines in vivo joue un rdle
essentiel dans la degradation et le renouvellement des protéines
et serait probablement sous contrdle génétique (170).
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L'hydrolyse des résidus Asn et GIn a ¢été étudiée
expérimentalement dans différentes conditions chimiques (93,
170). La desamidation des résidus Asn, en particulier celle des
séquences Asn-Gly, est plus rapide que la desamidation des
autres séquences d'acides aminés. Le mécanisme de cette réaction
fait intervenir un intermediaire imide cyclique. Celui ci est
hydrolysé¢ spontanément en donnant un mélange de peptides
dans lequel la chaine peptidique est attachée a l'aide d'une liaison
o carboxyl (Asp) ou B carboxyl (iso-Asp) (119, 136). Des études
de différents peptides montrent que la GIn peut subir une
desamidation mais i une vitesse plus réduite (136).

La vitesse de desamidation serait influencée par les
propriétés physico-chimiques des acides aminés voisins, par le
pH, la température et la force ionique du milieu (136, 170).

c- oxydation

Les residus His, Met, Cys, Trp et Tyr des protéines sont des
sites potentiels d'oxydation. Cette réaction a ¢été observée au
cours de la purification ou le stockage de plusieurs hormones
peptidiques (136).

L'oxydation des residus Met en groupements sulfoxides est
accompagnée d'une perte de l'activité biologique des hormones
peptidiques et des protéines (39, 56, 136, 188). Dans certaines
conditions steriques favorables, des groupements thiols trés
rapprochés peuvent former des liaisons  disulfure
intramoléculaires conduisant a l'agrégation de la protéine. Les
groupements thiols peuvent s'oxyder non seulement en présence
de réactifs oxydants mais aussi spontanément au contact de
l'oxygéne de l'air (autooxydation). La vitesse de la réaction est
influencée par plusieurs facteurs : la température, le pH, la
nature du tampon, l'existence de catalyseurs (traces d'ions
métalliques par exemple), la pression en oxygene et la nature des
acides aminés voisins (56, 136).

d- autres réactions chimiques

D'autres réactions chimiques peuvent affecter les protéines
plus particulierement au niveau des groupements sulfhydriles et
des liaisons disulfure. Les propriétés des ponts disulfures et la
grande réactivité chimique des groupes thiols peuvent donner
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lieu a des réactions d'échange. Celles ci, lorsqu'elles s'effectuent
entre plusieurs molécules, peuvent contribuer a des phénomenes
d'agrégation consécutifs a la dénaturation. Les ponts disulfures,
par suite de leur caractére covalent et des conditions stériques
qu'ils imposent, contribuent pour une part importante a la
géométrie spatiale de I'édifice macromoléculaire en restreignant
les possibilités de repliement de la chaine primaire et en lui
imposant certaines contraintes. La dénaturation des protéines par
la chaleur résulte souvent de la destruction de ces ponts
disulfures. Cette dénaturation peut s'effectuer chimiquement par
B-élimination a faible température et a pH élevé. D'autres résidus
d'acides aminés peuvent subir une B-élimination, c'est le cas de la
Cys, Ser, Thr, Phe et la Lys. Cette réaction s'effectue par la
formation d'un carbanion intermédiaire conduisant soit a une B-
élimination soit a une racémisation (figure 3) (119, 136).

>.< f )
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-HN—-C-——E} “HN—C—C === -HN—C==C-
P Y ]
He O 0’ 0)
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OH Carbanion
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L amino-acide
-H ||+H
n* {He
HN—C—C- -HN-—C—C- * X-
CIHRO 0
X
résidu

D amino-scide

Figure n° 3 : mécanisme des réactions de B-élimination et de
racémisation en milieu alcalin (136).

e- agents dénaturants chimiques:

La dénaturation des protéines a été étudiée a l'aide d'agents
dénaturants tels que 1'urée, le chlorure de guanidine, les acides,
les bases, les sels neutres et les détergents.
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Le mécanisme d'action de ces composés est complexe et mal
défini. Dans beaucoup de cas, la dénaturation entrainée par la
présence de ces composés résulte de leur association avec les
protéines (74).

La surface protéique est une mosaique de régions ayant
différents degrés d'hydrophobicité. Les composés organiques non
polaires vont s'attacher a différents degrés a la macromolécule
protéique native. Inversement, il y'aura une exclusion de ces
composés a proximité des régions trés hydrophiles comme les
groupements chargés (65, 74).

Les études de la dénaturation font intervenir souvent des
méthodes thérmodynamiques ou des études de 1'état
d'hydratation des protéines.

Les méthodes thermodynamiques constituent le moyen
usuel pour caractériser l'affinité de la protéine vis a vis du
dénaturant. Il est généralement admis que dans un milieu donné
la protéine prend la conformation de plus faible énergie (83,
179).

L'hydratation des protéines est aussi un autre parametre
d'étude de cette interaction avec les effecteurs chimiques. Elle est
de T'ordre de 0,2 g - 0,5 g d'eau par g de protéine (4).

Dans un syst¢me eau-protéine-additif, l'affinité de 1'additif
pour la protéine est caractérisée par son paramétre d'interaction
préférentielle (9). Les composés qui ont wun parameétre
d'intéraction négatif comme le glycérol, les sucres et certains sels
neutres sont exclus de la protéine qui devient alors
préférentiellement hydratée. Cette  exclusion n'est
thermodynamiquement pas favorable ; le syst¢tme tend a la
réduire par la diminution de la surface de contact entre la
protéine et le solvant en renforgant l'association entre les
monomeres de la protéine et en déplagant 1'équilibre vers la
forme native plus compacte (figure 4). Les composés ayant un
parameétre  d'interaction  positif sont quant & eux
préférentiellement liés a la protéine provoquant ainsi sa
déshydratation ; ces composés ont un effet dénaturant (9).

L'effet d'un composé sur la conformation d'une protéine
peut étre lié a d'autres parametres tels que la tension de surface
(145), la constante diélectrique (70) ou l'effet sur la structure
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(A) autoassociation
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€tat favoris€ par
le composé 3

¢tat favorisé par
le composé 3

Figure n® 4 : Diagramme schématique des changements de volume
d'exclusion d'un cosolvant au cours des réactions de dénaturation.

A) autoassociation de deux monomeres (M) de la molécule protéique en
dimere par exclusion du soluté. La zone d'exclusion est représentée par la
ligne discontinue autour des macromolécules. On montre que la
dimerisation réduit la zone d'exclusion du cosolvant. L'équilibre sera
déplagé 2 droite.

B) stabilisation de la structure protéique native 2 l'aide du soluté exclu du
contact avec la protéine. Un chagement de la structure native (N) en une
structure dénaturée (D) augmenterait la zone d'exclusion du composé 3
(indiquée par la ligne discontinue) thérmodynamiquement non favorable.
L'equilibre sera déplacé a gauche (d'aprées ARAKAWA et TIMASHEFF (9)).
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tridimentionnelle de l'eau (65, 74). Dans ce dernier cas, les
composés stabilisateurs ont tendance a augmenter l'ordre de
structure de l'eau. L'altération de cet ordre déplacerait 1'équilibre
entre la forme native de la protéine et la forme dénaturée en
faveur de cette derniére (65, 74). Le remplacement de l'eau par
un solvant plus structuré tel que 1'eau lourde confirme cette
observation ; D20 posséde un plus grand degré d'organisation
structurale que l'eau et une plus grande viscosité. Dans l'eau
pure, la demi-vie de l'invertase (p—D-furanosidase E.C.3.2.1.26) a
60°C est de 10 mn. alors que sa demi-vie dans l'eau lourde atteint
36 mn. (58).

- acides et bases

Le pH du milieu dans lequel la protéine est placée a une
influence considérable sur le processus de dénaturation. La
plupart des protéines sont stables dans une zone donnée de pH et

sont souvent dénaturées lorsqu'elles sont soumises a des valeurs
de pH trés élevées ou trés faibles (183).

- sels _neutres

Les protéines sont souvent précipitées a l'aide des sels
neutres au cours de leur purification. Cette précipitation est due a
une diminution de leur solubilité (salting out).

Von Hippel et col. ont étudié l'effet des ions sur la stabilité
des protéines (figure n° 5) ; ils montrent une correlation positive
ou négative entre la concentration de ces ions et la température
de transition (Tm) d'une protéine (température a laquelle la
moitié des molécules sont dénaturées). L'effet total d'un sel est
approximativement ¢égal a la somme des effets des ions qui le
constituent . L'ordre d'action des différents ions suit exactement
la serie lyotrope d'Hofmeister (212).

pour les anions : KCN- I- Br- NO3- Cl- CH3COO- SO4--

Les ions situés vers l'extrémité thiocyanate, agissent
généralement comme dénaturants, les autres agissent souvent
comme protecteurs. Alors que KCl et NaCl n'ont qu'un faible effet
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Figure n° §5: Température de
transition (Tm) (température 2
laquelle la moitié des molécules
protéiques sont dénaturées) de la
ribonucléase en fonction de la
concentration de différents sels a
pH 7,0 (VON HIPPEL et WONG
(212)).



sur les protéines, KCN et CaCl2 sont des dénaturants trés
puissants des protéines (212).

Le mécanisme par lequel les ions exercent leur effet sur la
conformation des macromolécules est souvent lié a leur pouvoir
de solvatation. Les agents favorisant le "salting-in" des
groupements peptidiques ont un effet dénaturant, alors que ceux
favorisant le ‘"salting-out" ont un effet stabilisateur (74, 212).
Arakawa et Timasheff (6) ont montré que les ions ayant un effet
dénaturant possédent un paramétre d'interaction préférentiel
positif c'est a dire une affinité trés grande pour les protéines

~

pouvant étre a l'origine de leur effet dénaturant et de"salting-in".

- solvants et_solutés organiques
LLe mécanisme de dénaturation de ces composés est

complexe et mal défini. Plusieurs modéles d'action ont été
proposé par différents auteurs.

Des composés organiques comme l'urée et le chlorure de
guanidine sont des dénaturants trés puissants, souvent utilisés
dans les études de dénaturation-renaturation des protéines. Ces
composés agissent en formant des liaisons hydrogene a l'intérieur
de la molécule protéique et en détruisant l'ordre tridimentionnel
des liaisons hydrogene caractéristiques de l'eau a température
ordinaire.(74, 158).

D'autres solvants organiques comme le méthanol, le 2-
chloroéthanol ou le dioxanne peuvent eux aussi induire une
dénaturation des protéines. Ils agissent en modifiant la constante
diélectrique du milieu et, par consequent, les forces
électrostatiques qui contribuent a la stabilité des protéines (74).

La surface protéique comporte des régions polaires et des
régions apolaires. Les solvants organiques peuvent donc pénetrer
dans ces régions hydrophobes et rompre ainsi les interactions

N

hydrophobes conduisant a la dénaturation de la protéine (4, 74).

A faible température et en fonction de leur concentration,
les solvants organiques peuvent avoir un effet stabilisateur. Deux
processus sont en compétition : d'une part les composés
hydrophobes provoquent une diminution de la structure tertiaire
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en agissant sur les groupements apolaires des protéines ; d'autre
part ces composés favorisent certaines formes secondaires
caractérisées essenticllement par des liaisons hydrogene.(4, 74).

- Dénaturants _biologiques

Les enzymes, de par leur nature peptidique, sont
accessibles aux protéases. La vitesse de dégradation des protéines
est liée a la conformation, a4 la taille, a la charge et aux propriétés
structurales telles que la constitution en acides aminés
hydrophobes de surface et le nombre de liaisons disulfure (183).
Les protéines acides sont dégradées plus vite que les protéines
basiques ou neutres. Les protéines de grande taille sont plus
accéssibles aux protéases que les protéines de faible taille.

En général, la dégradation protéolytique est précédée d'un
déploiement de la protéine. Les domaines les plus structurés sont
plus résistants grdce a l'inaccessibilité mécanique des liaisons

péptidiques (204).

Notre travail étant orienté plus spécifiquement sur un
contréle en enzymologie erythrocytaire, nous étudions dans le
chapitre suivant les méthodes de stabilisation des protéines et
plus particulierement celle des enzymes.

2.3. STABILISATION DES ENZYMES

La dénaturation des enzymes se traduit le plus souvent par
la perte de leur activité catalytique.

Pour augmenter leur stabilité et eviter leur dénaturation
plusieurs procédés ont été décrits. Ils consistent en:

la recherche d'enzymes intrinséquement stables
l'apport de composés stabilisateurs
la congelation en présence ou non de cryoprotecteurs

la lyophilisation en présence de lyoprotecteurs

la modification chimique des enzymes

I'immobilisation des enzymes sur des supports solubles ou non
solubles dans 1'eau.
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2-3-1 Emploi d'enzymes intrinséquement stables

Plusieurs microorganismes sont capables de se développer
dans des milieux extrémes de température, de pression, de pH et
de fortes pressions ioniques. Dans ces milieux, ces
microorganismes spécifiquement adaptés possédent des enzymes
tres stables (97).

Les enzymes thermophiles comparées aux enzymes
mesophiles, de méme activité catalytique, montrent une
composition en acides aminés et des propriétés structurales peu
différentes (ex.: une réduction des structures ) mais contiennent
souvent un ion métallique. Quand on augmente la température,
les interactions hydrophobes augmentent contrairement aux
liaisons polaires qui deviennent plus faibles; ainsi la
thermostabilité est parfois liée au nombre d'acides aminés
hydrophobes de la protéine (97, 183).

D'autres mécanismes ont été décrits pour expliquer ce
phénomene de thermostabilité. La substitution d'un seul acide
aminé ou l'addition d'une liaison de faible énergie peuvent é&tre
suffisants pour transformer une protéine mesophile. Ainsi la
thermostabilité apparait liée a plusieurs facteurs incluant le
nombre de liaisons ioniques, hydrogénes, hydrophobes etc...(97,
213, 214). Elle peut s'expliquer aussi par une flexibilité
structurale de la molécule protéique afin d'assurer une
renaturation plus facile plutdét qu'un maintien de la structure
native a haute température (183).

2-3-2 Stabilisation par les additifs:

Depuis longtemps Il'apport d'additifs pour stabiliser les
enzymes a été utilisé. Parmi les premiers stabilisateurs identifiés,
nous retenons les substrats et les coenzymes, les polyalcools
comme le saccharose, le glycérol ou les sels neutres comme le
sulfate d'ammonium. Le mécanisme de stabilisation de ces
composés est complexe et mal défini. Plusieurs interprétations
ont été avancées incluant la nature des interactions avec la
protéine, l'effet de 1'additif sur I'hydratation de la protéine, sur la
tension de surface, sur la constante diélectrique du milieu et sur
I'ordre de structure de l'eau.
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2-3-2-1- Substrats et coenzymes:

La conformation protéique au niveau des sites actifs est
souvent moins stable que celle des autres régions de la protéine.
En général la fixation du substrat ou d'un autre ligand augmente
la stabilité conformationnelle de l'enzyme (183).

L'étude faite sur plusieurs enzymes montre que la fixation
d'un ligand peut engendrer soit une stabilisation, soit une
destabilisation, ou bien peut n'avoir aucun effet sur l'enzyme.

La lactate-déshydrogénase est stabilisée contre la
dénaturation thermique par le NAD, le NADH, le lactate ainsi que
par des effecteurs tels que le 3-acétylpyridine-NADH et le
fructose diphosphate ; par contre elle est destabilisée par son
substrat le pyruvate (183).

La glucose-6-phosphate déshydrogénase est stabilisée par
le NADP, nécessaire a son maintien sous forme quaternaire, par
contre le glucose-6-phosphate (G6P) n'a aucun effet sur cette
enzyme (130).

2-3-2-2 Sels neutres:

A faible concentration (I < 0,1 mol/l), on n'observe pas
d'effets spécifiques des ions. La solubilité des protéines et leur
comportement électrochimique sont proportionnels a la force
ionique (figure 6). Cet effet de "salting-in" est dii aux interactions
électrostatiques entre les ions et les groupements chargés des
protéines (207).

Les métaux tels que le Ca, Zn, Mn, Fe, Mo et Cu peuvent
participer a diverses fonctions telles que le transport d'oxygene
dans le cas de I'hémoglobine, la fonction -catalytique ou le
maintien de la structure tertiaire des enzymes. Dans le cas des
métalloenzymes, l'effet stabilisateur est dd aux intéractions
spécifiques entre l'ion et l'enzyme. L'a-amylase de Bacillus
caldolyticus est stabilisée par des ions Ca. L'élimination du Ca par
des agents chélatants conduit a une diminution de la stabilité
thermique de cette enzyme. (118, 183).

A forte concentration, les ions ont un effet "salting-out"
résultant de plusieurs facteurs dont les intéractions
électrostatiques et les intéractions hydrophobes (6).
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Leur effet protecteur suit l'ordre de la série lyotrope
d'Hofmeister:
- pour les anions: SO4-- Cl- Br- NO3- ClO4- SCN-
- pour les cations: (CH3)4N+ NH4+ K+, Na+ Mg++ Ca++ Ba++
Ainsi le sulfate d'ammonium (NH4)2SO4 est un protecteur
trés puissant, souvent utilisé comme stabilisateur d'enzymes.

Les sels neutres peuvent agir sur les protéines apres
dénaturation: des concentrations élevées d'anions possedant un
effet "salting out" (phosphate, citrate, sulfate) augmentent la
stabilit¢ de la B hydroxystéroide deshydrogénase et facilitent la
renaturation de l'enzyme préalablement dénaturée par l'urée
(47).

2-3-2-3 Solvants et solutés organiques:

Le glycérol et les sucres sont couramment utilisés comme
additifs pour stabiliser les enzymes. Leur mécanisme de
stabilisation est encore mal défini.

La conservation des enzymes dans des solutions
concentrées en polyalcools peut étre due en partie a un effet
bactériostatique lié a la forte pression osmotique du milieu (183).

Les differents travaux de Timascheff et col. montrent une
augmentation de I'hydratation des protéines en présence des
composés stabilisateurs tels que le glycérol (77, 78), les sucres
(8), les acides aminés comme la glycine, l'a et § alanine, et la
bétaine (7). Cet effet d'hydratation serait li€é a l'augmentation de
la tension de surface de la solution plus spécifiquement pour les
sucres et les acides aminés (9, 65, 74, 145).

En présence de glycérol (3 mol/l), d'érythritol (3 mol/l) ou
de saccharose (2 mol/l) le temps de demi-vie de l'invertase (B-
fructofuranosidase E.C. 3.2.1.26) a 58°C peut étre multiplié par un
facteur supérieur a 10. Cet effet stabilisateur dépend de la nature
de la molécule enzymatique (219).

D'autre solvants ayant un effet dénaturant a fortes
concentrations peuvent avoir un effet protecteur a faibles
concentrations. C'est le cas du méthanol de 1'éthanol, de l'acétone,
du DMSO (Tableau III). Cet effet protecteur serait 1lié a une
diminution de l'activité de l'eau a faible température (183).
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Enzyme

Solvant

Stabilité enzymatique

Metapyrocatechase
(1.13.11.2)

(1.1.1.1)

Homogentisicase
(1.13.11.5)

B-Galactosidase
(3.2.1.23)

Lactate deshydrogénase
(1.1.1.27)

Protéasc E 30

Trypsine
(3.1.21.4)

Benzylalcool-deshydrogénase

10% acétone
10% éthanol

5-10% acétone
5-10% éthanol
20% acétone
10-20% ¢éthanol

10-20% acétone

5-20% méthanol
éthanol
2-propanol
n-propanol

40% DMSO
10% éthanol
10% méthanol
5% CHCI3

12% éthanol

Protection de I'inactivation par l'oxygéne

S T (24h, 5°C)

S T (24h, 5°C)

S 1 (20-26h, 4°C)

T T (10 min, 47°C)

a2 10% (et moins) d'éthanol et de propanol
T 1 (10 min, 47°C)

pour les autres concentrations

S T (9 mois, 4°C)

S T (36 semaines, 4°C)
S T (4°C, 20°0C)

R T (10°C)

= renaturation

augmentation

R
T
S
1
! = diminution

= stabilité 2 la chaleur
stabilité au cours du stockage

Tableau III : Stabilisation des enzymes par les solvants (in Schmid (183)).
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2-3-2-4 Les polymeéres:

L'utilisation des polymeéres et des macromolécules comme
additifs est un procédé trés commun pour stabiliser les enzymes.
Ces composés sont variés et appartiennent a différentes classes
chimiques dont des protéines, des polyalcools ainsi que des
polymeéres synthétiques tels que la polyvinylpyrrolidone (PVP)
ou le polyvinylalcool (PVA) (tableau IV). Un mécanisme
d'exclusion stérique lié a la trés large taille des polymeres
expliquerait l'effet stabilisateur de ces composés (183).

Le polyvinylalcool (PVA) et la polyvinylpyrrolidone (PVP)
ont été utilis€s pour stabiliser la phosphatase acide (E.C.3.1.3.2)
extraite de la pomme de terre ; le temps de demi-vie de cette
enzyme en présence de l'un ou l'autre de ces polyméres peut étre
8 a 15 fois supérieur a celui de l'enzyme libre (1).

Le polyéthyléne glycol (PEG), utilisé essentiellement comme
agent de précipitation au cours de la purification des protéines
montre un effet protecteur pour certaines protéines (92, 147),
mais peut avoir aussi l'effet inverse en diminuant la température
de transition d'autres protéines (129). L'effet protecteur de ce
composé dépend de la nature hydrophobe de la protéine et
s'explique par deux mécanismes ayant des effets opposés ; d'une
part, le PEG est un composé trés hydrophobe qui, en se liant aux
régions hydrophobes des protéines, induit leur destabilisation.
D'autre part, du fait de sa grande taille, il exerce un effet
d'exclusion sterique conduisant a une hydratation préferentielle
et a la stabilisation des protéines (5, 129).

2-3-2-5- Autres protecteurs

D'autres composés protecteurs sont utilisés pour stabiliser
les enzymes. L'addition a faibles concentrations de dithiothreitol,
de B mércaptoéthanol est souvent utilisée pour empécher
I'inactivation des groupements sulfhydriles des protéines au
cours de la purification (134).

Le glutathion réduit, la cystéine, la N-acétylcystéine ont un
effet stabilisateur d'enzymes contre la dénaturation par la
chaleur, le froid, les radiations ou la présence de péroxydes (160).

La vitamine E, l'acide ascorbique sont connus pour leurs
effets antioxydants (183).

31



32

Enzyme Polymere Stabilité enzymatique
Glucose oxidase PVP/PVACc T 1 (4 b, 50°C)
(1.1.3.4) PVP Tt
PVP/PVA TI
PVA T (4 h, 50°C)
o-Amylase Dextran 250 I ] (anticorps antiamylase)
(3.2.1.1) Ovalbumine Dil. t
ﬁ-Amylasc Albumine bovine T f(l h, 37°C)
(3.2.1.2) PVA Dt
Serum albumine T 1t (18 h, 35°C)
T t (48 h, 37°C)
Catalase Polysaccharide phosphate | S 1 (120 min, 24°C)
(1.11.1.6)
Trypsinc Dextran PH__>
(3.4.21.4)
a-Chymo[rypsing gCl polymctacryl T1 (180 min, 60°C)
(3.4.21.1)
Lactate deshydrogénase |Dextran pH_,
(1.1.1.38) Gelatine S 1 (36 sem, 4°C)
Serum albumine bovine Dil. 1
Malate deshydrogénase Gelatine + éthanol ou S T (5§ mois, 4°C)
(1.1.1.38) glycérol
Glucose-6-phosphate Ficoll T1/2 (6 jours, 25°C)
deshydrogénase (1.1.1.49)
Aldolase PVP T 1 (35°C)
(4.1.2.13) PVA _ _
Serum albumine Dil. t
Tableau IV : Stabilisation des enzymes par les polymeres (183).
PVP = polyvinylpyrrolidone
PVAc = polyvinylacétate
PVA = polyvinylalcool
PEG = polyéthyléne glycol
T = stabilit€ a l'inactivation par la chaleur
S = stabilité au cours de la conservation
pH = stabilit¢ au variations de pH
D = stabilit€ au dénaturants
I = stabilité aux inhibiteurs
Dil. = stabilit€¢ A la dilution

T1/2 = demi-vie (activité résiduelle =

1 = augmente
- = sans variation
i = diminue

50%)




Le Triton X-100 a un effet protecteur contre la dénaturation
de la B-amylase par la chaleur (198). La rhodanese (Thiosulfate
sulfurtransferase E.C. 2.8.1.1) peut é&tre stabilisée par un
détergent non ionique, le laurylmaltoside (201).

2-3-3- La congélation:

La congélation ou cryoconservation constitue aujourd'hui un
moyen trés courant de conservation des produits biologiques et
‘alimentaires ; son application dans le domaine médical est trés
développée.

Néanmoins, plusieurs protéines sont dénaturées au cours de
la congélation (143). En effet lorsqu'on diminue la température,
les interactions hydrophobes dans une protéine diminuent tandis
que les interactions polaires (liaisons hydrogénes, intercharges...)
deviennent plus importantes. En fonction de leur structure, les
protéines peuvent subir des changements de conformation plus
ou moins importants (70). D'autre part, la formation de cristaux
au cours de la congélation peut conduire a une déshydratation
des protéines; les sels minéraux et les substances organiques
solubles deviennent plus concentrés dans la phase liquide. Ainsi
I'augmentation de la concentration des solutés, les changements
de pH, de force ionique qui l'accompagnent, peuvent affecter la
structure des protéines. (143).

L'emploi de cryoprotécteurs est souvent indispensable. Ces
composés appartiennent a plusieurs classes chimiques : des
sucres, des acides aminés, des polyalcools etc... . Le mécanisme de
cryoprotection de ces composés est encore mal défini. Il peut
s'agir soit d'un effet direct : ces composés agissent par association
avec les protéines a l'aide de liaisons hydrogeénes ou de liaisons
ioniques, soit d'un effet indirect : ces composés agissent sur la
structure de l'eau, empéchant la formation des cristaux de glace
et diminuant ainsi le point de congélation de l'eau (143).

L'effet cryoprotecteur du glutamate de sodium, comme
I'explique Matsumoto (143), s'effectue de la mani¢re suivante: les
molécules de glutamate de sodium, a I'état ionisé, sont associées 2
la surface de la molécule protéique. Elles conduisent alors & une
augmentation de la charge nette et ainsi a l'augmentation de
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I'hydratation de la protéine. Ce facteur agirait en réduisant la
transconformation et l'agrégation des molécules protéiques
induites par l'elimination d'eau résultant de la congélation.

Les solvants organiques, comme le glycérol, le diméthyl
sulfoxide (DMSO), 1'éthylene glycol, le diméthyl formamide (DMF)
sont parmi les cryoprotecteurs les plus utilisés; ils ont la
propriété de diminuer le point de congélation de l'eau (70).

La phosphofructokinase (E.C. 2.7.1.11) purifiée du muscle
squelettique du lapin est totalement inactivée aprés congélation
pendant 30 secondes dans l'azote liquide. Son activité
enzymatique peut &tre réstaurée a 70% par addition avant la
congélation de cryoprotecteurs tels que le tréhalose (0,5 mol/l), le
saccharose (0,5 mol/l) ou la proline (0,5 mol/l), a 50% par
addition de 50 mmol/l de triméthylamine-N-oxide (TMAO).
L'effet cryoprotecteur de ces composés peut encore é€tre
augmenté par la présence de certains ions métalliques comme le
Zn, Cu, Cd, Ni et le Co (46).

2-3-4- La lyophilisation:

La conservation des produits biologiques sous forme liquide
ou congelée, souvent instables & température ambiante, pose des
problémes de stockage et de transport. De ce fait les solutions
lyophilisées sont d'un grand interét.

LLa lyophilisation ou cryodessiccation peut é&tre definie
comme l'opération consistant & sécher une solution ou un corps
imbibé d'eau maintenu a une température suffisamment basse
pour que la plus grande partie de l'eau qu'ils contiennent soit
congelée. L'extraction de cette eau se fait par sublimation de la
glace.

La lyophilisation est utilisée pour la conservation de divers
substances: protéines, microorganismes, produits pharmaceuti-
ques... Cette méthode comporte deux étapes principales, la
congélation et la dessication. Etant donné l'importance de I'eau
dans le maintien de la structure des protéines, ces deux processus
peuvent conduire A4 une alteration de la conformation des
protéines.

Des composés protecteurs sont souvent additionnés aux
solutions enzymatiques, et aux solutions protéiques en général,

[N

avant la lyophilisation. Ces composés appartiennent a plusieurs
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classes chimiques. Ce sont des polymeres, des polyalcools, des
acides aminés... . La plupart de ces composés ont un effet
cryoprotecteur. Ainsi, la phosphofructokinase est totalement
inactivée aprés lyophilisation et reconstitution ; par contre
I'addition de tréhalose ou de maltose a l'enzyme avant la
lyophilisation conduit a la restitution de 80% de son activité de
départ (45).

A titre d'exemple, la lyophilisation de 1'hémoglobine
réalisée sans précaution conduit a la formation d'une forte
proportion de methémoglobine. Pour empécher la formation de
celle-ci, differents procédés sont utilisés incluant Ila
desoxygénation et/ou l'addition de composés protecteurs.
Labrude et col. ont essayé plusieurs composés appartenant a
différentes classes chimiques: des sucres et leurs dérivés, des
polyalcools, des polymeres de synthése, des polypeptides... . Ces
composés ont un effet lyoprotecteur vis a vis de l'hémoglobine
(49, 69, 121, 122, 124, 125, 126).

L'effet protecteur de ces composés peut étre di soit aux
propriétés physiques des molécules actives et aux modifications
qu'elles apportent & celles du milieu a lyophiliser, soit aux
"interactions” entre 1'hémoglobine et les composés protecteurs
(122).

Cet effet protecteur peut étre aussi lié a 1'état d'hydratation
de la protéine. En effet aprés deshydratation, la couche d'eau
périphérique de I'hémoglobine peut é&tre perturbée, ce qui peut
affecter 1'héme (123).

Les composés protecteurs comme les sucres et les acides
aminés augmentent 1'état d'hydratation des protéines en solution
liquide (7, 8) ; Labrude explique l'effet lyoprotecteur de ces
composés par un renforcement de la couche d'hydratation autour
de la conformation native de la protéine lorsqu'elle est en
solution lyophilisée (123).

2-3-5- Modification chimique des enzymes

La modification chimique des enzymes a été longuement
étudiée. En effet elle a été utilisée soit pour déterminer Ila
composition en acides aminés intervenant dans la catalyse
enzymatique (108), soit pour augmenter la solubilité ou la
stabilité des enzymes.
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Une revue de la littérature montre que la modification
chimique peut conduire soit a la stabilisation, soit a la
destabilisation, ou n'avoir aucun effet sur les enzymes. Plusieurs
procédés chimiques ont ¢été décrits faisant intervenir les
groupements NH2 ou les groupements COOH des protéines (183).

Du fait de l'importance des liaisons de faibles energie dans
la structure tertiaire des enzymes, la fixation de certains
groupements chimiques sur les chaines laterales peut avoir pour
effet de créer de nouvelles liaisons hydrogéne, hydrophobes ou
des liaisons électrostatiques.

Ainsi la glycogeéne phosphorylase b modifiée par alkylation
avec des aldéhydes aliphatiques, devient plus résistante a
I'inactivation par la chaleur ou par le froid (187). Cette
augmentation de la stabilité a été attribuée a une augmentation
des liaisons hydrophobes due aux groupements introduits.

L'alkylation des groupements amines de l'a chymotrypsine
par l'acide glyoxylique en présence de cyanoborohydrate de
sodium augmente la stabilité de l'enzyme a la dénaturation par la
chaleur. Cette stabilisation serait due a une augmentation de la
surface hydrophile autour de la protéine grice aux groupements
-NHCH2COOH plus hydrophiles que les groupements _NH2 (146).

La modification chimique des groupements NH2 a l'aide de
réactifs tels que le diméthyladipimidate, l'éthylacétimidate ou le
cyanate de sodium augmente la stabilité de la LDH a l'inactivation
par le froid ; par contre, l'acétylation, l'acétoacétylation ou la
succinylation inactivent totalement l'enzyme (185).

Les liaisons salines ont un rdéle important dans le maintien
de la conformation des protéines. Ces liaisons sont formées entre
I'Asp, le Glu chargés négativement et 1'His, la Lys et I'Arg chargés
positivement. Les liaisons salines formées avec I'Arg sont plus
stables que celles formées avec 1'His ou la Lys. Ceci est di au fait
que les pK de I'His et de la Lys sont plus faibles que celui de
I'Arg. Pour augmenter la stabilisation des enzymes, Klibanov
propose de remplacer la Lys (ou I'His) par I'Arg ou d'utiliser des
procédés chimiques conduisant a un résultat semblable (117) ;
c'est le cas de l'amidination et de la guanidination :
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1) Amidination (avec le méthylacétimidate)

enzyme-NH, + CH3O—C{=NH2+____senzyme-NH—(IijHz+ + CH30H

CHh CH;3
2) Guanidination (avec le O-méthylisourée)

enzyme-NH, + CH3()-(\3=NH2+ Aenzyme-NH-(\::NHz*' + CH30H

NH, N Hy

2-3-6 - Immobilisation des enzymes

La dénaturation d'une enzyme est souvent le résultat d'un
changement de conformation, d'une agrégation en oligomeres de
plus haut poids moléculaire ou d'une dissociation en sous-unités
inactives. La fixation de l'enzyme sur un support a l'aide de
différentes liaisons (ou immobilisation) augmenterait la rigidité
de la conformation de la protéine et conduirait ainsi a sa
stabilisation.

- Cinq méthodes sont utilisées pour I'immobilisation des

enzymes (117, 183) :

1) La premiére consiste a fixer les enzymes par des liaisons
covalentes a un support soluble ou non soluble dans 1'eau. Les
enzymes sont liées a des supports tels que les polysaccharides,
les dextrans de différents poids moléculaires, le DEAE-Dextran, le
DEAE-Séphadex ; ces polymeéres sont activées a 1'aide de
différents réactifs chimiques dont l'azide et le CNBr.

2) La deuxieme méthode fait intervenir la réticulation a l'aide
d'agents bifonctionnels produisant des polymeres solubles ou non
dans l'eau. La conformation de l'enzyme peut Etre renforcée a
I'aide de liaisons intra ou intermoléculaires. Plusieurs réactifs
sont utilisés pour la réticulation artificielle des molécules
enzymatiques. Le glutaraldéhyde et les diimidoesters sont les
plus connus. La réaction dépend de la concentration des réactifs,
du pH, de la température et du temps de la réaction.

3) La troisieme méthode consiste a adsorber des molécules
enzymatiques a la surface de supports inertes (verre, alumine,
cellulose, résine, charbon etc...). L'interaction de l'enzyme avec le
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support pourra impliquer, de maniére plus ou moins complexe,
I'une ou l'autre des liaisons de faible énergie (interactions de Van
der Waals, interactions hydrophobes, liaisons hydrogéne et
liaisons ioniques). Cette fixation a l'avantage de n'altérer que peu
ou pas l'activité enzymatique, mais des variations de
concentrations en substrats, de pH ou de force ionique peuvent
provoquer une désorption trés rapide de l'enzyme.

4) La quatrieme méthode est l'immobilisation des enzymes par
inclusion dans des gels polyméres. Cette méthode consiste a
retenir une enzyme prisonni¢ére a l'intérieur du réseau
tridimentionnel d'une matrice. L.a maille de cette matrice assure
de maniére purement physique la rétention de la molécule
d'enzyme. Un tres grand nombre de réactions de polymérisation
ont été proposées pour inclure les enzymes. On peut.citer les gels
de polyacrylamides, qui sont les plus employés. Cette méthode
fait appel a l'acrylamide comme monomeére de départ qui est
polymérisé en présence d'un agent de réticulation, le N, N'-
methyléne bis acrylamide.

5) La cinquiéme méthode réside dans l'encapsulation dans des
microcapsules ou dans des fibres: Cette technique consiste a
entourer les enzymes par différentes sortes de membranes semi-
perméables. Les substrats et les produits de l'enzyme peuvent
passer librement par dialyse au travers de cette membrane.
L'inclusion est souvent réalisée a partir d'une émulsion de
I'enzyme en solution aqueuse dans une solution organique
contenant le polymeére (nitrate de cellulose par exemple).

2-3-7- Effets des méthodes de stabilisation sur les
propriétés catalytiques des enzymes

Les différentes méthodes de stabilisation que nous avons
décrit ont des effets variables sur les propriétés structurales et
sur la stabilit¢é d'une enzyme. Leur influence sur les propriétés
catalytiques serait liée aux modifications des propriétés
structurales de l'enzyme, notamment au niveau du site actif, et
aux modifications des propriétés du milieu (pH, force ionique,
viscosité... ).
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2-3-7-1 Influence des additifs

Si plusieurs composés protecteurs des protéines ont été
identifiés, le mécanisme de stabilisation de ces composés et leurs
effets sur les parametres cinétiques des enzymes, sont encore
mal définis.

L'influence du glycérol sur l'activité de nombreuses
hydrolases et oxydoréductases a été étudiée par 1'équipe de
Myers en 1973 (156), mais aucune interprétation simple des
variations de la constante de Michaelis (Km) et de la constante
catalytique (kcat) par rapport a celles trouvées dans l'eau ne peut
étre dégagée (Tableau V). La Km de la p-galactosidase en
présence de 30% de glycérol est augmentée 270 fois alors qu'elle
diminuée de 6 fois pour l'aldolase. Malgré deux exceptions, (la
trypsine et la phosphodiestérase) la kcat decroit nettement en
présence du glycérol. Pour de nombreuses enzymes, la présence
de ce polyalcool conduit a une diminution de la kcat et & aucune
modification ou a une augmentation de la valeur de la Km, ce qui
suggere que le glycérol se comporte comme un inhibiteur de la
réaction enzymatique (156).

La présence de sorbitol ou de DMSO engendre des variations
des propriétés catalytiques des enzymes. L'affinité de 1'alcool
deshydrogénase vis a vis des substrats tels que: éthanol,
propanol, butanol et pentanol et vis a vis de son coenzyme, le
NAD, augmente au fur et a mesure que la concentration du
sorbitol augmente (217). Son effet sur la vitesse maximale (Vm)
est variable ; le sorbitol 2,5 mol/l engendre une diminution de
Vm de l'enzyme avec l'éthanol et le propanol comme substrats, et
une augmentation du Vm en présence du butanol et du propanol
(217). Ces changements de constantes catalytiques en présence
de sorbitol sont expliqués d'une part par une conformation de
I'enzyme plus accessible au substrat et d'autre part par les
contraintes de diffusion dues au sorbitol.

L'apport de DMSO et du glycérol modifie l'activité
catalytique de la carbamoylphosphate synthétase (E.C. 2.7.2.9). La
Km vis a vis de I'ATP Mg et du bicarbonate diminue au fur et a
mesure que la concentration du DMSO ou du glycérol augmente,
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ENZYME SUBSTRAT g eau eau + glycerol
Km(mmol/) kcath |Km (mmol/l) kcath
Alcool deshdrogénase DPN 0,23 49000 0,063 8000
Alcool deshydrogénase Ethanol 11 37000 2,8 13000
Aldolase c FDP 0,62 750 d | 0,098 160 d
Phosphatase alcaline NPP 0,028 2400 0,12 640
a-Chymotrypsine ATEE 1,4 3700 1,6 1400
Diaphorase DPNH 0,018 730 0,016 150
B-Galactosidase ONPG 0,25 17000 67 3800
Glucose-6-P deshydrogénase | G-6-P 0,013 1900 0,014 980
Glutamate deshydrogénase L.-Glutamate | 1,9 250 0,44 75
Glyceraldéhyde-3-P- PGAL 0,17 3500 0,20 1100
deshydrogénase
Glyoxylate réductase Glyoxylate 24 67 e| 26 13 ¢
Hydroxypyruvate réductase  { | HP 19 1500 | 36 320
Nucléase micrococcale NPpdTp 0,023 4,2 | 0,019 1,8
Phosphodiestérase | bis NPP 0,49 0,042 g| 3,3 0,14 ¢
Sorbitol deshydrogénase Fructose 300 1000 e| 1430 430 ¢
Trypsine g BAA 1,8 35 | 80 16
Xantine oxydase Benzaldehyde | ¢ 50 1000 | 0,67 780
a Les abréviations suivantes sont utilisées : FDP, fructose 1-6 diphosphate ;

NPP,

p-nitrophényl phosphate ; ATEE,

N~acétyltyrosine éthyl ester ;

ONPG, o-

nitrophenyl-f-galactoside ; G-6-P, glucose-6-phosphate ; PGAL, glycéraldehyde-

3~-phosphate ; HP,
phosphate-3'-phosphate ;
L-arginine amide.

hydroxypyruvate ;
bis NPP,

NPpdTp,
bis (p-nitrophényl)phosphate ;

déoxythymidine-5'-p-nitrophényl-

BAA, benzoyl-

b exprimé en pmoles de produit formé par minute et par Umole de protéines.

& essai réalisé dans une solution tampon 0,05 mol/l de 3, 6-endomethyléne-
1,2,3,6-tétrahydrophtalate, pH 6,6.

d exprimé en variation de densité optique par minute et par pmole de protéine.

e exprimé en HUmoles de produit formé par minute et par mg de protéine.

f essai réalisé a pH 6,6.

g essai réalisé dans une solution 0,05 mol/l de tris-HCl & pH 7,6.

tableau V: Effet du glycerol 30% sur les constantes cinétiques des enzymes

(156)



alors que la variation de la Vm est biphasique. Elle augmente
dans un premier temps puis diminue pour des concentrations
croissantes du solvant (95).

L'effet d'un solvant sur les constantes cinétiques d'une
enzyme est parfois li€é aux types d'interactions entre l'enzyme et
le substrat ; c'est ainsi que Maurel observe une importante
variation du Km apparent lorsque le complexe enzyme-substrat
fait intervenir des interactions hydrophobes. Les interactions
électrostatiques entre l'enzyme et le substrat sont inaffectées par
la variation de la constante diélectrique du milieu (144).

En général, l'effet d'un solvant organique sur les constantes
cinétiques d'une enzyme se traduit par un changement de Km
tandis que la kcat est moins affectée. La variation du Km
apparent n'est pas relié a la variation de la constante
diélectrique, méme pour les enzymes dont les liaisons enzyme-
substrat sont essentiellement électrostatiques (144). Ceci est
expliqué par le fait que la variation de la constante diélectrique
au niveau du site actif est différente de celle observée a l'échelle
macroscopique.

Les constantes catalytiques de l'a-chymotrypsine (E.C.
3.4.4.5) et de la laccase (p-diphénol oxidase E.C. 1.10.3.2) restent
stables pour des concentrations croissantes de glycérol, des
formamides et d'alcools aliphatiques jusqu'a une concentration
critique ou l'on observe une diminution brutale de l'activité
enzymatique résultant d'un changement de conformation de
I'enzyme (dénaturation) (155).

2-3-7-2 Effet des modifications chimiques et de
I'immobilisation:

La modification chimique des enzymes par
I'introduction de groupements sur la surface protéique peut
conduire a une modification de l'environnement au niveau du site
actif de l'enzyme affectant ainsi les propriétés catalytiques (108).

Au cours de l'immobilisation d'une enzyme par des
liaisons covalentes ou par adsorption, un certain nombre de
liaisons vont s'établir entre les groupements fonctionnels de la
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molécule enzymatique et ceux du support. Cette interaction se
traduira par une distorsion de la structure tridimentionnelle a un
degré variable suivant le nombre et la nature des liaisons
enzyme-support ainsi que par des phénomenes d'encombrements
stériques limitant l'accessibilité du site catalytique au substrat. A
la suite des interactions entre les ligands (substrats, produits,
protons) et les groupements réactifs du support, il se produit un
phénoméne de partage qui se traduit par l'apparition de
différences notables de concentrations du ligand entre le
microenvironnement de Il'enzyme immobilisée et le
macroenvironnement, L'effet de partage peut affecter de fagon
plus ou moins importante les constantes catalytiques de l'enzyme
tels que le pH optimum, la Km (117).
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3 ENZYMES ERYTHROCYTAIRES :

La fonction du globule rouge est essentiellement le
transport des gaz du sang (O,, CO,) au cours des échanges
respiratoires entre les tissus et le milieu ambiant. L'élément
primordial dans ce processus est constitué par 1'hémoglobine.
Pour remplir ce rdle, le globule rouge a besoin d'un métabolisme
énergétique actif, cependant il posséde une structure particuliére:
absence de noyau, de ribosomes et de mitochondries. Ces
inclusions ont été éliminées au cours de la maturation de la
cellule. L'énergie nécessaire a sa survie et au maintien de ses
fonctions provient uniquement de la seule dégradation anaérobie
du glucose et de quelques dérivés glucidiques. Cette énergie est
utilisée pour maintenir 1'équilibre ionique intracellulaire,
permettre la protection de 1'hémoglobine, maintenir le potentiel
réducteur cellulaire et la forme biconcave de I'hématie.

Le métabolisme énergétique est assuré par la voie
glycolytique anaérobie (ou d'Embden-Meyerhof) et le cycle des
pentoses (ou shunt d'Horecker et Dickens).

La glycolyse anaérobie, succession de 12 étapes

enzymatiques échelonnées entre le glucose et le lactate, est le
catabolisme producteur d'énergie par excellence de I'érythrocyte.

Plusieurs déficits enzymatiques ont été répertoriés ; ces
anomalies intéressent pour la plupart les deux grandes voies
métaboliques. Elles se manifestent le plus souvent par une
hyperhémolyse, permanente ou déclenchée par la prise de
substances toxiques ou médicamenteuses. Parmi ces
érythroenzymopathies, les déficits en G6PD et PK sont les plus
fréquents.

3 -1 - GLUCOSE-6-PHOSPHATE DESHYDROGENASE (E.C.:
1.1.1.49)

Le déficit en G6PD est l'enzymopathie érythrocytaire de loin
la plus répandue dans le monde. Elle présente plusieurs aspects
cliniques. Le plus fréquemment rencontré est celui d'accidents
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hémolytiques brutaux déclenchés par l'absorption de certains
médicaments (14).

La GO6PD catalyse la transformation du glucose-6-phosphate
en 6-phosphogluconolactone. Cette réaction permet la
régénération du NADPH utilisé dans plusieurs types de
biosynthése ainsi que par la glutathion réductase NADPH-
dépendante afin de maintenir une concentration constante de
glutathion réduit . Des études ont montré que les érythrocytes
déficitaires en GO6PD ont un taux diminué de glutathion réduit
GSH et que ce taux s'effondre lors d'une agression oxydative (14,
19).

Dans les cellules normales intactes la plus grande partie du
NADP est sous forme reduite (NADPH) ; la G6PD n'est
fonctionnelle qu'a 2% de sa capacité théorique (18, 220). En fait
les concentrations en substrat (G6P) et en coenzyme (NADP) sont
trés faibles, I'enzyme est inhibée par le NADPH et par I'ATP, le
NADP est utilisé en partie par d'autres enzymes. Une agression
oxydative va conduire a l'oxydation du NADPH. Elle s'accompagne
simultanément de la levée de Il'inhibition de Il'enzyme, de
I'augmentation de la concentration en NADP, ce qui se traduit par
une augmentation de l'activité catalytique de la G6PD. La cellule
normale repond ainsi a l'attaque oxydative par une augmentation
de ses capacités réductrices et de ses reserves en NADPH. Une
trés faible activité catalytique de la G6PD n'a qu'un faible
retentissement clinique dans les conditions ordinaires mais peut
devenir dramatique dans le cas d'un stress oxydatif.

L'hémolyse induite par les médicaments chez les sujets
déficients est généralement accompagnée de la formation de
corps de Heinz dans les globules rouges. Ces structures sont
constituées d'un mélange de protéines de stroma et
d'hémoglobine dénaturée. Il semble que les groupements
sulfhydriles (SH) de ces protéines aient été oxydés, ce qui aurait
provoqué leur dénaturation. Cette oxydation peut étre produite
soit directement par les radicaux libres provenant des substances
chimiques médicamenteuses, soit par l'intermédiaire du
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glutathion réduit (GSH) qui s'oxyde en GSSG perdant ainsi son
pouvoir protecteur des groupements SH (14).

Chez les déficitaires en GO6PD, l'enzyme est incapable de
fournir suffisamment de NADPH pour réduire le GSSG en GSH par
la voie de la glutathion-réductase. Il en résulte une oxydation des
groupements SH des protéines, en particulier de 1'hémoglobine, et
ainsi la formation d'un complexe disulfure mixte entrainant une
précipitation sous forme de corps de Heinz (14).

3.1.1 - STRUCTURE
3.1.1.1 - Structure primaire

L'analyse des acides aminés de la G6PD de différentes
origines montre une grande variation dans la structure primaire
de ces enzymes. La G6PD érythrocytaire humaine ne contient pas
de ponts disulfures. Ce n'est pas une métalloenzyme. Elle ne
contient pas de composés non amino-acides mis a part le NADP+
fortement 1lié a l'enzyme (130).

Selon Yoshida, la chaine polypeptidique comprend 500
résidus amino-acides. L'acide aminé N terminal est l'acide
pyroglutamique, l'acide aminé C-terminal étant la glycine (222).

Depuis quelques années, la séquence complete du gene
codant pour la GO6PD a été établie (164), ce qui permet 1'étude des
variantes au niveau moléculaire et donc aide a la compréhension
de leurs différences (Tableau VI) (20). Le gene compte 13 exons
et code pour une protéine de 515 acides aminés. Takizawa et col.
ont obtenu la structure primaire compléte a partir de la protéine
purifiée ; les 479 acides aminés de la région C-terminale sont
identiques a la sequence d'acides aminés déduite a partir de
I'ADNc tandis que les 52 acides aminés restants ne sont pas
représentés dans 1'ADNc cloné (199). Des études complémentaires
montrent que cette région N-terminale est probablement codée
par un gene autosomale situé sur le chromosome 6 (21).
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: Mutations associées aux variantes de la G6PD (20).
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3.1.1.2 - Structure quaternaire

La G6PD a été étudiée dans de nombreux organismes et a
partir de tissus variés : levures, bactéries, champignons,
érythrocytes... (130).

Elle se présente dans l'érythrocyte sous deux formes
polyméres correspondant l'une a un tétramere, l'autre a un
dimere. L'équilibre entre les deux formes est étroitement lié au
pH et a la force ionique du solvant. Pour plusieurs auteurs, les
sous-unités de l'enzyme érythrocytaire ont une composition
identique en acides aminés. Le poids moléculaire d'une sous-
unité est d'environ 59 000 D (189).

La dissociation en dimeres est favorisée par un pH alcalin et
une force ionique élevée. Pour une valeur constante de force
ionique, a pH inférieur a 7,2 l'enzyme est sous forme
tétramérique prédominante ; a pH supérieur a 7,2, elle est
principalement sous forme dimérique (55).

La stabilité des interactions entre les diméres d'un
tétramere de la GOPD érythrocytaire implique des liaisons
ioniques alors que les interactions entre les sous-unités d'un
dimére sont stabilisées par des liaisons hydrophobes (55).

On connait depuis longtemps le rdle stabilisant du NADP+.
Sa séparation de l'enzyme conduit & la dissociation en monomeres
de l'enzyme et ainsi a son inactivation (55).

Bonsignore et col. ont observé que le NADP+ lié a l'enzyme
est échangeable avec le NADP+ en solution, mais sa réduction en
NADPH conduit a une dissociation de l'enzyme en monomeres (in
130).

3.1.2 - PROPRIETES CATALYTIQUES

La G6PD érythrocytaire est une enzyme active sous ses
formes dimériques et tétramériques.
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Le D-glucose-6-phosphate est le substrat naturel de
l'enzyme. Il donne la Vm la plus élevée et la Km la plus faible.

La G6PD érythrocytaire peut oxyder certains analogues du
substrat : glucose, glucose-6-sulfate, galactose-6-phosphate, 2-
desoxyglucose-6-phosphate (130).

Selon l'origine de l'enzyme l'affinité vis a vis du coenzyme
est variable. La G6PD érythrocytaire humaine peut utiliser le
NAD+ ou le NADP+ mais elle a plus d'affinité pour ce dernier.

L'étude des propriétés catalytiques de l'enzyme a été
réalisée in vivo comme in vitro. Le modéle cinétique de cette
enzyme in vivo est défini comme suit :

E-ATP E-NADP, K2 . E-NADP-G6P
'& }*/ |
% w |

Vmax X M.DE"' X Qﬂ

v = Kl K2
1+ NADP+ (14 G6P) 4 ATP + NADPH + 2.3 DPG
K1 K2 K3 K4 K5

L'enzyme agit selon un mécanisme ordonné (BiBi) avec le
NADP+ comme premier substrat. Le NADPH, I'ATP et le 2-3 DPG
sont des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis du NADP+ (34).

A une forte concentration en glucose-6-phosphate (1
mmol/l) correspond une trés faible activité de l'enzyme ; ceci est
di a une inhibition par excé€s du substrat (34).

In vitro, les études de l'activité de I'enzyme érythrocytaire
sont faites soit a partir de préparations purifiées ou semi-
purifiées, soit a partir d'hémolysats. La Km vis-a-vis du G6P varie
beaucoup d'un laboratoire a l'autre, elle est comprise entre 50 et
78 wmol/l pour Kirkman et col.,, Betke et col ; entre 37 et 42
pmol/l pour Boivin et col ; elle est de 39 umol/l pour Yoshida. La
Km vis-a-vis du NADP+ est généralement comprise entre 2,9 et
4,4 pmol/l (in 27).
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La G6PD érythrocytaire humaine est fortement influencée
par la force ionique et le pH. La courbe d'activité en fonction du
pH est étalée entre le pH 7 et le pH 9,5 avec un maximum voisin
de 8,5 (27).

3.1.3 - VARIANTES

LLa G6PD humaine est caractérisée par un large
polymorphisme. les études de cette enzyme montrent des
différences significatives entre les propriétés cinétiques des
enzymes de différentes populations. Les résultats de ces mésures
dependent des méthodes utilisées et différent d'un laboratoire a
I'autre. Aussi la commission de nomenclature de 1'OMS a-t-elle
recommandé en 1967 l'utilisation de techniques standardisées
pour la caracterisation biochimique de Il'enzyme. Les criteres
utilisés pour différencier les variantes sont les suivants : la
mobilité électrophorétique, la stabilité thermique, les propriétés
cinétiques (substrat et analogues du substrat, pH...) (14). Depuis,
plus de 300 variantes ont été caractérisées et portent des
designations géographiques.

La G6PD "normale" est celle qui est la plus répandue dans
I'ensemble des populations étudiées. On la désigne sous le terme
de type B ou Gd(+) B et ses propriétés constituent la GO6PD de
référence.

Les variantes peuvent é&tre classées en S5 classes selon leur
activité enzymatique et leur retentissement clinique (221).

- La classe 1 comprend les variantes de trés faible activité
(inférieure 3 10 % de celle dela G6PD normale). Elles sont
associées a une hémolyse chronique.

- Les variantes de la classe 2, bien qu'ayant également une
activité treés faible (inférieure a 10 % de celle de la GG6PD
normale), ne sont pas associées a une hémolyse chronique,
I'hémolyse ne survenant que dans des circonstances particuliéres.

- L'activité enzymatique des variantes de la classe 3 est comprise
entre 10 et 60 % de l'activité de la G6PD normale. Les hémolyses
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symptomatiques surviennent surtout en cas de prise de
médicaments particuliers ou d'infections.

- Les variantes de la classe 4 résultent de mutations qui ne
modifient pas l'activité enzymatique. Celles de la classe 5 ont une
activité enzymatique augmentée. Ces deux types de variantes
n'entrainent aucun retentissement clinique.

Le sequengage de la G6PD a ouvert de nouvelles
perspectives dans 1'étude génétique de cette enzyme. Persico et
col. ont rapporté la séquence compléte de I'ADNc et ainsi les
variations biochimiques des differentes variantes ont pu é&tre
élucidées (20, 21).

_G6PD_A ou Gd(+) A: A coté de la G6PD B, cette variante est la
plus repandue dans le monde ; rencontrée chez des sujets

normaux, elle est présente chez 30% des Noirs d'Afrique. Sa
mobilité électrophorétique, plus rapide que celle de Gd(+) B, est la
conséquence de la substitution d'un acide aminé, une asparagine
par un acide aspartique. Au niveau de I'ADNc cette substitution
correspond au remplacement A__G au niveau du nucléotide 376.

_G6PD A- ou Gd(-)A: Plus répandue dans les populations noires
d'Afrique, cette variante présente une mobilité électrophorétique
rapide. Son activité enzymatique est de 5 a 15% seulement de
I'activité normale. Sa relation avec la G6PD A n'a été élucidée
qu'aprés sequengage de I'ADNc. L'ADN de la' plupart des
personnes Gd(-)A possedent au moins deux substitutions
nucléotidiques ; l'une correspond a celle observée dans la
variante Gd(+)A, l'autre correspond a la substitution G__ A au
niveau du nucléotide 202 provoquant le remplacement d'une
valine par une méthionine. Dans certains cas de Gd(-)A, la
deuxi¢me mutation est identifiée, non pas au niveau du
nucléotide 202, mais au niveau du nucléotide 968 (T__,C). Cette
variante a €été considérée depuis longtemps comme homogene et
limitée aux populations noires. Mais ['étude au niveau
moléculaire montre qu'elle s'est étendue a d'autres populations
en Espagne (variante Betica), en Italie (variante Matera) ainsi que
dans d'autres pays curopéens et au Mexique.(20).
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_ G6PD __mediterranéenne ou Gd{(-)medit.: Cette variante est
retrouvée surtout dans le pourtour mediterranéen. Elle est
caractéris€e par une trés faible activité enzymatique, par de trés
faibles valeurs de Km pour le glucose-6-P et le NADP, une grande
capacité a utiliser des analogues du substrat comme le
galactose.6.P, le 2 desoxyglucose.6 P ou le desamino NADP et une
mobilité électrophorétique normale. Des études biochimiques
montrent des différences minimes entre les propriétés de ces
enzymes et amenent a considerer que cette variante n'est pas
homogene. Les études récentes sur des enzymes de differentes
populations montrent qu'elles sont toutes caractérisées par une
seule mutation C__T au niveau du nucléotide 563 (20).

3.1.4 - TRANSMISSION GENETIQUE

Le géne contrdlant la synthése de la G6PD est situé sur le
chromosome X ; la transmission héréditaire du déficit est donc
lide au sexe et se transmet selon le mode récessif. Le déficit
trouve sa pleine expression chez les hommes porteurs d'un
variant génétique hérité de leur mere. L'activité G6PD des
femmes 46, X(Gd+) X(Gd-) est en général intérmédiaire entre celle
des hommes atteints et celle des sujets a GO6PD normale. En fait, il
s'avere que l'activité est trés souvent superieure a 50%, parfois
elle avoisine les 20%. La femme hétérozygote comporte une
mosaique de cellules constituée de deux populations distinctes
pouvant é&tre d'importance inégale, l'une déficitaire, l'autre
normale. Des études du géne codant pour la G6PD ont permis de
confirmer la théorie de l'inactivation de 1'X.
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3 - 2 -LA PYRUVATE KINASE (E.C.: 2.7.1.40)

Le déficit en PK entraine une anémie hémolytique. Bien que
relativement rare par rapport au déficit en G6PD, il arrive en
seconde position dans le monde parmi les déficits enzymatiques
érythrocytaires héréditaires humains.

Le plus souvent, le déficit en PK est séveére quoique
incomplet. La baisse importante de l'activité de l'enzyme, in vitro,
s'accompagne, dans certains cas, d'une élévation du taux du 2,3
DPG et d'une baisse de l'activité glycolytique de la cellule. Celle ci
se traduit par une diminution d'ATP, qui serait responsable de
I'hémolyse.

La transmission du déficit est héréditaire et se fait selon le
mode autosomique recessif. Les deux sexes sont également
atteints. Les homozygotes présentent une anémie hémolytique et
une splénomégalie. On observe habituellement une diminution
importante de l'activité de la PK, atteignant 0 a 20% de l'activité
normale du globule rouge. Les hétérozygotes sont cliniquement et
hématologiquement normaux. L'activité PK erythrocytaire atteint
des valeurs situées aux environ de 50% de l'activité normale,
mais ce déficit est souvent masqué par la présence de cellules
jeunes (25).

Plusieurs auteurs ont noté l'absence de relation entre le
degré du déficit et la sévérité des symptomes d'hémolyse (25,
106). Le déficit en PK a été considéré comme un épiphénomene
associé a d'autres desordres métaboliques localisés par exemple
dans la membrane ou dans les syst¢tmes de regeneration de
I'ATP. En effet Schroter et Tillmann montrent que dans les
conditions physiologiques, environ 4% de la PK érythrocytaire
sont liés a la membrane (184). Cette enzyme membranaire peut
jouer un r6le majeur en aprovisionnant en ATP, 1'ATPase
membranaire et d'autres systémes consommant de I'ATP. Ainsi la
severité de I'hémolyse serait en relation avec la quantité de PK
liée 2 la membrane. Pour Kahn et col. lI'expression clinique du
deficit serait liée aux anomalies cinétiques de l'enzyme et a sa
faible activité residuelle (106).
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3.2.1 - STRUCTURE

On distingue deux isoenzymes de la PK chez I'homme: la
forme L caractéristique du globule rouge et du foie (Liver) et la
forme M caractéristique du muscle squelettique et du muscle
cardiaque.

La PK de type L semble subir aprés synthése un processus
de protéolyse différent dans le foie et dans le globule rouge (103,
104, 105, 138, 190).

Le précurseur appelé PK R1, synthétisé dans 1'érythroblaste,
est partiellement protéolysé durant la maturation cellulaire ; il en
résulte une autre forme de PK dite PK R2 dans les erythrocytes.
Ces deux isoenzymes peuvent étre séparées par électrophorése: la
PK R1, forme unique des érythroblastes, domine dans les globules
rouges jeunes ; la PKR2 domine dans les globules agés (105).

La PK Rl corréspond a un homotétrameére designé par L'4
(masse moléculaire de L'=63000 D), la PK R2 a un
héterotétramere L'2Lc2 (masse moléculaire de Lc =57000-
58000 D) (105).

Par électrophorése sur gél de polyacrylamide, un troisieme
type de sous unité (dite Lb) peut étre détecté. Il représente
moins de 10% de l'activité totale de la PK et posséde une masse
moléculaire de 60 000 D (105).

3.2.2 - PROPRIETES CATALYTIQUES

La pyruvate kinase du globule rouge posséde les propriétés
d'une enzyme allostérique. Son substrat PEP exerce un effet
homotropique positif avec un nombre de Hill compris entre 1 et
2,5. Le fructose 1,6 diphosphate est le principal activateur
allostérique. L'ATP et l'alanine sont les principaux inhibiteurs
allostériques. Comme toutes les autres PK, l'enzyme
érythrocytaire necessite pour son activité l'apport d'ions Mg++
(25).

La constante de demi-activation par le PEP est variable d'un
individu a l'autre et d'une préparation a l'autre. Elle est de
1,31+0,13 mmol/l. Le Kp,5(ADP) est de 0,18+0,027 mmol/l. En
présence de fructose 1-6-diphosphate la courbe sigmoide se
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transforme en une hyperbole ; A& une concentration de 0,70+0,15
mmol/l, on obtient 50% d'activation de la PK (25).

Le pH optimum d'activité de la PK est compris entre 6,5 et 7
(25).

On peut distinguer deux classes de PK chez les patients. Le
premier groupe de PK est caractérisé par une augmentation
d'affinité vis a vis du substrat PEP et du FDP et une diminution
d'affinité vis a vis de I'ATP (c'est a dire un déplacement
d'équilibre vers la forme R de l'enzyme). Le deuxi¢me groupe est
caractérisé par une diminution d'affinité vis a vis du PEP et du
FDP et une augmentation d'affinité vis a4 vis de I'ATP et l'alanine
(c'est a dire un déplacement d'équilibre vers la forme T de
I'enzyme) (194).

3 - 3 - EXPLORATIONS BIOLOGIQUES

Pour diagnostiquer les érythroenzymopathies, il existe
plusieurs tests de depistage. Certains sont réalisés directement
sur du sang total et sans materiel de mesure ; ce sont les tests
colorés (réduction d'un sel de tetrazolium par exemple) ou de
fluorescence. Ces methodes sont douées de specificité, mais
pechent par manque de sensibilité. D'autres font intervenir la
mesure de l'activité enzymatique et necessitent des techniques
spectrophotométriques. Ces méthodes reposent sur le principe du
test optique de Warburg et apprecient les variations de densité
optique qui, en lumicre ultraviolette, accompagnent le passage
des formes oxydées aux formes réduites des pyrimidines
nucléotides et vice versa. Les dosages sont effectués sur un
hémolysat de globules rouges.

Malgré 1la relative facilité des mesures enzymatiques,
I'interprétation des résultats est souvent trés délicate.
L'interférence des hématies jeunes et en particulier des
réticulocytes dans le niveau de l'activité enzymatique mesurée,
constitue un piége majeur de cet examen. Les plus vieilles
cellules qui étaient les plus déficitaires et donc les plus fragiles
ont été éliminées de la circulation et remplacées par des hématies
jeunes. L'activité enzymatique de celles ci étant toujours plus
importante, on peut alors trouver une activité enzymatique trés
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proche de la normale. Ainsi, chez des malades atteints d'anémies
hémolytiques la severité de l'hémolyée n'est pas toujours
proportionnelle au déficit enzymatique. A déficit égal d'une
méme enzyme, certains sujet sont asymptomatiques alors que
d'autres présentent une anémie hémolytique grave (210).

Dans le cas de déficit li€s au chromosome X (ex. G6PD), la
mise en évidence des femmes héterozygotes représente une
difficulté importante. En effet, elles possédent en proportions
variables deux populations de globules rouges dont 1'une
seulement est atteinte du déficit. Celd se traduit en pratique par
des activités allant des valeurs trés proches du déficit aux
valeurs normales.

L'activité d'une enzyme liée aux conditions du dosage
(température, pH, réactifs,...) et l'inexistence de solution de
controle adaptée a l'enzymologie <é&rythrocytaire constitue un
handicap qui oblige a recourir a2 un hémolysat témoin lors de
chaque détermination et qui empéche jusqu'alors toute
standardisation réelle de la mesure des activités enzymatiques
(210).
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PARTIE EXPERIMENTALE



I- MATERIELS ET_METHODES
1-MATERIELS

-Centrifugeuse Beckmann J-21

-Spectrophotometre Schimadzu (UV 160 A) avec passeur
automatique de cuves et enregistreur. La thermostatisation est
effectuée a l'aide d'un systéme thermoélectrique (effet Peltier).

-Lyophilisateur SMH15 (USIFROID)

-Filtres 0,22um (MILLIPORE)

2-REACTIFS

EDTA disodium, Tris, Saccharose, Dimethylsulfoxide (DMSO),
Sulfate d'ammonium, Dextran 70, Dextran 500: MERCK. Imidazole,
B-Alanine, Sorbitol, Glycérol, Ethyléne-glycol, Chlorure de sodium,
Chlorure de  potassium, Chlorure de magnésium,
Dimethylformamide (DMF), Tetrachlorure de carbone: PROLABO.
EDTA disodium-magnésium, EDTA disodium-zinc: FLUKA.
Glucose-6-phosphate, Phospho-enol-pyruvate, Adenosine5’-
diphosphate  (ADP), AdenosineS'-triphosphate (ATP),
Nicotinamide adenine dinucléotide phosohate (NADP),
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH),
Dithiothréitol, P mercaptoéthanol, Cystéine, Proline, Glutamate de
sodium, Bétaine, Sarcosine, TriméthylamineN-oxide (TMAO),
Lactose, Maltose, Mannose, Raffinose, Tréhalose: SIGMA. Fructose-
1,6-diphosphate, Glutathion réduit, Lactate deshydrogénase
(LDH), Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD), Nicotinamide
adénine dinucléotide réduit (NADH): BOHRINGER MANNHEIM.

3 - METHODES DE DOSAGE

Les méthodes de dosage enzymatique sont celles de Cartier
et col (48), utilisées dans le Laboratoire de Chimie Hématologique
du C.R.T.S. de Nancy (Pr. C. Vigneron).



Conditions opératoires

3.1 - GLUCOSE - 6 - PHOSPHATE DESHYDROGENASE :

G6P + NADP S6PD . 6-phosphogluconolactone + NADPH

LLa vitesse de la réaction est appreciée par la réduction du NADP
en NADPH a 366nm et a 25°C

réactifs volume concentrations finales

Tampon TEA/EDTA 2600 ul TEA 86,66 mmol/l

pH 7,6 (TEA 100mmol/l EDTA 8,66 mmol/l
EDTA 10mmol/l

NADP 15 mmol/l 100 ul 0,5 mmol/l

hémolysat 100 pl

( Hb = 30 g/l)

La réaction est déclenchée

par

G6P 52,5mmol/l 200 ul 3,5 mmol/l

3.2 - PYRUVATE KINASE :

PEP + ADP PK.  Pyr+ ATP

Pyr + NADHp—LDH. [ act + NAD

La vitese de la réaction est appreciée par l'oxydation du NADH2
en NAD a 366nm.
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réactifs volume concentrations finales
Tampon TEA/EDTA 2200 pl TEA 73,33 mmol/l
(100mmol/i-10mmol/1) EDTA 7,33 mmol/l
KCl 750 mmol/l 200 ul 50 mmol/l
Mg CI2 600 mmol/l 100 pl 20 mmol/l
NADH2 15 mmol/l 50 pl 0,25 mmol/l
PEP 52,5 mmol/l 200 pl 3,5 mmol/l
LDH 5 mg/ml 5ul .

Attendre 5 min

hémolysat ( Hb = 30 g/l) 100 pl

ADP 52,5 mmol/l 200 ul 3,5 mmol/l

Les mesures d'activité enzymatique sont effectuées a 25°C,

apH=76eta A= 366 nm.

3.3 - AUTRES ENZYMES : Glutathion réductase (91) ; Glutathion

peroxydase (162) ;
(96).

Galactose-1-phosphate uridyl

transferase

Pour l'étude de la commutabilité, nous avons utilisé les

techniques du Comité

International de

Standardisation en

Hématologie (C.I.S.H.) (15) dont les concentrations finales des
différents produits sont indiquées dans le tableau suivant:

G6PD
Tampon pH 8 : Tris-HCl 0,1 mol/l
EDTA 0,5 mmol/l
MgCl2-----cmenenne 10mmol/l
NADP------------- 0,2mmol/l
Glucose6P--------- 0,6mmol/l

PK

Tampon pH 8 : Tris-HCl 0,1 mol/l

EDTA 0,5 mmol/l
MgCl2---memmmiiiee - 10mmol/l
KCl----ecemmemiceaeeae 100mmol/l
NADH-----------ecee- 0,2mmol/1
PN 2 S 1,5mmol/l
LDH-----mmmmmmmimiirieieee 6UI
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Les mesures d'activité enzymatique sont effectuées a 37°C,
apH 8 etai= 366 nm.

3.4 - DOSAGE DE L'HEMOGLOBINE
Il est réalisé selon la méthode de Drabkin (62).
3.5 - EXPRESSION DES RESULTATS

Les résultats sont exprimés en mUI par 100 mg
d'hémoglobine. Une UI est définie comme la quantité d'enzyme
qui catalyse 1 pmol de substrat par minute 2 25°C et a pH 7,6.

L'activité enzymatique par 100 mg d'hémoglobine
correspond 2 :

DO/min. x 3 x——1000 100 x 100
e = coefficient pl prise concentration
d'extinction du d'essai d'hémoglobine
coenzyme dans I'hémolysat
en mg/100 ml

€ =33 x 106¢cm2 x mole-!

4 - PROTOCOLE D'ETUDE DE LA STABILITE DES SOLUTIONS DE
CONTROLE

4.1 - PREPARATION DE L'HEMOLYSAT

Une poche de sang total frais non utilisable en transfusion
provenant de saignée prélevée sur CPD est lavée a 3 reprises
avec du NaCl 0,9 %. Le surnageant et la couche de globules blancs
sont éliminés par aspiration. A un volume de globules rouges on
ajoute un volume d'eau distillée et un demi-volume de
tétrachlorure de carbone. Ce mélange est centrifugé a 20 000 g
pendant 10 min. On récupeére [I'hémolysat et on ajuste la
concentration d'hémoglobine a environ 30 g/l avec un tampon
imidazole 0,01 mol/l, pH 6,8 contenant les additifs étudiés pour la

conservation a la concentration finale choisie.
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4.2 - CONSERVATION D'UNE SOLUTION PRETE A L'EMPLOI
4.2.1 - Premiére estimation: choix d'un stabilisateur

Dans un premier temps, nous avons évalué I'effet
protecteur de plusieurs composés vis a vis des enzymes a des
températures élevées. Les hémolysats en présence d'additifs sont
répartis en petites fractions de 1 ml dans des tubes a hémolyse.
Ces fractions sont placées dans un bain-marie 2 50°C pour l'étude
de la G6PD et a 56°C pour I'étude de la PK. Ces températures ont
été choisies arbitrairement a la suite de 1'étude des demi-vies des
deux enzymes. Les tubes contenant les hémolysats sont prélevés
a intervalles de 5 min durant 30 a2 35 min et plongés dans la
glace. Les activités enzymatiques restantes sont déterminées.

4.2.2 - Conservation a court terme:

Certains composés n'ont pas d'effet protecteur a des
températures aussi élevées mais peuvent avoir un effet
protecteur a des températures plus basses. C'est le cas des
substrats et coenzymes, de I'éthyléne glycol, du DMSO et du DMF.
Leur effet protecteur est donc estimé a l'aide d'une conservation
a court terme a 22 °C. Les hémolysats préparés sont stérilisés par
filtration stérilisante (filtres stériles 0,22 pm) puis distribués en
fractions de 1 ml dans des flacons & vis stériles de 4 ml et
conservés a 22°C. L'activit¢é enzymatique est mesurée tous les 5

jours pendant une période de 30 jours.
4.2.3 - Conservation a long terme

Des protecteurs agissant a fortes concentrations (glycerol,
éthyléne glycol, DMSO, DMF, saccharose, sorbitol, TMAO, sarcosine,
betaine, alanine, acide glutamique) sont combinés a des
protecteurs agissant a des concentrations relativement faibles
(NADP+, PEP et le glutathion réduit). Les hémolysats comportant
les protecteurs sont stérilisés par filtration sterilisante (filtres
stériles de 0,22pum) sous hotte et repartis en fractions de 1 ml
dans des flacons stériles de 4 ml . Les différents lots (environ 50

60



flacons ) sont placés a des températures de -20°C et +4°C . Les
activités enzymatiques de ces solutions sont mesurées sur 3
spécimens différents tous les mois pendant un an de
conservation.

4.3-CONSERVATION D'UNE SOLUTION LYOPHILISEE
4.3.1-Méthode de préparation:

L'hémolysat est préparé comme precédemment; la
concentration de l'hémoglobine est ajustée a 80 g/l a l'aide d'un
tampon Tris-HCl 0,05 mol/l pH 7,4 contenant les additifs étudiés
a la concentration finale choisie. Ces additifs sont déja utilisés
comme protécteurs (NADP* 0,5 mmol/l, PEP 0,5 mmol/l) et le N-
acetylcysteine 0,25 mmol/l, l'azide de sodium 0,01% utilisés par
différents auteurs dans des solutions de contréles (183, 160, 166,
215). Les différentes solutions ainsi préparées sont réparties en
petites fractions de 0,5 ml dans des flacons de 5 ml. La
lyophilisation est efféctuée sur un appareil SMH 15 (USIFROID).
Elle consiste en une premiere étape de congélation pendant deux
heures a une température de -60°C suivie d'une sublimation a
une température de +8°C pendant 24 heures. Les flacons
lyophilisés sont sertis a l'aide d'une capsule d'aluminium. Les
différents échantillons sont conservés a +4°C et & 22°C. La
reconstitution est effectuée en ajoutant 2 ml d'eau distillée au
lyophilisat, ce qui permet d'obtenir une concentration en
hémoglobine de 20 - 30 g/l. Les activités enzymatiques de la
G6PD et la PK sont mesurées juste apreés lyophilisation. Ces
mesures sont répétées tous les 30 jours pendant un an de
conservation.

4.3.2-Essais de dégradation accélérée:

Les solutions lyophilisées sont souvent stables aux faibles
températures. Nous avons effectué¢ des essais de dégradation
accélerée a des températures de 45°C et 56°C. Les activités
enzymatiques G6PD et PK sont mesurées a intervalles d'un mois
pendant 3 mois de conservation pour les lots (15 é&chantillons)



placés a 45°C, et a intervalles de 3 jours pendant 10 jours pour
les lots (15 échantillons) placés a 56°C.

5-MODALITES DE REPRESENTATION ET D'INTERPRETATION DES
RESULTATS

a) Pour Il'estimation de l'effet protecteur des différents
composés, les activités enzymatiques en fonction du temps des
hémolysats plagés aux températures de 22°C, 50°C ou 56°C sont
presentés sous forme de graphiques.

~

L'effet protecteur (3) d'un composé est estimé a l'aide de

son effet sur la demi-vie de l'enzyme, aux températures de 50°C
pour la G6PD et de 56°C pour la PK.

§ = demi-vie de l'enzyme avec protecteur

demi-vie en l'absence de protecteur

La demi-vie de l'enzyme a une température donnée est la
période au terme de laquelle [l'activité enzymatique est diminuée
de moitié.

La demi-vie de l'enzyme et donc l'effet protecteur d'un
composé sont détérminés a partir de l'équation calculée par
régression linéaire du logarithme de l'activité enzymatique en
fonction du temps. Les résultats sont présentés sous forme de
tableaux et d'histogrammes.

b) Au cours des études a long terme la stabilité des deux
enzymes a +4°C et a -20°C est suivie par mesure des activités
catalytiques. A chaque temps, les dosages sont effectués sur 3
flacons prélevés dans chaque lot. Les résultats sont exprimés
sous-forme de graphiques représentant la moyenne des trois

valeurs pour chaque temps.

Dans tous les essais de conservation effectués, la periode de
stabilité représente la durée pendant laquelle les activités
enzymatiques sont incluses dans un domaine de validité égal a
I'activité obtenue au temps zéro (moyenne de 3 valeurs) plus ou
moins deux fois 1'écart-type caracterisant la reproductibilité de la
méthode du dosage. Cet intervalle est représenté, sur les
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graphiques montrant l'activité en fonction du temps, par deux

traits correspondant au minimum et au maximum d'activité.

Les données sont aussi analysées par régression linéaire.
L'expression générale de la régression linéaire est:Yi= axi+b ou xi
représente la durée exprimée en jours ; Yi correspond a l'activité
enzymatique estimée par cette équation au temps xi ; b est la
valeur de Yi pour xi= 0 ; a est la pente de la droite de régréssion.
La valeur de la pente et son écart-type o(a) sont déterminés a
l'aide des équations suivantes (89):

anixi - inEyi
n(Xx;?) - (Xxi)?

a=

s@)= (X(yi-Yi)H((n-2)X(xi-x)2))1/2

yi designe la valeur de l'activité enzymatique mesurée au
temps xi. n est le nombre de valeurs mesurées durant toute la
période de conservation.

L'activité enzymatique d'un hémolysat en présence d'un
protecteur est considéreé comme stable lorsque la pente a n'est
pas différente de zéro avec une probabilité supérieur ou égale a
95%. Cette estimation est réaliseé en calculant t= a/o(a), cette
valeur sera comparée a celle donnée par la table de student pour
p= 0,05 avec (n-2) degré de liberté.

¢) Pour 1'étude de la dégradation accélerée des solutions
lyophilisées, nous avons étudi€é la stabilité a 45°C et a 56°C. Les
valeurs d'activités enzymatiques restantes au cours du temps
sont exprimées en pourcentage par rapport a l'activité au temps
zéro. Les résultats sont présentés sous forme de tableaux et de
graphiques. La vitesse de dégradation des enzymes étant prise
d'ordre 1, la perte d'activité en fonction du temps a une
température donnée est supposée exponentielle. A la
température T, la constante de vitesse de dégradation reliant
I'activité (a-x) obtenue au temps t a l'activité initiale (a): kp= 1/t x
Ln(a/a-x). Ainsi kt est la tangente de la fonction Ln(a-x)= f(t)
déterminée par régression linéaire. Les constantes de vitesse sont
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calculées pour chaque lot a 22°C, & 45°C et a 56°C. A partir de ces
3 valeurs nous avons calculé la constante de vitesse de
dégradation a +4°C et a -20°C en utilisant l'équation d'Arrhénius.
En effet celle-ci relie la constante de vitesse kp a la température
T: Lnky= LnA -AE/RT ou R= constante des gaz parfaits, AE =
I'énergie d'activation, T= température absolue donnée en °K (=
273 + °C) et A = une constante. La fonction Lnkr= f(1/T) a été
calculée par regression linéaire (100, 115, 116).

Pour faciliter la lecture de ce travail, nous avons repertorié
en italique les conclusions de nos propres résultats
expérimentaux. ‘

6-PROPRIETES ANALYTIQUES DES DIFFERENTES SOLUTIONS

Les propriétés de ces solutions sont étudiées et comparées a
celles d'un hémolysat témoin préparé sans protecteur.

6.1- RECHERCHE DE LA METHEMOGLOBINE

Les taux de méthémoglobine dans ces solutions sont
déterminés aprés un an de conservation a l'aide de la méthode
d'Evelyn et Malloy (67).

6.2- PROPRIETES CATALYTIQUES DES ENZYMES
6.2.1- Glucose - 6 - phosphate deshydrogénase :
a - Constantes catalytiques

La détermination des constantes catalytiques, Km et Vm, est
réalisée selon la méthode de Cartier et col. (48) en faisant varier
la concentration de l'un des substrats.

Pour la GOPD, les vitesses initiales sont déterminées a huit
concentrations différentes de glucose-6-phosphate variant entre
0,02 et 2 mmol/l, la concentration du NADP étant maintenue
constante (0,5 mmol/l). Les résultats sont portés sur un
graphique selon la méthode des inverses de Lineweaver-Burk. La
courbe est ensuite tracée par ajustement linéaire des moindres
carrés (regression).
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b - Analogues du substrat :

Les différentes solutions sont testées en présence du
glucose-6-phosphate 2 mmol/l et de NADP 0,5 mmol/l dans un
premier temps. Ensuite le glucose-6-phosphate est remplacé par
I'un de ses analogues, le galactose-6-phosphate ou le 2-
desoxyglucose-6-phosphate a la méme concentration (2 mmol/l) ;
la concentration de NADP étant maintenue constante (0,5
mmol/l). Les résultats des activités des différentes solutions en
présence d'analogues du substrat sont exprimés en pourcentage
par rapport a l'activité enzymatique observée avec le glucose-6-
phosphate (2 mmol/l).

¢ - Courbe d'activité en fonction du pH :

L'activité enzymatique G6PD en fonction du pH est étudiée
selon la méthode de Cartier et col. (48) en remplagant le tampon
TEA/EDTA pH 7,6 par des solutions tampons dont le pH varie de
6,5 & 9,5, préparées a partir de Tris-HCI 0,05 mol/l. Les solutions
dont le pH est compris entre 9,5 et 7,5 sont ajustées a l'aide de
HCI N et celles dont le pH est en dessous de 7,5 avec du citrate 0,2
mol/l.

6.2.2 - Pyruvate kinase
a - Constantes catalytiques

Huit concentrations différentes de PEP, comprises entre
0,25 mmol/l et 8 mmol/l, ont été préparées pour 1'étude des
propriétés catalytiques de la PK. La concentration en ADP étant
maintenue constante a 2 mmol/l, tous les autres réactifs sont
utilisés aux mémes concentrations que pour la mesure de
l'activité enzymatique (48). La Km est calculée a l'aide de la
méthode des inverses de Lineweaver-Burk.

b - Activation par le fructose diphosphate

Un test d'activation par le fructose diphosphate (FDP) (20
pmol/l) a été réalisé en présence et en l'absence de celui-ci. Tous

les réactifs sont maintenus aux mémes concentrations que pour la
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mesure de l'activité enzymatique, 2 l'exception du PEP et de I'ADP
utilis€s a des concentrations plus faibles (0,2 et 0,5 mmol/l
respectivement). Les résultats sont exprimés en pourcentage
d'activation par rapport au témoin sans conservateur.

¢ - Courbe d'activité en fonction du pH

Comme pour 1'étude de la G6PD, des solutions tampons Tris
HC1 0,05 mol/l ont été préparées avec des pH variant entre 5,5 et
8,5. Les solutions ayant un pH compris entre 8,5 et 7,5 sont
ajustées a l'aide d'HCI N, celles ayant des pH compris entre 5,5 et
7,5 avec du citrate 0,2 mol/l. L'activité enzymatique en fonction
du pH est étudiée avec les mémes concentrations en substrat que
celles utilisées pour son dosage et en remplacant le tampon
TEA/EDTA (pH 7,6) par les différentes solutions tampons
préparées.

6.3 - LA COMMUTABILITE

Nous avons mesuré les activités enzymatiques de ces
solutions a l'aide de deux méthodes de dosage enzymatique, celle
préconisée par Cartier a 25°C (48) et celle recommandée par le
C.I.S.H. a 37°C (15).

6.4 - LA VISCOSITE

Nous avons mesuré a l'aide d'un viscosimétre Low Shear 30
la viscosité de ces solutions de contrdle a 37°C.
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1 - INTRODUCTION

Le but de notre travail est de préparer une solution de
controle de GO6PD et de PK érythrocytaires. Cette solution, en
I'occurence un hémolysat, doit étre stable pendant une période
suffisamment longue et doit posséder des caractéristiques
proches de celles d'un échantillon sanguin provenant du patient.
Nous avons approché plusieurs formes de conservation d'un
hémolysat: liquide, congelée, lyophilisée avec addition de
conservateurs et/ou de protecteurs d'enzymes.

2 - EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LA STABILITE DES ENZYMES

Des hémolysats ont été placés a des températures de +4°C,
-20°C et -80°C.

Les activités enzymatiques G6PD et PK diminuent
rapidement, dés les premiers jours de conservation a +4°C comme
a -20°C. L'activité de la G6PD diminue plus rapidement a +4°C
qu'a -20°C. La PK se comporte différemment ; elle est plus stable

en solution liquide & +4°C qu'en solution congelée a -20°C.

A -80°C, les activités catalytiques des deux enzymes restent
stables durant un mois et demi seulement.

3 - EFFET DU pH SUR LA STABILITE DES ENZYMES

L'ajout de solutions tampons a des hémolysats permet
d'obtenir des pH variant entre 5 et 8,5. Ces hémolysats sont
conservés a température ambiante. Les activités enzymatiques
ont été mesurées tous les jours pendant une période d'une
semaine et montrent que les deux enzymes sont plus stables a
des pH situés entre 6,5 et 7.
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4 - EFFET DES DIFFERENTS PROTECTEURS
4.1 - Substrats et coenzymes

Le glucose-6-phosphate ou le NADP+ sont ajoutés a un
hémolysat aux concentrations respectives de 3,5 mmol/l et 0,5
mmol/l. La G6PD est plus stable en présence de son coenzyme, le
NADP+, alors que le glucose-6-phosphate n'a aucun effet
protecteur.

On ajoute a un hémolysat du PEP ou de I'ADP aux
concentrations de 3,5 mmol/l. Les deux composés ont un effet
protecteur de la PK (le premier a un effet protecteur plus
important que le second).

4.2 - Composés réducteurs

Des composés tels que le PB-mercaptoéthanol ou le
dithiothreitol ajoutés a faibles concentrations (1 mmol/l et 2,5
mmol/l) & un hémolysat n'ont pas d'effet protecteur de Il'activité
enzymatique de la G6PD et de la PK.

4.3 - Glycérol et éthyléne glycol

Ces deux composés ont été ajoutés séparément (33 % v/v)
et étudiés aux températures de +4°C et -20°C. La conservation de
ces solutions pendant 2 mois montre que les deux enzymes sont
plus stables avec le glycérol. Nous avons ainsi pratiqué une
conservation a long terme avec un mélange de glycérol 33%, de
NADP 0,5 mmol/l et a pH 7,6 ; les deux activités enzymatiques

~

sont stables pendant les 5 mois d'étude a +4°C et a -20°C.
5 - ESSAIS DE LYOPHILISATION

Des essais de lyophilisation ont été réalisés a court terme.
L'inactivation des enzymes peut &tre retardée par certains
lyoprotecteurs comme : le glucose, le galactose étudiés a des
concentrations de 2 et 5 %, le saccharose et le sorbitol étudiés a
des concentrations de 5 et 10 %. Cependant, le Dextran 70 et le
Dextran 500 étudiés aux concentrations de 2 et 5 % n'ont pas
d'effet protecteur.
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A la suite de cette étude, nous avons réalisé un essai de
conservation avec un mélange de protecteurs : sorbitol 10 %,
NADP 0,5mmol/l et ADP 1 mmol/l .Cette solution enzymatique est
stable durant les deux mois d'étude a +4°C.
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IIT - RESULTATS
1 - VALEURS USUELLES

Les valeurs normales des deux activités enzymatiques ont

~

été déterminées a partir de 20 sujets adultes sains (donneurs de
sang).

- G6PD : m + 2 6 =485 + 150 mUI/100 mg d'Hb
- PK :m+20 =915+ 335 mUI/100 mg d'Hb

2 - EVALUATION DE LA PRECISION DES METHODES DE MESURE
DES ENZYMES : G6PD ET PK

2.1 - REPETABILITE

L'étude de la répétabilité a été réalisée sur un hémolysat
témoin prélevé le jour méme et en utilisant le méme lot de
réactifs. Six dosages sont réalisés (Tableau I):

ni 1 2 3 4 5 6 m 6 k.v (%)

G6PD

mUI/100 | 465 |475]1 495 | 485 ] 480 | 460|476 | 11,8} 2,4
mg Hb

PK

mUI/100 11005(950] 985 1 970 1 965 | 975 | 975 17 1,7
mg Hb

Tableau I: Répétabilité de la méthode de dosage.

2.2 - REPRODUCTIBILITE

L'étude de la reproductibilité a été faite durant 16 jours sur
un hémolysat témoin conservé en petites fractions de 1 ml a
-80°C. Les dosages sont effectués avec les mémes réactifs
conservés en petites fractions congelées a -20°C. Chaque jour, le
dosage est effectué a 3 reprises sur le méme flacon. Les résultats
sont présentés dans le tableau II :
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nj | jo | g2 143719 {jrt{jr4]j16]l m | o |cuv

(%)
G6PD

mUI/1001 47514401485[{450(14601485{460|450{463(15,813,41
mgHb

PK

mUI/}ln())O 9451940198019751990(995]985]940({9681{21,7[2,25
mg

Tableau II : Reproductibilité de la méthode de dosage.

2.3 - INTERFERENCE DE L'HEMOGLOBINE
2.3.1 - Mode opératoire

Nous avons étudié l'effet de la concentration de
I'hémoglobine sur les dosages des enzymes érythrocytaires. Pour
cela, nous avons préparé, a partir d'une poche de sang, plusieurs
hémolysats a différentes concentrations en hémoglobine
comprises entre 10 et 60 g/l. Nous avons déterminé l'activité
enzymatique G6PD et PK des différents hémolysats.

2.3.2 - Résultats

On observe une augmentation de l'activité enzymatique
proportionnelle a la concentration en hémoglobine jusqu'a 30 g/i
(Figure 1).

Au-dela de cette valeur, l'activité n'est plus linéaire. Nous
avons donc choisi de travailler 4 une concentration en
hémoglobine de I'hémolysat inférieure a 30 g/l.
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Figurel : Activités enzymatiques G6PD et PK d'un hémolysat
en fonction de la concentration d'hémoglobine.



3 - SOLUTION DE CONTROLE PRETE A L'EMPLOI

3.1 - ETUDE DE LA STABILITE DES ENZYMES EN FONCTION DE LA
TEMPERATURE

3.1.1 - Mode opératoire

Un hémolysat fraichement préparé (page 59) est réparti en
fractions de 1 ml dans des tubes & hémolyse. Ces tubes sont
placés par 3 dans des bains-marie dont la température est
comprise entre 37°C et 60°C. Aprés 30 min, les hémolysats sont
retirés et placés dans la glace, ils sont en suite centrifugés a 3000
g. L'activité enzymatique restante est mesurée dans le
surnageant.

3.1.2 - Résultats

Les résultats sont présentés sur la Figure 2. Chaque point
représente la moyenne des 3 dosages effectués pour chaque
température. La courbe de dénaturation des enzymes en fonction
de la température a une forme sigmoide, avec une température
de demi-activation (Tm) située a 45°C pour la GO6PD et a 53°C
pour la PK. Ainsi la PK est nettement plus stable que la G6PD.

3.2 - CHOIX D'UN STABILISATEUR: premiére approche

Dans les hémolysats placés aux températures de 50°C et
56°C la diminution des activités enzymatiques G6PD et PK est de
type exponentiel. La demi-vie de la G6PD a 50°C dans un
hémolysat témoin sans conservateur est en moyenne de 11 + 3
minutes (12 essais). Celle de la PK a 56°C est de 20 + 3 minutes
(12 essais).

3.2.1 - Substrats et coenzymes
a - Glucose-6-phosphate deshydrogénase

L'apport dans un hémolysat de substrats et de coenzymes
de la G6PD (G6P, NADP, NADPH, NAD et NADH) aux concentrations
de 0,5 et 1 mmol/l n'a pas d'effet protecteur a3 50°C. Il en est de
méme, & 22°C, pour le G6P. Quant aux coenzymes, ils ont un léger

73



Activité residuelleen ®

100 +
1
80 -
60 A
o GO6PD
-+- PK
40 -
1
20 -
20 30 40 S0 60 70

Figure 2 : Activité enzymatique résiduelle de la G6PD et de la PK d' un
hémolysat placé 30 minutes a différentes températures.
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pouvoir protecteur a 22°C (Figure 3). Cet effet augmente avec la
concentration du coenzyme. Il est plus important en présence du
NADP qu'en présence des autres coenzymes (Figure 4).

b - Pyruvate kinase

Comme pour la G6PD, le substrat et le coenzyme testés (PEP
et ADP) n'ont pas d'effet protecteur a 56°C aux concentrations de
0,5 et 1 mmol/l. Cependant, ils possédent un léger pouvoir
protecteur de l'enzyme a 22°C (Figure 5). Leur effet protecteur 9§
est de 1,3 et 1,15 respectivement en présence du PEP et d'ADP
aux concentrations de 1mmol/l (Figure 0).

3.2.2 - Composés réducteurs

A la suite des resultats de notre DEA, notre choix s'est porté
sur différents composés réducteurs utilisés pour la conservation
des enzymes ou de 1'hémoglobine: le dithiothreitol, le B-
mercaptoethanol, le glutathion réduit et la cysteine.

Les hémolysats sont préparés comme décrit précédemment
(p. 59). A 22°C, 50°C et a 56°C, ces composés réducteurs ne
montrent aucun effet protecteur vis a vis de la G6PD et de la PK.
Seul le glutathion réduit posséde un effet protecteur
respectivement de 1,25 et 1,30 aux concentrations de 0,5 et 1
mmol/l a 22°C vis a vis de la PK uniquement (Figures 7- 8- 9-
10).

3.2.3 - Composés metalliques

Certains metaux lourds peuvent avoir un effet stabilisateur
des enzymes a faibles concentrations (45, 46, 183). Nous avons
ainsi ajouté a un hémolysat différents composés metalliques: le
sulfate de cobalt, le sulfate de lithium, le sulfate de cadmium, le
sulfate de fer, le sulfate de barium a une concentration de 1
mmol/l. Les hémolysats ont été conservés durant une période de
20 jours a 22°C. Aucun de ces composés ne posséde un effet
protecteur des deux enzymes ; O est légérement inférieur ou égal

al.
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Figure 5 : Conservation de la PK d'un hémolysat a 22°C en présence
a :du PEP ;b : d'ADP.
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3.2.4 - Polyalcools

Depuis longtemps connus comme stabilisateurs des
proteines, les polyalcools utilisés dans cette étude sont: le
glycérol, l'éthyléne-glycol, le saccharose et le sorbitol.

L'éthyléne glycol n'a pas d'effet protecteur a ces hautes

températures et sera étudié a 22°C avec d'autres solvants: le
dimethylsulfoxide (DMSO) et le dimethylformamide (DMF).

En présence du glycérol, du saccharose ou du sorbitol la
dénaturation des enzymes est toujours de type exponentiel. Le
logarithme de l'activité enzymatique résiduelle en fonction du
temps est une droite (Figure 11 b). La demi-vie de l'enzyme (et
ainsi l'effet protecteur d'un composé) est calculée a partir de
I'équation de regression linéaire de cette droite. Les résultats des
effets protecteurs de ces différents composés sont résumés dans
le tableau III.

a- Glycérol

Son effet protecteur a été étudié pour des concentrations
comprises entre 10 et 40% (v/v). La demi-vie de la G6PD
augmente parallélement a la concentration du glycérol dans
I'hémolysat (Figure 11 - 12). L'effet protecteur & du glycérol a
40% est de 3,65 (voir tableau III). Quant a la PK, l'effet protecteur
augmente jusqu'a une valeur de & =2,45 et diminue légerement

pour des concentrations en glycérol plus grandes.
b- Saccharose

Etudié a des concentrations comprises entre 5 et 20% (p/v),
il posséde un effet protecteur trés important vis a vis des deux
enzymes. Cet effet augmente parallelement a la concentration du
saccharose (Figures 11-12). A la concentration de 20% ['effet
protecteur est de 6,2 pour la G6PD et de 9,7 pour la PK (Tableau
I1I).
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c- Sorbitol

Comme pour le saccharose, le sorbitol est étudié entre 5 et
20%. 11 posséde un effet protecteur identique a celui du glycérol,
mais plus faible que celui du saccharose. En augmentant la
concentration du sorbitol dans I'hémolysat, l'effet protecteur de
ce composé augmente: pour une concentration de 20% il est de
3,7 pour la G6PD et pour une concentration de 15% il est de 2,6

pour la PK.
3.2.5 - Acides aminés (Figure 13)

Notre choix a porté sur la P-alanine et le glutamate de
sodium car ces deux acides aminés sont trés utilisés comme
stabilisateurs des protéines.

a- B-alanine

Etudiée a des concentrations comprises entre 0,1 et 0,5
mol/l, son effet protecteur augmente parallélement a sa
concentration dans l'hémolysat. Il est plus important pour la
G6PD que pour la PK. La valeur de 8 est respectivement de 2,4 et
de 1,75 a une concentration de 0,5 mol/l (Tableau III).

b- Glutamate de sodium

Ce composé est plus connu comme cryoprotecteur des
protéines. Nous l'avons étudié a des concentrations comprises
entre 0,1 mol/l et 0,5 mol/l. Son effet protecteur augmente
parallélement a la concentration. La valeur de & a une
concentration de 0,5 mol/l est de 4,1 et de 2, respectivement
pour la G6PD et pour la PK (Tableau III).

3.2.6 - Dérivés d'acides aminés (Figures 14 - 15)

Le trimethylamine-N-oxide (TMAO), la bétaine et la
sarcosine ont été utilis€és comme cryoprotecteurs (46). Nous les
avons étudié a des concentrations comprises entre 0,2 et 1 mol/l.
A 50°C et 56°C, la courbe représentant les activités des deux
enzymes au cours du temps est exponentielle jusqu'a 20 minutes.
On note ensuite une diminution plus rapide de l'activité
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enzymatique. Cela peut étre dd soit a une réaction de ces
composés avec l'enzyme au cours de la dénaturation, soit & une

altération de ces composés soumis, au cours du temps, a des
hautes températures.

En presence de ces composés, l'effet protecteur augmente
avec la concentration des differents produits. Cet effet est
généralement plus important pour la G6PD que pour la PK. La
valeur de & est plus grande avec la sarcosine qu'avec la betaine,
elle méme plus grande qu'avec le TMAO (Tableau n° III).

3.2.7 - Polymeéres et macromolécules (Figuresl16-17-18)

Le Dextran 70, le Dextran 500, le polyéthyléne glycol 2000,
la polyvinylpyrrolidone ou 1'albumine bovine sont souvent
utilisés dans la conservation des protéines des solutions de
contrOles. Nous avons étudié ces composés aux concentrations de
2,5 et de 5%. A 50°C et a 56°C la dénaturation des deux enzymes
en présence des polymeres est toujours de type exponentiel. Leur
effet protecteur & est faible et voisin de 1. Ces composés ne seront
donc pas retenus pour l'étude de la conservation a long terme de
ces deux enzymes.

3.2.8- Sels neutres (Figure 19)

Depuis les études de Von Hippel et Wong (212), les sels
neutres sont connus comme stabilisateurs des protéines. Notre
choix a porté sur le chlorure de sodium et le sulfate d'ammonium.

a- Chlorure de sodium

Nous l'avons étudié a des concentrations comprises entre 1

mol/l et 3 mol/l. Pour la G6PD, l'effet protecteur & augmente au
fur et a mesure qu'on augmente la concentration (jusqu'a 3 mol/l:
= 3,2). Quant a la PK, l'effet protecteur & est maximum 2 une
concentration de 1 mol/l (8= 2,5), puis il diminue aux

concentrations plus importantes (Tableau n° III).
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b- Sulfate d'ammonium

Nous l'avons étudié a des concentrations comprises entre
0,5 mol/l et 2 mol/l. Pour la G6PD, l'effet protecteur § augmente
jusqu'a 1,5 mol/l (8= 5,5), il diminue ensuite pour des
concentrations plus grandes. Quant a la PK, elle est plus stable a
des concentrations plus faibles ; la valeur de & atteint son
maximum a 0,5 mol/l.

3.2.9- Solvants (Figures 20 - 21)

Des composés tels que 1l'éthylene glycol, le
dimethylsulfoxide (DMSO) ou le dimethylformamide (DMF) n'ont
pas d'effet protecteur aux températures de 50°C et 56°C, mais
sont connus comme protecteurs a faible température. Nous les
avons ainsi testé a 22°C, a differentes concentrations, ainsi que le
glycérol. Les hémolysats sont suivis pendant un mois 2

intervalles de 5 jours.

En présence de DMSO a 50% ou du DMF a 40% il se forme un
precipité de protéines dans I'hémolysat. Ainsi nous avons étudié
le glycérol, l'éthyléne glycol et le DMSO a4 des concentrations
comprises entre 5 et 40 % (v/v), le DMF entre 5 et 30% (v/v).

Au temps tplorsqu'on augmente la concentration de ces
composés, l'activité enzymatique diminue légérement. L'effet
protecteur augmente parallélement 4 la concentration jusqu'a un
maximum. Comme pour les sels neutres, l'effet d'un composé
dépend de l'enzyme étudiée. Ainsi, l'effet protecteur du glycérol
vis a vis de la G6PD augmente jusqu'a 5,28 2 une concentration
de 30% (Tableau n° IV) ; pour la PK il atteint un maximum de 3,3
a une concentration de 20% seulement. En presence des autres
solvants, la PK peut se conserver avec des concentrations
maximales de 30% d'éthyléne glycol (8= 2,95), 20% de DMSO (8=
2,26), et 20% de DMF (8= 2,3), alors que la G6PD nécessite des
concentrations plus faibles: 20% seulement d'éthyléne glycol (8=
4,6), 10% de DMSO (8= 3) et 5% de DMF (8= 4,75).
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Figure 19 : Activités enzymatiques réstantes de la G6PD et de la PK en fonction du temps dans des hémolysats placés & 50°C (G6PD) et
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Figure 20 : Activité enzymatique restante de la G6PD en fonction du temps dans un hémolysat
placé & 22°C. a: glycérol ; b : éthyléne glycol ; ¢ : DMSO ; d : DMF.
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Figure 21: Activité restante de la PK eb fonction du temps dans un hémolysat placé a 22°C.
Effet des solvants : a : glycérol ; b : éthyléne glycol ; ¢ : DMSO ; d : DMF.
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Protecteurs Effet prolecteur § de la Effetl protecteur & de la PK
G6PD & 50°C pH 6,8 B 56°C pH 6,8
Glycérol 0% 1 1
10% 1,25 1,75
20% 2,1 2,45
30% 2,7 2,45
40% 3,65 2,30
Saccharose 0% 1 1
5% 1,87 1,5
10% 2,75 2,3
15% 5,15 43
20% 6,2 9,7
Sorbitol 0% 1 1
5% 1,85 1,6
10% 25 2,15
15% 33 2,6
20% 3,7 2,4
Alanine 0 moll 1 1
0,1 1,25
0,2 1,6 1,27
0,5 2.4 1,75
Glutamate 0 mol 1 1
de sodium 0,1 1,35
0,2 1,8 1,05
0,5 4.1 2
TMAO 0 moll 1 1
0,2 1,2 1,2
0,4 1,2 1,65
0,8 1.4 1,5
1 2 1,65
Betaine 0 moll 1 1
0,2 1,3
0,4 1,5
0,5 1,4
0.8 2,3
1 2.6 3,5
Sarcosine 0 mol i 1
0,2 1,3
0,4 1,65
0,5 1,8
0,8 3,1
1 4,3 4
NaCl 0 moW 1 1
1 1.4 2,5
1,5 1,6
2 2,0 0,65
2.5 2,75
3 3,8
(NH4)2S504 0 moll 1 1
0,5 1,65 2,65
0,7 0,45
1 4,35 0,25
1,5 5,5
2 2,35

Tableau n°IIl : Effet protecteur (8) de différents composés sur l'activité
catalytique de la G6PD (50°C - pH 6,8) et de la PK (56°C - pH 6,8).



Composés protecteurs

fla G6PD a 22°C

Effet protecteur & de [Effet protecteur 8 de

la PK a 22°C

Glycérol 0% 1 1
10% 2,80 1,41
20% 4,38 3,30
30% 5,28 2,13
40% 2,27 1,70
Ethyléne glycol 0% 1 1
10% 2,16 1,65
20% 4,07 2,45
30% 4,60 2,95
40% 2,58 1,81
DMSO 0% 1 1
: 5% 1,26 1,4
10% 3,02 1,53
20% 2,35 1,26
30% 2,07
40% 1,4
DMF 0% 1 1
5% 4,75 1,14
10% 1,9
20% 2,3
30% 1,5
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Tableau n° IV: Effets protecteurs (8) du glycérol, ethyléne glycol, DMSO el

DMF a 22°C.



3.2.10- Discussion

A la suite de cette premiere approche, parmi les composés
testés, nous pouvons distinguer deux catégories de protecteurs:

Les premiers, utilisés a faible concentration, sont les
substrats, les coenzymes, les composés réducteurs et les
composés métalliques ; Ces composés ont la particularité d'agir au
niveau du site actif de l'enzyme, c'est le cas des substrats, des
coenzymes et des composés métalliques. Les composés
réducteurs, quant a eux, agissent sur d'autres sites de l'enzyme
en empéchant l'oxydation de certains groupes necessaires a la
stabilit¢é de l'enzyme. Parmi les composés étudiés seuls le NADP
posséde une action protectrice de la GOPD. Le PEP, I'ADP et le
glutathion réduit ont une action protectrice de la PK.

Dans le deuxiéme groupe, nous avons regroupé les
polyalcools, les acides aminés et leurs dérivés, les polymeéres, les
sels neutres et les solvants. Ces composés sont utilisés a des
concentrations relativement fortes. Seuls les polyméres n'ont pas
d'effet protecteur aux concentrations étudiées. L'effet protecteur
des autres composés augmente parallélement a leur
concentration jusqu'a un maximum. Leur mode d'action est
encore inconnu et mal défini. Il peut s'expliquer selon les auteurs
soit par l'augmentation de I'hydratation des protéines, soit par la
variation de certains parametres tels que la tension de surface ou
la constante diélectique, soit par une augmentation de la cohésion
de l'eau située autour des protéines (9, 58, 74).

Ces composés ont généralement une action protectrice plus
importante pour la GO6PD que pour la PK et les deux enzymes
necessitent souvent des concentrations différentes de protecteurs
pour une stabilité maximale. En effet la G6PD nécessite des
concentrations en sels neutres et en glycérol plus grandes que
celles de la PK. Inversement, le DMSO, le DMF et I'éthyléne glycol
agissent a des concentrations plus grandes pour la PK que celles
nécessitées par la G6PD. Cette différence peut étre due d'une part
a la nature des deux enzymes, la G6PD etant trés hydrophile, la
PK hydrophobe et d'autre part a la nature des composés
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protecteurs : les sels neutres et le glycerol trés hydrophiles
agissent plus particuliérement sur la G6PD alors que le DMSO, le
DMF et l'éthylene glycol plus hydrophobes agissent a plus
grandes concentrations sur la PK.

A des concentrations supérieures a celles donnant une
stabilité maximale les enzymes subissent une dénaturation des le
temps to. Dans le cas des sels neutres cette dénaturation, comme
I'expliquent Arakawa et Timascheff (6, 7, 9), se fait par
agrégation afin de réduire la surface de contact avec le sel exclu
par la protéine. Les solvants, quant a eux, vont s'attacher
directement aux groupements hydrophobes des protéines. En
augmentant leur concentration en solution, la protéine maintient
une large hydratation et un nombre de sites hydrophobes
relativement faible. Ce phénomeéne est thermodynamiquement
non favorable car la différence entre la composition du solvant
dans le domaine immédiat des protéines et celle du reste du
solvant devient trées importante. Il en résulte soit une séparation
de la phase solide amorphe de la protédine de la phase
eau/solvant organique (agrégation), soit une dénaturation totale
de la protéine. -

La différence de composition en acides aminés hydrophiles
et hydrophobes entre les deux enzymes explique la variation des
concentrations en sels neutres et en solvants utilisées pour la
stabilisation de chaque enzyme.

Ainsi nous pouvons retenir de cette étude que les
concentrations suivantes présentent les effets protecteurs les
plus importants:

- pour la conservation de la G6PD : le glycerol 30%, l'éthyléne
glycol 20%, le DMSO 10%, le DMF 5%, le NaCl 2 molll ou le sulfate
d’ammonium 1 molll.

- pour la conservation de la PK : le glycerol 20%, l'éthyléne glycol
30%, le DMSO 15-20%, le DMF 10-20%, le NaCl 1 mol/l ou le
sulfate d’ammonium 0,5 mol/l.
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- pour la conservation de la G6PD et la PK ensembles :@ le
saccharose 20%, le sorbitol 20%, le TMAO 1 mol/l, la sarcosine 1
molll, la bétaine 1 molll, l'alanine 0,5 molll ou le glutamate de
sodium 0,5 molll.

Aprés avoir testé ces composés protecteurs aux
températures de 22°C, 50°C et 56°C, nous avons dans un
deuxieme temps étudié les effets protecteurs de ces produits a
long terme a +4°C et 4 -20°C.
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3.3 - STABILITE A LONG TERME

Les composés protecteurs agissant 3 faible concentration
comme les substrats, les coenzymes et les composés réducteurs
sont combinés aux protecteurs agissant A fortes concentrations et
ajoutés ensemble a un hémolysat comportant une concentration
finale d'hémoglobine de 30 g/l. '

- Dans le deuxitme groupe de protecteurs, certains composés
agissent A des concentrations différentes pour la G6PD et la PK,
d'autres procurent une stabilité maximale aussi bien pour la
G6PD que pour la PK A des concentrations identiques. Ainsi, nous
avons préparé des solutions destinées A la conservation de l'une
des deux enzymes uniquement ainsi que des solutions destinées a
la conservation des deux enzymes ensemble dans le méme
hémolysat.

Pour la conservation de la G6PD, les solutions suivantes sont
préparées aux concentrations finales indiquées ci-aprés :

- Glycérol 30 % + NADP* 0,5 mmol/l
- Ethyléne glycol 20 % + "
- DMSO 10 % + "
- DMF 5% + "

Pour la conservation de la PK, nous avons préparé les
solutions suivantes :

10:

- Glycérol 20 % + PEP 0,5mmol/l + Glutathion réduit 0,1 mmol/l

- Ethyléne glycol 30 % + " + "
- DMSO 5% + " +
- DMF 0% + " + "

Les solutions destinées 4 la conservation des deux enzymes
comportent simultanément du NADP* 0,5 mmol/l, du PEP 0,5
mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l. Elles sont préparées



en présence de l'un des composés protecteurs suivants:
Saccharose 20%, Sorbitol, 20%, TMAO 1 mol/l, Sarcosine 1 mol/l,
Betaine 1 mol/l, Alanine 0,5 mol/l ou Glutamate de sodium 0,5
mol/l.

Nous avons de plus étudié deux acides aminés connus
essentiellement comme cryoprotecteurs: la proline 0,5 mol/l et
I'aspartate de magnésium 0,5 mol/l.

Ces hémolysats comportants les protecteurs sont sterilisés
(voir matériels et methodes) puis placés a des températures de
-20°C et +4°C. Les activités enzymatiques G6PD et PK sont
mesurées pendant 12 mois de conservation en méme temps que
celles d'un hémolysat témoin sans conservateur. Les résultats des
dosages sont présentés sous forme de courbes, chaque valeur

correspond a la moyenne de 3 dosages.

Les hémolysats comportants les sels neutres et le DMF 10%
deviennent turbides aprés 4 mois de conservation et montrent
une concentration trés importante de méthémoglobine
(supérieure a 45%) a +4°C et a -20°C. Ce ne sont pas des
conservateurs de 1'hémoglobine contrairement aux autres
produits. Aussi I'étude de la conservation des activités enzy
matiques en présence de ces additifs a été interrompue, la
solution de contréle présentant une coloration inappropriée.

3.3.1- Solution de controle de la G6PD

La G6PD d'un hémolysat témoin sans conservateur montre
une diminution exponentielle d'activité enzymatique en fonction
du temps @ +4°C et @ -20°C (Figure 22). L'enzyme est plus stable
en solution congelée a -20°C (demi-vie= 190 jours) qu'en solution
liquide a +4°C (demi-vie= 100 jours).

Les hémolysats contenant les conservateurs sont placés par
lots a +4°C et a -20°C. Seul I'hémolysat contenant du glycerol 30%
est sous forme liquide a -20°C. Les autres hémolysats préparés en
présence d'éthyléne glycol 20%, du DMSO 10% ou du DMF 5%

DY

placés a -20°C sont sous forme congelée. Ces solutions présentent
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un point de congélation trés bas et se decongélent tres
rapidement a température ambiante.

a- Glycerol - Ethyléne glycol - DMSO (Figure 23) :

Les résultats des dosages enzymatiques de la G6PD au cours
du temps dans les hémolysats comportants le glycérol 30%,
I'éthyléne glycol 20% ou le DMSO 10% et en présence du NADP+
0,5 mmol/l sont présentés sur la figure 23 (a-b-c).

A -20°C ces hémolysats montrent une activité stable. Les
valeurs d'activité enzymatique obtenues au cours des 13 mois de
conservation sont incluses dans le domaine de stabilit¢ que nous
avons défini comme étant égal a la valeur de l'activité initiale
obtenue au temps zéro plus ou moins deux foix [I'écart-type
caractérisant la reproductibilité de la méthode du dosage. Dans le
tableau V nous montrons par étude de régression linéaire que la
pente de régression (a) est trés proche de zéro. Ces hémolysats
conservés a -20°C ne présentent donc pas de variation
significative d'activité enzymatique (au risque de 5%) aprés 13
mois de conservation.

A +4°C l'enzyme est moins stable qu'a -20°C. On observe sur
les graphiques une diminution significative de l'activité enzy
-matique a partir de 7 2 8 mois de conservation. Dans le tableau
n°IIl nous montrons par étude de régression linéaire qu'il n'y'a
pas de variation significative pendant 7 mois de conservation (au
risque de 5%). Au dela de cette période on constate une
diminution significative d'activité.

b- DMF (Figure 23) :

En presence du DMF 5% et du NADP 0,5 mmol/l, plusieurs
protéines de 1'hémolysat dont I'hémoglobine sont dénaturées

aprés congélation a -20°C. La solution devient trouble et l'activité
G6PD est trés faible aprés décongélation.

Cependant cet hémolysat conservé a +4°C reste homogéne et
ne présente pas de turbidité au cours des 13 mois de
conservation. Sur les graphiques on observe des valeurs trés
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durée

moyenne Sento(a)
protecteur |température -2 mU(I;n1 o Gcart- écart- p=0,0
vation  mgHp  type (m) type(a)
{mois)
Glycérol 4°C 13 385 41 -0,27 0,052 n.st
" " 7 414 11 0 0,062 st
" -20°C 13 417 12 0,003 0,028 st
Ethyleéne- 4°C 13 422 34 -0,235 0,039 n.st
glycol
" " 7 450 12 -0,002 0,066 st
" -20°C 13 450 11,3 0,003 0,026 st
DMSO 4°C 13 430 50 -0,355 0,048 n.st
" " 7 465 17,3 -0,123 0,082 st
" -20°C 13 463 13,5 -0,057 0,026 st
DMF 4°C 13 420 55 -0,352 0,076 n.st
" " 9 450 11,8 -0,055 0,041 st

Tableau n°V:

Conservation de la G6PD érythrocytaire dans I'hémolysat

en présence des solvants (Glycérol 30%, Ethyléne-glycol20%, DMSO 10%,
DMF 5%) a +4°C et a -20°C. Estimation de la stabilité par régréssion
linéaire. st= stable ; n.st= non stable.



faibles A partir du 10¢ mois de conservation. Dans le tableau n°V
I'étude par régression linéaire confirme ces résultats en montrant
une diminution significative d'activité enzymatique aprés 13
mois de conservation. Par contre pendant les 9 premiers mois
cette variation n'est pas significative (au risque de 5%).

c- Recherche de la méthémoglobine

Les résultats du dosage de la méthémoglobine aprés 13
mois de conservation a3 +4°C et a -20°C sont présentés dans le
tableau n°VI. Toutes les solutions, & l'excéption du DMF 5%,
montrent des proportions trés faibles de méthémoglobine et
gardent ainsi l'aspect d'un hémolysat frais.

Méthémoglobine

(%)

+4°C -20°C
Temoin 54,5 47,5
Glycérol 30% 4,5 1
Ethyléne glycol 20% 6,5 1
DMSO 10% ) 6
DMF 5% 573

Tableau n°VI: Taux de méthémoglobine (en %) obtenus dans les
différents hémolysats aprés 13 mois de conservation a +4°C et a
-20°C.

Les hémolysats comportants le glycérol 30%, [l'éthyléne
glycol 20% ou le DMSO 10%, préparés en présence du NADP 0,5
mmol/l, gardent une activité GOPD stable pendant 13 mois de
conservation @ -20°C et jusqu'a 7 mois a +4°C. Ces solutions
gardent un taux faible de méthémoglobine au cours de toute la
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période de conservation. En présence du DMF 5% ['hémolysat
montre une activité G6PD stable pendant 9 mois a +4°C et un taux
de méthémoglobine identique au témoin sans protecteur.

3.3.2- Solution de contrdle de la PK:

Les concentrations en glycérol, éthyléne glycol et DMSO
utilisées pour la conservation de la PK sont différentes de celles
utilis€ées pour la G6PD. En effet nous avons observé,
contrairement a4 la G6PD que la PK se montre plus stable dans les
hémolysats comportants des concentrations plus faibles en
glycérol et en présence de plus grandes concentrations d'éthyléne
glycol et de DMSO. Ces solutions ont été placées a +4°C et a -20°C
pour une conservation a long terme en méme temps qu'un
hémolysat témoin sans conservateur. Seul 1'hémolysat
comportant 30% d'éthyléne glycol est sous forme liquide a -20°C.
Les autres hémolysats en presence de glycerol 20% ou de DMSO
15% sont sous forme congelée ; leurs points de congélation trés
bas leur permettent de devenir liquides quelques minutes apres
la sortie du congélateur.

a- Stabilité de la PK en l'absence de protecteurs

Contrairement a la G6PD, cette enzyme est moins stable a
-20°C qu’a +4°C dans U'hémolysat témoin en I'absence de
protecteurs. Elle présente une demi-vie de 5 mois et demi a -20°C
et de 8 mois a +4°C (figure 24).

b - Glycérol (Figure 25) :

Les résultats de Il'activité de la PK en fonction du temps
dans I'hémolysat comportant le glycérol 20%, le PEP 0,5 mmol/l
et du glutathion réduit 0,1 mmol/l sont présentés sur le
graphique 25 a. Dans le tableau n°VII nous montrons par l'étude
de régression linéaire qu'a -20°C il n' y a pas de variation
significative (au risque de 5%) d'activité enzymatique au cours
des 12 mois d'étude. Par contre a2 +4°C on montre une diminution

~

significative a partir du 9¢ mois de conservation.
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¢ - Ethyléne glycol (Figure 25)

L'hémolysat comportant l'éthyléne glycol 30%, du PEP 0,5
mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l présente une stabilité
de la PK identique a celle en présence du glycérol a +4°C et a
-20°C. Le tableau n°VII montre que I'hémolysat conservé a -20°C
ne présente pas de variation significative d'activité au cours des
12 mois de conservation, alors qu'a +4°C une diminution
significative est observée a partir de 9 mois de conservation
seulement.

d - DMSO (Figure 25) :

Le DMSO 15% associé au PEP 0,5 mmol/l et au glutathion
réduit 0,1 mmol/l est aussi un bon protecteur de la PK. Les
résultats des dosages enzymatiques au cours du temps sont
présentés sur le graphique 25 c. Dans le tableau n°® VII nous
observons qu'a -20°C cet hémolysat est stable et ne présente pas
de variation significative au cours de toute la période d'étude.
L'hémolysat conservé a +4°C peut étre considéré comme stable
pendant 9 mois de conservation seulement.

On remarque que, contrairement au témoin sans
conservateur, l'enzyme en présence des protecteurs est plus
stable a -20°C qu'a +4°C.

e - Recherche de la méthémoglobine
Les résultats des dosages de la méthémoglobine, apres 13
mois de conservation, sont indiqués dans le tableau n° VIIL

Méthémoglobine (en%)
+4°C -20°C
Temoin 45 47
Glycérol 20% 6,5 4,5
ethyléne glycol 30% 23 4
DMSO 15% 52 8

Tableau n°® VIII : Taux de méthémoglobine obtenus aprés 13 mois de

conservation dans les hémolysats destinés A la conservation de la PK.
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durée moyenne &cart-
s 2] {m) s
protecteur température conservation mUt/100 type pente(a) 6cart p-0,0S
(mois) mgHb (m) type(a)
Glycérol 4°C 12 825 32 -0,214 0,052 n.st
"o " 9 840 16,8 -0,087 0,058 st
" -20°C 12 835 12,6 -0,039 0,030 st
Ethyléne 4°C 12 855 20,5 -0,145 0,03 n.st
glycol
" " 9 863 12,3 -0,079 0,040 st
" -20°C 12 875 14,5 0,031 0,036 St
DMSO 4°C 12 820 21,65 -0,147 0,034 n.st
" " 9 827 18,5 -0,127 0,056 st
" -20°C 12 830 14,75 -0,025 0,037 st

Tableau n°VII : Conservation de la PK érythrocytaire dans I'hémolysat
en présence des solvants (Glycérol 20%, Ethyle¢ne-glycol 30%, DMSO 15%)
a +4°C et a -20°C. Estimation de la stabilité par régréssion linéaire. st.=
stable ; n.st.= non stable.



A -20°C, les hémolysats en présence des 3 protecteurs
montrent des taux trés faibles de méthémoglobine. Seul le

N

glycérol 20 % apporte une bonne protection a +4°C.

Les hémolysats comportants le glycérol 20%, ['éthyléne
glycol 30% ou le DMSO 15%, préparés en présence du PEP 0,5
mmolll et du glutathion réduit 0,1 mmol/l, présentent une
activité PK stable pendant 12 mois de conservation a -20°C et
jusqu'a 9 mois @ +4°C. Ces solutions montrent des taux faibles de
méthémoglobine @ -20°C. A +4°C ces taux sont relativement trés
élevés en présence du DMSO 15% ou de l'éthyléne glycol 30%. Ces
deux composés montrent par contre un effet protecteur de
I'hémoglobine aux concentrations plus faibles comme celles
utilisées pour la conservation de la GO6PD.

3.3.3 - Solution de contrdle des deux enzymes

Nous avons observé que certains produits présentent un
maximum de pouvoir protecteur simultanément vis-a-vis de la
G6PD et de 1a PK. Ce sont :

-Les polyalcools : saccharose, sorbitol

-Les acides aminés : alanine, glutamate de sodium, aspartate de
magnésium et proline

-Les dérivés d'acides aminés : TMAO, sarcosine et bétaine.
L'étude simultanée de ces protecteurs est réalisée dans le but de
proposer une solution de contréle enzymatique utilisable
simultanément pour la mesure d'activit¢ de la G6PD et la PK.

a - Les polyalcools

Le saccharose et le sorbitol sont utilis€és a2 une concentration
de 20 % pour la conservation 3 long terme. Les deux activités
enzymatiques G6PD et PK sont mesurées dans les deux solutions
conservées aux températures de +4°C et -20°C |

115



*Saccharose (Figure 26)

Les résultats des dosages enzymatiques de la G6PD et de la
PK dans I'hémolysat comportant le saccharose 20%, le NADP 0,5
mmol/l, le PEP 0,5 mmol/l et le glutathion réduit 0,1 mmol/l sont
présentés sur les graphiques 26 a - b. L'hémolysat conservé a
+4°C présente une activit¢ GOPD stable pendant les 12 mois de
conservation. Les valeurs d'activité enzymatique en fonction du
temps ont une corrélation linéaire y = 500 - 0,089 x. Dans le
tableau n°IX nous montrons que cette variation n'est pas
significative (au risque de 5%).

Dans ce méme hémolysat conservé a +4°C, l'activité de la PK
s'écarte beaucoup de la valeur initiale dés le 7¢ mois de
conservation. Les résultats du tableau n°IX montrent que la
variation de cette activité est significative (au risque de 5%)
aprés 6 mois de conservation.

A -20°C les deux enzymes sont plus stables qu'a +4°C. Les

équations de corrélation linéaires sont : y = 485 + 0,009 x ety =
672 - 0,22 x respectivement pour la G6PD et pour la PK. La
variation de l'activité enzymatique de la GO6PD n'est pas
significative au cours des 12 mois de conservation, tandis que
I'activité PK peut étre considérée comme stable jusqu'a 9 mois
seulement.

* Sorbitol (Figure 26) :

Les résultats des activités enzymatiques G6PD et PK en
fonction du temps dans 1'hémolysat comportant le sorbitol 20%, le
NADP 0,5 mmol/l, le PEP 0,5 mmol/l et le glutathion réduit 0,1
mmol/l sont présentés sur les graphiques 26 c¢ - d.

A +4°C les deux enzymes dans cet hémolysat sont moins
stables qu'en présence du saccharose. Dans le tableau IX ['étude

de la pente de régression linéaire montre des variations
significatives des deux activités enzymatiques deés les premiers
mois de conservation pour la G6PD et a partir du 5¢ mois pour la
PK.

A -20°C les deux enzymes sont plus stables qu'a +4°C. Nous
confirmons (Tableau IX) par étude de régression linéaire que les
deux enzymes sont stables et ne présentent pas de variation
significatives pendant 9 mois de conservation.
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durée

tempéra- €nzyme Cons?rvaﬂ_ moyenne gcart- pente(a) écart- p =0,

protecteur
ture on (mois) (M) type (m) type (a)
Sacchaioss| 4°C G6PD 12 485 19 -0,089 0,041 st
" PK 12 600 63 -0,503 0,059 n.st
" PK 6 650 19,5 -0,190 0,104 st
20°C G6PD 12 4855 10 0,009 0,025 st
" PK 12 633 30,5 -0,217 0,044 n.st
" PK 9  647,5 13  -0,081 0,042 st
Sorbitol | 4°Cc  G6PD 12 380 56 -0,457 0,045 n.st
" G6PD 7 412 32 -0,402 0,068 n.st
" PK 12 570 68,5 -0,546 0,064 n.st
" PK 5 630 125 -0.024 0,110 st
20°C G6PD 12 460 25  -0,162 0,042  n.st
" G6PD 9 470 16,3 -0,072 0,058 st
" PK 12 626,5 22 -0,123 0,042 n.st
" PK 9 635 11,6 -0,021 0,044 st

Tableau n°IX: Conservation des enzymes G6PD et PK érythrocytaires
dans I'hémolysat en présence du saccharose 20% et du sorbitol 20% aux
températures de +4°C et -20°C. Estimation de la stabilité par régréssion
linéaire. st = stable ; n.st.= non stable.



*Recherche de la méthémoglobine
Les taux de méthémoglobine sont faibles dans les deux

solutions aprés 13 mois de conservation. On remarque que,
paradoxalement, les taux de méthémoglobine des solutions
conservées a -20°C sont plus importants qu'a +4°C. Cela peut étre
dii au passage de la congélation a la décongélation.

Méthémoglobine (en %)
+4°C -20°C
Temoin 45 65
saccharose 20% 9 12
Sorbitol 20% 1 3,5

Tableau n® X : Taux de méthémoglobine (en %) obtenus aprés 13
mois de conservation dans les hémolysats préparés en présence
du saccharose 20% et du sorbitol 20% a +4°C et a -20°C.

b - Les acides aminés

Nous avons vu dans le chapitre précédent l'effet protecteur
trés important de l'alanine et du glutamate de sodium aux
températures de 50°C et 56°C. D'autres acides aminés sont connus
pour leur effet essentiellement cryoprotecteurs, c'est le cas de
I'aspartate de magnésium et de la proline. Ces deux acides aminés
sont étudiés au méme titre que 1'alanine et le glutamate de
sodium pour une conservation a long terme aux concentrations de
0,5 mol/l.

* L'alanine (Figure 27)

Les résultats des activités enzymatiques G6PD et PK au
cours de la conservation a long terme en présence d'alanine 0,5
mol/l, du NADP 0,5 mmol/l, du PEP 0,5 mmol/l et du glutathion
réduit 0,1 mmol/l sont présentés sur les graphiques 27 a - b.

A +4°C on observe une diminution trés importante d'activité

PK dés les premiers mois de conservation ; cependant l'activité de
Ia G6PD est plus stable en présence de ce protecteur et ne montre

119



pas de variation significative jusqu'a 8 mois de conservation
(tableau n°® XI ).

A -20°C, en présence d'alanine, les deux enzymes sont plus
stables qu'a +4°C. La G6PD ne montre pas de variation
significative pendant au moins 12 mois de conservation ; la PK
peut étre considérée comme stable pendant 10 mois seulement.

*Glutamate de sodium (Figure 27)

Les activités enzymatiques G6PD et PK de l'hémolysat
additionné de glutamate de sodium 0,5 mol/l, du NADP 0,5
mmol/l, du PEP 0,5 mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l
sont présentés sur les graphiques 27 ¢ - d. A +4°C on observe une
diminution des deux activités deés les premiers mois de
conservation. Par contre 4 -20°C les deux enzymes sont plus
stables et ne montrent pas de variations significatives jusqu'a 7
mois pour la PK et pendant 12 mois de conservation pour la G6PD
(tableau n° XI).

* L'aspartate _de magnésium (Figure 28)

Les résultats des activités enzymatiques en fonction du
temps au cours de la conservation en présence de ce protecteur
sont présentés sur les graphiques 28 a - b. On constate, comme
pour les deux premiers acides aminés, une bonne stabilité des
deux activités enzymatiques a -20°C (jusqu'a 12 mois de
conservation pour la G6PD et jusqu'a 10 mois de conservation
pour la PK). Cependant a +4°C, on note une diminution
significative des deux activités aprés 3 et 4 mois de conservation

seulement (Tableau XI).

*La proline (Figure 28)

En solution a 0,5 mol/l en présence du NADP 0,5 mmol/l, du
PEP 0,5 mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l dans un
hémolysat, la proline posséde un faible effet protecteur par
rapport aux composés précédents. Elle permet une conservation
sans variation significative de l'activité de la G6PD jusqu'a 5 mois
a -20°C (Figure 28 c-d). A +4°C cette activité diminue rapidement
a dés le premier mois de conservation.
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durée
protecteur ftempéra enzyme & moyenne écart- pente(a) écart- p = 0
-ture Conserv:.ih- (m) t o (m t o
on (mois) yp ) ype (a)
Alanine | 4°C  G6PD 12 467 43,6 -0,300 0,067  n.st
" G6PD 8 491 13,5 -0,036 0,061 st
" PK 12 483,5 90  -0,754 0,046  n.st
" PK 5 556,6 62,5 -1,114 0,021  n.st
-20°C  G6PD 12 500 13,5 -0,023 0,034 st
m PK 12 626,5 24  -0,126 0,048 n.st
" PK 10 635 12,25 -0,022 0,040 st
Glutamate | -20°C  G6PD 12 494 13,67 0,005 0,035 st
de sodium
" PK 12 616 25  -0,164 0,041  n.st
" n 9 627,5 10  -0,039 0,036 st
gespa”a‘e 20°C  G6PD 12 520 9.6 0,018 0,024 st
magné- " PK 12 636 32,5 -0,155 0,070 n.st
S1um.
" PK 10 647 13,3 0,001 0,044 st
Proline |-20°C G6PD 12 475 413  -0,339 0,030  n.st
" G6PD 5 513 13 -0,133 0,094 st

Tableau n°XI :Conservation des enzymes GO6PD et PK érythrocytaires dans
I'hémolysat en présence d'acides aminés (Alanine 0,5mol/l, Glutamate de
sodium 0,5mol/l, Aspartate de magnésium 0,5mol/l et proline 0,5mol/l) 3
+4°C et a -20°C. Estimation de la période de stabilité par régréssion linéaire.

st.=

stable ; n.st.= non stable.



ILa proline ajoutée a la méme concentration dans
I'hémolysat ne permet pas la stabilisation de la PK ni a -20°C ni a
+4°C.

*Recherche de la méthémoglobine
Les taux de méthémoglobine ont été mesurés dans ces

solutions apres 13 mois de conservation ; les résultats du dosage
sont présentés dans le tableau XII. Ces composés présentent un
effet protecteur de I'hémoglobine plus important a -20°C qu'a
+4°C.

Méthémoglobine (en %)

+4°C -20°C
Temoin 45 65
Alanine 0,5 mol/l 22 1
Glutamate de 40 4
sodium 0,5 mol/l
Aspartate de 56 5,5
magnésium 0,5mol/l
Proline 0,5 mol/l 28 2

Tableau n° XII : Taux de méthémoglobine obtenus dans les
hémolysats préparés en présence de différents acides aminés
aprés 13 mois de conservation a +4°C et a -20°C.

¢ - Dérivés d'acides aminés

Le triméthylamine-N-oxide (TMAOQO), le N-triméthylglycine
(bétaine) et le N-méthylglycine (sarcosine) sont parfois utilisés a
des concentrations relativement fortes (50 a 500 mmol/l ),
comme protecteurs des protéines au méme titre que le glycérol
(46, 87). Nous avons observé au cours de la conservation a court
terme (50-56°C) que ces composés ont un effet protecteur tres
important contre la dénaturation thermique de la G6PD et de la

PK érythrocytaires. Nous avons étudié au cours d'une
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conservation a long terme (+4°C et -20°C) ces composés a une
concentration de 1 mol/l.

* TMAQ_(Figure 29)

Les résultats des activités enzymatiques G6PD et PK en
fonction du temps au cours de la conservation en présence de ce
protecteur sont présentés sur les graphiques 29 a - b. Les valeurs
observées au cours des 12 mois de conservation a +4°C et a -20°C
sont proches de la valeur du temps zéro. A +4°C nous montrons
par étude de régression linéaire (Tableau n°XIII) que les deux
activités enzymatiques G6PD et PK sont stables pendant 9 et 12
mois de conservation. A -20°C les deux enzymes sont stables et
ne montrent pas de variation significative au cours de toute la
période d'étude.

* Sarcosine (Figure 29)
Les résultats des dosages d'activités enzymatiques dans les

hémolysats comportant la sarcosine 1 mol/l, le NADP 0,5 mmol/l,
le PEP 0,5 mmol/l et le glutathion réduit 0,1 mmol/l sont
présentés sur les graphiques 29 c¢-d. Nous montrons (Tableau
XIII) qu'a +4°C en présence de sarcosine les activités
enzymatiques sont stables jusqu'a 10 mois pour la G6PD et
pendant 4 mois seulement pour la PK. A -20°C les deux enzymes
sont plus stables qu'a +4°C. La G6PD ne montre pas de variation
significative au cours des 12 mois de conservation ; cependant la
PK montre une diminution significative d'activité a partir de 9
mois de conservation seulement.

* La bétaine (Figure 30)

L'étude de la conservation a long terme d'un hémolysat en
présence de bétaine 1 mol/l, du NADP 0,5 mmol/l, du PEP 0,5
mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l montre que ce
composé est un mauvais conservateur des activités enzymatiques
G6PD et PK érythro-cytaires a +4°C et a -20°C.
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durée
protecteur flempera gnzyme & moyenne écart- pente(a) écart- p = 0,0
-ture conservali - () type (m) type (a)
-on_ (mois) yp y

TMAO 4°C  G6PD 12 400 14,6 -0,100 0,022 n.st
" G6PD 9 407 8 -0,042 0,027 st
" PK 12 716 11,5 -0,024 0,029 st
-20°C  G6PD 12 405 8,7 0,029 0,021 st
" PK 12 720 10 -0,010 0,025 st
Sarcosinegl 4°C  G6PD 12 392,7 22,5 -0,121 0,045 n.st
" G6PD 10 400 8 -0,018 0,026 st
" PK 12 650 56 -0,470 0,032 n.st
" PK 4 709 9,6 -0,133 0,088 st
-20°C  G6PD 12 402 12 -0,041 0,028 st
X PK 12 696,5 26,3 -0,164 0,046 n.st

" PK 9 708,5 9,5 -0,027 0,035 st

Tableau n°XIII :Conservation des enzymes GO6PD et PK érythrocytaires
dans I'hémolysat en présence des dérivés d'acides aminés (TMAO 1mol/l,

Sarcosine 1mol/l) a +4°C et a -20°C. Estimation de la période de stabilité
par régréssion linéaire. st.= stable ; n.st.= non stable.



* Recherche de la _méthémoglobine
Les résultats des dosages réalisés aprées 13 mois de
conservation sont présentés dans le tableau n°XIV.

Parmi ces protecteurs, seul le TMAO se présente comme
protecteur de !'hémoglobine.

Méthémoglobine (en %)
+4°C -20°C
Temoin 44 62
TMAO 1 mol/i 11 7,7
Sarcosine 1 mol/l 35 14
Betaine 1 mol/l 59 56

Tableau n°® XIV : Taux de méthémoglobine obtenus dans les
hémolysats préparés en présence des dérivés d'acides aminés
aprés 13 mois de conservation a +4°C et a -20°C.

En présence des protecteurs, la GOPD est généralement plus
stable que la PK. Les hémolysats sont additionnés a chaque fois
de NADP 0,5 mmolll, de PEP 0,5 mmol/l et de glutathion réduit
0,1 mmolll. Les deux solutions comportant le saccharose ou le
TMAQO présentent les effets protecteurs les plus importants et
permettent la conservation des deux enzymes GOPD et PK sans
variation significative d’activité pendant 12 mois a -20°C et
jusqu'a 9 et 7 mois a +4°C. Les autres composés testés, a
l'excéption de la proline et de la bétaine, sont des cryopro-
tecteurs | ils permettent la conservation des deux enzymes
pendant une période de 7 a 12 mois a -20°C. Les solutions
d'alanine et de sarcosine ont un effet protecteur particuliérement
plus important pour la GO6PD et permettent de stabiliser cette
enzyme pendant 8 et 12 mois réspectivement a +4°C et a -20°C.
Toutes ces solutions a l'exception de la bétaine montrent des taux
trés faibles de méthémoglobine a -20°C. A +4°C, seules les
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solutions de saccharose, du sorbitol et du TMAO présentent des
taux relativement faibles de méthémoglobines.

3.3.4- Autres enzymes

Le but de notre étude est de préparer une solution de
contréle enzymatique applicable dans un premier temps a la
mesure des activités de la G6PD et de la PK érythrocytaires.
Aprés avoir étudié l'effet des différents protecteurs sur la
stabilit¢ a long terme de ces deux enzymes nous avons tenté de
savoir si cette solution de contréle peut dans un deuxi€me temps
s'étendre au dosage d'autres enzymes érythrocytaires. C'est ainsi
que d'autres enzymes d'intérét clinique (la glutathion réductase,
la glutathion peroxydase, la galactosel-phosphate wuridyl
transferase) ont été mesurées aprés 13 mois de conservation
dans les hémolysats comportant les protecteurs ou les deux
enzymes G6PD et PK sont stables: saccharose 20%, TMAO 1 mol/l
a +4°C et a -20°C, sorbitol 20%, sarcosine 1 mol/l, alanine 0,5
mol/l, glutamate de sodium 0,5 mol/l et aspartate de magnésium
0,5 mol/l a -20°C. Les résultats sont résumés dans le tableau
n°XV. »

A +4°C, aprés 13 mois de conservation tous ces hémolysats
présentent des activités enzymatiques trés faibles ou nulles. A
-20°C, ces activités sont légérement plus faibles que les valeurs
normales. On note ['effet cryoprotecteur du glutamate de sodium
et de l'aspartate de magnésium. Le saccharose et le TMAO,
permettant la stabilisation de la GOPD et de la PK, n'ont qu’un
faible effet protecteur des trois autres enzymes a +4°C. Comme
pour la conservation de la G6PD et la PK on peut penser que la
conservation de ces enzymes en solution liquide et congelée
pourrait étre améliorée en présence de leurs substrats et
coenzymes.
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de Mg

Glutathion Glutathion Galactosel-P-
réductase peroxydase Uridoyltransferass
+4°C -20°C|+4°C  -20°C |+4°C -20°C
valeurs 280 + 35 2+ 0,4 21 + 4
normales mUI/100mg Hb|mUI/100mg Hb Ul/g Hb
(n= 12) (pH 6,6 - 25°C)| (pH 7- 25°C) |(pH 8,7 - 37°C)
hémolysat sans| 75 75 0,55 0821 0O 0
protecteurs
+ saccharose | 110 210 | 0,94 1,4 173 15,2
+ sorbitol 95 1,1 17
+ TMAO 100 220 | 0,5 1,2 |5 16
+ sarcosine 205 0,95 13
+ Alanine 185 1,4 15,3
+ Glutamate 200 1,9 17,5
de sodium
+ Aspartate 210 1,65 21

Tableau n°XV

glutathion peroxydase,
hémolysats

dans les

liquides en présence et

: Activités catalytiques de la glutathion reductase,
galactosel-P-uridyltransferase obtenues
en absence "de

stabilisateurs aprés 13 mois de conservation a +4°C et a -20°C.
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3.3.5- Discussion:

Dans un hémolysat sans conservateurs, la GO6PD est plus
stable en solution congelée a -20°C qu’en solution liquide a +4°C,
contrairement @ la PK qui devient moins stable aprés congélation
a -20°C. Cela peut s'expliquer par la différence de composition en
acides aminés des deux enzymes. La PK plus hydrophobe que la
G6PD fait intervenir plus de liaisons hydrophobes dont l'intensité
diminue en congélation contrairement aux liaisons hydrogénes
dont l'intensité augmente.

Aucune de ces deux enzymes en absence de protecteurs ne
montre une diminution d'activité aprés une simple congélation-
décongélation de I'hémolysat. La diminution d'activité enzym
atique survient au cours de la conservation.

Apreés étude a 22°C, 50°C et a 56°C, nous avons réalisé des
conservations a long terme avec différents composés
stabilisateurs aux températures de +4°C et -20°C et en présence
du NADP* 0,5 mmol/l pour la conservation de la G6PD, du PEP 0,5
mmol/l et du glutathion réduit 0,1 mmol/l pour la conservation
de la PK.

En presence des conservateurs a -20°C le point de
congelation diminue, mais seuls les hémolysats comportant le
glycérol 30% ou l'éthyléne glycol 30% sont liquides a -20°C. Tous
les autres hémolysats sont sous forme congelée.

La GO6PD est stable en présence du glycérol 30%, d'éthyléne
glycol 20% ou du DMSO 10% pendant 12 mois de conservation a
-20°C et durant 7 mois a +4°C.

La PK est relativement stable jusqu'a 9 mois de
conservation @ +4°C et pendant une période de 12 mois a -20°C en
presence du glycerol 20%, d’éthyléne glycol 30% ou du DMSO 15%.

La conservation d'une solution comportant les deux
enzymes peut é&tre réalisée en presence des polyalcools
(saccharose 20%, sorbitol 20%), des acides aminés (alanine 0,5
mol/l, glutamate de sodium 0,5 mol/l, aspartate de magnésium
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0,5 mol/l, proline 0,5 mol/l) ou des dérivés d'acides aminés
(TMAO 1 mol/l, sarcosine 1 mol/l, betaine 1 mol/l).

Dans toutes ces solutions la GO6PD se conserve généralement
mieux que la PK. Les solutions de saccharose et de TMAO
présentent les effets protecteurs les plus importants et
permettent une conservation des deux enzymes pendant 12 mois
a -20°C et jusqu'a 7 et 9 mois @ +4°C. Tous les autres composés, Q
l'exception de la proline et de la betaine, ont un effet
essentiellement cryoprotecteur et permettent la conservation des
deux enzymes pendant au moins 7 mois a -20°C.

Les solutions d'alanine et de sarcosine ont un effet
particuliérement plus important pour la GOPD et permettent de
stabiliser cette enzyme pendant 8 et 12 mois réspectivement a
+4°C et a -20°C.

L'effet protecteur d'un composé dépend non seulement de
la nature de l'enzyme étudiée mais aussi de la température de
conservation utilisée. En effet certains composés (glutamate de
sodium, sarcosine) ont montré des effets protecteurs
relativement importants a 50 et 56°C par contre ils sont moins
efficaces a faibles températures. D'autres (TMAO), au contraire,
ont un effet protecteur relativement faible aux températures
élevées (50°C, 56°C) et sont des bons conservateurs a +4°C et a -
20°C.

Tous ces composés sont des protecteurs d'hémoglobine, les
hémolysats présentent pour la plupart une coloration rouge et un
taux relativement faible de méthémoglobine.

Selon Timasheff et col., l'effet protecteur de ces composés
en solution aqueuse est di a leur exclusion de la surface de
contact de la protéine. Celle ci devient alors préférentiellement
hydratée. Ainsi, l'ajout des composés stabilisateurs a la solution
protéique aqueuse est thermodynamiquement non favorable. La
structure protéique est stabilisée car une dénaturation conduit a
une plus grande surface de contact entre la protéine et le solvant
et aura pour conséquence une augmentation de cet effet non
favorable.
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Les composés ayant un effet protecteur en solution aqueuse
sont souvent des cryoprotecteurs mais il n'a pas été montré que
I'effet stabilisateur de ces composés en solution aqueuse peut
s'appliquer de la méme fagon a la stabilité en congélation ; c'est le
cas du glutamate de sodium. L'effet cryoprotecteur de ce
composé, comme l'explique Matsumoto (143), s'effectue de la
maniére suivante: les molécules de glutamate de sodium, a ['état
ionisé, sont associées a la surface de la molécule protéique
conduisant alors a une augmentation de la charge nette et ainsi a
I'augmentation de I'hydratation de la protéine. Ce facteur agit en
réduisant la transconformation et l'agrégation des molécules
protéiques induites par l'elimination d'eau résultant de la
congélation.

Nous avons mésuré les activités catalytiques de la
glutathion réductase, la glutathion peroxydase et la galactose-1.P-
Uridyltransferase aprés 13 mois de conservation. A +4°C, en
présence des protécteurs des deux enzymes GOPD et PK ces
hémolysats présentent des activités enzymatiques trés faibles. A
-20°C ces enzymes sont relativement plus stables et possédent
des activités légérement plus faibles que les valeurs normales. Le
glutamate de sodium et l'aspartate de magnésium montrent plus
particulierement des résultats encourageants. La stabilité de ces
enzymes a -20°C peut probablement é&tre améliorée en présence
de protecteurs specifiques comme leurs substrats et/ou leurs
coenzymes.
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4- SOLUTION DE CONTROLE LYOPHILISEE

La lyophilisation est le procédé le plus communément
utilisé dans la conservation des matériaux biologiques et
notamment des enzymes. En effet la plupart des solutions de
contréle commercialisées sont sous forme lyophilisée. Cette
technique nécessite 1'apport d'adjuvants protecteurs pour
stabiliser les enzymes.

Parmi ces lyoprotecteurs, nous utilisons certains d'entre eux
connus comme protecteurs des enzymes et de l'hémoglobine. Ces
composés sont variés et appartiennent a différentes classes

- des polyalcools : lactose, saccharose, sorbitol, maltose, tréhalose,
raffinose, utilisés a une concentration de 10 %,

- des sels d'acides aminés : Aspartate de Lysine 250 mmol/l,

- des sels d'EDTA : EDTA disodium, EDTA disodium magnésium et
EDTA disodium zinc & des concentrations de 250 mmol/l.

Les sels d'acides aminés et les sels d'EDTA sont surtout
connus comme protecteurs de I'hémoglobine (69, 126).

_ Ces différents composés, agissant essentiellement a des
concentrations relativement grandes, sont additionnés a des
protecteurs utilisés a faibles concentrations : NADP 0,5 mmol/l,
PEP 0,5 mmol/l (déja essayés en solutions liquides), le N-
acétylcystéine 0,25 mmol/l utilis€ comme réducteur et l'azide de

sodium 0,01 % comme bactériostatique.

Lyoprotecteur + NADP 0,5 mmol/l + PEP 0,5 mmol/l + N-
acétylcystéine 0,25 mmol/l + azide de sodium 0,01%

Les hémolysats sont additionnés de protecteurs aux
concentrations finales choisies. La répartition dans les flacons et
les procédés de lyophilisation sont décrits dans le chapitre I.

Ces solutions, préparées en méme temps qu'un hémolysat
témoin sans conservateur, sont lyophilisées puis placées a +4°C et
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a 22°C pour une étude de la conservation a long terme. Un autre
lot est plagé a 45°C et a56°C pour le test de degradation accélérée.

L'activité enzymatique est mésurée avant et apres
lyophilisation. La reconstitution de 1'hémolysat est difficile et se
fait trés lentement. Les dosages d'activités GO6PD et PK réalisés
sur un hémolysat témoin sans protecteur, montrent une
diminution des activités enzymatiques (de 25 % et 15 %
respectivement pour la G6PD et la PK) et la formation de
méthémoglobine.

4.1 - CONSERVATION A LONG TERME

Nous constatons qu'aprés lyophilisation les hémolysats en
présence d'additifs gardent une coloration rouge, sont plus faciles
a reconstituer et la diminution des activités enzymatiques est
faible (-3 % environ), contrairement au témoin sans protecteur.

4.1.1 - Polyalcools

Les résultats des dosages d'activités enzymatiques au cours
du temps sont présentés dans les figures 31-32-33,

- A 22°C, au cours des premiers mois de conservation on
observe une diminution trés importante des activités
enzymatiques G6PD et PK des hémolysats comportant du lactose,
du maltose ou du sorbitol. Les hémolysats comportant le
saccharose, le tréhalose ou le raffinose présentent des activités
plus stables. Dans le tableau n°XVI nous montrons, par étude de
régression linéaire que la G6PD ne présente pas de variation
significative au cours de toute la période de conservation en
présence du saccharose ou du tréhalose et pendant 10 mois en
présence du raffinose. La PK, moins stable, présente une
diminution significative au cours des premiers mois de
conservation dans tous les hémolysats.

- A +4°C, les deux enzymes montrent une stabilité
satisfaisante en présence de tous les lyoprotecteurs testés. Nous
observons, par étude de regression lineaire (Tableau n°XVI), que
la G6PD ne présente pas de variation significative au cours des
douze mois de conservation en presence de tous ces
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protecteurflempéra enzyme dureéde moyenne écart- pente écart- p = 0,05

-ture conis(;enrvat- type (m) (a) type (a)

lactose 4°C  G6PD 12 409 10,22 0,043 0,026 st

" PK 12 606 13,64 -0,070 0,035 st

Saccharose | 22°C.  G6PD 12 416,5 16,76 -0,065 0,05 st
" PK 12 592 25,63 -0,172 0,043 n.st

4°C  G6PD 12 427,5 9,8 0,0023 0,029 st

" PK 12 616 11,18 0,005 0,036 st

sorbitol | 4°C  G6PD 12 422.5 9.2 0,027 0,025 st
" PK 12 601 15,16 -0,112 0,025 n.st

" PK 7 606 11,8 0,100 0,049 st

maltose | 4°C  G6PD 12 406 11,73 -0,037 0,032 st
" PK 12 576,6 20,31 -0,134 0,042 n.st

" PK 9 581 16 -0,100 0,057 st

tréhalosel 22°C  G6PD 12 416,5 11 -0,056 0,028 st
" PK 12 590 19 -0,128 0,032 n.st

4°C  G6PD 12 426,5 12 0,053 0,030 st

" PK 12 617 16,6 -0,060 0,049 st

raffinose| 22°C,  G6PD 12 402 20,2 -0,119 0,045 n.st
" G6PD 10 405,8 19,3 -0,116 0,063 st

" PK 12 573 34,4 -0,260 0,026 n.st
4°C  G6PD 12 419 11,5 0,050 0,029 st
" PK 12 625 8,66 -0,033 0,025 st

Tableau n°XVI:conservation des enzymes GOPD et PK érythrocytaires dans
I'hémolysat lyophilis€ en présence de polyalcools a 22°C et a +4°C.
Estimation de la période de stabilité par régréssion linéaire. st.= stable ;
n.st.= non stable.



lyoprotecteurs ; quant a la PK, elle est stable pendant cette
periode dans les lyophilisats comportants le saccharose, le lactose,
le trehalose ou le raffinose et pendant 8 et 9 mois seulement
dans les lyophilisats comportants le sorbitol ou le maltose. On
peut remarquer qu'en présence des polyalcools, la G6PD est plus
stable que la PK.

Les polyalcools ont été testé en présence de NADP 0,5
mmolll, de PEP 0,5 mmol/l, de N-acétylcystéine 0,25 mmol/l et
d'azide de sodium 0,01%.

En présence de ces lyoprotecteurs les deux enzymes sont
stables @ +4°C pendant 8 a 12 mois de conservation.

Le saccharose, le trehalose et le raffinose sont les plus
efficaces parmi les composés testés | ils permettent la
conservation de la GOPD pendant 8 a 12 mois a 22°C ; quant a la
PK, elle est moins stable a cette température.

4.1.2 - Aspartate de lysine - Sels d'EDTA

Nous avons testé d'autres lyoprotecteurs utilisés dans la
conservation de I'hémoglobine, notamment des sels dEDTA (EDTA
disodium, EDTA disodium-magnésium et EDTA disodum-zinc) et
un sel d'acide aminé : l'aspartate de lysine.

La lyophilisation des différents échantillons est effectuée en
méme temps que celle d'un hémolysat témoin sans protecteur.
LLes lyophilisats en présence d'additifs gardent une coloration
rouge, sont plus faciles a reconstituer et présentent une activité
enzymatique légeérement plus faible que celle obtenue avant
lyophilisation (-3 % environ).

Les activités enzymatiques des lyophilisats ont été suivies
pendant douze mois de conservation a +4°C et a 22°C. Les
résultats sont présentés dans les figures 34-35.

- A 22°C en présence des lyoprotecteurs, on observe une
tres forte diminution des activités enzymatiques dés les premiers
mois de conservation. La courbe de dégradation en fonction du
temps est de type exponentiel.
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protecteur{tempéra- enzyme dureé de moyenne écart- pente écart- p = 0,05

ture conserva  (m) type (m) (a) type (a)
-tion

EDTA Na| 4°C  G6PD 12 442,5 24,17 -0,201 0,023 n.st
" 5 465 14,14 -0,180 0,096 st
" PK 12 794 74 -0,636 0,054 n.st
" S 861 50,67 -0,763 0,250 st

"

”n

EDTA Mg| 4°C G6PD 12 450 17  -0,137 0,020 n.st
" 6 461 10,33 -0,112 0,056 st
PK 12 910 50 -0,419 0,044 n.st

PK 6 954 17,72 -0,219 0,082 st

EDTAZn| 4°C Go6pPD 12 436 20,87 -0,175 0,019 n.st
" " 5 453 18,57 -0,297 0,071 n.st

4°C PK 12 815 45 -0,368 0,047 n.st

" " S 853 25,4 -0,308 0,181 st

Asp-Lys.| 4°C G6PD 12 431 17,68 -0,136 0,024 n.st
" 8 440,5 11,5 -0,091 0,045 st

Tableau n®°XVII : Conservation des enzymes G6PD et PK érythrocytaires
dans I'hémolysat lyophilis¢ en présence des sels dEDTA et d'aspartate de
lysine. Estimation de la période de stabilité par régréssion linéaire. st.=
stable ; n.st.= non stable.



- A +4°C et en présence d'aspartate de lysine et des sels
d'EDTA, la diminution des activités enzymatiques G6PD et PK est
plus faible mais ne permet pas une stabilité satisfaisante des
enzymes. On observe une baisse significative des activités
enzymatiques aprés 5 a 6 mois de conservation (Tableau XVII).

Les hémolysats sont additionnés, avant la lyophilisation, de
lyoprotecteurs, du NADP 0,5 mmol/l, du PEP 0,5 mmol/l, du N-
acétylcystéine 0,25 mmol/l et d'azide de sodium 0,01%.

En présence d'aspartate de lysine et des sels d’EDTA les
deux enzymes sont stables pedant 5 a4 6 mois de conservation
seulement a +4°C.

4.2 - TEST DE DEGRADATION ACCELEREE :

Afin d'évaluer la stabilité des lyophilisats a de basses
températures, nous avons pratiqué des tests de dégradation
accélérée a 22°C, 45°C et a 56°C et calculé par extrapolation la
stabilité a +4°C et a -20°C.

4.2.1 - Polyalcools

Les résultats des activités enzymatiques restantes
(exprimés en % par rapport a la valeur au temps zéro) des
hémolysats placés aux températures de 45°C et 56°C sont
présentés dans les tableaux XVIII et XIX. IIs montrent une
dégradation enzymatique exponentielle en fonction du temps
(figure 36).

Nous avons calculé les <constantes de vitesse de
dénaturation des enzymes a 22°C, 45°C et a 56°C. Par
extrapolation a l'aide de 1'équation d'Arrhénius, nous en avons
déduit la constante de vitesse de dénaturation a +4°C et a -20°C.

Ces résultats sont résumés dans les tableaux XX et XXI.

Ainsi, a partir des constantes de vitesse, nous pouvons
estimer l'activité enzymatique restante aprés un an de
conservation a +4°C ou a -20°C. Nous observons que les
diminutions d'activités enzymatiques calculées a +4°C en présence
de tous les lyoprotecteurs étudiés sont trés faibles. Elles sont
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G6PD Lactose| Saccha-| Sorbitol| Maltose [Trehalose Raffinose
10%  kose 10%| 10% | 10% ['0% 10%
45°C jO| 100% 100% 100% 100% 100% 100%
j30| 46% 83% 31% 48% 83% 78,5%
j60| 30% 78% 10,5% | 30,5% 79% 73%
j90] 11% 58,5% 4% 15% 52,5% | 48,5%
56°C jO| 100% 100% 100% 100% 100% 100%
j3 | 50,5% | 80,5% 14% 52% 82% 78,5%
ji5 | 31,5% | 71,5% 4% 37% 74% 69%
j10] 11% 49% - 13% 55,5% 47%
Tableau n°XVIII Activité enzymatique restante de la G6PD

(exprimée en % de la valeur du lyophilisat obtenue au temps jO)
au cours de la conservation des lyophilisats 3 45°C et a4 56°C.
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PK Lactose | Saccha-| Sorbitol] Maltose [Trehalose [Raffinose
10% _ rose 10%[10% 10%  [10% 10%
45°C j0| 100% 100% 100% 100% 100% 100%
j301 75% 89% 44,5% 67% 85% 82%
j60l 56% 80% 20% 45% 71% 70%
190{ 45% 75% 16% 30% 58,5% 59%
56°C j0 | 100% 100% 100% 100% 100% 100%
j3 63% 80% 44% 47% 75% 79%
jS 45% 66% 25% 27% 63% 64 %
jl1o}p 20% 43% - 8% 35% 40%
Tableau n°XIX Activité enzymatique restante de la PK

(exprimée en % de la valeur du lyophilisat obtenue au temps
jO) au cours de la conservation des lyophilisats 3 45°C et a 56°C.
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mois-!
calculée

1,91.10-3

1,02.10-4

P>,19.10‘3

8,7.10-3

2,7.10-¢

activité
restante
)calculée
aprés un
En de

onservati
lon & +4°C
len %

97,73

99,87

96,24

89

99,89

99,67

k(-20°C)
mois-1
calculée

1,74.10-3

3,17.10-7

2,4.10-5

2,75.10-4

2,48.10-7

1,43.10-¢6

lactivité
restante
lcalculée
aprés un
la n d e
conservati
lcn & -20°C

en %

99,97

99,99

99,97

99,67

99,99

99,99

Tableau n°XX: Constantes de vitesse de dénaturation de la G6PD
k(56°C), k(45°C), k(22°C) (exprimées en mois-1) mesurées a 56°C,
45°C et a 22°C. k(+4°C) et k(-20°C) sont les constantes de vitesse de

dénaturation de

la G6PD

calculées

a partir

précédantes a l'aide de l'équation d'Arrhénius.

des

constantes
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PK

[LLactose

10%

Saccharose
10%

Sorbitol
10%

Maltose
10%

Trehalose
10%

Raffinose
10%

k(56°C)
mois- 1

4,84

2,55

8,45

7,6

3,15

2,77

k(45°C)
mois-1

0,268

0,097

0,80

0,40

0,18

0,17

k(22°C)
mois- 1

0,029

0,0087

0,02

0,065

0,0064

0,013

k(+4°C)
mois-1
calculée

1,1.10-3

2,3.10-4

4,37.10-4

3,1.10-3

1,26.10-4

4,3.10-4

lactivité
restante
calculée
laprés uny
la n d &
lconservati
on & +4°(
len &

98,68

99,72

99,47

96,34

99,84

99,5

k(-20°C)
mois- 1
calculée

1,04.10-5

1,31.10-¢

1,35.10-¢6

4,27.10-5

3,78.10-7

3,1.10-6

activité
restante
lcalculée
aprés
a n
conservati
on & -20°C

ury

d ¢

en %

99,98

99,99

99,99

99,94

99,99

99,99

Tableau n°XXI :
k(56°C), k(45°C), k(22°C) (exprimées en mois-1) mesurées a 56°C,
45°C et a 22°C. k(+4°C) et k(-20°C) sont les constantes de vitesse de

dénaturation

a l'aide de l'équation d'Arrhénius.

Constantes de vitesse de dénaturation de la PK:

de la PK calculées & partir des constantes précédantes



inférieures a 1 % en présence du saccharose, du tréhalose ou du
raffinose pour les deux enzymes et correspondent a ce que nous
avions observé au cours de la conservation a long terme a +4°C
(chap.4.1).

Les diminutions d'activit¢é de la PK observées a +4°C sont
légérement supérieures a celles calculées par extrapolation. Cela
peut étre di au fait qu'a la dénaturation thermique de l'enzyme a
+4°C s'ajoute un autre type de dénaturation (chimique,
biologique,...) au cours de la conservation.

La dénaturation thermique des protéines diminue au fur et
a mesure que la température baisse. Ainsi, les constantes de
vitesse calculées a -20°C a l'aide de l'équation d'Arrhénius sont
plus faibles, les diminutions d'activités enzymatiques aprés un an
de conservation sont inférieures a 0,1 %. Ces résultats, évalués a
-20°C, sont valables a wune seule condition, celle que la
dénaturation des protéines a -20°C soit toujours exponentielle et

suive le modele d'Arrhénius.

Nous observons, a partir de ces résultats, qu'en présence du
saccharose, du trehalose ou du raffinose les lyophilisats conservés
a +4°C ou a -20°C présentent des activités enzymatiques trés
stables de la G6PD et de la PK érythrocytaires.

4.2.2 - Aspartate de lysine - Sels d'EDTA :

Les lyophilisats préparés en présence d'aspartate de lysine
et des sels d'EDTA et placés a 45°C et a 56°C montrent, comme
dans le cas des polyalcools, une dégradation enzymatique
exponentielle au cours de la conservation (Figure 37).

Nous avons calculé les constantes de vitesse de
dénaturation des enzymes a 22°C, a 45°C et a 56°C. Par
extrapolation a l'aide de I'équation d'Arrhénius, nous en avons
déduit la constante de vitesse de dénaturation a +4°C et a -20°C.
Ces résultats sont résumés dans les tableaux n°XXIV et XXV. A
partir de ces constantes de vitesse, nous pouvons estimer
l'activité enzymatique restante aprés un an de conservation a
+4°C et 2 -20°C:
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G6PD Aspartate [EDTA EDTA EDTA
de lysine disodium _|disodium-Mg | disodium-Z
45°C O 100% 100% 100% 100%
j30 68% 80% 81% 86%
j60 50,5% 66% 68% 72%
390 34% 53% 55,5% 60%
56°C 0 100% 100% 100% 100%
j3 75% 73% 81% 87%
j5 65% 63% 67% 81%
j10 45% 40% 50,5% 61%

Tableau n°XXII Activité enzymatique restante de la GO6PD
(exprimée en % de la valeur au temps jO) au cours de la
conservation des lyophilisats & 45°C et & 56°C.
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PK Aspartate [EDTA EDTA EDTA
de lysine disodium disodium-Mgldisodium-Zn

45°C ;0 100% 100% 100% 100%
j30 17% 74% 75% 76%
j60 48,5% 56% 63% 67,5%
j90 35,5% 44.5% 50% 52%

56°C 0 100% 100% 100% 100%
j3 68% 54,5% 87% 81%
j5 55% 41% 80% 72%
310 35% 17% 64 % 45%

Tableau n°XXIII
(exprimée en % de sa valeur au

Activité enzymatique

conservation des lyophilisats a2 45°C et a 56°C.

restante de
temps jO) au cours de la

la PK



ectivité enzymatique
restente en X
100

Asplys

EDTA Na
EDTA Mg
EDTA Zn

20 v Y M T v T
[+] 30 60 90

D : Activité enzymatique restante de 18 G6PD (exprimée en %X
de 18 valeur obtenue dans le Tyophilisat au temps 2éro) sucours de la
conservation des 1yophilissts & 45°C.

jours

sctivité enzymetique
restanteen X

100 <
4
80 -
@ Asplys
60 < - EDTA N»
- EDTA Mg
4 - EDTAZn
40 4
20 v T v Y v Y v T M Y M L
o 2 4 6 8 10 12 jours

C  :Activité enzymatique restante de Te GSPD (exprimée en %
de Yo valeur obtenue dans 1o 1yophilisat au temps 2éro) au cours de la
conservstion des 1yophilissts & S6°C.

esctivité enzymetique
restonte en K

100
80
Asplys
EDTA Na
60 EDTA Mg
EDTA 2n
40 ~
]
20 T T T Bl
0 1 2 3z 4 mols
o)

1 Activité enzymatique restante de 1a PX (exprimée en
% de 18 valeur obtenue dens le Tyophiliset su temps zéro) su
cours de 16 conservetion ¢ 45°C.

ectivité enzymatique
restanteen R

100

Asplys

EDTA Na
EDTA Mg
EOTA Zn

o I s L) v T A ¥ T
0 2 4 6 8 10 12 jours
d : Activité enzymatique restante de 1o PK (exprimée en

% ge ta veleur obtenue dens le 1yophiliset au temps 2éro) su
cours de la conservetion 8 $6°C.

Figure 37 : activité enzymatique restante de la G6PD et de la PK en fonction du temps dans les hémolysats lyophilisés comportant
I'EDTA disodium, 'EDTA disodium-Mg, 'EDTA disodium-Zn ou 'aspartate de lysine plagés aux températures de 45°C (a et b) et 56°C

{c et 4d).
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an de conservation

4 -20°C en %

G6PD Aspartate de |EDTA EDTA EDTA
lysine disodium disodium-Mg | disodium-Zn
k(56°C) 2,36 2,72 2,06 1,5
mois- 1
k(45°C) 0,35 0,21 0,19 0,17
mois-1
k(22°C) 0,03 0,045 0,054 0,05
mois~—1
k(+4°C) 1,9.10-3 33.10-3 5,2.10-3 5,6.10-3
mois-1
calculée
aclivité restante
calculée aprés un 97.7 96.11 94 93.5
an de conservation ! ’ ’
4 +4°Cen%
k(-20°C) 3,1.10-3 8,2.10-5 2,05.10-4 2,7.10-4
mois-1
calculée
aclivité restante
calculée aprés un g9 g6 99,90 99,75 99,67

Tableau n°XXIV: Constantes de vitesse de dénaturation de la G6PD
k(22°C), k(45°C), k(56°C) (exprimées en mois-1) mesurées a 22°C, 45°C et
a 56°C. k(+4°C) et k(-20°C) sont les constantes de vitesse de dénaturation
de la GOPD calculées & partir des constantes précédantes a l'aide de
I'équation d'Arrhénius.
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PK Aspartate de |EDTA EDTA EDTA
lysine disodium disodium-Mg | disodium-Zn
k(56°C) 3,11 5,25 1,33 2,4
mois-1
k(45°C) 0,36 0,27 0,22 0,21
mois~1
k(22°C) 0,033 0,11 0,04 0,052
mois~1
k(+4°C)
mois~1 1,8.10-3 9,15.10-3 4,3.10-3 4,5.10-3
calculée
activité restante
calculée aprés un 97.86 89 6 95 94 7
an de conservation ’ ! ’
a+4°Cen%
k(-20°C)
mois~1 2,6.10-5 3,2.10-4 1,7.10-4 1,5.10-4
"calculée"
activité restante
calculée aprés un g9 g6 99,61 99,80 99,82
lan de conservation
4 -20°C en %

Tableau n°XXV: Constantes de vitesse de dénaturation de

la PK

(exprimées en mois~1) mesurées & 22°C, 45°C et a 56°C. k(+4°C) et k(-20°C)

sont les

constantes

de vitesse dénaturation calculées

précédantes a l'aide de l'équation d'Arrhénius.

a partir des



A +4°C, la diminution de l'activité de la GO6PD est comprise
entre 2,5 % (Aspartate de lysine) et 6,5 % (EDTA disodium zinc)
de sa valeur au temps zéro, celle de la PK est de 2,2 % (aspartate
de lysine) a 10,5 % (EDTA disodium).

Ces valeurs calculées par extrapolation sont plus faibles que
celles observées au cours de la conservation a +4°C (chap. 4.1).
Cela peut étre di au fait qu'a la dénaturation thermique des
enzymes s'ajoute un autre type de dégradation (chimique,
biologique,...) au cours de la conservation a long terme a +4°C,

A -20°C les diminutions d'activités enzymatiques calculées
aprés un an de conservation sont relativement faibles
(inférieures a 1 %) sous entendu que la dénaturation des enzymes
soit de type exponentiel et réponde au modele d'Arrhénius.

En présence d'aspartate de lysine et des sels d'EDTA, la
diminution des activités enzymatiques GOPD et PK est faible, mais
ne permet pas une stabilité satisfaisante des enzymes. Ces
lyoprotecteurs sont nettement moins efficaces que les polyalcools
testés precedemment.

4.3 - RECHERCHE DE LA METHEMOGLOBINE
4.3.1 - Polyalcools

Les résultats du dosage de la méthémoglobine aprés 13
mois de conservation a +4°C sont résumés dans le tableau n°
XXVI. Les lyophilisats ont une coloration rouge et présentent un
taux trés faible de méthémoglobine. Ces composés sont connus
comme protecteurs de I'hémoglobine (122).
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méthémoglobine

(en %)

Témoin lyophilisé 73,5

Lactose 3,5

Saccharose 1,2

Sorbitol 2,3

Maltose 2,4

Trehalose 6,3
Raffinose 6

Tableau n°® XXVI : Taux de méthémoglobine (en %) obtenus dans
les lyophilisats aprés 13 mois de conservation a +4°C.

4.3.2 - Aspartate de lysine - Sels d'EDTA

Les lyophilisats préparés en présence d'aspartate de lysine
et placés a +4°C conservent, contrairement au témoin, une
coloration rouge aprés un an de conservation ; ils possédent un
taux de méthémoglobine plus faible que celui du témoin sans
lyoprotecteur (Tableau XXVII). Ces taux sont plus importants que
ceux trouvés en présence des polyalcools.

Méthémoglobine
(en %)
Témoin lyophilisé 65
Asp-Lysine 24
EDTA disodium 32
EDTAdisodium-Mg 18
EDTA disodium-Zn 24

Tableau n°XXVII : Taux de méthémoglobine (en %) obtenus dans
les lyophilisats en présence de sels d'EDTA et d'aspartate de
lysine aprés 13 mois de conservation a +4°C.
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4.4 - AUTRES ENZYMES

D'autres enzymes d'interét clinique (la glutathion reductase,
la glutathion peroxydase, la galactose-1-P-Uridyltransferase) ont
été mésurées aprés 13 mois de conservation a +4°C dans les
lyophilisats ou la G6PD et la PK sont les plus stables (saccharose
10%, trehalose 10% et raffinose 10%).

L'activit¢ de la glutathion reductase est incluse dans les
valeurs normales. La glutathion peroxydase montre une activité
normale uniquement en présence du saccharose. La galactose-1-
P-Uridyltransferase, moins stable en présence du raffinose,
présente une activité normale dans les lyophilisats comportant
du saccharose ou du trehalose (Tableau n°® XXVIII).

Ainsi le saccharose peut étre utilisé comme lyoprotecteur et
permet d’obtenir un contréle lyophilisé conservé a +4°C des
enzymes érythrocytaires @ GO6PD, PK, Glutathion réductase,
Glutathion péroxydase et Galactose-1-P-Uridyltransférase.

Glutathion Glutathion Galactose-1-P
réductase peroxydase Uridyltransférase
Valeurs 280+35mU1/100 | 2+0,4UI/100mgHb | 214+4UI/g Hb
normales mgHb
(n=12) (pH 6,6-25°C) (pH 7- 25°C) |(pH 8,7-37°C)
Temoin sans 230 0,9 2
protecteur
+Saccharose 260 1,8 18,5
+Trehalose 260 1 20,5
+Raffinose 260 1,2 11

Tableau n°XXVIII : Activités catalytiques de la glutathion
reductase, glutathion peroxydase et galactose.1.P
Uridyltransferase des solutions lyophilisées en presence du
saccharose 10%, du trehalose 10% ou du raffinose 10% aprés 13
mois de conservation a +4°C.
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De cette étude nous constatons que les enzymes G6PD et PK
sont plus stables en solutions lyophilisées en présence de
lyoprotecteurs qu'en solutions liquides. Afin de permettre une
plus grande utilisation de ce produit de contrdle, les solutions
lyophilisées doivent rester stables quelques jours aprés leur
reconstitution. Nous étudions ainsi dans le chapitre suivant la
stabilit¢ de la G6PD et celle de la PK aprés reconstitution des
lyophilisats comportant le saccharose, le trehalose et le raffinose.

4.5 - STABILITE APRES RECONSTITUTION

Aprés reconstitution des lyophilisats avec 2 ml d'eau
distillée, on obtient une solution dont la concentration en
hémoglobine est de 25 g/l. Ces solutions sont ensuite conservées
pendant une semaine a +4°C. Les résultats des activités
enzymatiques de la G6PD et de la PK en fonction du temps sont
portés sur le graphique n°38.

Pendant les deux premiers jours de conservation les valeurs
d'activités des deux enzymes sont incluses dans le domaine de
stabilit¢ que nous avons défini comme étant égal a la valeur de
l'activité obtenue au temps zéro plus ou moins deux fois 1'écart
type caractérisant la reproductibilit¢ de la méthode du dosage.

Aprés reconstitution des lyophilisats, la G6PD et la PK sont
donc stables pendant deux jours a +4°C.

Aprés une semaine de conservation les deux activités
enzymatiques diminuent de 12% par rapport a leurs activités
initiales.

Nous avons mesuré aussi le taux de méthémoglobine dans
ces solutions reconstituées, conservées une semaine a +4°C. Les
résultats sont résumés dans le tableau n°XXIX. Les trois solutions
comportant le saccharose, le trehalose ou le raffinose gardent une
coloration rouge au cours de cette période de conservation ; elles
présentent des taux maxima de 12% de méthémoglobine.
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a : conservation a +4°C de la G6PD d'un hémolysat reconstitué
comportant le saccharose, le trehalose ou le raffinose.
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Figure 38 : Conservation d'un hémolysat reconstitué contenant
saccharose, le trehalose ou le raffinose. a : étude de la GEPD

b : étude de la PK.



Méthémoglobine
en %
saccharose 7,5
trehalose 11,87
raffinose 8

Tableau n°XXIX: Taux de méthémoglobine obtenus aprés une
semaine de conservation a +4°C dans les lyophilisats reconstitués.

Les enzymes en solution aprés reconstitution sont
nettement moins stables que dans les solutions liquides étudiées
précédemment (chap.3). Cela peut é&tre di au fait que ces
solutions reconstituées sont trés diluées. En effet, les
lyoprotecteurs ont été ajoutés a une concentration de 10% avant
la lyophilisation pour une concentration en hémoglobine de 80
g/l. La reconstitution réalisée aboutit a une concentration
d'hémoglobine de 25 g/l afin d'effectuer correctement les dosages
enzymatiques. Dans ce milieu trés dilué les enzymes sont moins
stables qu'en solution concentrée en présence d'hydrocarbures
(polyalcools, acides aminés et dérivés) et notamment en présence
de sucres. D'autre part, ces solutions ne sont pas stériles ; la
dénaturation des enzymes dans ces solutions est plus importante
que dans des solutions stériles. Ainsi, l'apport d'une solution de
reconstitution comportant des concentrations satisfaisantes de
polyalcools et d'agents bactériostatiques pourrait €tre envisagée
dans un autre travail.
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4.6 DISCUSSION

La structure de l'eau est un facteur primordial dans la
conformation d'une protéine. L'extraction de cette eau par
cryodessiccation (ou lyophilisation) augmente la stabilité des
protéines. Cependant une dessiccation trés poussée peut altérer la
couche d'hydratation entourant la protéine et conduire a sa
dénaturation. '

La lyophilisation de I'hémolysat réalisée sans protecteurs
conduit a une dénaturation de la molécule d'hémoglobine qui se
traduit par une oxydation importante en méthémoglobine et a
une baisse d'activité enzymatique de la G6PD et de la PK. La
réhydratation du lyophilisat se fait trés lentement.

La lyophilisation est le plus souvent pratiquée en présence
de composés lyoprotecteurs. Les polyalcools que nous avons
utilisés, en majorité des sucres, sont parmi les lyoprotecteurs les
premiers identifiés et les plus efficaces contre la dénaturation des
enzymes et de l'hémoglobine. Aprés lyophilisation, les hémolysats
en présence d'additifs gardent une coloration rouge, sont faciles a
reconstituer et ne montrent qu'une tres faible baisse des activités
enzymatiques de la G6PD et de la PK.

Les effets protecteurs du saccharose, du trehalose et du
raffinose sont plus importants que ceux du lactose, du maltose ou
du sorbitol. Le mécanisme de protection de ces composés au cours
de la lyophilisation est encore inconnu.

Timascheff et coll. ont montré que la stabilisation par de
nombreux protecteurs en solution aqueuse est due a Il'exclusion
de ces composés de la surface de contact de la protéine. Celle-ci
devient préférentiellement hydratée. L'effet lyoprotecteur peut-il
s'expliquer par ce méme mécanisme: Les composés stabilisateurs,
en renforgant la couche d'hydratation des protéines,
empécheraient une trés forte dessiccation au cours de 1la
lyophilisation.

Le glycérol et le TMAQO, testés a des concentrations
respectivement de S5 % (v/v) et 0,5 molll, ne montrent pas

163



d'effets lyoprotecteurs des enzymes ni de ['hémoglobine. 1l y' a
apparition en quantité trés importante de méthémoglobine et une
diminution des activités enzymatiques. Des résultats identiques
sont obtenus par d'autres auteurs lors de 1'étude de la
phosphofructokinase en présence du TMAO.

On observe donc qu'au cours de la lyophilisation, d'autres
phénomeénes interviennent. Ils sont liés notamment aux
propriétés physiques des molécules actives et aux modifications
qu'elles apportent a celles du milieu a lyophiliser (123, 127).

Les sels d’EDTA et l'aspartate de lysine ont un effet
Iyoprotecteur plus faible que celui des sucres. Leur effet
protecteur peut €tre lui aussi expliqué par un renforcement de la
couche d'hydratation autour des protéines, ou bien par les
modifications des propriétés physiques du milieu.

Le mannitol, le Ficoll 70 et l'albumine sont connus par leurs
effets lyoprotecteurs. Ces composés sont inefficaces dans la
conservation des activités enzymatiques de la GOPD et de la PK.
Nous remarquons donc que l'effet lyoprotecteur d'un composé
dépend non seulement de la nature de ce composé mais aussi de
I'enzyme étudiée. En effet, nous avons vu que la G6PD en solution
lyophilisée en présence des sucres est généralement plus stable
que la PK. Cette différence peut étre liée a la différence de
composition en acides aminés des deux enzymes : la G6PD etant
plus hydrophile, la PK plus hydrophobe. Au cours de la
congélation, nous avions fait la méme constatation: la G6PD est
plus stable que la PK. Ce procédé de conservation correspond en
fait a la premiere étape de la lyophilisation. Nous pouvions nous
attendre a un effet lyoprotecteur de certains composés
cryoprotecteurs. C'est le cas du saccharose mais il n'en est pas de
méme pour le TMAO ou le glutamate de sodium.
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5 - PROPRIETES CATALYTIQUES ET PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES

La stabilité et un comportement identique aux échantillons
cliniques sont les deux propriétés primordiales d'une solution de
contréle. Apreés avoir défini les meilleurs conservateurs de la
G6PD et de la PK érythrocytaires, nous étudions dans ce chapitre
quelques propriétés catalytiques des deux enzymes
érythrocytaires concernées par cette étude (G6PD et PK) en
présence des composés protecteurs que nous avons identifiés
precédemment. L'étude porte sur les hémolysats liquides
comportant le saccharose 20 % et le TMAO 1 mol/l ainsi que les
hémolysats lyophilisés en présence de saccharose 10%, de
tréhalose 10% et de raffinose 10%. Les propriétés catalytiques de
ces solutions sont comparées a celles d'hémolysats témoins sans
protecteurs.

5.1 - GLUCOSE-6-PHOSPHATE DESHYDROGENASE (G6PD)

De nombreux auteurs étudient les propriétés de cette
enzyme préalablement purifiée ou semi-purifiée afin d'identifier
ses variantes. Dans ce travail, l'étude des propriétés cinétiques
est faite directement sur les hémolysats comportant les
protecteurs ainsi que sur les hémolysats témoins sans produits de
conservation. Nous avons étudié parallélement les propriétés
catalytiques de la solution de contrdle enzymatique de la G6PD
commércialisée par SIGMA.

La constante Km de la G6PD est déterminée en utilisant les
mémes concentrations de réactifs que celles utilisées pour le
dosage et en faisant varier la concentration du G6P entre 0,02
mmol/l et 2 mmol/l. Le pH optimum est déterminé en faisant
varier le pH du tampon entre 6,5 et 9,5. Les différentes solutions
sont testées en présence des analogues de substrat : le galactose-
6-phosphate et le 2-desoxyglucose-6-P utilisés a4 une
concentration de 2 mmol/l ; les activités enzymatiques sont
exprimées en pourcentage par rapport a l'activité en présence du
substrat naturel, le glucose-6-P. Enfin, ces solutions sont testées a
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l'aide d'une autre méthode de dosage, celle recommandée par le
C.I.S.H. décrite au chap.l.

5.1.1- Constante de Michaelis - Vitesse maximale

Ces deux paramétres ont été calculés a l'aide des courbes de
Lineweaver et Burk.

La Km d'un témoin liquide est variable d'un hémolysat 2a
l'autre ; elle est en moyenne de 25,4 mmol/l (6= 5,5 ; n= 16). En
ajoutant un protecteur aux hémolysats liquides et lyophilisés, on
observe une trés faible variation de Km (Tableau n°XXX). Cette
constante a une tendance a augmenter indiquant une diminution
d'affinité pour le substrat mais cette variation est non
significative.

En présence d'un protecteur, la vitesse maximale a tendance
a diminuer (Tableau n°XXX). Cette diminution est trés
significative en présence de saccharose 20 % en solution liquide
(p > 95 %), elle est par contre non significative en présence de
TMAO 1mol/l et dans les solutions lyophilisées.

La G6PD de la solution de contréle SIGMA montre une plus
grande Km (66,5 pmol/l) et une vitesse maximale trés supérieure

au valeurs normales (770 mUI/100 mgHb).
5.1.2- pH optimum

Le pH optimum d'un hémolysat témoin sans protecteur est
compris entre 7,5 et 8 ; il reste invariable aprés addition des
protecteurs aussi bien dans les solutions liquides que dans les
solutions lyophilisées (Tableau n°XXX). Le pH optimum de la
solution SIGMA est nettement plus alcalin, il est compris entre 9
et 9,5.

5.1.3- Analogues du substrat

Dans I'hémolysat témoin sans protecteur, en remplagant le
glucose-6-P par le galactose-6-P ou le 2-desoxyglucose-6-P,
I'activité de la GO6PD diminue ; elle conserve 20,7% de son activité
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Figure 39 : activité enzymatique de la GBPD en fonction de Ia
concentration du substrat (glucose 6-phosphate) dans un hémolysat
témoin sans conservateurs. En encadré : courbe des inverses de
Linweaver et Burck.
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Figure 40 : activité enzymatique de la GEPD en fonction du pH.
a: hemolysat témoin sans conservateur (e—a) : b: solution Sigma (e ).
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G6PD Km(10‘6mol/1) Vm(mUI/100mg Hb) pH optimum
m s t p m € t p

Temoin sans D5,4 5,56 505 113 75 -8

protecteur(n=16)

Saccharose 20% 06,11 6,36 0,61 ns H65 91 3,12 s 75 -8
(n=16)

TMAO Imolll (n=16) 26,27 5,74 -0,77 ns P90 105 19 n.s 75 -8

Temoin liquide

sans protecteur 06,7 4,96 K80 52,21 7,5 -8
(n=6)

Saccharose 10% 25,35 5,85 096 ns K45 5742 -0,12 ns 75 -8
(n=6)

Trehalose 10% 27,67 5,15 -1,18 ns K525 40 0,16 ns 75 -8
(n=6)

Raffinose 10% 5,78 46 -1,09 ns K375 53,5 0,03 ns 75 -8
(n= 6)

s=variation significative

n.s=variation non significative

Tableau n°XXX : Constantes catalytiques de la G6PD mesurées dans les
hémolysats liquides en présence du saccharose20% ou du TMAO Imol/l
et dans les hémolysats lyophilisés en présence du saccharose 10%, du

trehalose 10% ou du raffinose 10%.



initiale en présence du galactose-6-P et 13% en présence du 2-
desoxyglucose-6-P.

Lorsqu'on ajoute des protecteurs a l'hémolysat en solution
liquide ou en solution lyophilisée, l'activité de la GO6PD en
présence de ces deux analogues de substrat diminue légerement
(Tableau n°XXXI).

Ces deux composés sont trés faiblement utilisés par la G6PD
du contréle SIGMA. L'activité restante est de 2,5 % et 0,5 %
respectivement en présence du galactose-6-P et du 2-
desoxyglucose-6-P.

5.1.4- Commutabilité

Les différents hémolysats comportant les protecteurs sont
testées a l'aide de deux méthodes de dosage : celle utilisée dans
notre travail (méthode de Cartier) et celle recommandée par le
Comité International de Standardisation en Hématologie (chap. I).
Les dosages effectués sur des témoins sans protecteurs montrent
qu'entre les deux méthodes il existe un facteur de conversion
égal a 1,9. Ce facteur varie légerement en présence des différents
protecteurs dans les hémolysats conservés sous forme liquide ou
lyophilisée (Tableau n°XXXII)., Il est a remarquer que ce facteur
est plus faible pour la solution de controle SIGMA (1,29).

169



170

G6PD Galactose-6-P 2 desoxyglucose-6-P
m o m o]

(n=4)
Temoin sans 20,75% 2,5 12,95% 2
protecteur
Saccharose 20% 20,1% 0,88 11,72% 1,93
TMAO Imol/l 20,4% 1,78 12,8% 1
(n=4)
Saccharose 10% 20,07% 2,5 11,44% 1,58
Trehalose 10% 18,46% 3,85 11,05% 2,66
Raffinose 10% 18,38% 3,36 10,7% 2,36
Solution SIGMA 2,5% 0,36 0,55% 0,1

Tableau n°XXXI : Activité catalytique de la G6PD en présence d'analogues de
substrat exprimée en pourcentage d'activité par rapport a l'activité en

présence du substrat naturel (le glucose6P).

methode de methode du
Cartier (25°C) C.ILS.H.(37°C) rapport
m o m o
(n=5)
Temoin sans 487, 36,86 | 950 64,8 1,94
protecteur
Saccharose20%| 472,5 35,4 8436 83,7 1,78
TMAO 1 mol/l] 4825 39.4 964 89,7 1,99
(n=4)
Saccharosel109% 440,75 9,441 852,5 16 1,93
Trehalose 10%| 435 9,2 | 850 18,2 1,95
Raffinose 10%| 440 6,12 852,5 15,2 1,93
Solution 772.5 83,4 | 998,5 21,3 1,29
SIGMA

Tableau n° XXXI :Rapports des activités catalytiques de la G6PD des
hémolysats liquides et lyophilisés mesurées par la méthode de Cartier et
col. (48) et celle préconisée par le C.I.S.H. (15).



5.2 - PYRUVATE KINASE

L'étude cinétique de l'enzyme est faite uniquement sur les
hémolysats avec et sans conservateurs. A notre connaissance il
n'existe pas de solution de contréle pour le dosage de la PK
érythrocytaire comme c'est le cas pour la G6PD. Les constantes
Km et Vm sont déterminées en utilisant les mémes
concentrations des réactifs que pour son dosage et en faisant
varier la concentration du PEP entre 125.103 mmol/l et
4 mmol/l. Les pH optimum sont déterminés en faisant varier le
pH du tampon entre 5,5 et 9. Les différentes solutions ont été
testées en présence et en l'absence de fructose diphosphate 20
pumol/l. L'activité PK de ces solutions a €té mesurée a l'aide d'une
autre méthode de dosage, celle recommandée par le C.I.S.H.
décrite au chap. I.

5.2.1- Constante de Michaelis (Km)- Vitesse maximale (Vm):

Les dosages réalisés directement sur un hémolysat
montrent une courbe de vitesse en fonction du substrat
hyperbolique de type rectangulaire, alors qu'il a été montré que
I'enzyme purifiée posséde une cinétique allostérique. La Km a été
déterminée a l'aide de la courbe des inverses de Lineweaver et
Burk. Les droites de régression linéaires sont tracées a l'aide d'un
ordinateur. La Km, trés variable d'un hémolysat a l'autre, est en
moyenne de 0,23 mmol/l (o= 0,1 ; n= 7). En ajoutant un
protecteur aux solutions liquides ou lyophilisées, on n'observe
pas de variation de la Km alors que la vitesse maximale a
tendance a diminuer ; cette diminution est cependant non
significative (Tableau n°XXXIII).

5.2.2- pH optimum

Le pH optimum d'activation de la PK érythrocytaire est
légérement acide, il est compris entre 6 et 6,5 ; contrairement a
celui de la G6PD qui est 1égérement alcalin. Il reste invariable en
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ajoutant un protecteur aux solutions liquides ou aux solutions

lyophilisées.
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Figure 41 . activité enzymatique de la PK en fonction de la

concentration du substrat (PEP) dans un hémolysat témoin sans
conservateurs. En encadré : courbe des inverses de Linweaver et Burck.
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Pyruvate kinase Km (mmol/l) Vm(mUI/100mgHDb) pH optimum
m o t p m o t p

(n=7)

Temoin sans 0,23 0,1 830 185  _ _ 6-6,5
protecteur

Saccharose 20% 0,2t 0,08 0,56 n.s 723 82,75 2,19 ns 6-6,5
TMAO 1mol/l 0,25 0,09 0,85 n.s (747 132 1.4 ns 6-65
Temoin sans

protecteur (non [0,28 0,05 790 62,5 _  _ 6-65
lyophilisé)

Saccharose 10% 0,3 0,02 049 ns [762 76 1,17 n.s 6-6,5
Trehalose 10% 0,29 0,04 -1,12 ns [740 92 1,07 ns 6-6,5
Raffinose 10% 0,31 0,05 -2,23 ns 757 12 12 ns 6-65

n.s= variation non significative

Tableau n°

XXXIII:

Constantes

catalytiques de la

pyruvate kinase

mesurées dans les hémolysats liquides (saccharose 20%, TMAO I1mol/l) et

dans les
raffinose 10%).

hémolysats

lyophilisés

(saccharose

10%,

trehalose

10% et
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Figure 42 : activité enzymatique de la G6PD et de la PK en fonction du
pH dans un hémolysat t{émoin sans conservateurs.



5.2.3- Activation par le fructose diphosphate

La PK a été mesurée en présence et en l'absence du fructose
1,6 diphosphate 20 mmol/l ainsi que de faibles concentrations de
substrats (PEP 0,2 mmol/l- ADP 0,5 mmol/l). L'activité
enzymatique dans les hémolysats témoins augmente d'environ
47% en présence du fructose diphosphate. Cette augmentation est
plus faible dans les solutions de contréle comportant les
protecteurs (Tableau XXXIV).

5.2.4- Commutabilité

L'étude faite sur des témoins sans protecteur montre un
facteur de conversion entre les deux méthodes de dosage voisin
de 1,1. Ce facteur varie peu en présence de protecteurs aussi bien
en solutions liquides qu'en solutions lyophilisées (Tableau XXXV).

5.3 - VISCOSITE

Nous avons détérminé la viscosité des hémolysats liquides
et des hémolysats lyophilisés (ayant été reconstitués) a l'aide
d'un viscosimétre Low shear 30 (a 37°C). Les résultats sont
résumés dans le tableau n°XXXVI:

Les hémolysats liquides comportant le saccharose 20% ou le
TMAO 1mol/l montrent des viscosités relativement plus grandes
que celle de 1'hémolysat témoin sans conservateur (de 1,30 et 1
cP). Ces viscosités sont néanmoins plus faibles que celles des
hémolysats comportant du glycérol 20% ou 30% souvent utilisé
dans la stabilisation des protéines.

Les hémolysats lyophilisés en présence du saccharose 10%
du tréhalose 10% ou du raffinose 10% montrent aprés leur
reconstitution des viscosités 1égérement supérieures a celle du
témoin sans protecteur.
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Pyruvate Kinase Activation par le FDP 20umol/l (en %)
m o

(n=4)

Temoin sans 46,77 4,04

protecteur

Saccharose 20% 42,97 1,67

TMAO Imol/l 42,78 2,9

Saccharose 10% 40,63 2,04

Trehalose 10% 41,75 2,3

Raffinose 10% 42,76 2,95

Tableau n°XXXIV : Activation de la pyruvate kinase par le
fructosel.6-diphosphate 20pmol/l (FDP) dans les hémolysats
liquides en présence du saccharose 20% ou du TMAO 1mol/l et
dans les hémolysats lyophilisés en présence du saccharose, du
tréhalose ou du raffinose 10%.

' méthodes de dosage
Pyruvate Kinase |{Cartier (25°C) CISH (37°C) Rapport
m o m c

(n=4)

Temoin sans 800 53 867 36 1,08

protecteurs ’
Saccharose 20% 743 61 850 32,5 1,14
TMAO 1molA 762 67,5 846 59 1,10
Saccharose 10% 760 23,2 840 9,6 1,10
Trehalose 10% 760 16,2 834 12,4 1,09
Raffinose 10% 745 14,4 833 16 1,11

Tz;b}lea: n°XXXV : Activité catalytique de la PK mesurée par la
methode de Cartier et col. (25°C) et par |
C.LS.H.(37°C). ‘ par T8 méthode du



viscosité 1 (37°C)

mPa.s (cP)
Hémolysat témoin 0,80
Saccharose 20% 1,30
Solutions Glycérol  20% ,63
liquides Glycérol 30% , 37
TMAO Imol/l 1,00
Solutions Saccharose 10% 0,92
lyophilisées |Trehalose 10% 0,93
Raffinose 10% 0,97

Tableau n°® XXXVI

le raffinose.

: mesure de la viscosité des hémolysats
liquides contenant le saccharose, le TMAO ou le glycérol et des
hémolysats lyophilisés contenant le saccharose, le trehalose ou
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5.4 - DISCUSSION

Apres avoir défini les méilleurs conservateurs de la G6PD et
de la PK érythrocytaires, nous avons étudié les propriétés
catalytiques de ces enzymes dans les hémolysats comportant le
saccharose 20 % ou le TMAO 1 mol/l ainsi que dans les
hémolysats lyophilisés en présence de saccharose 10%, de
tréhalose 10% ou de raffinose 10%.

Dans les hémolysats témoins sans protecteurs, la GOPD
posséde une cinétique de Michaelis-Menten. En ajoutant un
protecteur aux hémolysats liquides ou lyophilisés, on observe une
trés faible augmentation de la Km. La vitesse maximale de
l'enzyme montre une diminution non significative (sauf en
présence du saccharose 20 % en solution liquide).

La PK d'un hémolysat témoin présente une courbe de
vitesse en fonction du substrat hyperbolique de type
rectangulaire témoignant d'une cinétique de Michaelis-Menten.
Cependant les études faites par différents auteurs qui ont
travaillé sur l'enzyme purifiée montrent une cinétique
allostérique. La représentation 1/v en fonction de 1/S dans
I'hémolysat est en général une droite. La constante de Michaelis
(Km) est variable d'un hémolysat a l'autre. Elle est en moyenne
de 0,25 mmol/l. Ces résultats sont en accord avec ceux de Boivin
et col. (25) qui ont étudié cette enzyme dans 1'hémolysat. Ils
montrent, que dans tous les hémolysats étudiés, en 1'absence
d'effecteurs, la courbe de vitesse de la réaction en fonction de la
concentration en PEP a aussi l'aspect général d'une hyperbole
selon la représentation de Michaelis-Menten avec une Km
comprise entre 0,12 et 0,22 mmol/l. Selon les auteurs la valeur
de Kp 5 dans les préparations purifiées est trés variable comme
dans le cas de la G6PD et dépend de la méthode et du degré de
purification de l'enzyme et des conditions du dosage.

En ajoutant un agent protecteur dans les hémolysats
liquides ou lyophilisés, on n'observe pas de variation significative
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du Km de la PK ; la vitesse maximale d'activité a tendance a
diminuer. Cependant des tests statistiques montrent que cette
diminution n'est pas significative,

Ainsi, l'ajout de protecteurs n’apporte pas de variations
significatives des Km et des Vm des deux enzymes sauf en
présence du saccharose 20% en solution liquide. Généralement les
Km ont tendance a augmenter tandis que les vitesses maximales
ont tendance a diminuer. Cela signifie que ces protecteurs
exercent une sorte d'inhibition compétitive sur les activités
catalytiques des deux enzymes. Le méme effet a été observé
(156) avec le glycérol 30 % testé en présence de différentes
enzymes. La variation des constantes catalytiques en présence de
ces protecteurs peut é&tre liée a I'hydratation de la molécule
protéique, a la viscosité ou a la constante diélectrique du milieu.
L'augmentation de I'hydratation de la protéine en présence des
stabilisateurs crée une tension dans la molécule protéique native
qui serait a l'origine de la diminution de son activité.

En présence du saccharose 20% la variation de la viscosité
est trés importante ; elle est moins importante en présence du
TMAO et dans les lyophilisats reconstitués. Ces hémolysats
présentent tous des viscosités plus faibles par rapport a celle
d'un hémolysat en présence du glycérol aux concentrations
généralement utilisées pour la stabilisation des enzymes (20-30
%).

II a été montré qu'il n'existe pas de corrélation entre la
constante diélectrique du milieu et la variation des constantes
catalytiques des enzymes méme dans les syteémes ol les
interactions électrostatiques enzyme-substrat sont les plus
dominants. L'effet d'un cosolvant par contre se prononce plus
dans des systemes ol les interactions enzyme-substrat sont
essentiellement hydrophobes (144).

Nous avons étudié d'autres propriétés catalytiques des
enzymes, notamment l'activité en fonction du pH, l'activité de la
G6PD en présence des analogues de substrat et l'activité de la PK
en présence d'un activateur allostérique, le fructose 1,6
diphosphate. Nous constatons que, dans tous les cas, en utilisant
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les méthodes de dosages de Cartier et col., les hémolysats
contenant les protecteurs ont un comportement identique a celui
d'un hémolysat sans protecteurs.

Dans les hémolysats liquides et lyophilisés comportant les
protecteurs, le rapport d'activité entre deux méthodes de dosage
est le méme que celui d’'un témoin en l'absence de protecteurs.

D'autre part, les propriétés catalytiques de la GO6PD des
hémolysats ont été comparées a celles de la solution de contrble
SIGMA. Nous constatons que la G6PD de cette solution posséde
une Km plus grande, un pH optimum d’activité plus alcalin (9-
9.5), une commutabilité différente de celle d'un hémolysat sans
protecteurs et enfin, elle ne posséde qu'une trés faible affinité
pour les analogues du substrat étudiés (galactose-6-phosphate et
le 2-desoxyglucose-6-phosphate). Ces propriétés catalytiques
différentes sont dues a l'origine exogéne de l'enzyme. Cette
solution est préparée, en effet, a partir d'un hémolysat humain
auquel est ajoutée une enzyme bactérienne s'identifiant ainsi a
celle décrite par Bonderman et col. (28). Cette solution, sous
forme lyophilisée, présente des propriétés catalytiques
différentes de celles de l'enzyme humaine.
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IV - CONCLUSION

L'apport constant de residents étrangers en France et la
mobilité accrue des populations en général font que les
laboratoires d'analyses biologiques sont confrontés de plus en
plus au diagnostic des érythroenzymopathies, examen delicat en
I'absence de tout contrdle.

Ceci nous a amené a rechercher un materiel de contrle
pour la détermination des déficits enzymatiques érythrocytaires
les plus fréquents, la G6PD et la PK en particulier.

Nos résultats expérimentaux ont permis de stabiliser, par
différentes méthodes, les enzymes endogénes d'un hémolysat
humain a l'aide de protecteurs communément utilisés pour les
enzymes et 1'hémoglobine et ainsi de préparer une solution
liquide préte a l'emploi et une solution lyophilisée. Les résultats
peuvent étre classés en trois rubriques principales:

1 - Solution de contrdle préte a l'emploi :

Les solutions liquides ont l'avantage d'éliminer les
probléemes liés a la reconstitution et offrent une méilleure
reproductibilité mais elles sont souvent moins stables que les
solutions lyophilisées.

Afin de selectionner les différents "protecteurs" nous avons
testé, dans une premiere approche, plusieurs composés
appartenant a différentes classes chimiques et avons mesuré leur
effet protecteur aux températures de 50°C pour la G6PD et de
56°C pour la PK lorsqu'ils sont ajoutés a I'hémolysat a différentes

concentrations.

Dans un deuxiéme temps, nous avons effectué des
conservations a long terme, a +4°C et a -20°C, avec les
"protecteurs” choisis precédemment et ajoutés a I'hémolysat. Ces
résultats sont résumés dans le tableau suivant
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Stabilité de | Stabilité de
Protecteurs la G6PD la PK
(en mois) (en mois)
+4°C  -20°C | +4°C -20°C
NADP + glycérol 30% 7 13
0,5 mmol/l + éthylene glycol 20% 7 13
+ DMSO 10% 7 13
+ DMF 5% 9 n.st.
PEP 0,5 mmol/l + glycérol 20% 9 12
GSH 0,1 mmol/l + ¢éthyléne glycol 30% 9 12
+ DMSO15% 9 12
NADP 0,5 mmol/l + saccharose 20% 12 12 6 9
PEP 0,5 mmol/l + sorbitol 20% n.st. 9 5 9
GSH 0,1 mmol/l + alanine 0,5 mol/l 8 12 n.st. 10
+ glutamate de Na 0,5 mol/l n.st. 12 n.st, 9
+ aspartate de Mg 0,5 mol/l n.st. 12 | n.st. 10
+ proline 0,5 mol/t n.st. 5 n.st. | n.st.
+ TMAO 1 mol/l 9 12 12 12
+ sarcosine 1 mol/l 10 12 4 9

Durée de stabilité des enzymes en présence de différents protecteurs.
n.st.= non stable.

Dans nos conditions expérimentales, plusieurs types
d'associations de protecteurs peuvent étre retenus et ajoutés a un
hémolysat pour réaliser un contréle de la G6PD et PK
erythrocytaires (associations comportant du saccharose, du
TMAO, du sorbitol, de Il'alanine, du glutamate de sodium, de
I'aspartate de magnésium, ou de la sarcosine).

Des enzymes d'intérét clinique (la glutathion réductase, la
glutathion peroxydase, 1la galactosel-phosphate wuridyl
transferase) ont été mesurées aprés 13 mois de conservation
dans ces hémolysats. Nous avons constaté que dans nos
conditions opératoires seuls le glutamate de sodium et l'aspartate
de magnésium ont un effet protecteur a -20°C mais la stabilité de
ces enzymes en solution liquide et congelée pourrait
certainement étre améliorée par addition de leurs substrats et
coenzymes.



2 - Solution _de contrdole lyophilisée :

Les hémolysats lyophilisés sans précaution montrent une
diminution nette des activités enzymatiques et la formation en
quantité importante de méthémoglobine.

Nous avons é&tudié plusieurs lyoprotecteurs déja connus
pour stabiliser les enzymes ou I'hémoglobine (polyalcools, sels
d'acides aminés et sels d'EDTA) combinés a des composés
protecteurs utilisés a faibles concentrations (NADP* 0,5 mmol/l,
PEP 0,5 mmol/l, N-acétylcystéine 0,25 mmol/l, azide de sodium
0,01%). Les résultats sont résumés dans le tableau suivant :

L Stabilité de | Stabilité de
yoprotecteurs la G6PD la PK
(mois) (mois)

+4°C_ 22°C +4°C

NADP 0,5mmol/l + lactose 10% 12 | n.st. 12

PEPO,5mmol/l + saccharose 10% 12 12 12

N-acétyl-

cystéine0,25mmol/l + sorbitol 10% 12 | n.st. 7

azide de Na 0,01% + maltose 10% 12 | n.st. 9
+ tréhalose 10% 12 12 12
+ raffinose 10% 12 10 12
+ asp. de lys. 250mmol/] 8 n.st. n.st.
+ EDTA diNa 250mmol/l 5 n.st, 5
+ EDTA diNa-Mg 250mmol/f 6 n.st. 6
+ EDTA diNa-Zn 250mmol/l| n.st. | n.st. 5

Durée de stabilité des enzymes en présence des différents lyoprotecteurs.
n.st.= non stable.
asp.lys.= aspartate de lysine

Nous avons complété cette étude a long terme par une
étude de degradation accélérée aux températures de 22°C, 45°C et
56°C et, par extrapolation, nous avons confirmé la stabilité de ces
enzymes aprés un an de conservation a +4°C et a -20°C.

Nos résultats montrent que le saccharose, le trehalose et le
raffinose sont les meilleurs protecteurs de la G6PD et la PK d'un
hémolysat lyophilisé.
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Aprés reconstitution de ces lyophilisats la GOPD et la PK
sont stables pendant deux jours a +4°C.

D'autres enzymes d'interét clinique (la glutathion reductase,
la glutathion peroxydase, la galactose-1-P-Uridyltransferase) ont
été mésurées aprés 13 mois de conservation a +4°C dans ces
lyophilisats. Seul le saccharose peut é&tre reconnu comme
lyoprotecteur capable de stabiliser ces cinq enzymes
érythrocytaires sous la forme d'un contréle lyophilisé conservé a
+4°C.

3 - propriétés catalytigues et commutabilité

Une solution de controle doit, si possible, posséder un
comportement trés proche de celui des échantillons cliniques.
Ainsi, aprés avoir déterminé les meilleurs protecteurs de la G6PD
et de la PK érythrocytaires, nous avons étudié les propriétés
catalytiques (Km, Vm, analogues du substrat, action d'un
effecteur, pH optimum) et la commutabilité des enzymes des
hémolysats liquides comportant le saccharose 20 % ou le TMAO 1
mol/l ainsi que celles des hémolysats lyophilisés en présence du
saccharose 10 %, du tréhalose 10 % ou du raffinose 10 %:

- L'ajout des composés protecteurs dans 1'hémolysat
n'influence pas le comportement catalytique des deux enzymes a
I'exception du saccharose 20 % en solution liquide qui entraine
une diminution de Vm de la G6PD.

- Le rapport des activités, obtenu par deux méthodes de
mesure dans les hémolysats comportant les protecteurs, est le
méme que celui d'un hémolysat témoin.

- Tous les hémolysats en présence de protecteurs, a
I'éxception du saccharose 20%, présentent une viscosité
relativement faible par rapport a celle d'un hémolysat
comportant du glycérol 20 ou 30% souvent proposé dans la
littérature pour la conservation des enzymes.
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En conclusion, de l'ensemble de nos résultats nous pouvons

retenir preferentiellement deux types de solutions de contrdle

possédant des activités G6PD et PK stables, un comportement et

une commutabilité trés proches de celles des échantillons des

patients

hémolysat additioné de TMAO 1 mol/l, du NADP+ 0,5
mmol/l, de PEP 0,5 mmol/l et de glutathion réduit 0,1
mmol/l.

A
=50 1010 (¢ [) 1€

hémolysat additionné de saccharose 10%, (ou tréhalose
10% ou raffinose 10%), NADP+ 0,5 mmol/l, PEP 0,5
mmol/l, N-acétylcystéine 0,25 mmol/l et 1'azide de
sodium 0,01% (p/v).

Le developpement au niveau industriel d'un contdle en
enzymologie erythrocytaire est dés a présent envisageable mais
nos résultats actuels doivent étre enrichis des études
prospectives suivantes:

-L'addition de composés protecteurs ayant une action
spécifiques permettrait d'étendre ce contréle a d'autres enzymes
erythrocytaires.

-L'apport d'une solution de reconstitution comportant des
concentrations satisfaisantes de composés protecteurs (ex.
polyalcools) et d'agents bactériostatiques permettrait
d'augmenter la durée de stabilité de 1'hémolysat lyophilisé aprés
reconstitution.

-Contrairement a un apport d'enzymes exogenes, la
conservation d'enzymes endogénes ne permet pas d'avoir un
contrble contenant des activités subnormales. Une purification
partielle, destinée a augmenter l'activité spécifique pourrait sans
doute étre envisagée pour pallier a cet inconvénient avant
d'effectuer la stabilisation des enzymes.
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RESUME

Le diagnostic des érythroenzymopathies est fondé sur la mise en
évidence de la baisse d'activité de l'enzyme dans les hématies. Cette mesure
est délicate pour les raisons suivantes : préparation et conservation des
réactifs, précision de la température et du pH, stabilité de l'enzyme au
cours du temps. L'inexistence de solutions de contréle adaptées a
I'enzymologie érythrocytaire constitue un handicap qui oblige a recourir
a un hémolysat préparé l¢ méme jour a partir d'un sujet témoin. L'objectif
de ce travail est de préparer un matériel de contréle destiné aux
laboratoires d'analyses médicales pour déterminer des activités
_cniym'atiques et dépister sans erreur les déficits enzymatiques

érythrocytaires les plus fréquents, notamment ceux de la glucose-6-

phosphate déshydrogénase (G6PD) et de la pyruvate kinase (PK).

Le travail est divisé en deux parties :

- une premicre partie, exclusivement bibliographique, comprend un
rappel des caractéristiques d'une solution de contrfle enzymatique, une
revue des méthodes de stabilisation des enzymes suivie de 1'étude des
propriétés structurales et catalytiques de G6PD et PK érythrocytaires et de
leur exploration biologique. .

- La seconde partic rassemble nos travaux experimentaux permettant de
préparer une solution de contréle a partir d'un hémolysat humain ou les
deux enzymes endogénes sont stabilisées par l'apport de différents

protecteurs.

A partir de l'ensemble de nos résultats nous pouvons proposer les
modalités permettant d'obtenir des solutions de contréle possédant des
activités G6PD et PK stables, un comportement et une commutabilité trés

proches de celles des échantillons des patients

-solution de contrdle liquide préte a l'emploi : hémolysat additionné de
TMAO 1 mol/l, de NADP* 0,5 mmol/l, de PEP 0,5 mmol/l et de glutathion

réduit 0,1 mmol/l.

-solution de contréle lyophilisée : hémolysat additionné de saccharose 10%,
(ou tréhalose 10% ou raffinose 10%), NADP* 0,5 mmol/l, PEP 0,5 mmol/l, N-
acétylcystéine 0,25 mmol/l et d'azide de sodium 0,01% (p/v).

mots-clés : solution de contrble - enzymes érythrocytaires- stabilisation - G6PD -

PK.
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