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RESUME

L’insuffisance pancréatique se définit comme un déficit de production d’enzymes
pancréatiques par le pancréas. Cecli entraine une mauvaise digestion des aliments et des
vitamines liposolubles, mais peut rarement entrainer la mort. Plusieurs affections du
pancréas peuvent entrainer un tel déficit, mais il est généralement engendré par la
pancréatite chronique et la mucoviscidose. L’insuffisance elle-méme peut étre contrée en
donnant aux malades un produit pharmaceutique composé d’extraits pancréatiques.
Généralement issu de pancréas porcin, cet extrait pancréatique doit étre apte a résister a
’environnement gastrique pour pouvoir se répandre promptement dans le duodénum en
gardant des hauts taux d’activité enzymatique.

Plusieurs méthodes de dosage existent pour permettre d’évaluer |’activité
enzymatique des enzymes pancréatiques comme agents actifs, dont celles recommandées
par la Pharmacopée américaine. Vu les désavantages reliés a Iutilisation de ces méthodes
(longues et laborieuses), ce projet a ét¢ mené pour déterminer si des méthodes
alternatives pourraient étre équivalentes tout en €liminant ces désavantages. Suite a des
recherches préliminaires, des méthodes chromogéniques en fluorescence ont été
sélectionnées pour évaluer leur potentiel d’utilisation pour le dosage de 1’activité de la
pancrélipase vu leurs avantages comme la rapidité et la sensibilité. L. objectif de ce projet
a donc été de développer et d’optimiser des méthodes chromogéniques en fluorescence
pour I’évaluation des enzymes pancréatiques en formulation pharmaceutique.

Les parametres réactionnels furent étudiés, optimisés et harmonisés. Le type et la
concentration du tampon, le pH, la température et les cofacteurs enzymatiques ont été
déterminés, car ce sont des paramétres pouvant fortement influencer [Iactivité
enzymatique de la lipase, de I’amylase et des protéases. Les paramétres cinétiques ont
¢galement été déterminés et les valeurs trouvées ont été respectivement 2,63, 11,56 et
15,46 ng/mL pour les K, et de 666,67, 138,89 et de 135,14 RFU/min pour les V. de la
lipase, de I’alpha-amylase et des protéases. Les plages de concentration des enzymes ainsi
que le temps de réaction permettant une évaluation précise ont été déterminés : 0,01 a 1
mU et 10 min de réaction cinétique de la lipase, 0,04 mU a 6 mU et 20 min de cinétique
pour l'alpha-amylase et de 4 4 24 mU et 40 min de cinétique pour les protéases. Les
enzymes pancréatiques des deux principes actifs « Pancreactic Enzymes Concentrate »),
PEC A et B, ont €t€ dosées en présence et en absence des excipients de leur formulation
respective. La précision et I’exactitude des méthodes chromogéniques ont été évaluées et
comparées aux valeurs trouvées par les méthodes USP de la Pharmacopée américaine.
Elles ont été trouvées équivalentes pour les deux méthodes et aucune interférence
significative n’a été trouvée entre [’enzyme et les divers excipients (désintégrants,
lubrifiants, hants, enrobant, etc.). En conclusion, ces méthodes chromogéniques en
fluorescence peuvent étre considérées adéquates pour 1’évaluation de la pancréatine et de
la pancrélipase. Leurs avantages pour les analyses de formulations pharmaceutiques
justifient I’intérét a les prendre en considération comme méthodes rapides de dosages
enzymatiques.

Mots clés : méthode chromogénique fluorescente, méthode USP, lipase, alpha-amylase,
protéases, pancrelipase
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CHAPITRE I

LE PANCREAS ET L’ INSUFFISANCE PANCREATIQUE EXOCRINE

1.1 Le pancréas

1.1.1 Historique et structures anatomiques

L’existence du pancréas est connue depuis tres longtemps. Le philosophe et médecin
grec Hippocrate, 460 a 370 av. J.C., avait déja pris conscience de I’existence de cet organe,
mais ce n’est que plusieurs années plus tard, que le chirurgien et anatomiste grec Herophilos
fut le premier a le décrire et I’observer (Howard et Hess, 2002). Né en 335 av. J.C., il était le
fondateur de la grande école de médecine d’Alexandrie ainsi que l'un des premiers
fondateurs de la méthode scientifique. Ce n’est, par contre, que 400 ans plus tard qu’un nom
fut attribu€ & cet organe par un autre anatomiste grec, Ruphos. Il nomma celui-ci le pancréas
qui est étymologiquement dérivé du grec par les termes «pan» et «creas» signifiants

respectivement tout et viande (Slack, 1995).

Cet organe est issu de 1’endoblaste dans la région du duodénum. C’est au stade de la
quatrieme semaine que des bourgeonnements se forment sur la face ventrale et dorsale de
l'intestin primitif antérieur, sous I'ébauche hépatique (Cotton, 1985; Pearse, Polak et Bloom,
1977). Par la suite, le bourgeon ventral grossit et migre lentement pour fusionner avec celui
situ€ sur la face dorsale, aux environs de la septieéme semaine de gestation (Norton, 2008). A
I’4ge adulte, le pancréas humain est une glande oblongue pesant en moyenne de 70 a 150 g et
mesurant approximativement 12,5 cm de longueur pour 4 cm de largeur et 2,5 cm d’épaisseur
(Tortora et Grabowski, 1996). 1l se retrouve derriere 1’estomac et le cblon transverse, mais
devant I’aorte et les veines caves et rénales. Deux canaux sont responsables du transport des
différentes sécrétions du pancréas vers Dintestin gréle : le canal pancréatique (canal de

Wirsung) et le canal pancréatique accessoire (canal de Santorini) (Tortora et Grabowski,



1996). Le plus gros des deux canaux, le canal de Wirsung, rejoint le canal cholédoque sur la
face interne du duodénum dans sa concavité. L'autre canal est responsable du transport des
sels biliaires en provenance de la vésicule biliaire et du foie. L’ampoule hépatopancréatique,
ampoule de Vater, est formée a la jonction de ses deux canaux et va s’ouvrir dans la papille
duodénale majeure sur la paroi intestinale (Snell, 2007). Le canal de Santorini débouche,
dans le duodénum pour former la papille duodénale mineure située a 2,5 cm au-dessus de la

papille duodénale majeure.

1.1.2  Fonctions

Apres le foie, le pancréas est la deuxieme plus grosse glande du corps humain en
terme de volume. Le parenchyme pancréatique correspond a l'ensemble des tissus
fonctionnels du pancréas. 1l est divisé en lobules qui sont créés par des cloisons provenant du
tissu conjonctif le recouvrant. Le pancréas comporte deux parties distinctes tant au niveau
anatomique que fonctionnel : une partie exocrine et une partie endocrine. La partie endocrine
est formée des amas de cellules €pithéliales glandulaires nommés ilots de Langerhans. Ces
masses cellulaires de formes arrondies sont extrémement vascularisées et disséminées dans
tout le pancréas. Les T1lots de Langerhans représentent seulement | % des cellules
pancréatiques pour un volume correspondant de 1,8 % (Stein et Eisenberg, 1998). La
majorité des cellules restantes (plus de 98 %) sont des cellules acineuses qui forment des
amas appelés acint et qui constituent la portion exocrine du pancréas correspondant a 82 % de
son volume (Brody, 1999). Les acini sont formés de 5 a 8§ cellules pyramidales et renferment
de nombreux grains de zymogene. Ceux-ci sont relargués par exocytose dans le réseau de
canaux qui pénetre 2 lintérieur méme de l'acinus. Ces canaux d’abord intercalaires

deviennent intralobulaires et enfin interlobulaires jusqu'au canal de Wirsung.

1.1.2.1 Fonctions endocrines

La partie endocrine, soit les Tlots de Langerhans, est composée de quatre types cellulaires qui

sont différenciés par le contenu de leur sécrétion. Les cellules A sécrétent du glucagon



(hormone hyperglycémiante) tandis que les cellules B sécrétent de I’insuline (hormone
hypoglycémiante), deux hormones nécessaires pour réguler la glycémie sanguine (Marshall et
Bangert, 2005). Les cellules D produisent de la somatostatine qui inhibe la sécrétion des
hormones gastro-intestinales et pancréatiques. Enfin, les cellules F, appelées €galement PP,
sécretent le polypeptide pancréatique dont la fonction est méconnue & ce jour, mais que ’on
soupgonne, entre autres, de jouer un rdle dans la régulation de ’apport calorique et de
I”appétit ainsi que d’inhiber la sécrétion d’enzymes pancréatiques (Hameed, Dhillo et Bloom,
2009).

1.1.2.2 Fonctions exocrines

La partie exocrine du pancréas a pour fonction de sécréter, par le canal de Wirsung,
du suc pancréatique dans le duodénum lors de la digestion du bol alimentaire. Le suc
pancréatique est un liquide clair et incolore formé d’eau, de quelques sels, de bicarbonate de
calcium (environ 150 mEg/L) et également de proenzymes et d’enzymes digestives (Tableau
1) biosynthétisées par les cellules acineuses (Ganong, 2005). Environ 1,5 a 3,0 L de ce fluide
est produit chaque jour par le pancréas, bien au dessus de la quantité nécessaire pour une
digestion adéquate. La teneur en bicarbonate de sodium, produite par les cellules
centroacineuses, rend ce fluide [€gérement alcalin, soit d’un pH de 7,1 a 8,2 (Tortora et
Grabowski, 1996). Ceci permet de tamponner 1’acidité du suc gastrique du chyme stomacal
pour ainsi interrompre ’activité de la pepsine, mais surtout pour empécher la dénaturation
des enzymes digestives. Le suc pancréatique contient des enzymes de quatre classes
distinctes, divisées selon ce qu’elles digerent : amylolytiques pour la digestion des glucides,
protéolytiques pour I’hydrolyse des protéines, lipolytiques pour le clivage des triglycérides en
acide gras (lipides) et €galement nucléolytiques pour la digestion des acides nucléiques.
L’amylase, la lipase et les nucléases sont toutes sécrétées sous forme active tandis que les
protéases pancréatiques sont sécrétées sous forme de proenzymes inactives (trypsinogeéne,
chymotrypsinogeéne, procarboxypeptidase, etc.) pour éviter 1’autodigestion du pancréas par
celles-ci (Eckert er al., 1999). La transformation en forme active de ces enzymes sera réalisée
par différentes enzymes, dont l’entérokinase, une enzyme produite par la muqueuse

intestinale lors du passage du bol alimentaire (Brody, 1999).



Tableau 1.1 : Fonction de certaines enzymes digestives

mammiféres (d’apres Eckert et al. 1999)

sécrétées par le systeme digestif des

Organe Enzyme Lieu d’action Substrat Produits obtenus
Glandes salivaires Alpha-amylase Cavité orale Amidon Disaccharides,
salivaire dextrines
Estomac Lipase gastrique Estomac Triglycérides Monoglycérides,
acides gras, glycérol
Pepsinogene Estomac Protéines Longs peptides
(pepsine)
Pancréas Aminopeptidases Intestin gréle  Longs peptides  Oligopeptides, acides

Alpha-amylase

Carboxypeptidases

Chymotrypsinogeéne

(chymotrypsine)
Elastase

Lipase

Nucléases

Trypsinogéne
(trypsine)

Intestin gréle Disaccharidases
Entérokinase

Peptidases

Nucléosidases

Nucléotidase

Intestin gréle Amidon, dextrines

Intestin gréle  Longs peptides

Intestin gréle Protéines

Intestin gréle Elastine

Intestin gréle Triglycérides

Intestin gréle  Acides nucléiques

Intestin gréle Protéines

Intestin gréle  Disaccharides

Intestin gréle ¥ Trypsinogéne
Intestin gréle *  Oligopeptides

Intestin gréle *  Nucléosides

Intestin gréle *  Nucléotides

aminés

Maltose, Maltriose,
dextrines

Oligopeptides, acides
aminés

Longs peptides

Longs peptides

Monoglycérides,
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1.2 L’insuffisance pancréatique exocrine

Vu I'importance des nombreux réles jou€s par les hormones et les enzymes sécrétées
par le pancréas, les maladies pancréatiques sont nombreuses et parfois fatales. Par contre,
plusieurs n’ont aucun effet sur I'action exocrine du pancréas. Par exemple, le diabéte, sous
toutes ses formes, est causé par une dysfonction endocrine du pancréas, soit a ’incapacité du
pancréas a produire suffisamment d’insuline. Cette insuffisance peut, entre autres, étre due a
des facteurs génétiques ou encore a une maladie auto-immune. Par contre, plusieurs maladies

affectant le pancréas provoquent une insuffisance pancréatique exocrine (IPE).

1.2.1  Description et symptomes

Le bon fonctionnement du corps humain nécessite une absorption adéquate des
nutriments. Ceci requiert, pour chaque enzyme, une activité enzymatique suffisante dans la
lumiere du duodénum lors du passage du bol alimentaire. L’insuffisance pancréatique peut
impliquer un déficit de production d’enzymes pancréatiques par le pancréas. Ceci entralne
une mauvaise digestion des aliments et des vitamines liposolubles, mais peut rarement
entrainer la mort. Pour étre considéré comme souffrant d’une IPE significative, il faut avoir
perdu plus de 90 % du parenchyme (tissu fonctionnel) pancréatique. Généralement,
I’insuffisance en lipase pancréatique entraine de plus grandes conséquences chez le patient
(Layer et Keller, 1999). En effet, cette enzyme est plus sensible a 'acidité et a I’action
dénaturante des enzymes protéolytiques, ce qui lui permet un temps de survie plus court dans
la lumiére du duodénum. Une insuffisance en protéases pancréatiques est moins importante,
car ce manque en protéases est minimalement contré par la pepsine contenue dans le fluide
gastrique et les enzymes protéolytiques sécrétées par le petit intestin. Elle demeure tout de
méme problématique. Le manque d’amylase pancréatique peut €galement &tre légérement
contré par I’existence d’amylase sécrétée par les glandes salivaires et celle des nombreuses

disaccharidases produites par le petit intestin qui aident a la digestion des carbohydrates.



Plusieurs tests servent a dépister et étudier I'IPE. L’€valuation du contenu en gras
lors de I’analyse des matieres fécales d’un patient est un des tests généralement appliqués
(Best, Taylor et Brobeck, 1979). De plus, des prélevements d’échantillons de fluide gastrique,
de sécrétions duodénales et pancréatiques peuvent également étre analysés a la suite d’une
injection de sécrétine. Ce test est considéré, de nos jours, comme étant le plus sensible malgré
son caractere invasif pour le patient (Frossard et Nicolet, 2007). Ces échantillons prélevés
sont, par la suite, analysés selon leur volume, leur pH, leur contenu en bicarbonate de calcium
et leurs activités enzymatiques. Selon les résultats obtenus pour ces différentes analyses, la
sévérité et la cause de I'IPE peuvent étre déterminées (Best, Taylor et Brobeck, 1979).
Parfois, des analyses sanguines peuvent €galement &tre pratiquées pour dépister cette

déficience.

Les conséquences nutritionnelles de I'IPE sont nombreuses, mais mal documentées
en raison de plusieurs paramétres. En effet, cette maladie est souvent associée a d’autres
affections, dont I’alcoolisme et parfois le diabéte, qui entrainent déja par elles-mémes des
conséquences nutritionnelles. Par contre, plusieurs signes distinctifs sont associés a I'IPE,
dont 1"apparition d’une stéatorrhée, mais également, a un moindre niveau, une créatorrhée et
une azotorrhée. La stéatorrhée est considérée comme €tant une augmentation, d’un minimum
de 7 g, de la quantité des graisses retrouvées dans les selles pour une période de 24 h. Dans
certains cas critiques de stéatorrhée sévere, cette augmentation peut méme aller jusqu’a 50 g
dans le méme délai. La créatorrhée est une augmentation, d’un poids minimal de 2 g, des
fibres musculaires non dégradées retrouvées dans les selles (Jian, 2001). L’azotorrhée
correspond a une augmentation de matieéres organiques nitrogénées dans les selles.
Normalement, 1 & 3 g de I’azote ingéré se retrouvent dans les feces ce qui représente 8§ % du
total. En cas d’IPE, ce pourcentage tend a augmenter et peut parfois atteindre jusqu’a S0 %.
L’apparition de tels phénomeénes est engendrée par une sécrétion de lipase et de trypsine
inférieure a 10 % de la sécrétion normale (DiMagno, Go et Summerskill, 1973). L’apparition
de la stéatorrhée est généralement plus observée et représente un probleme clinique plus

important vu la tendance de la lipase a décroitre plus rapidement que la trypsine (Go, 1993).



La malabsorption des lipides a la suite d’une IPE a longtemps fait I'objet de
nombreuses recherches vu que les conséquences d’une perte d’activité lipolytique sont plus
nombreuses et importantes. Par contre, depuis quelques années, une emphase particuliére a
été mise sur la maldigestion des glucides. 11 a é€té montré que 15 a 50 % des glucides associ€s
a la farine de riz n’étaient pas dig€rés par les patients souffrants d’IPE (Levitt, Hirsh et
Fetzer, 1987). Ces résultats ont pu étre obtenus griace a I'évolution des techniques de
recherche et a "apparition des tests respiratoires (Kerlin et al., 1984). En effet, ceux-ci
permettent de quantifier I’amidon digéré tout au long de son passage dans I’intestin gréle. Les
premiers tests utilisés étaient basés sur l'excrétion respiratoire d'H,, mais par la suite, le test
respiratoire mesurant [’excrétion de CO, a permis de faire d’autres avancées dans ce
domaine. En effet, I’existence d’une corrélation entre le débit d'amylase du duodénum et la
digestion de I'amidon a ainsi pu &tre démontrée et caractérisée selon une courbe de saturation
(Hiele et al., 1989). Cette corrélation a montré que la prise d'extraits pancréatiques corrige la
malabsorption d’amidon et rétablit son niveau d’absorption aux valeurs normales attendues
chez une personne saine (Nordgaard, Rumessen et Gudmand-Hoyer, 1992). Plus de la moiti¢
des patients atteints d’une IPE causée par une pancréatite chronique ou tumorale souffrent de
malabsorption des carbohydrates. Leur quantité non absorbée par rapport a I’ingestion totale
est normalement de 1% en moyenne, mais chez les patients présentant une IPE, ce
pourcentage augmente a 11 %. Cependant, il n'y a pas de corrélation entre la quantité de

carbohydrates malabsorbés et la masse des selles.

D’autres conséquences nutritionnelles sont observées chez les patients atteints d’IPE
entrainant une stéatorrhée. En effet, ils sont susceptibles de développer une carence en
vitamines liposolubles A, D, E et K (Braustein, 1961). Certains travaux ont montré que la
prévalence d’une carence en vitamine A et E était respectivement de 38 % et de 83 % chez
les personnes atteintes de stéatorrhée (Marotta er al., 1994). Les conséquences associées a
une baisse de I’absorption de ces vitamines sont importantes : perte de vision nocturne
(vitamine A), faible densité corticale osseuse (vitamine D) et augmentation du temps de

prothrombine (vitamine E) (Dutta et al., 1982).



1.2.2 Causes

Plusieurs affections touchant le pancréas peuvent créer une insuffisance pancréatite

exocrine. Le tableau 2 montre I’étiologie.

Tableau 1.2 : Affections causant une insuffisance pancréatite exocrine (adapté de Frossard et
Nicolet, 2007)

. Pancréatite chronique

2. Insuffisance sans pancréatite chronique
Mucoviscidose
Tumeur du pancréas
Résection du pancréas

Atrophie sénile

3. Insuffisance secondaire
Maladie de I’intestin gréle
Gastrinome
Billroth II (gastrectomie)

Déficience en entérokinase

1.2.2.1 Pancréatite chronique

La pancréatite chronique est une affection qui se caractérise par une destruction
progressive du parenchyme pancréatique, l'apparition d'une fibrose et de calculs canalaires
calcifiés résultant de dépdts protéiques, et également d’altérations des canaux pancréatiques
résultant d’une alternance chronique entre dilatation et sténose (Frossard et Nicolet, 2007).
Cette maladie affecte ’entiereté de la fonction pancréatique. En effet, le parenchyme
endocrine, quoique plus longtemps préservé que le parenchyme exocrine, est également

N

sensible a cette destruction (Sarles et Sahel, 1973). La pancréatite chronique est la cause
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majeure de I’insuffisance pancréatique exocrine et cette affection est elle-méme engendrée
par plusieurs processus physiopathologiques. En effet, les causes de la pancréatite chronique
peuvent étre séparées en six catégories : toxique métabolique (T), idiopathique (1), génétique
(G), auto-immune (A), pancréatite aigué récurrente (R) et obstructive (O). L’acronyme

TIGAR-O est utilis€ pour simplifier celles-ci (Etemad et Whitcomb, 2001).

De nos jours, environ 70 % des pancréatites chroniques sont dues a 1’alcoolisme
chronique. En effet, il existe une relation linéaire entre la consommation d’alcool et la
survenue d’une pancréatite chronique. Les symptdmes aigus reliés a la pancréatite chronique
alcoolique durent en moyenne de 10 4 15 ans. En premier lieu, ce sont surtout manifestations
douloureuses, telles la pancréatite aigué ou des pseudokystes, qui peuvent entrainer la
nécessité d’interventions chirurgicales. Par la suite, d’autres symptdmes plus importants
peuvent survenir, tels une compression de la voie biliaire et du duodénum (Ammann et al.,
1984), avant que les complications dégénératives surviennent. L insuffisance pancréatique
exocrine et endocrine ainsi que les calcifications pancréatiques en sont quelques exemples. 11
faut en général 4 ans pour que I’'IPE apparaisse & la suite d’un diagnostic de pancréatite
chronique alcoolique; celle-ci survient en général parallelement au diabéte et aux
calcifications. En effet, il a été démontré qu’une corrélation existait entre la sécrétion

d’insuline et les réserves fonctionnelles sécrétoires de la lipase (Cavallini ef al., 1992).

Les autres pancréatites chroniques €évoluent de fagon plus lente, environ de 5 a 8
années supplémentaires (Dancour et al., 1993). En effet, I'IPE ne survient que 8 a 10 ans
suivant le diagnostic de pancréatite chronique non alcoolique. De plus, 39 % des diagnostics
ne sont posés qu’aprés |’apparition de I'IPE, contrairement a la pancréatite alcoolique
(Ammann et al., 1987). Plusieurs causes sont associées a la pancréatite chronique en dehors
de ’alcoolisme. En effet, 1l a été montré que la prise de tabac augmentait de 7 a 17 fois le
risque de pancréatite chronique et de plus, que des mutations sur les genes de la
mucoviscidose ou du trypsinogene cationique augmentaient la sensibilité d’un individu
envers des agents toxiques/métaboliques affectant le pancréas (Frossard et Nicolet, 2007).
D’autres mutations génétiques, telles celles affectant le géne « Serine peptidase inhibitor,

Kazal type 1» (SPINK-1), sont responsables de I’apparition de pancréatite. Certaines
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maladies inflammatoires de I’intestin (maladie de Crohn) et auto-immunes (syndrome de

Sjogren) peuvent également en étre la cause (Etemad et Whitcomb, 2001).

La douleur n’est pas associée au processus de I'IPE, mais plutdt a celui de la
pancréatite chronique. Par contre, 1l existe une relation lin€aire entre la douleur et I'IPE. Les
patients souffrants de pancréatite chronique et ressentant encore de la douleur associée a
celle-ci sont moins sujets a I'IPE sévere par rapport a ceux ne ressentant plus aucune douleur
(40 % versus 55 %) (Lankisch et al., 1993). Une autre corrélation a été faite entre le degré de
I'IPE, soit légere, modéré ou sévere, et la présence de calcifications pancréatiques et de

stéatorrhée (Lankisch et al., 1986).

1.2.2.2 Mucoviscidose

La fibrose kystique, appelée également mucoviscidose, est une maladie génétique
héréditaire autosomale récessive. Environ une personne sur 2000-3000 de descendance
européenne en souffre (Blichler et al, 2004). Elle affecte les épithéliums glandulaires
modifiant ainsi le bon fonctionnement du corps et entrainant la mort. Cette maladie résulte de
la mutation du géne régulateur de la conductance transmembranaire (CFTR) et plus de 300
mutations ont &té recensées (Biichler et al., 2004). Ces mutations vont entrainer une altération
de la protéine codée par ce gene, la CFTR, qui est en fait un canal ionique transmembranaire
dont la fonction est de réguler le transport de I’ion chlorure selon un gradient
électrochimique, c’est-a-dire selon la différence entre le potentiel de la membrane et le
potentiel d’équilibre de I’ion. Son dysfonctionnement engendre un déficit de I’ion chlorure
extracellulaire responsable de I’hydratation du mucus et des sécrétions épithéliales, ce qui
entraine une augmentation de la viscosité de ces €éléments. Ce mucus visqueux obstrue les
canaux des voles respiratoires et digestives, soient les canaux pancréatiques, biliaires et
intestinaux (Kierszenbaum, 2006). La maladie touche ainsi de nombreux organes, mais ce
sont les dommages aux voies respiratoires qui sont prédominants et qui entrainent la mortalité
chez I’homme. De plus, I'IPE est également une manifestation importante et nocive associée

a la fibrose kystique, car I’obstruction des canaux pancréatiques par le mucus entraine une



12

augmentation de I’activité pancréatique a I’intérieur du pancréas menant a une autodigestion
de celui-ci et par la suite, a une pancréatite (Biichler et al., 2004). En effet, la mucoviscidose
est la premiere cause d’IPE pour Jes patients de moins de trente ans quoique de 10 a 15 %
d’entre eux possedent une fonction pancréatique suffisante (Park et Grand, 1981). En plus des
conséquences aux niveaux nutritionnelles, ce déficit pancréatique peut également contribuer a

augmenter les troubles respiratoires des patients (Gaskin, Durie et Lee, 1984).

Bien que cette maladie évolue de maniere chronique sur de nombreuses années, elle
s'exprime souvent trés tot, mais peut, dans certains cas, n’étre diagnostiquée que tardivement,
a I’dge adulte. L’IPE est détectable au niveau prénatal, car la présence d’enzymes
pancréatiques dans le liquide amniotique est déja inférieure a celle attendue (Carrere et al.,
1992). A la naissance, il existe dés lors une obstruction des canaux pancréatiques et
également un déficit dans le développement des cellules acineuses (Imrie, Fagan et Sturgess,
1979). Par contre, le taux de sécrétion pancréatique de 50 % des enfants souffrant de la
mucoviscidose, sera normal pour les quatre premiers mois de vie (Waters et al., 1990), mais
apres une année, plus de 90 % souffriront déja d’une IPE, soit une perte de plus de 90 % des
fonctions exocrine du pancréas (FitzSimmons, 1993). De ce nombre, 30 % a 50 % auront

également une insuffisance endocrine (Park et Grand, 1981).

1.2.2.2 Autres conditions pathologiques

D’autres facteurs peuvent entrainer I’apparition d’une insuffisance pancréatique
exocrine, dont les actes chirurgicaux. En effet, I’exérese pancréatique (résection partielle ou
complete du tissu pancréatique) peut mener éventuellement a une IPE (Lévy, 2002). Des
chirurgies telles la duodénopancréatectomie céphalique et I’anastomose pancréaticogastrique
montrent une augmentation de la concentration en graisse des selles chez 94 % des malades
(Lemaire et al., 2000). En effet, plus de deux tiers des patients lors d’une
duodénopancréatectomie céphalique doivent prendre par la suite un supplément d’extrait
pancréatique pour contrer I'IPE engendrée (Vayre, 2003). Les chirurgies gastriques telle la

gastrectomie Billroth II peuvent également entrainer des IPE sévéres chez les patients, car les
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taux de sécrétion pancréatique peuvent varier de 75 a 90 % chez les patients ayant subi une
gastrectomie totale (Friess et al., 1996). La diminution de la stimulation d'origine gastrique
de la sécrétion pancréatique et I’asynchronisme sont quelques exemples des mécanismes qui

peuvent engendrer cette variation (Lévy, 2002).

Méme non causée par la mucoviscidose, une obstruction des canaux pancréatiques,
canal de Wirsung ou autres, engendre une IPE. Une relation quantitative a €té établie entre la
longueur de canal obstruée et les capacités sécrétoires du pancréas. L’insuffisance
pancréatique n’est observée que si plus de 40 % de la longueur du canal est bloquée
(Dimagno, Malagelada et Go, 1979). Ces obstructions sont souvent observées lors de cancer
du pancréas. En effet, 75 % des malades ayant un adénocarcinome ainsi que 12 a 47 % des
patients atteints de tumeurs mucineuses et intracanalaires souffrent d’IPE (Loftus Jr et al.,

1996; Perez, Newcomer et Moertel, 1983).

Le syndrome de Zollinger-Ellison peut €galement engendrer une IPE. Cette affection
est caractérisée par une sécrétion accrue de gastrine par le pancréas menant & une
augmentation de la sécrétion gastrique acide. Ceci entraine une diminution du pH duodénal
provoquant ainsi la dénaturation des enzymes pancréatiques (Go et al., 1970). Les maladies
affectant I’intestin gréle telles la maladie de Crohn, la maladie de Whipple, la tuberculose et
la résection de I'intestin gréle peuvent €galement mener a des insuffisances secondaires

(Frossard et Nicolet, 2007).

1.2.3 Traitements

Plusieurs symptdmes peuvent devoir étre traités lors de I'IPE, car elle est
généralement associée a4 d’autres maladies telles la pancréatite chronique qui engendre des
traitements contre la douleur et ’insuffisance elle-méme. Le degré de douleur est différent
pour chaque patient. En effet, environ 15 % ne présentent aucun symptome douloureux

(Frossard et Nicolet, 2007). Le traitement médicamenteux compos€¢ d’acétaminophene
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(Tylenol®) ou d’acide acétylsalicylique (Aspirine®) est prescrit dans le cas de douleurs

légeres, mais une chirurgie d’exérese peut s’avérer nécessaire lors de douleurs intenses.

Lors de pancréatite chronique alcoolique, un arrét de la consommation d’alcool peut
entrainer une amélioration de la fonction exocrine du pancréas (Begley et Roberts-Thomson,
1985) ou un ralentissement de la détérioration (Gullo, Barbara et Labo, 1988). Les
dérivations Wirsung digestives consistent a implanter chirurgicalement un canal artificiel a la
hauteur du blocage qui empéche I’écoulement du fluide pancréatique et permet ainsi de
rétablir le passage du liquide. Ces dérivations permettent une stabilisation ou un
ralentissement de I’évolution de la maladie (Nealon et al., 1993). L'ensemble de ces travaux
suggere que la fonction pancréatique exocrine peut €tre au mieux améliorée, au pire

conservée, soit par I'abstinence vis-a-vis de l'alcool, soit par la dérivation Wirsung jéjunale.

Par contre, I’insuffisance elle-mé&me doit étre contrée en donnant aux malades un
produit pharmaceutique composé d’extraits pancréatiques. Depuis plusieurs décennies, ce
traitement fournit un apport supplémentaire en enzymes pancréatiques aux patients et leur
permet d’obtenir ainsi une absorption suffisante des nutriments et vitamines (Roberts, 1989).
De convenance, un apport en lipase adéquat d’environ 25 000 a 40 000 unités enzymatique
(U) par repas (Layer et al., 1992) est nécessaire pour contrer la stéatorrhée. Dans le cas des
protéases, il est considéré que 10 000 unités de trypsine peuvent contrer 1’azotorrhée
(Lankisch et al., 1986). En fait, la posologie finale dépend non seulement du degré de
I’insuffisance pancréatique, mais également de la quantité d’aliments pris par le patient et de

leur teneur en lipides et protéines.

Les formulations pharmaceutiques & base d’extraits pancréatiques, généralement
issus de pancréas porcin (DiMagno, 1982), doivent étre aptes a résister a 'environnement
gastrique pour pouvoir se répandre promptement dans le duodénum en gardant des hauts taux
d’activité enzymatique (Aloulou et al., 2008). La forme galénique de ce médicament est donc

un facteur important, car les enzymes pancréatiques sont sensibles a [’acidité,

particulierement la lipase. En effet, une formulation a protection gastro-entérique est
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prétérentiellement choisie due a son habileté a libérer le principe actif seulement dans un
milieu dont le pH est supérieur a 5 (Frossard et Nicolet, 2007). Par contre, I'utilisation d’un
antiacide, bloqueur de pompe a proton (Losec®, Prevacid®, Pantoloc®), peut étre €galement
recommandée pour prévenir la dégradation du contenu enzymatique s'il n’y a pas d’enrobage
entérique dans la formulation (Regan, Malagelada et DiMagno, 1977). De plus, la prise de ce
supplément devrait étre faite quelques instants apres I’ingestion des premiers aliments, car le
pouvoir tamponnant des aliments peut aider celui-ci a résister au passage gastrique (Sarner,
2003). Cependant, la digestion des lipides ne peut &tre complétement normalisée chez la
plupart des patients en utilisant cette thérapie (Layer et Keller, 1999). Entre autres, chez les
malades souffrants d’IPE sévere (sécrétion tres faible ou nulle), un apport exogene d'extraits
pancréatiques ne rétablit qu'une concentration duodénale égale a 5 % de la normale (Go,
1993).
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CHAPITRE II

LES ENZYMES PANCREATIQUES

2.1 Les enzymes — aspects généraux

La survie du corps humain nécessite I’implication d’une multitude de réactions
chimiques qui se déroulent dans un environnement ot les conditions ne leur permettent pas
nécessairement de se dérouler a4 une vitesse adéquate. Les enzymes, catalyseurs biologiques,
permettent aux diverses réactions de se produire adéquatement tout en préservant
I’environnement nécessaire. Elles créent une accélération de la fréquence de collisions, un
abaissement de I’énergie d’activation et/ou une orientation adéquate chez les molécules
devant entrer en collision durant les réactions. Ces phénomenes se produisent sans changer
I’équilibre, mais ils permettent d’augmenter la vitesse de réaction selon un facteur pouvant

aller jusqu’a 10'* (Price et Stevens, 1999).
Jusq

Les enzymes sont généralement reconnues pour étre spécifiques envers leurs
substrats et les réactions qu’elles catalysent. Cette spécificité de I’enzyme pour le substrat est
engendrée par une complémentarit€ structurale, une compatibilit€ de charge ainsi que par des
propriétés hydrophobes/hydrophiles (Voet et Voet, 2005). Certaines enzymes présentent une
haute spécificité ou une spécificité absolue (il n’existe qu’un seul substrat pour cette enzyme,
ex. : uréase). D’autres enzymes présentent une certaine spécificité (relative de groupe, ex. :
lipase). Un certain niveau de stéréospécificité et de régioselectivité peut également étre
retrouvé chez certaines enzymes. Cette spécificité a d’abord €té présentée par le modele
« clé-serrure » décrit par Emil Fischer en 1894 pour expliquer le fonctionnement d’une
enzyme (Murray et al, 2002). Ce modele suggérait qu’il existait une complémentarité
spatiale unique entre le substrat et I’enzyme qui pouvait étre représentée comme celle d’une
clé et d’une serrure. Cette théorie, tout en expliquant la spécificité de I’enzyme, n’était pas en

mesure d’expliquer le changement d’énergie d’activation. Le modele de « conformation
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induite » suggéré en 1958 par Daniel Koshland parvenait a expliquer le fonctionnement des
enzymes (Davis et Davis, 2003). En effet, ce modele concédait a I’enzyme une structure
flexible qui confére au site actif la propriété de pouvoir se remodeler grice aux interactions

avec le substrat et ainsi permettre son activité catalytique.

2.1.1  Définition, structure et fonctions

N

Les enzymes sont généralement des protéines globulaires d’une taille allant de 62 a
2500 acides aminés (Price et Stevens, 1999). Elles peuvent étre composées d’une seule entité
protéique, apoenzyme, mais €galement de plusieurs parties non protéiques organiques (ex. :
vitamine) ou inorganiques (ex. : ion métallique) qui sont appelées cofacteurs. Les cofacteurs
sont donc des molécules li€s d’une fagcon covalente ou non a I’enzyme. Ces derniéres sont
nécessaires a I’enzyme pour accomplir son activité catalytique. Le regroupement de ses deux
portions est appelé holoenzyme (Copeland, 2000; Tortora et Grabowski, 1996).
Généralement, les molécules liées de fagcon non covalente sont appelés des coenzymes (ex. :
NAD, ATP) tandis que les groupements liés d’une fagon covalente sont appelés des
groupements prosthétiques (ex. : heme, FAD) (Sauke, Metzler et Metzler, 1977). Par contre,

les groupements inorganiques sont €galement souvent appelé€s simplement cofacteurs.

La fonction enzymatique de 1D’enzyme est détermin€e par sa structure
tridimensionnelle. La conformation spatiale de 1’enzyme crée un site particulier ou le substrat
va venir se lier grace a une ou plusieurs liaisons covalentes, ou non, et par la suite étre
transformé. Cet endroit composé de 3 2 4 acides aminés est le site actif. Il permet de lier un
substrat spécifique a l'enzyme di & la reconnaissance de complémentarité¢ de forme et de
produire I’activité catalytique (Garrett et Grisham, 2000). Les fonctions des enzymes sont
nombreuses et variées chez les organismes vivants. Par exemple, la régulation cellulaire ainsi
que la transduction des signaux impliquent des enzymes, généralement des phosphatases et
des kinases, qui sont indispensables. D autres exemples de fonctions biologiques nécessitant
la contribution des enzymes sont la mobilit€ cellulaire, la production d’une contraction

musculaire, 1’élaboration du cytosquelette et le transport transmembranaire. Plusieurs
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enzymes travaillent également de concert pour créer des cascades de voies métaboliques
(Garrett et Grisham, 2000). Les enzymes, dans les processus métaboliques, déterminent la
préséance d’une réaction par rapport 2 une autre, la régulation et la capacité de la réaction a
évoluer a une vitesse adéquate pour le bon fonctionnement de la cellule. Cing niveaux de
contrdle permettent a I’organisme de réguler 1’activité de ces catalyseurs biologiques : leur
production, leur compartimentation, les effets des inhibiteurs et des activateurs, leurs

modifications post traductionnelles et leur activation par changement d’environnement

(Stenesh, 1998).

2.1.2 Réactions catalytiques

Le pouvoir catalytique des enzymes s’explique par le fait qu’elles permettent
d’abaisser le niveau d’énergie d’activation d’une réaction chimique et ainsi d’augmenter sa
vitesse. Chaque molécule posseéde une €nergie libre de Gibbs (G) qui lui est propre. Lors
d’une réaction, ’enthalpie du substrat n’est pas la méme que celle du produit et cette
différence d’énergie est la variation d’énergie libre, AG (Stenesh, 1998). La transformation
du substrat en produit passe par des états intermédiaires de transition, et la différence
d’enthalpie entre ces états et I’état initial de substrat est alors appelée €nergie d’activation
(AGE) (Bugg, 1997). L’enzyme peut agir de plusieurs fagons pour diminuer celle-ci.
Premi¢rement, elle peut créer un environnement dans lequel 1’état transitionnel est stabilisé
par modification de la conformation spatiale ou encore en posséder une distribution de charge
opposée. Deuxiemement, elle réagit temporairement avec le substrat pour former un
complexe intermédiaire. Enfin, elle peut réduire ’enthalpie d’activation (AH%) en conférant

aux substrats |’orientation adéquate pour favoriser la réaction (Tortora et Grabowski, 1996).

Dans une réaction sans enzyme, une grande quantité d’énergie est requise par le
substrat pour atteindre 1'état transitoire avant de se transformer en produit (Fig. 2.1). En
passant par un complexe enzyme-substrat, I’énergie nécessaire pour atteindre cet €tat est

moindre et donc, I’énergie nécessaire pour la formation du produit est abaissée. La réaction
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enzymatique ne permet pas de changer 1’équilibre de la réaction et la direction de la réaction

sera donc la méme, mais celle-ci se déroulera a une vitesse accrue.

AGH réaction
non catalysée

o

S

2

| 4 s - - -y =

o e
B0 AGH¥ réaction
B

S catalysee

LTY]

Complexe
enzyme-substrat

. -——— -

Sens de la réaction

Figure 2.1 : Représentation schématique des énergies libres d’une réaction sans et avec

catalyse enzymatique

2.1.3  Aspects de la cinétique enzymatique

La cinétique enzymatique a pour objet d'identifier et de décrire les mécanismes des
réactions biochimiques catalysées par les enzymes en étudiant leur vitesse. En partant des
enzymes isolées et en allant vers les systtmes métaboliques organisés et intégres, la cinétique
enzymatique permet de décrire quantitativement les propriétés catalytiques des enzymes et

les mécanismes mis en place pour leur régulation.
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2.1.3.1 Equation de Michaelis-Menten

En 1913, le chimiste allemand Leonor Michaelis ainsi que la canadienne Maud
Leonora Menten proposerent une théorie de la cinétique enzymatique encore utilisée de nos
jours, la cinétique de Michaelis-Menten (Vignais, 2001). Ce modéle est développé autour du
principe qu’il existe deux stades & une réaction catalysée par une enzyme (Fig. 2.2) lorsqu’il
n’y a qu’un seul substrat (Champe, Harvey et Ferrier, 2008). Le premier correspond a la
réaction rapide et réversible de la formation du complexe enzyme-substrat (ES). Le second
correspond a la réaction lente et quasi irréversible de 1’action catalytique de ’enzyme et du
relachement du produit. Lors de cette réaction enzymatique, les constantes k; (formation du
complexe), k-, (dissociation du complexe), k, (formation du produit) correspondent chacune

a la constante de vitesse de leur étape réactionnelle associée.

Action catalytique
T 1

Ky Ky
E+S-.—k—“ES —> E+ P

Formation du complexe
enzyme-substrat

Figure 2.2 : Représentation des étapes réactionnelles d’une réaction catalytique enzymatique
avec un seul substrat

L’équipe Michaelis-Menten a alors proposé une équation montrant que la vitesse de
réaction était dépendante de la position de I’équilibre et de la constante de vitesse k;
correspondant a I’étape limitante de la réaction (Leskovac, 2003). Elle est mathématiquement

simplifiée et connue comme :

_ Vmax[s]
1) Equation de Michaelis-Menten K, +Is]
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Plusieurs constantes ont €t€ développées a partir de cette équation, dont K,, et V ..
La constante de Michaelis, K, est définie comme la concentration de substrat qui correspond
a une vitesse de réaction €gale a la moitié de la vélocité maximale. Elle est exprimée en
unités de concentration, généralement en millimolaire (mM), et correspond & I’affinité de
I’enzyme pour le substrat (Eckert et al., 1999). De plus, lorsque la vitesse de formation du
produit est trés inférieure a la vitesse de dissociation du complexe (k, << k,), le K
correspond €également a la constante de dissociation réversible du complexe enzyme-substrat

(ES), mais ce phénomene est relativement rare (Branden et al., 1996).

La constante V. correspond a la vélocité maximale lorsque la concentration de
substrat est d’une grandeur infinie, en exces (Lodish, 1997). A ce point, la vélocité ne dépend
donc plus de la concentration de substrat. Selon la nomenclature de | «International Union of
Pure and Applied Chemistry» (IUPAC), I'utilisation du terme V,,,, est reconnue et adéquate,
mais ’emploi de V (vitesse limite) est mathématiquement plus approprié. En effet, V,x
correspond a la vitesse pour une concentration infinie de substrat. Cette concentration infinie
ne pouvant €tre qu approchée et non atteinte, aucun maximum mathématique n’existe.
L’utilisation de ce terme est donc non appropriée, mais consensuellement utilisée.
Expérimentalement, cette vitesse est approchée par des mesures analytiques en présence de
concentration de substrat trés supérieure a la valeur de K,,. Cette constante est exprimée en
unité de produit formé sur le temps. (ex.: umoles/min) et dépend de la concentration
d’enzyme. Cependant, si I’enzyme est pure, cette constante peut &tre rapporté sur la quantité
d’enzyme et nous fournir I'activité spécifique qui ne dépend pas de la concentration

d’enzyme (ex. : mM/(min-ug)) (Gilbert, 2000)

Ces constantes peuvent étre facilement représentées et extraites de I’analyse de
I’hyperbole obtenue lors de I’évaluation de la vitesse en fonction de la concentration de
substrat ([S]). Cette courbe démontre la relation existant entre le substrat (S) et la vitesse de
la réaction (Fig. 2.3). En effet, a faible concentration de S, I’enzyme (E) est en équilibre entre
sa forme libre et sa forme complexée. En augmentant la quantité de S, la concentration de ES
tend & augmenter et & déplacer I’équilibre de la réaction vers la droite. Donc, & une trés haute

teneur en substrat, E est complétement sous forme ES et est dite saturée. Cette hyperbole est
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donc nommeée courbe de saturation. L’asymptote de la courbe de saturation correspond au
Viax, 1@ vitesse maximale de la réaction enzymatique, et donc, le K, peut étre déterminé pour
une valeur représentant la moiti€ du V,,, Cette derniere valeur est importante, car elle
permet d’évaluer la quantité¢ de substrat nécessaire pour quantifier la vitesse de réaction
enzymatique expérimentalement. Cette constante est également une caractéristique spécifique
enzyme-substrat, car chaque enzyme posséde un K, différent selon le substrat. Elle indique le
degré de la force de liaison qui existe entre un substrat spécifique et I’enzyme. C’est la

constante d’affinité qui correspond a la valeur de K, *

% vmax

Vitesse de réaction

Km

/ .

Concentration de substrat

Figure 2.3 : Représentation graphique de la courbe de saturation de Michaelis -Menten

Une autre constante importante en cinétique est la constante catalytique, k., ou
nombre « turnover », qui correspond au nombre de molécules de substrat transformées par
seconde pour un seul site actif d’une enzyme en condition de saturation par le substrat (Karp
et Wissocq, 2004). Cette constante est donc donnée en sec’. Lors d’une réaction

michaélienne, c’est-a-dire une réaction ot il y a un seul complexe enzyme-substrat formé,
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elle correspond a la constante k, de formation de produit. Par contre, le substrat est rarement
saturant dans les conditions physiologiques, donc la constante de spécificit€ est €galement
importante en enzymologie pour évaluer I’efficacité d’une enzyme. Elle correspond au
rapport k../K, et de facon courante V,,./K,, (Bolsover, 2004). Elle est trés utilisée pour
comparer les différentes enzymes ou entre divers substrats pour une enzyme, vu qu’elle tient

compte autant de Iaffinité pour le substrat (K,,') que de la capacité catalytique de I’enzyme.
2.1.3.2 Equation de Lineweaver-Burk

La courbe de saturation étant non linéaire, il peut étre difficile d’évaluer précisément
les valeurs de K, et V.. Plusieurs chercheurs ont donc développé différentes traitements
mathématiques pour rendre linéaire 1’équation de Michaelis-Menten. Les plus connues sont le
diagramme de Eadie-Hofstee, le graphique de Hanes-Woolf ainsi que la représentation
graphique de Lineweaver-Burk surnommée €galement le graphique de la double réciproque
(Murray et al., 2002). Toutes ces techniques permettent des représentations linéaires. Le
développement informatique actuel permet d’obtenir les valeurs des différentes constantes
directement par I’équation de Michaelis-Menten grice a la technique de régression non
linéaire (Bisswanger, 2008). L’équation de Lineweaver-Burk est mathématiquement
exprimée comme :

Ky 1 1

2) Equation de Lineweaver-Burk - = —+
V. Vmax [S]  Vmax

La représentation graphique tirée de cette équation permet d’obtenir une droite
linéaire (Fig. 2.4). Les interceptions axiales correspondent & 1/V,,,, a ’ordonnée et -1/K,, a
’abscisse. Expérimentalement, il est impossible d’obtenir des valeurs négatives pour 1/[S]

donc, I'interception a 1’abscisse correspond a une extrapolation des valeurs obtenues a des

concentrations positives de substrat.
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1V

1/S

Figure 2.4 : Représentation graphique de la double réciproque de Lineweaver-Burk

2.1.4 Conditions des réactions enzymatiques

Plusieurs facteurs peuvent influencer ’activité de l’enzyme. En plus de la
concentration de substrat, le pH et la température sont deux des principaux facteurs
environnementaux qui influencent 1’activité enzymatique. La force ionique peut également
influencer significativement I’activité enzymatique quoiqu’elle soit souvent négligée lors de
I’évaluation cinétique d’une enzyme. Cependant, 1l est considéré qu’a des valeurs dépassant
100 mM, la force ionique affecte le comportement de ’enzyme (Dale et White, 1983). Les
enzymes étant des protéines, elles sont composées de résidus d’acides aminés pouvant étre
chargés, mais les molécules de substrat peuvent également I’€tre. La force ionique peut
modifier les forces stabilisant la structure tridimensionnelle de I’enzyme ou du substrat

(Anderson et Cockayne, 2003).
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Le pH de I’environnement de I’enzyme influence sa structure et son activit€. En
effet, le pH affecte, entre autres, 1’état d’ionisation des acides aminés de I’enzyme (Pelmont,
1995). Ceci entraine un changement dans les liens ioniques et les ponts hydrogéne de la
structure tridimensionnelle de ’enzyme. La conformation spatiale n’étant plus identique, le
site actif peut se retrouver empéché de pouvoir soit se lier au substrat ou participer a I’action
catalytique. De plus, la structure du substrat peut €galement changer par les mémes
mécanismes et ainsi rendre difficile sa liaison au site actif. Chaque enzyme possede donc un
pH optimal qui peut varier selon le substrat utilis€. En augmentant ou diminuant le pH, la
condition acide ou basique modifie la structure de ’enzyme et commence a dénaturer celui-ci

et ainsi abaisser lentement son pouvoir catalytique (Fig.2.5).

pH optimal

Vitesse de réaction

pH

Figure 2.5 : Représentation schématique de I’influence du pH sur I’activité enzymatique

La température peut également modifier 1’activité enzymatique. L’augmentation de
température amene les molécules réactives a avoir de plus en plus d’énergie cinétique et
donc, d’augmenter la fréquence de collision (Anderson et Cockayne, 2003). A de faibles

températures, le nombre de collisions est insuffisant et I’activité enzymatique est alors faible
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ou inexistante. Leur nombre augmente avec la température jusqu’a I’obtention d’une
température optimale. Au-dela de celle-ci, les liens intra et intermoléculaires de la structure

de ’enzyme commencent a se rompre et elle commence a se dénaturer (Fig. 2.6).

Température optimale

Vitesse de réaction

Températutre

Figure 2.6: Représentation schématique de l’influence de la température sur ’activité
enzymatique

Une équation mathématique évaluant I’influence de la température sur les réactions a
d’abord €té proposée par le chimiste allemand Jacobus Henricus Van’t Hoff en 1884 et par la
suite, en 1889, elle a été interprétée et validée par le chimiste suédois Svante Arrhénius
(Bezkorovainy, Rafelson et NetLibrary, 1996). Elle permet d’évaluer la tendance de la
vitesse de réaction a varier selon la température et I’énergie d’activation des composés. Elle
est mathématiquement exprimée comme suit ou k est la constante de la vitesse de réaction, A
est un facteur préexponentiel, E est I’énergie d’activation, R est la constante des gaz parfaits

et T est la température (degrés Kelvin):

3) Equation d’ Arrhénius k-Ae '=
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De cette €quation est également dérivé le terme Qyq, le coefficient de température. Il
correspond au facteur par lequel augmente la vitesse de la réaction enzymatique lorsque la
température augmente de 10 °C. Dans les systémes biologiques, il est reconnu que le Qg
varie entre | et 4 avec une tendance moyenne a se situer autour de Q,o = 2 (Bezkorovainy,

Rafelson et NetLibrary, 1996). Il est exprimé mathématiquement comme suit :

(IO/TZ—TI)

4) Equation du coefficient de température Qi = RZ/R1

R,= Vitesse de la réaction 1
R,= Vitesse de la réaction 2
T,= Température de la réaction |
T,= Température de la réaction 2

2.1.5 Inhibition et inhibiteurs

La régulation de I'activité enzymatique peut étre assurée par des composés appelés
effecteurs (activateurs ou inhibiteurs) qui sont généralement de faible masse moléculaire. Ils
agissent directement ou indirectement sur le site actif de ’enzyme. Les effecteurs positifs
(activateurs) stabilisent la configuration catalytique active de l'enzyme et accroissent ainsi
son activité. Les effecteurs négatifs (inhibiteurs) agissent au contraire en se liant a I’enzyme
pour diminuer son activité catalytique (Karp et Wissocq, 2004). Cette liaison peut, entre
autres, empécher le substrat d’entrer dans le site actif ou encore bloquer ’activation de
I’enzyme. Les inhibiteurs peuvent agir de maniere réversible, mais également irréversible.
Les inhibiteurs irréversibles réagissent généralement avec 1’enzyme et ainsi le modifient de
maniere permanente. Ces changements ont lieu au niveau des acides aminés clés de I’activité
enzymatique. Les inhibiteurs réversibles agissent au contraire en se liant de maniére non
covalente a I’enzyme, au substrat ou au complexe enzyme-substrat. 11 existe donc plusieurs
types d’inhibiteurs réversibles. L’affinité d’un inhibiteur déterminé par sa constante de
dissociation de I’enzyme , peu importe le type, est donnée par la constante d'inhibition K;

(mol/L) qui représente la concentration d’inhibiteur pour laquelle la moitié des sites
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enzymatiques sont occupés (Garrett et Grisham, 2000). Ainsi, I'affinité d'un inhibiteur est
d'autant plus grande que le K; est petit. Cette constante d'inhibition correspond €galement a la

constante de dissociation du complexe enzyme-inhibiteur.

Les inhibiteurs compétitifs sont généralement des analogues du substrat de I’enzyme.
IIs peuvent ainsi entrer en compétition avec celui-ci pour se lier au site actif de I’enzyme ou
encore se lier & un autre site qui va engendrer un changement de structure au niveau du site
actif (Moussard, 2002). L’inhibiteur, lorsqu’il se lie & I’enzyme, forme un complexe enzyme-
inhibiteur (EI) qui empéche alors la liaison du substrat. La quantité d’enzyme libre est alors
moindre et ’activité enzymatique va se retrouver diminuée. Par contre, lorsque le substrat
forme un complexe avec 1’enzyme, 'inhibiteur ne peut plus agir sur celle-ci et 1’action
catalytique peut avoir lieu. C’est pourquoi, malgré la présence d’inhibiteur, il y aura toujours
une activité enzymatique. Dans ce type d’inhibition, la vélocité maximale de la réaction se
retrouve inchangée, mais la quantité de substrat nécessaire est augmentée, engendrant un K,

apparent plus grand (K, app)-

Les inhibiteurs non compétitifs peuvent se lier a ’enzyme seule autant qu’au
complexe enzyme-substrat vu que leur site de liaison ne se retrouve pas dans le site actif de
I’enzyme (Murray ef al., 2002). Les deux complexes pouvant étre formés, EI ou enzyme-
substrat-inhibiteur (ESI), inactivent la réaction enzymatique. La vélocit€é maximale de la
réaction enzymatique va donc diminuer, car I'inhibition ne peut &tre contrecarrée par une
augmentation de la quantité de substrat. Par contre, le substrat étant toujours apte a se lier a

I’enzyme, le K, ne variera point.

Les inhibiteurs incompétitifs ne peuvent se lier & I’enzyme seule, mais seulement au
complexe enzyme-substrat. Il y a donc création d’un complexe ESI qui empéche 1’activité
enzymatique. Ce type d’inhibition est peu fréquent, mais survient quelquefois avec des
enzymes multimériques. Dans ces cas, les valeurs de K, et de V ,,, se retrouveront les deux

diminuées (Borel, 1997).
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2.2 Les enzymes pancréatiques

Les enzymes contribuent de plusieurs fagons au maintien de la vie chez les
mammiferes, incluant leurs réles importants lors du processus de digestion. Les enzymes
pancréatiques, telles I’alpha-amylase, la lipase et les protéases clivent les grosses molécules
du bol alimentaire, c’est-a-dire 1’amidon, les lipides et les protéines respectivement, pour

former des petites molécules qui pourront se faire absorber dans Ies intestins.

2.2.1 La lipase pancréatique

La lipase pancréatique (EC 3.1.1.3) est une glycoprotéine digestive hydrosoluble qui
est issue du géne PNLIP se retrouvant sur le chromosome 10 chez I’humain (Tietz et Shuey,
1993). Cette enzyme est également nommée triacylglycerol acyl hydrolase ou lipase
pancréatique colipase dépendante. Beaucoup d’études ont été réalis€es sur la lipase
pancréatique humaine (HPL). Selon les diverses publications, son poids moléculaire varie de
46 000 a 56 000 Da (Davis et al., 1991; Vandermeers et al., 1974). Des points iso€lectriques
de 5,8, 6,0, 6,4, 7,0 et 7,4 lui ont ét€ attribués, mais des recherches ont montré que, entre
autres, les différents isoformes de cette enzyme en étaient responsables (Canalias et al.,
1994). La HPL est composée d’une seule chaine peptidique de 465 acides aminés dont 16
correspondent au peptide signal. A maturation, cette enzyme est donc composée de 449
acides aminés (De Caro, Figarella et Amic, 1977). Son pH optimal se situe entre 6,5 et 9,0
selon le substrat et le milieu réactionnel utilisés lors de I’évaluation (Embleton et Pouton,
1997). Le calcium est un effecteur de la HPL et contribue de maniere significative a
I’augmentation de son activité catalytique quoiqu’il ne soit pas un cofacteur absolu de celle-
ci, ¢’est-a-dire qu’il n’est pas nécessaire a son activation (Borgstrom et Brockman, 1984). En
effet, plusieurs mécanismes ont ét€ proposés pour expliquer le réle du calcium pouvant
augmenter la lipolyse de plus de 87 % (Scow, 1988). Il a été€ aussi montré que le calcium
permettrait la diminution de la phase latente de 1’activité enzymatique ainsi qu’il faciliterait

I’adsorption de la HPL aux micelles formées de triglycérides et des sels biliaires (Brown,
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Belmonte et Melius, 1977). D’autres ions tels le Sr** et le Mg®* sont également aptes  activer

I’enzyme, mais d’une maniere moins efficace.

Par cristallographie aux rayons X, il a été possible d’observer la structure
tridimensionnelle de la lipase humaine (Van Tilbeurgh et al., 1992; Winkler, D'Arcy et
Hunziker, 1990) ainsi que les interactions du complexe lipase humaine/colipase porcine (Van
Tilbeurgh et al., 1992). La HPL posseéde deux domaines structuraux : le domaine N-terminal

comportant les résidus 1 & 336 et le domaine C-terminal du résidu 337 a 449 (Lowe, 2002).

Figure 2.7 : Représentation tridimensionnelle de la lipase pancréatique (d’apres Chen et al.,
2003).

Le domaine N-terminal est construit sur un repli alpha/beta comportant un feuillet 8
parallele central. La HPL utilise un mécanisme d’action proche de celui des sérines
protéases : une triade catalytique. Celle-ci est composée des résidus sérine (Ser) 153 comme
nucléophile, aspartate (Asp) 177 et histidine (His) 263. Cette triade est partie prenante du site

actif de I’enzyme et se retrouve dans le domaine N-terminal. Dans cette section, il se retrouve
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¢galement une boucle composée d’un pont disulfure entre les cystéines (Cys) 238 et 262 qui
recouvre Je site catalytique de ’enzyme et forme des liens Van der Waals avec les boucles 5
(résidus 76-85) et B9 (résidus 204-224) du méme domaine. Cette boucle est nommée le
domaine Lid et bloque 1’acces du site actif au substrat, inactivant I’enzyme (Lowe, 1992).
Lors de la présence de micelles de sels biliaires, I’interface huile-eau entraine un changement
de la conformation de I’enzyme, éloignant le domaine Lid et la boucle B5 permettant ainsi
Pacces au site actif et activant ’enzyme (Fig. 2.8) (Van Tilbeurgh er al., 1993). Ce
changement de conformation crée €galement un plateau hydrophobique a la surface de
I’enzyme, ce qui engendre la création d’une région propice a I'interaction avec le substrat
hydrophobe. 11 est également soupgonné que le domaine Lid jouerait un rdle dans la

sélectivit€ de I’enzyme pour le substrat (Carriere et al., 1997).

Le domaine C-terminal posséde une structure en [-sandwich et constitue
essentiellement le site de liaison du cofacteur colipase. En effet, grace a des interactions
polaires, a un pont salin et aux liens hydrogene, la colipase va s’attacher a la partie C-
terminale de la lipase par deux de ses boucles en €pingle composées des doigts 2 et 3 (résidus
44 3 46), ainsi que 3 et 4 (résidus 65 4 87), en plus de I’ Asp 89 (Egloff et al., 1995). La partie
C-terminale de {a HPL joue €galement un rdle au niveau des interactions entre le substrat et
la HPL. Les résidus 405 a 414 forment une boucle, la 5, qui possede de larges régions
hydrophobes {Lowe, 2002). Cette région se retrouve dans I’axe du plateau hydrophobique du
domaine Lid ouvert. Ensemble, ces deux régions vont permettre la liaison de ’enzyme aux

lipides.

La lipase pancréatique donne au fluide pancréatique sa capacité a hydrolyser les gras.
Cette enzyme catalyse I’hydrolyse a la position alpha des diglycérides et des triglycérides,
possédant différentes longueurs de chaines acyl (Borgstrom et Brockman, 1984). Par contre,
la vitesse d’hydrolyse varie sensiblement entre les chaines C4 et Cy, et peut atteindre une
différence de plus de 6 fois (Yang, Kuksis et Myher, 1990). Cette différence de vitesse est
contrée par la grande quantité de lipase sécrétée par le pancréas, ce qui permet a ’action

catalytique d’avoir lieu sur toutes les chaines. Il a ét€ €galement démontré que la HPL
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pouvait hydrolyser les rétinyl esters in vitro et des études se poursuivent quant a son

efficacité€ in vivo (Van Bennekum et al., 2000).

 Lipid-water interface
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Figure 2.8 : Représentation graphique de 'interaction entre la lipase pancréatique humaine,

les triglycérides et la colipase (d’apres Van Tilbeurgh et al., 1999).

Par contre, la HPL ne peut accomplir au niveau optimal son activit€ catalytique sans
I’aide de ses cofacteurs : les sels biliaires et la colipase (Fig. 2.8). En effet, les sels biliaires
contribuent & 1'émulsification et la solubilisation des lipides pour permettre leur dégradation
par la HPL. Une autre de leurs fonctions est de désorber les protéines ayant adhérées a
I'interface huile/eau par des liaisons hydrophobes non spécifiques. Ce mécanisme est non
spécifique et engendre la désorption de la HPL de son substrat €galement. Donc, malgré Je
role nécessaire des sels biliaires a I’action de la lipase, un autre cofacteur est nécessaire pour

contrer le réle inhibiteur de ceux-ci : la colipase.
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La colipase est un coenzyme protéique de la HPL issu du chromosome 6, plus
précisément de la région 6p21.1-pter (Davis et al., 1991). Cette protéine hydrosoluble riche
en cystéine est sécrétée par le pancréas sous forme de procolipase dans une concentration
équivalente a celle de la lipase (Werner, 1982). Elle est activée par clivage d’un oligopeptide
de sa partie N-terminale par la trypsine. D’un poids moléculaire d’environ 10 kDa, elle est
composée d’une seule chaine polypeptidique de 84 acides aminés possédant 5 ponts disulfure
(Erlanson-Albertsson, 1983). La colipase, liée & la HPL par ses doigts 2, 3 et 4, interagit avec
les micelles de sels biliaires/triglycérides par une de ces boucles qui contient les résidus 70 a
85 (Van Tilbeurgh er al., 1993; Van Tilbeurgh er al., 1992). Elle sert donc d’ancrage a la
HPL pour se lier a son substrat. Un autre rble lui est également attribué, soit celui de
stabilisateur de forme active de la HPL en contribuant a garder le domaine Lid ouvert (Van

Tilbeurgh et al., 1999).

2.2.2 L’amylase pancréatique

L’amylase est €également connue sous plusieurs autres appellations, dont saccharidase
et diastase. En effet, en 1833, Anselme Payen et Jean-Frangois Persoz furent les premiers a
isoler une enzyme et ce fut I’amylase (Fruton, 1999). Ils lui conferent alors le nom de
diastase. Plusieurs types d’amylase existent: alpha (3.2.1.1), béta (3.2.1.2) et gamma
(3.2.1.3) (Yamamoto, 1995). La béta-amylase et la gamma-amylase (glucoamylase) sont
généralement d’origine végétale ou microbienne quoique la glucoamylase a été retrouvée
chez certains mammiferes ou espéces aquatiques (Shetty, 2006). L’amylase humaine est une
alpha-amylase (EC 3.2.1.1) qui existe sous deux isoformes selon qu’elle est sécrétée par le
pancréas, amylase pancréatique, ou par la glande parotide, amylase salivaire et ayant 97 %
d’homologie entre elles (Mayer et Larner, 1959). La régulation des genes est responsable de
I’existence de ces différentes enzymes. Elles sont donc issues de différents tissus et n’ont pas
le méme schéma de clivage de I’amidon. De plus, elles possédent également des points
isoélectriques 1égérement différents soit de 6.5 pour I’amylase salivaire et de 7.0 pour
I’amylase pancréatique (Takeuchi, Matsushima et Sugimura, 1975). Le pH optimal pour

I’amylase pancréatique varie selon les auteurs, mais une majorit€ convient qu’il se situe
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autour de 6,9 avec une variation pouvant s’échelonner de 6,5 et 7,2 en fonction de la quantité

d’ions présente dans la solution saline neutre (Ishikawa et al., 1993).

L’ amylase pancréatique est codée par le géne AMY 2 situ€ sur le chromosome 1p21
(Zabel et al., 1983). C’est une protéine composée d’une seule chaine polypeptidique de 512
acides aminés possédant un poids moléculaire de 57.6 kDa (Abrams, Hamosh et Dutta,
1987). Trois domaines structuraux ont €té recensés chez I’amylase : A, B, C (Roulet, Weber
et Paradis, 1980). Le domaine A, formé d’un cylindre concentrique d’hélice alpha contenant
8 feuillets béta paralleles, possede la plus grande taille. Il est composé des résidus 1 & 99 et
169 4 404 (Brayer, Luo et Withers, 1995). Dans ce domaine se retrouve le site actif contenant
I’Asp 197, le glutamate (Glu) 233 et I’ Asp 300, trois acides aminés clé de I’action catalytique
de ’enzyme ainsi que le site de liaison de 1’ion chlorure (Whitcomb et Lowe, 2007). En effet,
un ion chlore, activateur allostérique de 1’amylase, forme des interactions avec ’arginine
(Arg) 195, 'asparagine (Asn) 298 et I’Arg 337. Le plus petit domaine, B, comprend les
résidus d’acides aminés 100 a 168 et est construit sous la forme d’une poche. Il est adjacent a
la structure cylindrique du domaine A et est principalement composé de feuillets béta. Un site
de liaison de I’ion calcium, comprenant les résidus Asn 100, Arg 158, Asp 167 et His 201, se
retrouve dans cette cavité. A I’opposé du domaine B se trouve le domaine structural C
composé des résidus 405 a 496. 1l est rassemblé€ en plusieurs feuillets béta antiparalleles et les
différences d’homologie selon les différentes especes d’origine de 1’alpha-amylase se
retrouvent généralement dans cette partie (MacGregor, 1988). Une des particularités de
I’amylase humaine se situe a la partie N-terminale de la chaine polypeptidique et est
constituée d’une modification post traductionnelle du résidu glutamine (Gln) N-terminal pour
former un dérivé pyrrolidone. I} est soupgonné que cette modification pourrait fournir une
protection contre ]’action des aminopeptidases et d'autres enzymes digestives (Brayer, Luo et

Withers, 1995).

L’alpha-amylase est une métalloenzyme calcique dont I’absence de calcium entraine
I’inactivation. Cet jon divalent va se lier 2 son site et ainsi stabiliser la structure de 1’enzyme,

mais il contribue €galement a son activit€ catalytique (Hsiu, Fischer et Stein, 1964). De plus,
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la présence de I’ion chlorure ou d’autres anions contribuent €galement & activer cette enzyme,

mais I’ion chlorure le fait d’une maniére plus importante (Buisson et al., 1987).

Figure 2.9 : Représentation tridimensionnelle de 1’alpha-amylase (d’aprés Chen et al., 2003)

L’amylase pancréatique est responsable de la dégradation de I’amidon. L’amidon est
compos€ d’amylose et d’amylopectine. L’amylose est constituée d’une chaine de 25 a 2000
unités D-glucose liées entre elles par des liens a-1,4 et possédant une structure non ramifiée
(Buléon et al., 1998). Par contre, I’amylopectine est trés branchée. Elle est composée des
mémes chaines d’unités de D-glucose liées par des liens a-1,4, mais celles-ci sont reliées
entre elles par des liens a-1,6 a toutes les 20 & 25 unités de glucose (Stevens, 1990).
L’amylase clive les carbohydrates au lien a-1,4 glycosidique. En effet, elle ne peut cliver les
liens a-1,6. Lors du clivage de I’amylopectine, les produits formés sont appelés dextrines et
dextrines beta-limitantes, des oligosaccharides branchés de 6-8 unités de glucose reliées par
des liens a-1,4 et a-1,6 (Whitcomb et Lowe, 2007). Le site de liaison du substrat de

I’amylase contient 5 sous-sites et ou le site catalytique se retrouve en troisieéme position
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(Stiefel et Keller, 1973). Selon que le substrat s’ancre au site de liaison avec la premiére
unité de glucose en position 1 ou 2 des sous-sites, I’amylase va cliver la chafne de glucose
apres la premitre ou la seconde unité de glucose et former ainsi des unités maltose,

maltotriose ou dextrines (Robyt et French, 1970a; Robyt et French, 1970b).

T
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Figure 2.10 : Représentation graphique de I’action amylolytique (—) sur I’amylose (A) et

I’amylopectine (B).

2.2.3 Les protéases pancréatiques

Plusieurs protéases sont synthétisées et sécrétées par le pancréas dans la lumiere
intestinale dont les deux protéases majeures, la trypsine et la chymotrypsine, 1’€lastase et les
carboxypeptidases A et B. Leur activité protéolytique accélere la dégradation des protéines en

acides aminés ou petits peptides lors de la digestion. La plupart des protéases pancréatiques
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sont sécrétées sous forme de zymogene inactif. En effet, ces enzymes ont la capacité
d’hydrolyser les protéines d’une maniére non sélective et elles pourraient donc dégrader les
membranes cellulaires ou les tissus environnants (Das, 1978). La sécrétion sous forme de
proenzyme est donc un mécanisme de régulation qui consiste en un blocage de [’acces au site
de liaison du substrat au site actif par une partie de la chaine peptidique du proenzyme. Ce
n’est que lors du clivage de cette région que, par un changement de conformation, la cavité

du site actif se retrouve libre (Whitcomb et Lowe, 2007).

La trypsine, la chymotrypsine et I’€élastase sont toutes trois des endopeptidases, plus
précisément des sérines prot€ases de la famille PA (Page et Di Cera, 2008). Les familles de
peptidases sont définies par le systtme MEROPS. A I’origine, la famille PA était nommé SA
dont la premiere lettre représentait le nucléophile catalytique (dans notre cas: S pour
« Sérine » protéases) et la deuxieéme lettre €tait simplement une suite alphanumérique (dans
notre cas: A). Par contre, lors de la découvert que la picornaine possédant une cystéine
comme nuclélophile catalytique (virus de I’hépatite A) avait la méme origine que les
protéases SA, le systtme MEROPS a uni les familles SA et CB sous |'appellation PA
(Rawling et Barnett, 1993).

Les enzymes de la famille PA comportent un seul peptide réparti en deux domaines
structuraux globulaires (Whitcomb et Lowe, 2007). Ce sont des enzymes qui clivent les liens
peptidiques a I'intérieur de la chalne en passant par un mécanisme d’action impliquant une
triade catalytique (Whitcomb, 2000). Cette triade est constitu€e de trois acides aminés soit la
Ser-195, I’'His-57 et I’ Asp-102. Le groupe hydroxyle de Ser-195 fonctionne comme attaquant
nucléophile durant les premieres phases de la catalyse. Dans une réaction enzymatique, 1’ His-
57 fonctionne comme une base (contrairement a sa neutralité dans I’enzyme native) et cette
basicité augmente la réactivité de Ser-195. L’ Asp-102 joue deux réles importants : le premier
étant de stabiliser I’His-57 protonée (I’intermédiaire ionique formé durant I’acylation) et le
second étant de fixer la configuration autour du site actif pour promouvoir le processus
catalytique (Page et Di Cera, 2008). Un mécanisme de régulation est important pour pouvoir
réguler ’action de ces protéases une fois activées, et c’est pourquoi les sérines protéases

possedent une boucle d’autolyse. Celle-ci relie les deux domaines globulaires et permet de
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stabiliser la forme tridimensionnelle active (Whitcomb et Lowe, 2007). Lors de la scission de

cette chaine, I’enzyme perd sa conformation et devient inactive.

La trypsine (EC 3.4.21.4) est, comme la plupart des protéases pancréatiques,
sécrétées par le pancréas sous forme de zymogene inactif, le trypsinogéne. Constituée de 229
acides aminés, elle possede une masse moléculaire de 24 kDa et un point iso€lectrique de 9,3.
Sous Iaction de I’entérokinase, une enzyme protéolytique sécrétée au niveau de la membrane
plasmique apicale de 1’épithélium intestinal, le lien peptidique du trypsinogene est clivé entre
la lysine (Lys) 23 et I’isoleucine (lle) 24 libérant alors le peptide d’activation composé de 8
acides amin€s ainsi que la trypsine, enzyme active. La trypsine (Fig. 2.11) posséde quatre
ponts disulfure et une masse moléculaire de 23,8 kDa pour 221 acides aminés (Cunningham,
1954). Le pH optimal pour cette enzyme se situe autour de 7,8 (Beck, 1973). Elle est
inactivée réversiblement par la chaleur lorsqu’elle est dans un milieu acide, mais se
décompose lentement dans un milieu alcalin (Best, Taylor et Brobeck, 1979). Plusieurs
isoformes de la trypsine sont formées a la suite de différentes autolyses et coexistent chez
I’humain (Rinderknecht, Renner et Carmack, 1979). La trypsine est responsable de
’hydrolyse des liens peptidiques du coté du groupement acyle au niveau des acides aminés
possédant une charge positive dans leur chaine latérale, soit le Lys et 1I’Arg. Elle peut
également briser les liens esters et amides de ces mémes deux acides aminés. La trypsine est
également reconnue comme une enzyme protéolytique qui active les autres zymogenes
pancréatiques (Fingerman, 2001). La trypsine s’autolyse par clivage de I’ Arg 122 au niveau
de sa boucle d’autolyse composée des résidus d’acides aminés 117 a 128 (Kukor et al.,

2002).
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Figure 2.11 : Représentation tridimensionnelle de la trypsine pancréatique (d’apres Protein

DataBank)

La chymotrypsine (EC 3.4.2].1) est également une sérine protéase dont il existe
plusieurs isoformes : alpha, béta et gamma. La forme o ou chymotrypsine A (Fig. 2.12) est la
plus spécifique et la plus abondante chez I’humain (Neurath et Bailey, 1954). Elle possede
une masse moléculaire de 25 kDa et un point isoélectrique de 9,1 (Uhlig et Linsmaier-
Bednar, 1998). Son pH optimal se situe entre 8,0 et 9,0. La chymotrypsine A possede une
structure globulaire compacte constituée de 3 chalnes polypeptidiques reliées par 2 ponts
disulfure et repliées en 2 domaines de 120 acides aminés (Schaller, 2008). Elle est sécrétée
par le pancréas sous forme inactive, le chymotrypsinogene. Lors de son largage dans la
lumiere intestinale, la trypsine va cliver celui-ci entre I’Arg 33 et I’lle 16, et ainsi activer
’enzyme. Les deux fragments protéolytiques restent li€s grace au pont S-S, contrairement a
la trypsine. La chymotrypsine a pour fonction de cliver les liens peptidiques du c6té acyle des
acides aminés aromatiques peu solubles possédant un noyau phényle, c’est-a-dire la tyrosine
(Tyr), le tryptophane (Trp) et la phénylalanine (Phe). La chymotrypsine A clive
exclusivement au niveau de ces acides amin€s aromatiques. En plus de cliver les acides
aminés aromatiques, la chymotrypsine B clive au niveau de la Leu tandis que la
chymotrypsine y (C) peut cliver au niveau du Glu et la méthionine (Met). Certaines €tudes

ont démontré qu’elle hydrolysait également les liens amides et esters de ces mémes acides
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aminés (Beck, 1973). La boucle d’autolyse, composée des résidus 142 & 153, est attaquée par
une autre chymotrypsine au niveau de la Tyr146 ou I’ Asp 148 par la trypsine pour désactiver

I’enzyme (Rovery, 1988).

L’€lastase est la protéase pancréatique responsable de la scission de I’élastine, une
protéine hautement insoluble et riche en proline (Pro) et glycine (Gly). Cette protéine est
responsable de I'élasticité des fibres tissulaires. Cette sérine protéase va briser les liens
peptidiques du co6té acyle des résidus d’acides aminés d’alanine (Ala), Gly et Ser

{Rosenbloom, 1984).

Figure 2.12 : Représentation tridimensionnelle de la chymotrypsine pancréatique (d’apres

Protein DataBank)

Les carboxypeptidases sont des exopeptidases agissant en clivant les acides aminés
carboxyterminaux. Ce sont des métalloprotéinases qui contiennent un noyau de zinc (Vallee
et Neurath, 1954). La carboxypeptidase A clive préférentiellement les acides aminés
terminaux aromatiques ou possédant une chaine latérale aliphatique telles la Leu, I’Ala et
I'Ile. La carboxypeptidase B clive les acides aminés terminaux chargés positivement, soit la

Lys et I’Arg (Boyer, Lardy et Myrbick, 1960).



41

CHAPITRE III

METHODES DE DOSAGE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Plusieurs domaines scientifiques s’intéressent a 1’étude des enzymes. Les industries
pharmaceutiques et biomédicales ainsi que la recherche fondamentale en sont quelques-uns.
11 est donc primordial d’avoir des méthodes de détection et de dosage pour ces enzymes.
Elles permettent de quantifier ou encore d’étudier les parametres physicochimiques des
enzymes. Une méthode de dosage de I’activité enzymatique consiste & mesurer |’activité
enzymatique en €valuant la variation de la quantité de substrat ou de produits formés sur une
période de temps. Les biochimistes ont utilisé plusieurs techniques pour €tudier les réactions
enzymatiques, mais de nos jours, la méthode de la vitesse initiale est la plus commune et la
plus facile d’utilisation (Xie et Lu, 1999). Ce type de méthodes consiste & mesurer la vitesse
initiale (la vitesse a laquelle ’enzyme catalyse la réaction avec un trés large exceés de

substrat). Il existe deux grandes approches de base pour mesurer ’activité enzymatique :

méthodes a temps fixe et méthodes en cinétique.

Le dosage d’une enzyme en cinétique consiste a suivre en continu la quantité du
compos€ choisi, soit la disparition de substrat ou la formation du produit. Les méthodes
radiométriques, spectrométriques (colorimétrie, spectrophotométrie, spectrofluorométrie,
etc.), électrochimiques (ampérométrie, potentiomeétrie, etc.) sont souvent employées (Beisson
et al., 2000). En effet, elles peuvent fournir des valeurs en continu. Les approches cinétiques
peuvent également Etre réalisées en prélevant des échantillons d'une réaction a des intervalles
de temps relativement courts (normalement inférieurs & une ou deux minutes). Par la suite,
les changements de concentration du produit choisi sont dosés, soit par spectrophotométrie,
radiométrie ou autres. Les méthodes en cinétique sont préférentiellement utilisées si les
conditions le permettent, car elles permettent de s'assurer que la réaction se déroule dans la

partie linéaire initiale.
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Une autre approche souvent utilisée est celle du dosage a temps fixe. Elle consiste
essentiellement & mélanger les composantes de la réaction et ensuite a les incuber durant un
certain temps de réaction. A la fin de cette incubation pour un temps déterminé, la quantité de
substrat restant ou de produit formé est mesurée. Le dosage du composé choisi peut se faire
par des méthodes spectroscopiques, radio-isotopiques ou autres. La principale faiblesse de
cette approche est qu'elle ne permet pas de savoir avec certitude si le prélévement des

échantillons est réalisé a un point ol la réaction se trouve dans la portion linéaire initiale.

3.1 Méthodes actuelles USP

« United States Pharmacopeia-National Formulary » (USP-NF) est un recueil de
normes de pharmaceutiques édité par la Pharmacopée américaine (USP). Il contient les
différentes normes établies pour les médicaments, les formes posologiques, les substances
médicamenteuses, les dosages pharmaceutiques, les appareils médicaux et les compléments
alimentaires. L’Agence Fédérale Américaine sur les aliments, les médicaments et les
cosmétiques (FDA) désigne USP-NF comme recueil officiel pour les médicaments mis sur le
marché aux FEtats-Unis, mais ces normes sont reconnues dans plus de 130 pays. C’est
pourquoi les fabricants souhaitant mettre des produits thérapeutiques sur le marché a I'échelle
mondiale se basent sur "'USP-NF pour gérer leurs produits pharmaceutiques. Le fait d'étre
conforme aux normes USP-NF est accepté a I'échelle internationale comme une assurance de
qualité. Ce recueil comporte une section regroupant les différentes monographies, dont celles
concernant la pancréatine et la pancrélipase (pancréatine enrichie en lipase), deux principes
actifs d’extraits pancréatiques porcins. Ces monographies contiennent, entre autres, des
notices techniques contenant les méthodes de dosages recommandées (United States

Pharmacopeial Convention, 2000)

3.1.1 Lalipase

Mesurer les acides gras libérés sous ’action hydrolytique de la lipase est une

technique simple et efficace pour évaluer I’activité enzymatique de lipase. La Pharmacopée
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américaine se base donc sur ce principe pour établir une méthode de référence pour le dosage
de la lipase pancréatique. En effet, elle recommande ’utilisation d’une méthode
potentiométrique basée sur le changement de pH (Cherry et Crandall Jr., 1932). Ce titrage
acide-base serait difficile a réaliser a ’aide d’un indicateur coloré vu la turbidité et I’opacité
du substrat utilisé (huile d’olive/gomme arabique). La détection potentiométrique du point de

virage est donc avantageuse.

Lorsqu’un titrage potentiométrique est exécuté, les changements observés, dans un
€chantillon inconnu, lors de I’ajout d’un titrant de concentration connue sont mesurés par une
cellule électrolytique. Cette méthode peut étre appliquée a toutes les réactions titrimétrique 2
condition que la concentration d'au moins une des substances en cause peut €tre suivi au
moyen d’une €lectrode. La courbe de titrage peut €tre suivi point par point en tragant une

courbe du pH en fonction du volume correspondant de titrant ajouté.

Lors du titrage potentiométrique pour le dosage de la lipase, une électrode au calomel
(chlorure mercureux) saturée en chlorure de potassium est utilisée. Cette électrode est basée

sur le couple redox Hg,Cly/Hg et ’équilibre suivant (Sarrazin et Verdaguer, 1991) :

2Hg - Hg’t+2¢
Hg,” +2ClI = HgCl
2 Hg +2CI = ngClZ )+ 2¢€

Le potentiel pris par cette €lectrode dépend uniquement de la concentration en ions
chlorures. e potentiel de l'électrode au calomel est donc fix€ par la concentration de la
solution de KCI dans laquelle elle baigne: concentration molaire, décimolaire, ou saturée
(Sarrazin et Verdaguer, 1991). Lors d’une variation de la concentration en ion H' dans une
solution, un changement dans la composition de la membrane de verre se produit due a un
processus d'échange d'ions impliquant la solution et la membrane. Un changement
correspondant dans la membrane de potentiel, proportionnel au pH, est ce qui est mesuré.

Chaque €lectrode de verre €tant différente due a la difficult€ de reproduire la membrane de
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verre, il est nécessaire d'uniformiser le pH metre et 1'électrode contre au moins deux solutions

de pH connu avec précision,

Ce dosage de la lipase nécessite également ’utilisation d’un substrat compos€ d’une
émulsion de triglycérides d’acides gras & chaine longue. Cette €émulsion, réalisée a partir de
I’huile d’olive, a également besoin d’étre stabilisée par un agent émulsifiant. L utilisation de
gomme arabique est donc suggérée dans la préparation de ce substrat. La grandeur de la
surface de l'interface huile/eau est également un aspect important dans I’évaluation de
’activité enzymatique de la lipase et donc, ’impact de ’aire des gouttelettes de substrat
devient un facteur a prendre en compte et a standardiser. La grosseur de ces gouttelettes doit
pouvoir étre réalisée de maniere reproductible et bien caractérisée. Plusieurs appareils tels le
sonicateur ou le mélangeur a lame peuvent étre employés pour obtenir un substrat

correspondant au standard pour I’émulsion de substrat (90%de moins de 2 m).

Les acides gras libérés sous [’action lipolytique sont mesurés par dosage
titrimétrique, soit la quantité de NaOH nécessaire pour garder le pH constant. Ce NaOH vient
neutraliser la charge acide causée par la libération d’acides gras dans le milieu réactionnel.
L’unité enzymatique d’activité de la lipase définie par la Pharmacopée américaine correspond

a la quantité d’enzyme qui libere 1 wEq d’acides gras par min a pH 9.0 et 37 °C.

Quoique cette méthode soit précise et simple, elle demande une grande quantité de
matériels et de temps (exemple : 5 h de préparation de substrat). De plus, plusieurs méthodes
ont des sensibilités beaucoup plus importantes que la méthode titrimétrique. Une méthode
chromogénique, connue pour sa grande sensibilité, offrirait également plusieurs avantages
tels le fait que le substrat soit commercial et déja préparé, que les équipements nécessaires se

résument principalement & un spectrofluorimetre, etc.
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3.1.2 L’alpha-amylase

En 1908, Wohlegemuth introduit le principe de la méthode iodométrique (Umbreit,
2002) que Somogyi caractérisa en 1938 en établissant une maniére de standardiser ’iode et
I’amidon. L.a méthode de la Pharmacopée américaine pour le dosage de ’amylase est dérivée
de cette méthode amyloclastique. Elle est basée sur la propriété de I'iode a former des
complexes d’inclusion « clathrates » avec I’amidon qui engendrent une coloration bleu foncé
dont I’intensité est dépendante de la concentration et de la longueur de la chaine (Somogyi,
1938). En effet, en présence d’iode (I,) et d’iodure de potassium (KI), il y a formation d’un
ion triiode qui est soluble en milieu aqueux contrairement au diiode (1) (Skoog et al., 1997).
Ce triiode se glisse a l'intérieur des hélices d'amylose et se fixe a celle-ci pour former des
« clathrates » a raison d'une molécule par tour d’hélice soit six résidus glucose (Kearsley et
Dziedzic, 1995). Donc, lors d’une digestion enzymatique d’amidon par l’c-amylase, la
quantité d’amidon non hydrolysé va réagir avec ’iode ajouté. L’exces d’iode n’ayant pas
réagi subira une titration réductrice au thiosulfate de sodium selon 1’équation

steechiométrique suivante :

L +2807 2 S05+37T

La détection de la neutralisation se fait par titrage colorimétrique. En effet, la
coloration bleu foncé disparaitra a mesure de la neutralisation de I'iode par le thiosulfate et la
disparition complete de coloration correspondra au point de virage. L.’ activité enzymatique de
I’amylase peut donc étre déduite selon la quantité de titrant utilisée et la quantité de substrat

initiale (Ehrhardt, Grasshoff et Kremling, 1998).

L’unité enzymatique de I’amylase définie par la Pharmacopée américaine correspond
a la quantité d’enzyme qui est nécessaire pour décomposer I’amidon a la vitesse initiale ol
0,16 nEq de lien glycosidique est hydrolysé par minute. L.a quantité de liens glycosidiques
hydrolysés par minute (0,16) correspond a [’hydrolyse du lien d’une des six molécules (1/6)

de glucose par tour d’hélice se liant a I’iode.
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Plusieurs désavantages sont associ€s a |’utilisation de cette méthode, dont le manque
de stabilité de la coloration formée par le complexe amidon-iode causé entre autres par la
température (Chapin e al., 1944) entrainant une reproductibilité et une répétitivité moins
adéquates. Le termps requis pour la réaction et la préparation des réactifs (plusieurs heures)

est également un facteur non négligeable.

3.1.3  Les protéases

La méthode de dosage de ’activité protéolytique recommandée par la Pharmacopée
américaine est une modification du protocole €tabli par Kunitz (1947). Celui-ci comporte
plusieurs €tapes : une action protéolytique sur le substrat, une précipitation des protéines non
clivées par 1'acide trichloroacétique (TCA) et une détection des acides aminés aromatiques

des peptides clivés par une lecture en spectrophotométrie a 280 nm.

L’activité des protéases est déterminée sur un substrat protéique, la caséine. Cette
protéine issue du lait est utilisée pour sa grande disponibilité et €galement pour sa sensibilité
a la protéolyse sans ]a nécessité d’une dénaturation préalable (McKellar, 1989). Par la suite,
apres ’arrét de la réaction enzymatique, les peptides non clivés sont enlevés du milieu par
I’action précipitante du TCA. Celui-ci est un agent précipitant trés efficace en présence de
solution diluée et fonctionne selon un mécanisme d’agrégation hydrophobique (Xu, Xie et
Zhou, 2003). Premiérement, il a ét€ découvert que la présence des groupements chloro é€tait
capitale et que leur remplacement ou I’absence d’un seul groupement diminuait le pouvoir de
précipitation de cette solution (Sivaraman et al., 1997) et que le TCA engendrait chez les
protéines un €tat intermédiaire dit « €tat A » ou les protéines dénaturée ne présentant que des
structures secondaires se regroupaient par associations réversibles. Ces regroupements sont

prompts a I’agrégation et par la suite, ils entrainent la précipitation (Sivaraman et al., 1997).

La solution ne contient donc, par la suite, que les fragments peptidiques clivés par les
protéases qui pourront étre détectés par la lecture de |’absorbance en ultraviolet (UV) vu que

leur quantité sera proportionnelle a I’activité enzymatique opérée. En effet, les acides aminés
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aromatiques, surtout la tyrosine et le tryptophane, absorbent la lumiere UV avec une
absorbance maximale a 280 nm (Gore, 2000). L’unité enzymatique conventionnelle de I’'USP
pour des protéases est donc définie comme la quantité d’enzyme permettant I’hydrolyse de la
caséine & une vitesse initiale libérant par minute une quantité de peptides, non précipités par
le TCA, donnant la méme absorbance 4 280 nm que 15 nmo] de tyrosine, soit un changement

de densité optique (AA/min) de 0.001.

11 existe plusieurs désavantages reliés a ce protocole, dont le temps requis pour sa
réalisation (plusieurs heures), le nombre élevé d’étapes et de manipulations nécessaires
(réaction enzymatique de 45 minutes, précipitation au TCA et détection
spectrophotométrique), et de plus, cette méthode est considérée comme €tant peu sensible
(Bisswanger, 2007). En effet, la détection spetrophotométrique a 280 nm a une sensibilité

minimale de 20 ug/mL de BSA (Hockfield et al., 1993).

3.2 Méthodes alternatives

Plusieurs méthodes alternatives a celles recommandées par la Pharmacopée
américaine existent. Cependant, 1’objectif étant de doser ’activité enzymatique et non la
présence de I’enzyme, des méthodes chromatographiques telles la chromatographie liquide &
haute performance (HPLC), souvent utilisées dans I’industrie pharmaceutique, ne sont pas

nécessairement des alternatives adéquates.

Les méthodes radiométriques pour le dosage enzymatique existent pour chacune des
enzymes pancréatiques et pourraient étre d’emblée de bonnes candidates comme solution
alternative a I’utilisation des méthodes USP-NF. Elles se basent sur 1’association covalente
d’un isotope radioactif & une molécule de substrat spécifique a chacune des enzymes, par
exemple la [’H] trioléine pour la HPL, la ['®]] T-Chloramine-amidon pour I’amylase et la
['“C] caséine pour les protéases (Aw, 1974; Christen, 1987; Doolittle et Reue, 1999). Sous
’action enzymatique, le substrat sera transformé en un produit qui sera quantifié par son

émission dans un compteur a scintillation. Cette méthode peut étre tres sensible et spécifique
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selon la méthode de détection et I'isotope utilis€. Par contre, elles nécessitent une étape
supplémentaire qui consiste en la séparation du produit engendré et du substrat radiomarqué
dans le but de bien séparer les isotopes associés a chacune de ces molécules. Ceci peut étre
fait par chromatographie (ex : chromatographie sur couche mince, chromatographie liquide a
haute performance), extraction au solvant, centrifugation ou autres {Gul, Sreedharan et
Brocklehurst, 1998). En plus des problématiques associées a la réalisation d’une séparation
adéquate, les substrats peuvent étre trés dispendieux et l'utilisation de la radioactivité
engendre €galement plusieurs désavantages: personnel hautement qualifié nécessaire,
possession de 'ultrastructure et d’un systtme de gestion des déchets radioactifs, de

formations continues du personnel (Borel, 1997).

D’autres méthodes immunologiques, potentiométriques ou autres existent pour une
ou plusieurs des enzymes pancréatiques. Par contre, les méthodes en spectrophotométrie ou
en spectrofluorométrie sont souvent utilisées pour leur grande disponibilité, leur facilité
d’utilisation, leur sensibilité et leurs mécanismes trés connus (Hui, 2006). En effet, une
méthode analytique de dosage des activit€s enzymatiques doit posséder le plus grand nombre
des qualités suivantes: sensibilité, reproductibilité, flexibilité, simplicité et disponibilité
(Illanes, 2008). La spectrophotométrie et la spectrofluorométrie correspondent donc, a la

majorité de ces criteres.

32,1 Méthodes chromogéniques

Un chromophore est le terme utilisé pour désigner une molécule (ou une partie de
molécule) colorée. En fait, ¢’est un groupement d’atomes qui compose cette molécule qui
engendre sa couleur en absorbant I’énergie des photons. Certains chromophores servent de
substrats pour les dosages d’activité enzymatiques. [ls peuvent correspondre simplement aux
molécules de substrats ou de produits, mais ils peuvent €galement étre des molécules
couplées de fagon covalente aux substrats ou produits. Deux types de substrats

chromogéniques existent pour doser les enzymes :
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1. les substrats chromogéniques dont le mécanisme passe par la libération de fragments
lors du clivage hydrolytique par I’enzyme. Les chromophores sont reliés a ces
fragments. Souvent macromoléculaire, ce type de substrat est généralement peu
soluble tandis que les fragments libérés sont solubles et génerent une augmentation

du signal de détection proportionnel a I’activit€ enzymatique.

2. les substrats chromogéniques dont leur état initial est non coloré (forme « leuco »).
Ce sont généralement de petites molécules solubles qui, sous I’action enzymatique,
libereront un produit d’hydrolyse coloré causé par un réarrangement €lectronique du
chromophore. Ce produit va augmenter I’intensité du signal de détection et celui-ci

sera proportionnel a I’activité enzymatique.

3.2.1.1 Méthodes chromogéniques en spectrophotométrie

Pour la lipase, plusieurs méthodes en spectrophotométrie existent et utilisent une
variété de substrat tels les résorufin esters, des analogues de triacyl thioglycérides et des
dérivés 4-nitrophényl de dialkylglycérol (Ciuffreda et al., 2001; Santaniello et al., 2006;
Yamada et Fujita, 2007). Un substrat chromogénique comme le nitrophenylester ayant des
chaines alkyles de longueurs varides peut étre utilis€é dans une micro€mulsion eau/huile
(Fletcher et al., 1985) Cette méthode n’est pas cependant trés appropriée puisque la présence
de détergent, souvent utilisé dans les dosages de la lipase, déstabilise la microémulsion. Une
variante de la méthode de Fletcher est compatible avec les détergents et utilise, par exemple,

le 4-nitrophenyl butyrate dont I’absorbance est lue a 346 nm (Zhong et Glatz, 2006).

L’alpha-amylase peut également &tre dosée par plusieurs méthodes en
spectrophotométrie (Dupuy, Hilaire et Aubry, 1987; Fenton et al., 1982; Klein et Foreman,
1980). Par exemple, le 2-chloro-4-nitrophenyl-alpha-maltrioside dont la libération de
nitrophénol peut étre directement observé a 400 nm (Gella ef al., 1997). 11 existe aussi des
substrats a base d’amidon, dont le « Blue-Starch » qui est en fait un couplage covalent entre

le chromophore Cibachron blue et I’amidon réticulé. Le fragment soluble libéré par I’action
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hydrolytique de I’amylase sera détecté a 595 nm. Le p-nitrophenyl-alpha-D-maltoheptaoside
(forme «leuco») est également un substrat chromogénique dont [’action de |’amylase

liberera le p-nitrophenol (coloration jaune) dont la détection se fait a 490 nm.

Les méthodes chromogéniques permettant de doser les peptidases pancréatiques sont
peu nombreuses. Par contre, deux substrats chromogéniques en spectrophotométrie sont
régulierement utilisés : le Benzoyl-L-arginine €thyl ester (BAEE) pour la fonction estérase et
également le Benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) pour la fonction amidase
(Venkatesh et Sundaram, 1998). Cependant, ces substrats sont peu précis pour €valuer
Ientiereté du contenu en protéases pancréatiques. En effet, ils permettent de doser 1’action
catalytique de la trypsine de cliver de c6té du groupement acyle de I’arginine. Quoique le
contenu pancréatique en protéases soit majoritairement de la trypsine (Whitcomb et Lowe,
2007), ces substrats ne sont donc pas adéquats pour doser ’entiereté des protéases tout
comme les autres substrats spécifiques a d’autres protéases tels le Benzoyl-L-tyrosine ethyl
ester (BTEE) pour la chymotrypsine (Kang et Fuchs, 1973). Par contre, une méthode faisant
appel a la caséine couplée au résorufin activé (N-(résorufin-4-carbonyl) piperidine-4-acide
carboxylique-N’-hydroxysuccinimide-ester) pourrait remplir le rble de doser [activité
protéolytique totale en spectrophotométrie (Schickaneder et al., 1988) de facon plus proche
aux méthodes USP.

3.2.1.2 Méthodes chromogéniques en spectrofluorométrie

La fluorescence est un phénomene d’émission, c’est a dire que 1’énergie de transition
de la molécule (entre un état de plus haute et de plus basse énergie) est mesurée par la
détection d’une radiation émise plutdt que par I’absorption (Wilson et Walker, 2000). En
effet, une molécule fluorescente (fluorophore ou fluorochrome) possede la propriété
d'absorber de |'énergie lumineuse et de la restituer rapidement sous forme de lumiere

fluorescente émise.
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A son état fondamental SO, le fluorophore absorbe 1’énergie du photon et la molécule
se retrouve alors dans un état €lectroniquement excité, souvent un €tat singulet, nommé
généralement S1 ou SO* (Wilson et Walker, 2000). Le retour a I'état fondamental peut alors
se faire soit par fluorescence, soit par phosphorescence. La fluorescence est caractérisée par
I'émission d'un photon de maniere trés rapide qui s’explique par le fait que I'émission respecte
la regle quantique AS=0, ce qui signifie que la molécule reste dans un état singulet. La
lumiere €mise (A.,) peut étre de méme longueur d'onde (fluorescence de résonance) ou de
longueur d'onde plus grande ou plus petite que la longueur d’onde d’excitation (A.) (Gore,
2000).

En pratique, la spectrofluorométrie est réalisée a I’aide d’un spectrofluorimetre. Deux
types d’appareils prédominent et sont définis par leur processus d’isolation de la lumieres
(fluorescente ou incidente) : spectrofluorimetres a filtres et spectrofluorimetres a
monochromateur de diffraction optique. Par contre les deux types utilisent le mode de
fonctionnement général suivant : une source d'excitation (exemple : laser, lampes, etc.) émet
de la lumiére qui va passer par un filtre ou un monochromateur, puis dans I'échantillon
(Permyakov, 1993). Une partie de cette lJumiére peut alors étre absorbée, induisant 1’émission
de la fluorescence de certaines molécules dans I'échantillon. Une partie de cette €émission est

ensuite concentrée sur un filtre ou un monochromateur, puis captée par un détecteur.

Entre 1995 et 2000, plus de 60 000 articles ont traité de la spectrofluorométrie, ce qui
en fait une technique de mesure analytique tres utilisée (Gore, 2000). La spectrofluorométrie
est un type de spectroscopie €lectromagnétique qui analyse la fluorescence d’un échantillon.
Cette technique utilise une source de lumiere, g€néralement de 1’ultra-violet, pour exciter les
molécules et engendrer une émission de lumiere de basse €nergie, souvent dans le domaine
du visible. Les méthodes spectrofluorométriques de dosage des enzymes utilisant la
spectrofluorométrie impliquent généralement une émission de fluorescence de la part d’un
chromophore couplé de fagon covalente au substrat & un endroit spécifique. Dans certains
cas, un cofacteur enzymatique peut servir de chromophore fluorescent. Par exemple, le FAD

(flavine adenine dinucleotide) est naturellement fluorescent dans sa forme oxydée, mais il ne




52

I"est pas dans sa forme réduite. Il est, entre autres, un cofacteur de nombreuses enzymes de

type oxydase {cholestérol oxydase, glucose oxydase, etc.) (Xie et Lu, 1999).

Au cours des dernieres décennies, plusieurs méthodes ont ét€ développées pour doser
les enzymes pancréatiques en utilisant des méthodes en fluorescence. Des substrats tels le N-
méthyl-indoxyl myristate et le dilaurate de fluorescéine (Guilbault et Hieserman, 1969;
Meyer-Bertenrath et Kaffarnik, 1968) ont été développés pour le dosage de la lipase. Les
substrats fluorogéniques pour le dosage de I’alpha-amylase sont plus rares, mais par exemple,
des dérivés p-nitrophenyl-a-maltopentaoside ont €t¢ synthétisés dans ce but (Omichi et
Ikenaka, 1984). Les protéases pancréatiques ont €té |’objet de plusieurs études sur de
multiples substrats chromogéniques protéiques tels la [-caséine couplée au N-(7-
diméthylamino-4-méthylcoumarinyl)-maléimide (DACM) et a lisothiocyanate de
fluorescéine (FITC) (Farmer et Yuan, 1991) ou non protéiques tels le 6-aminoquinoline

(Brynes, Andrade et Gordon, 1982).

Une méthode a été développée utilisant un dérivé 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene (BODIPY) couplé a la caséine (Fig. 3.1), substrat naturel des protéases, pour
€valuer ’activité protéolytique (Jones et al., 1997). Ce chromophore ne présente aucun
déplacement de fluorescence, méme a un faible degré de couplage, et il peut étre synthétisé
pour une fluorescence verte comme la fluorescéine ou rouge comme le Texas Red.
L’avantage de cette méthode est qu’elle a €t€ développée pour étre utilisée de maniére
continue, en cinétique, vu qu’elle ne nécessite pas d’étape de séparation du produit de la
réaction catalytique et le substrat de départ (Fig. 3.1). Cette condition est avantageuse pour
réaliser des méthodes rapides, efficaces et facilement applicables de maniére automatisée en
industrie. De plus, le substrat fluorogénique BODIPY a également fait 1’objet d’une autre
étude démontrant son application a de grands nombres d’échantillons et & faible volume, soit
en microplaque (Menges et al., 1997). Précédemment, des méthodes de dosage en
fluorescence de la lipase, phospholipase et autre enzymes lipolytiques ont ét€ décrites
(Hendrickson, 1994). Entre autres, ’utilisation du chromophore BODIPY en fluorescence
verte a été présentée pour le dosage d’activité enzymatique en continu pour ces enzymes.

L’utilisation du méme chromophore pour doser les enzymes pancréatiques serait un avantage
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intéressant au niveau de la validation de méthodes et au niveau des cofits pour I’industrie. En
2005, lutilisation d’un substrat chromogénique en fluorescence utilisant le composé
BODIPY pour le dosage de ’amylase sanguine fut rapportée (Winston et al., 2005). Le
compos¢ émettant en fluorescence verte, BODIPY-FL, a ét€ couplé a trois substrats
spécifiques a chacune des enzymes pancréatiques: aux triglycérides pour la lipase, a

I’amidon de mais soluble pour I’amylase et & la caséine pour les protéases.

Substrat

BODIPY® FL

Figure 3.1 : Représentation schématique de I’action enzymatique sur un substrat couplé au

chromophore fluorescent BODIPY (d’aprés www.invitrogen.com) oti les molécules ( 2*# )
o

sont séparés pour €mettre la fluorescence (

Les avantages reli€s a ces composé€s, soit la possibilité€ de lecture en cinétique et la
sensibilit¢ des méthodes en fluorescence, ainsi que les avantages industriels et au niveau
validation, suscitent I'intérét pour ces substrats comme méthode alternative a celles
recommandées par la Pharmacopée américaine, mais il faut au préalable évaluer leur capacité
par rapport aux méthodes USP. L’objectif de ce projet de maitrise a €té de développer des
méthodes de dosage des enzymes pancréatiques a partir des substrats commerciaux couplés
au chromophore BODIPY en déterminant les conditions réactionnelles optimales ainsi que

les paramétres cinétiques.
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CHAPITRE IV

PRESENTATION DU PROJET

L’objectif principal de ce projet a été d’optimiser des méthodes chromogéniques avec
des substrats d’origine commerciale pour I’évaluation de I’activité enzymatique de chacune
des enzymes pancréatiques pour des applications pharmaceutiques, dans le but d’obtenir une
alternative adéquate a ['utilisation des méthodes de dosage recommandées par la
Pharmacopée américaine (USP). Un autre objectif majeur a été d’établir les conditions

expérimentales pour assurer un certain degré d’harmonisation des dosages pour les trois

enzymes pancréatiques.

Des essais préliminaires ont €té réalisés sur différentes méthodes pour chacune des
enzymes pancréatiques et les méthodes utilisant des substrats chromogéniques avec le
chromophore fluorescent BODIPY ont été sélectionnées pour leur performance et leurs

avantages.

Par la suite, plusieurs objectifs spécifiques ont €té déterminés pour le processus

d’optimisation des ces méthodes :

1) Optimiser les différents parametres réactionnels :

1) Sélection du tampon

i) Concentration de ce tampon
1) Présence de cofacteurs

v) pH du milieu réactionnel

v) Température de la réaction



55

2) Déterminer les parametres cinétiques :
1) Concentration optimale de substrat (courbe de saturation de
Michaelis-Menten),
i) Evaluation des constantes Ky et Vo (double réciproque de
Lineweaver-Burk)
iii) Concentration d’enzyme pour une réponse linéaire

1v) Temps de réaction

Suite & ['optimisation de chacune des méthodes associées aux enzymes
pancréatiques, il €tait nécessaire d’évaluer leur potentiel d’utilisation comme remplacement
des méthodes USP. Cette étude a été réalisée sur des échantillons de principes actifs
d’extraits pancréatiques concentrés (PEC) dont les valeurs en activité enzymatique de
chacune des enzymes ont €té comparées en termes d’erreur relative (USP  vs

chromogéniques) et d’écart type relatif pour chaque méthode.

Une formulation pharmaceutique contient plus que le principe actif et ¢’est pourquoi
I’évaluation de !'impact de la présence d’excipients dans les diverses formulations
pharmaceutiques a ét€ €galement réalisée par les deux méthodes en terme d’erreur relative
(sans vs avec excipients). Les excipients €valués étaient ceux contenus dans deux
formulations commerciales originales et communs pour I’industrie pharmaceutiques

(désintégrants, liants, enrobants, etc.).
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Figure 4 : Présentation schématique et de fagcon harmonisée des différentes étapes associées

a chacune des trois enzymes pancréatiques étudiées dans le projet.



PARTIE II

PARTIE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE V

ARTICLE soumis & «Analytical method»

L’optimisation et I’harmonisationde méthodes chromogéniques pour I’évaluation des enzymes

pancréatiques pour des applications pharmaceutiques

Dominique Demers', Francine Hamel?, Erick Tessier, Pompilia Ispas Szabo'? et Mircea

Alexandru Mateescu'.

l Département de chimie et Centre BioMed, UQAM, Montreal, Canada

2 Axcan Pharma, Mont-St-Hilaire, Canada.

Les enzymes pancréatiques sont utilisées comme supplément pour les patients souffrant
d’insuffisance pancréatique exocrine. Cette ¢tude montre le potentiel d’utilisation des méthodes
chromogéniques en fluorescence pour le dosage de ’activité de la panciélipase, vu leurs avantages. Les
parametres réactionnels tels que le type et la concentration du tampon, le pH, la température et les
cofacteurs enzymatiques furent €tudiés et optimis€s, car ce sont des parametres pouvant fortement
influencer I’activité enzymatique de la lipase, de I’amylase et des protéases. Chaque méthode spécifique a
une enzyme a €t¢ optimisée pour ces facteurs. Les parametres cinétiques ont également €té déterminés et
les valeurs trouvées ont ét€ respectivement 2,63, 11,56 et 15,46 ug/mL pour les K, et de 476.19, 138,89
et de 135,14 RFU/min pour les V,,, de la lipase, de ’alpha-amylase et des protéases. Les plages de
concentration des enzymes ainsi que le temps de réaction permettant une €valuation précise ont €té
déterminés : 0.01 a2 1 mU et 10 min de réaction cinétique de la lipase, 0.04 mU a 6 mU et 5-20 min de
cinétique pour I’alpha-amylase et de 4 2 24 mU et 20-40 min de cinétique pour les protéases. Les écarts-
types relatifs ainsi que les erreurs relatives des méthodes chromogéniques ont été évaluées et comparées
aux valeurs trouvées par les méthodes de I’United States Pharmacopeia (USP). Elles ont ét€ trouvées
équivalentes pour les deux méthodes et aucune interférence significative n’a été trouvée entre I’enzyme et
divers excipients communs (désintégrants, lubrifiants, liants, enrobant, etc.). En conclusion, ces méthodes
chromogéniques en fluorescence peuvent étre considérées adéquates pour I’évaluation de la pancrélipase,
un principe actif pharmaceutique, et leurs avantages pour les analyses de dosages pharmaceutiques, tels la
grande sensibilité, la rapidité¢ et la simplicit¢ d’utilisation, sont importants et d’intérét a prendre en

considération.



59

Chromogenic methods optimized for the evaluation of pancreatic

enzymes in pharmaceutical applications

Dominique Demers ', Francine Hamel'”?, Erick Tessier’, Pompilia Ispas-Szabo "2 and

Mircea Alexandru Mateescu

' Department of Chemistry & Centre BioMed, Université du Québec 2 Montréal,
CP 8888, Branch Centre-Ville, Montréal (Québec) Canada, H3C 3P8
* Axcan Pharma Inc.,

597 Laurier Boulevard, Mont Saint-Hilaire (Québec) Canada, 13H 6C4

* Corresponding author
Tel.: +1 514 987 4319
Fax: +1 514 987 4054

E-mail address: mateescu.m-alexandru @uqam.ca



60

Abstract

Chromogenic assays with fluorescent substrates were adapted for the harmonized evaluation of
pancreatic enzymes in pharmaceutical preparations. Factors as buffer concentration, pH, temperature and
cofactors were evaluated and found to have an impact on the enzymatic activity of lipase, amylase and
proteases. The mentioned parameters were optimized for each standard of pancreatic enzyme. Kinetic
constants were calculated for each enzyme and were respectively 2.63, 11.56 and 15.46 ug/mL for the K,,
and 476.19, 138.89 and 135.14RFU/min for the V., of lipase, alpha-amylase and proteases. The ranges
of application for the optimized chromogenic methods were found from 0.1 to 10 mU/mL of lipase
kinetic assay for 10 min; from 0.4 mU to 60 mU/mL of alpha-amylase kinetic assay from 5 to 20 min and
from 40 to 240 mU/mL for proteases kinetic assay from 20 to 40 min. Relative standard deviation for
each assay as well as relative error between the chromogenic methods and the United States
Pharmacopeia methods were evaluated with pancrealipase, and both statistical evaluations were found in
limits acceptable in the pharmaceutical industry. No significant interferences with some common
excipients were found with United States Pharmacopeia methods, nor with the chromogenic methods. In
conclusion, the proposed chromogenic assays were considered adequate to pancrelipase evaluation for

pharmaceutical dosages. Their advantages consist in high sensitivity, rapidity and user friendly.

Keywords: Chromogenic fluorescent assay, USP assays, lipase, alpha-amylase, proteases,

pancrelipase
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Introduction

The pancreatic juice containing pancreatic lipase, alpha-amylase and proteases, water, salts and
sodium bicarbonate helps to degrade the alimentary bolus. The lipase (EC 3.1.1.3) catalyses the
hydrolysis of triacylglycerols and other esters into free fatty acids ready to be absorbed. The alpha-
amylase (EC 3.2.1.1) activity consists in the cleavage of the a-endo-1-4 glycosidic bonds of ingested
polysaccharides to produce dextrin and maltose units. The pancreatic proteases, mainly trypsin (EC
3.4.21.4) and chymotrypsin (EC 3.4.21.1) but also aminopeptidases, elastase and carboxypeptidase A and
B, cleave the polypeptidic chain of the proteins at level of various amino acids specific to each protease

[1].

Some diseases such as chronic pancreatitis, mucoviscidosis (cystic fibrosis) or pancreatic tumours
may impede the pancreas toproduce these enzymes, leading to an exocrine pancreatic insufficiency. Many
clinical symptoms may occur, mainly loss of weight and steatorrhea. Indeed, lipase malfunction leads to

malabsorption of fat and then of liposoluble vitamins A, D, E and K, associated with steatorrhea |2, 3].

This pancreatic insufficiency is primarily treated by supplements with enzymes. The enzymes of
various sources (different species of bacteria, plants or animals) were used as active pharmaceutical
ingredient (APD)! in drugs. Pancreatic enzyme concentrates (PEC) extracted from pig’s pancreas are used
as replacement of the deficient digestives enzymes production. This therapy is aimed to provide an
adequate amount of enzymes in the duodenal lumen of the patient. Orally administered enzymes

(sensitive to gastric acidity), need to be protected by adequate gastro-resistant formulations [4, 5].

There is a continuously growing need of more efficient and safer drugs. USP monographs of
pancreatin and pancrelipase describe in details the methods recommended to evaluate the composition of
these pancreatic products containing lipase, amylase and proteases. The reference USP assay for lipase is
a titrimetric method, requiring various equipments [6]. The USP amylase assay is based on Willstétter-
Schubel procedure, a starch-iodine reaction [6, 7]. For proteases, USP assay recommends a
spectrophotometric method using casein substrate followed by trichloroacetic acid (TCA) precipitation

[6].

' Abbreviations used: Active pharmaceutical ingredient (API), pancreatic enzymes concentrate (PEC), United States
Pharmacopeia (USP), trichloroacetic acid (TCA), Boron Dipyrromethene difluoride (BODIPY), sodium hydroxide
and dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid (MOPS), 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-
propanediol (TRIS), temperature coefficient (Q,o), United States Pharmacopeia National Formulary (USP-NF),
relative standard deviation (RSD) and relative error (A).
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Due to the fact that USP procedures are quite complicated and time consuming, it appeared of
interest to investigate the use of chromogenic methods to evaluate the activity of pancreatic enzymes for a
pharmaceutical purpose and compare the two approaches in terms of sensitivity of methods, duration of

assays and required equipment.

Presently, several chromogenic substrates are commercially available for each of the three major
pancreatic enzymes. They have been developed for clinical or research utilisation [8-11]. In these
applications, the chromogenic methods demonstrated a good sensitivity and reproducibility [12, 13].
Fluorescent assays combine the accuracy of a kinetic assay, the sensitivity of fluorescence, and the ease of
handling for each of the pancreatic enzyme assay. The chromogenic substrates were selected based on the
affinity of the enzyme for a specific substrate (i.e. triacylglycerol for lipase, corn starch for amylase and
casein for proteases) derivatized with the quenched fluorophore BODIPY-FL (Boron Dipyrromethene
Difluoride) [13].

The aim of this study was to evaluate and to optimise the chromogenic methods based on the
BODIPY-FL substrates for the three pancreatic enzymes:lipase, amylase and proteases. The critical
conditions and kinetic parameters of the enzymatic reactions, as well as the potential impact of some
common pharmaceutical excipients on the enzymatic activity assay were investigated. The optimized
chromogenic methods were compared to the USP methods in terms of relative error (A) and relative

standard deviation (RSD).
Materials and methods

USP standard of lipase (21.2 U/mg), USP standard of amylase and proteases (174 U/mg and 124
U/mg respectively) were purchased from USP (Rockville, MD, USA); Casein from bovine milk (C-
5890), starch from potato (S2630), 0.1 N Iodine (35090), acacia (51201), olive oil (75343), bile salts
(48305) and 3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) (M3183) were from Sigma-Aldrich (St-
Louis, MO, USA). The trichloroacetic acid (TCA) (93610-340) and sodium thiosulfate (74888-380) from
Anachemia (Montreal, QC, Canada); 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (TRIS) from Bioshop
(Burlington, ON, Canada); sodium hydroxide and dimethyl sulfoxide (DMSO) from EMD (Gibbstown,
NJ, USA); magnesium chloride from Fisher Scientific (Montreal, QC, Canada) and calcium chloride from
BDH Laboratory supplies (Dorset, UK) were reagent grade and used without further purification.
Enzcheck lipase green fluorescent substrate (E33955), Enzcheck Ultra Amylase assay kit containing
sodium acetate (E33651) and Enzcheck Ulira Protease assay kit (E6638) were purchased from Invitrogen
(Burlington, ON, Canada). Common excipients (microcrystalline cellulose PH-101, crosscarmellose

sodium type A, Lactose monohydrate, castor oil hydrogenated, colloidal silicon dioxide, talc, magnesium
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stearate, stearic acid, triethyl citrate and hydroxypropyl methylcellulose phthalate) were provided by
Axcan Pharma, as well as pancreatic enzymes concentrate PEC A (52.5 U/mg of lipase, 329 U/mg of
amylase, 286 U/mg of proteases) and PEC B (89.0 U/mg of lipase, 336 U/mg of amylase 342 U/mg of

proteases).

The fluorimetric assays were carried out using a Tecan Infinite M-200 (Tecan, Durham, DC,
USA).

Chromogenic methods

Lipase assay. The Enzcheck lipase green fluorescent substrate (E33955)was dissolved, following
the manufacturer instructions, in DMSO to 100 pg/mL and subsequently diluted to 3.85 ug/mL in Tris
buffer solution {100 mM, pH 8.0) containing CaCl; (1 mM). It was then mixed to a 1:1 ratio with the
enzymatic solution in the well of a 96 well plate and read in kinetic conditions (RFU/min) with the Tecan
infinite M-200 spectrofluorimeter at 485 nm (excitation) and at 538 nm (emission) for 10 min at 36 = 0.5

°C. Calculations were made on results observed between 5 and 10 min of reaction.

Amylase assay. The Enzcheck DQ starch amylase substrate contained in the Enzcheck Ultra
Amylase assay kit (E33651)was dissolved, as suggested by the manufacturer, in a minimal volume of
sodium acetate buffer (50 mM, pH 4.0) and then, diluted to 1 mg/ml. with MOPS buffer solution (50
mM, pH 7.4) containing CaCl, (2.5 mM). The substrate solution was diluted to a working concentration
of 30 ng/mL in the same buffer. It was then mixed to a 1:1 ratio with the enzymatic solution in the well of
a 96 well plate and read in kinetic conditions (RFU/min) with the Tecan Infinite M-200
spectrofluorimeter at 485 nm (excitation) and at 538 nm (emission) for 20 min at 36 + 0.5 °C.

Calculations were made on results observed between 10 and 20 min of reaction.

Proteases assay. The Enzcheck casein chromogenic substrate contained in the Ultra Protease
assay kit (E6638) working solution (30 ug/mL) was prepared, as indicated by the manufacturer, by
diluting the stock solution 200 pg/mL in the same Tris buffer solution (100 mM, pH 8.0). It was then
mixed in a 1:1 ratio with the enzymatic solution in the well of a 96 well plate and read in kinetic
conditions (RFU/min) with the Tecan Infinite M-200 spectrofluorimeter at 485 nm (excitation) and at 538
nm (emission) for 40 min at 36 = 0.5 °C. Calculations were made on results observed between 20 and 40

min of reaction.

The optimization assays were done with USP standard enzymes as described previously except
for some modifications as follows. An optimized parameter once established was kept for the subsequent

analyses.



64

Optimization of the buffer concentration

Lipase assay. Lipase activity of 0.2 mU USP was assayed in Tris buffer (pH 7.8) at various
concentrations ranging from 10 to 100 mM, with 5 ug/mL of chromogenic Enzcheck substrate following

manufacturer instructions at 25 = 0.5 °C.

Amylase assay. Alpha-amylase activity of 3 mU USP was evaluated in MOPS buffer (pH 6.9) at
concentration ranging from 10 to 100 mM, with 200 ug/mL of chromogenic Enzcheck substrate at 25 +
0.5°C.

Proteases assay. Protease activity of 8 mU USP was evaluated in Tris buffer (pH 7.8) at
concentrations in the range of 10 to 200 mM, with 10 ug/mL of chromogenic Enzcheck substrate 25 = 0.5
°C.

Optimization of the influence of effectors

Lipase assay. Lipase activity of 0.2 mU USP was evaluated as described in section 2.1 in the
absence or in presence of 0.25 to 30 mM of CaCl, or MgCl, in the Tris buffer solution (pH 7.8). The
assay was carried out with 5 ug/mL of chromogenic substrate (Enzcheck E33995) at 25 + 0.5 °C.

The influence of 0.1 to 1% of bile salts added to the lipase enzymatic solution was evaluated

keeping constant the other assay parameters.

Amylase assay. Various amounts of CaCl, (to get concentrations of0.25 to 5 mM) were added to
MOPS buffer solution (pH 6.9) containing 3 mU USP of alpha-amylase. The assay was carried out as
described in section 2.1 with 200 wg/mL of chromogenic substrate (Enzcheck E33651)) at 25 = 0.5 °C.

Assay of Proteases. Proteolytic activity of 8 mU USP was evaluated as described in section 2.1 in
Tris buffer solution (pH 7.8) containing various concentrations (0.25 to 30 mM) of CaCl; and 10 pg/mL
of chromogenic substrate (Enzcheck E6638) at 25 + 0.5 °C.

Optimal temperature determination

Lipase assay. Lipase activity of 0.2 mU USP in lipase buffer (pH 7.8) in presence of chromogenic
lipase (E33995) substrate concentration of 5 ug/ml. was conducted as described in section 2.1 at various

temperatures from 25 + 0.5 °C to 40 = 0.5 °C.
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Amylase assay. Alpha-amylase activity of 3 mU USP in amylase buffer solution (pH 6.9) with
200 ug/mL of substrate (E33651) was evaluated as described in section 2.1 at temperatures varying from

25+x0.5°Co40=0.5°C.

Assay of Proteasesy. Proteolytic activity of 8 mU USP in protease buffer solution (pH 7.8) was
evaluated as described in section 2.1 at temperatures ranging from 25 + 0.5 °C to 40 + 0.5 °C. The assay

was done in the presence of 10 ug/mL of substrate (E6638).
Optimization of the reaction pH

Lipase assay. Tris buffer solutions prepared at pH ranging from 7.4 to 9.0 and were used to
prepare the enzymatic solutions of 0.2 mU USP lipase. The assays were carried out as described in

section 2.1 in presence of 5 ug/mL of lipase chromogenic substrate.

Amylase assay. The activity of 3 mU USP alpha-amylase was evaluated in MOPS buffer at
different pH between 6.8 and 7.8. The assays were carried out as described in section 2.1 with 200 ug/mL

of amylase chromogenic substrate.

Assay of Proteases. The enzymatic activity of 8 mU USP proteases was evaluated as described in
section 2.1 in Tris buffer adjusted with NaOH to different pH varying from 7.0 to 8.4 and the assay was

done with 10 ug/mL of protease chromogenic substrate.
Determination of optimal substrate concentration and kinetic constants

Michaelis-Menten saturation curves were obtained for each enzyme (USP standard lipase, USP
standard amylase and proteases) with the proper substrate. Kinetics curves for lipase were obtained as
described in section 2.1 with 0.2 mU USP lipase in presence of the chromogenic substrate (E33995) at
concentrations varying from 0.6 to 10 ug/mL. For alpha-amylase, the kinetics with 3 mU USP was
followed as described in section 2.1 with chromogenic substrate at concentrations in the range of 4 to 400
ug/mL. Finally, kinetics with 8 mU USP proteases was followed as described in section 2.1 in presence of
8 to 100 ug/mL of chromogenic substrate. The double reciprocal plots of Lineweaver Burk were traced
and kinetic constants K, V.« as well as the specificity constant (V,,./K,,) were determined from the
equation:

1y = Km/v ' 1/[s] +1/

max Vm ax
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The enzyme concentration range and time of measurement for the linearity of the

enzymatic assays

Optimized chromogenic assays were performed as described in section 2.1 for the three enzymes
at various concentrations: 0.1 to 50 mU USP/mL for lipase, 0.4 to 300 mU USP/mL for alpha-amylase
and 4 to 5000 mU USP/mL for proteases.

The enzymatic reactions of 10 mU USP/mL of lipase, 60 mU USP/mL of amylase and 240 mU
USP/mL of proteases were each followed as described in section 2.1 with their respective chromogenic

substrates for 40 or 60 min.
USP methods

The chromogenic methods for each enzyme were calibrated versus the corresponding USP
method described in The United States Pharmacopeia National Formulary (USP-NF) [9]. In the present

study they were applied as follows:

Lipase USP assay is a titrimetric procedure. The substrate emulsion was prepared by
homogenization of olive oil with arabic gum solution (10% in water) and deionised cold water in a
10:82.5:7.5 ratio (v/v). The substrate was then diluted 10:29 (v/v) in Tris buffer (1.37 mM pH 8.0)
containing bile salts (0.55% w/v), warmed to 37 = 0.1 °C and then, the pH was adjusted to 9.0. An
aqueous enzymatic solution in an appropriate concentration range was added to this assay medium. The
release of the fatty acid was continuously monitored by titration with NaOH (0.1 M) over a duration of 5
min, keeping the pH 9.0. One lipase USP unit contains the amount of enzyme that liberates 1.0 meq of

fatty acids per min at pH 9.0 and 37 °C under the conditions of the assay.

Amylase assay is a back titration of the complex formed by iodine and amylose. The enzyme was
dissolved in the adequate concentration range in potassium phosphate buffer (200 mM, pH 6.8) and then
added in a ratio 25:36 (v/v) to the substrate solution obtained with dried potato starch (0.7%) and NaCl
(5.6 mM) in phosphate buffer (55.5 mM, pH 6.8)) and kept at 25 + 0.1 °C for 10 min. The reaction was
then stopped, in order, with HCI (1 M), iodine (0.1 N) and NaOH (0.1 M) and placed in the dark. After 15
min, sulphuric acid (2 N) was added to the reaction solution and then, titrated with thiosulfate (0.1 N).
One amylase USP unit contains the amount of enzyme that decomposes starch at an initial rate such as to

hydrolyse 0.16 meq of glycosidic linkage per min, under the conditions of the assay.

The assay of proteases assay is based on the fact that tyrosine amino acid can be detected by

spectrophotometry. The protease enzyme preparation in the adequate concentration range, dissolved in a
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potassium phosphate buffer (5 mM, pH 7.5) and equilibrated to 40 + [ °C, was added to the casein
substrate (1.25 % in water) in a 3:5 (v/v) ratio and maintained at the same temperature for lh. The
reaction was stopped with TCA (5%), filtered and read at 280 nm. One proteases USP unit contains the
amount of enzymes that hydrolyze casein at an initial rate such as to liberate per min an amount of
peptides not precipitated by TCA that gives the same absorbance at 280 nm as 15 nmol of tyrosine under

the conditions of the assay.

Potential interference between enzymes and pharmaceutical excipients

The different lots of active (PEC A and B) were first evaluated with both USP and chromogenic
methods in terms of relative error (variation between enzymatic activity found by USP and by
chromogenic methods) and of relative standard deviation (RSD). Secondly, to evaluate the possible
interference generated by the pharmaceutical formulations, the PEC A and the PEC B were each mixed
with various excipients, in different proportions to obtain two separate blends (PEC A and excipients and
PEC B and excipients) that were then determined with the USP and the chromogenic methods and

evaluated in terms of relative error (variation between enzymatic activity with and without excipients) and

of RSD.
Results and discussion

The Enzcheck Invitrogen chromogenic methods for lipase, amylase and proteases, were
optimized using USP standard enzymes for the assay of pancreatic enzymes in pharmaceutical
preparations, which, to the best of our knowledge, appears as a novel use. Our approach consisted first in
the determination of the critical parameters and of the optimal conditions of the enzymatic reactions with
USP standard of each studied pancreatic enzyme. Furthermore, since the kinetic parameters are specific
characteristics of enzymes the K, V. and K./ V ..) were determined for each pancreatic enzyme by the
chromogenic methods. Substrate saturation (condition essential to obtain linearity of the enzyme
assay),the range of enzyme concentrations and the time of the assay were investigated, optimised and
harmonized for the three pancreatic enzymes and allowed to establish the detection limits of the method,

the reproducibility, the precision, the accuracy and the repeatability of an enzymatic assay.
Optimization of the buffer concentration

The majority of lipase assays use the Tris as buffer because of its basicity (pKa: 8.06 at 25 °C)
and buffering capacity between pH 7.5 and 9.0, adequate for pancreatic lipase. We have evaluated the

lipase activity in 10 to 100 mM Tris buffers, as suggested for other chromogenic and USP method [6, 14].
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The lipase activity was found stable for this range of concentration (Table 1). The activity of proteases is
also known to be effective in Tris buffer [15] whereas other methods recommend the phosphate buffer
[16]. Our assay with these two buffers did not show significant differences in the enzyme activity for the
same enzyme concentration (Table 1). Therefore, the Tris buffer was selected in order to harmonise the
assay for the three enzymes. Optimal activity was found with 90 to 110 mM Tris buffer (Table 1). For
lipase and protease assays, a working concentration of 100 mM Tris was retained since it allows the
optimal activity of both lipase and proteases. The optimal pH for alpha-amylase is slightly lower, around
pH 6.9 [17]. The phosphate buffer is often used due to its buffering capacity ranging from pH 6.0 to 9.0
[18]. MOPS buffer (pKa: 7.20 at 25 °C) with a buffering range from 6.5 to 7.9 is also recommended for
the amylase assay as specified by the chromogenic substrate supplier (Invitrogen). Our analysis of
amylase activity in both Phosphate and MOPS buffers gave similar results (Table 1). MOPS buffer at
concentration from 10 to 100 mM gave similar amylase activity (Table 1). Thus, the MOPS buffer at a

concentration of 50 mM (suggested by Invitrogen) was selected for amylase chromogenic assay.
Optimization of the influence of cofactors

Many enzymes cannot tolerate high salt concentrations due to the interference by of external ions
with the weak ionic bonds of proteins and to hydration/dehydration phenomena. Enzymes generally are
active in salt concentrations of 1-500 mM. Effectors are often essentials for enzymes activity. Several
cofactors (such as colipase) and effectors (bile salts and calcium ions ) are associated to lipase activity.
The presence of calcium ions is important for the lipase activity [19]. Magnesium ions have also been
suggested to act the same way, but with lower affinity. In the lipase chromogenic assay, the presence of as
low as 0.25 mM calcium ions increased the lipase activity by 1.5 fold, whereas same results was obtained
with 4 mM of magnesium ions(Fig. 1A). On the other hand, addition of bile salts interferes with the
substrate in concentration of 0.1 to 1% (24mM) with a maximal interference at 0.5% (Fig. 1B). Indeed,
below the critical micellar concentration (CMC), bile salts tend to form micelles including the
triglycerides based chromogenic substrate. This caused a disruption in the quenching of substrate and the
fluorescence increased in the blank sample (a value higher than in the enzyme sample. When CMC is
reached (around 0.5%), this interference started to decrease and at 1.0 % of bile salts, lipase activity was
fully recovered. Pancreatic alpha-amylase is it is a metalloenzyme [20] that binds the calcium tightly
between pH 6.0 and pH 9.0. Therefore, the presence of calcium ions (one per enzyme molecule) is
essential for its activity. An optimal alpha-amylase activity was found with 2.5 mM of CaCl, (Fig. 1C).
Calcium is also known to be a cofactor of trypsin and chymotrypsin as main pancreatic proteases [21, 22].
In our case, an inhibition of proteases activity was observed even at a low concentration (0.25 mM CaCl,)

with the chromogenic method. Further studies are needed to understand this phenomenon.
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Determination of the optimal temperature

All enzymes work within a certain range of temperature. Increasing temperature generally leads
to increase in reaction rates, up to a limit; then, further increase of temperature leads to a sharp decrease
in reaction rates due to the denaturation of protein structure. The optimal temperature for human enzymes
is usually between 35 and 40 °C. The influence of the temperature was investigated from ambient
temperature (25 °C) to 40 °C. The three pancreatic enzymes were more effective around physiological
temperature with a plateau observed between 35 and 37 °C (Fig. 2). This kind of plateau has been
observed for other enzymes too [23]. A temperature of 36 = 0.5 °C within the plateau was selected for
each enzyme in order to minimise the influence of the temperature variation on the enzymatic reaction

and to thus optimize and harmonize the chromogenic assay.

The temperature coefficient (Qp) has been calculated for each enzyme. Various values were
obtained with the chromogenic methods: Q,q of 2.08 for proteases and 1.7 for lipase from 25 to 35 °C as
well as 1.38 for alpha-amylase between 30 and 40 °C. Same proteases coefficient Qo of 1.7 has been
reported [24]. Alpha-amylase Qo of 1.45 appears lower than expected value of 2 and determined
of 2.085 in chicken by DeGolier er al.[25].Lipase Qo 2.08 is higher than 1.27 reported by
Loiselle [26] for the same temperature range. The enzyme’s species or the assay conditions may
be responsible for the difference between our obtained Qo and literature values. It is worth to
note that proteases Q;o value determined with the chromogenic method fits well with the Qg
value determined with other methods suggesting that fluorescent substrate give unaltered result
in term of Q9. An overall increase in the activity was observed between 37 and 40 °C for each of
the three enzymes. Thus, it appears that, above 37 °C, the activity of each enzyme is not linearly
dependent of the temperature. Nakonieczny et al. already observed this phenomenon for the
pancreatic proteases [27]. However, further investigation is still needed to explain this

phenomenon for the three enzymes.
Optimization of the reaction pH

Most enzymes are sensitive to pH and have specific ranges of activity. All have an optimal pH.
The pH can stop enzyme activity by denaturating the tridimensional shape of the enzyme. Many enzymes
function between pH 6 and 8. Variation of the pH affects the enzyme conformation and may also alter the
shape or charge properties and interactions with the substrate. Thus, either the substrate cannot bind to the
active site nor undergo catalysis. Enzymatic assays can be optimized by determining the optimal pH for

the enzymatic reaction. Pancreatic lipase is known to have an optimal pH from 7.5 to 8.9 [28]. The
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chromogenic assay revealed a lack of pH sensitivity in this range, as specified by the supplier (Table 1).
Alpha-amylase assay showed a plateau of the enzymatic activity between pH 7.0 and 7.6 (Table 1). Thus,
a variation of pH in this range will not generate modifications of enzyme activity. The proteolytic activity
increased from pH 6.8 to 7.8 and it was then stabilized op to pH 8.2 (Table 1). The optimal pH of
proteases corresponds to the literature value around 8.0 [29]. Accordingly, the pH values for our
chromogenic assays were chosen in their optimal range recommended as giving more constant results

such as pH 7.4 for amylase and pH 8.0 for lipase and protease assays.
Determination of optimal substrate concentration and kinetic constants

Lipase saturation curve (Fig. 3A) showed an increase in fluorescence (RFU/min) rate
with the chromogenic substrate concentration up to 3.7 pug/mL, and followed by a sharp decrease
starting at 3.9 pug/mL. The double reciprocal Lineweaver-Burk plotting obtained from these
results (insert Fig. 3A) graphically suggested a substrate inhibition. On the other hand, this may
be caused by quenching known to occur in fluorescence assays at high fluorogenic substrate
concentrations, in addition or not to a real inhibition by substrate interaction [30, 31]. Similar
saturation curve was observed for the alpha-amylase (Fig. 3B) for a chromogenic substrate
concentration up to 24 ug/mL followed by a similar decrease in fluorescence rate at 32 pug/mL, as
observed for lipase. Saturation curve for proteases also revealed this decrease after the plateau of
saturation observed from 28 to 50 pg/mL. Lineweaver-Burk graph of alpha-amylase (insert in
Fig. 3B) and for proteases (insert in Fig. 3C) showed graphs suggesting an apparent inhibition by
substrate, similar to lipase. Given these similar profiles for each enzyme, it is likely that the
apparent decrease of fluorescent rate was due to a fluorescence quenching. It was therefore
important to select a substrate concentration that saturates the enzyme, while minimizing the
fluorescence quenching. Thus, a chromogenic substrate concentration of 3.85 pg/mL was
selected for lipase and 30 pg/mL for alpha-amylase and proteases. Table 2 gives the kinetic
parameters found for the three pancreatic enzymes by the chromogenic methods and calculated
from the Lineweaver-Burk graphs. Michaelis constants (K,,) obtained were 2.63 pug/mL for
lipase, 11.56 ug/mL for alpha-amylase and 15.46 ng/mL for proteases. The maximal velocity
(Vmax), a steady state when all the active site is bound with substrate were 476.19 RFU/min/mU
for lipase, 138.89 RFU/min/mU for alpha-amylase and 135.14 RFU/min/mU for proteases.
Again, it is worth to mention that the kinetic constants for proteases are representative for a

proteolytic activity rather than for a particular trypsin or chymotrypsin. Although in case of
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proteases, the Km value is rather apparent (given for two enzymes) its evaluation is useful,

particularly for pharmaceutical formulations where proteolytic enzymes are not separated.

The enzyme concentration range and time of measurement for the linearity of the

enzymatic assays

The velocity of the enzymatic reaction is expected to be directly dependent on the enzyme
concentration, provided the substrate saturating conditions. At optimal substrate concentration, lipase has
a high affinity for its chromogenic substrate (Table 1). The range of enzyme concentration giving a linear
answer (R’= 0.998) in the lipase assay was relatively short and low, ranging from 0.1 to 10 mU/mL (Fig.
4A). Alpha-amylase presented a linear rate for enzyme concentrations from 0.4 to 60 mU/mL with a
coefficient of correlation R* =0.997 (Fig. 4B). Finally, proteases concentration giving a linear response

(R?=0.993) was from 40 to 240 mU/mL of enzyme (Fig. 4C).

The optimized chromogenic assays can be applied as kinetic methods or as end-point if the
evaluation occurs in the linear range of enzyme concentration and time of reaction. Lipase demonstrated a
good linearity of reaction (R* 0.999) for the first 10 min of reaction for an enzyme amount of 0.1 up to 1
mU/mL (Fig. 5A). Alpha-amylase activity showed a kind of short lag phase in the first min followed by a
linear response between 5 and 20 min (Fig. 5B). The protease pattern is slightly different. Although, an
overall close to linear time dependency was found over one hour, the reaction time course with this
chromogenic substrate can be observed in three separated phases: one from O to 20 min, a second from 20
to 40 min and the third between 40 and 60 min (Fig. 5C). Therefore, proteases presented three reaction
rates for an equal duration. The second phase of reaction was retained as ensuring precision (lower
standard deviation) and easy handling (the method remains faster, measuring RFU/min for about 5 min),

but any of those linearity ranges may be chosen.
Comparative studies between Chromogenic and USP methods

To evaluate these chromogenic assays, PECs as active pharmaceutical ingredients (API) present
in pancreatic enzymes commercial formulations were quantified with both Chromogenic and USP
methods. Values were compared in terms of variation (difference between the two results) and standard
deviation. The relative error between chromogenic and USP methods were less than 4.32 % for amylase
and for lipase with the two different PECs. On the other hand, in the case of proteases determined by the
two methods, PEC B gave similar results with a relative error of 0.55% whereas the relative error in the
case of the PEC A was 5.19% (Table 3). Relative standard deviations for all the assays with both methods

were contained within the industrial currently acceptable range of 5 % for lipase and 7% for amylase and
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proteases (Table 3). All these results seem to indicate that the chromogenic assays, optimized as hereto
described may be applicable for the pancreatic enzyme evaluation with the same precision as the current

USP methods. Complete validation will be further realized as a next project.
Potential interference between enzyme and pharmaceutical excipients

Pharmaceutical formulations are essential to ensure the API delivery at the right place in an active
form. Therefore, it is important to verify if the excipients present in such formulations would interfere or
nol with the new chromogenic substrates. Two model formulations containing common pharmaceutical
excipients previously mentioned (Material and methods section2.1), were reconstituted in blends with
respective PECs and the enzymatic activities were then evaluated. The results were compared with the
initial enzyme units content for each enzyme in the respective PEC grade by using the same method and
the relative errors were determined. Again, all the RSD values were contained within the frame of
acceptable range indicating that, even in the presence of excipients, the precision of the both chromogenic
and USP methods seem to be equivalent (Table 3). The enzymatic activities evaluated in the both model
reconstituted formulations with excipients were very close (relative error between 4.87 % and 0.19 %) to
the values found with the active (PEC A and B) dosed without excipients. Even if some relative errors
were slightly higher with USP method, they were not significantly different and all values were contained
in the acceptable range of precision of the methods (RSD from 5 to 7 %) showing no significant
interferences between enzymes and excipients of the two model formulations when the both chromogenic

and USP methods were used.
Conclusion

This analytical study shows the potential and the limits of the chromogenic methods with the
fluorescent BODIPY specific substrates for the pancreatic enzymes. In our optimized conditions,
variation and standard deviation obtained with the chromogenic assays were equivalent to those of the
USP methods for the evaluation of pancreatic lipase, amylase and proteases in pharmaceutical
formulation. The fluorescent chromogenic methods presented, when compared to the USP assays, several
advantages such as simplicity and easy handling, rapidity of execution and lower number of steps. These
methods were found useful to quantify the enzymes as API and in the presence of common excipients

generally used in preparation of finished pharmaceutical products.
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Figures captions

Figure 1: Influence of cofactors on pancreatic enzyme activity. Effect of magnesium
(<©) and calcium ions (#) (A) and of bile salts (B) on lipase activity. Effect of calcium ions
on the activity of amylase (C) and of proteases (D). Assays have been carried out with 5
pg/mL of chromogenic substrate (E33995) for 0.2 mU of lipase (100mM Tris pH7.8), 200
pg/mL of chromogenic substrate (E33651) for 3 mU of amylase (50mM MOPS pH 6.9) and
10 pg/mL of chromogenic substrate (E6638) for 8 mU of proteases (100mM Tris pH 7.8) in a
final volume of 100 pL at 25 = 0.5 °C. The increase in fluorescence was monitored
continuously at 538 nm for 10, 20 and 40 min for lipase, amylase and proteases respectively.

All assays were realized in triplicate for each point.

Figure 2: Influence of the temperature from 25 to 40 °C on the activities of lipase
(A), amylase (B) and proteases (C). Assays have been carried out with 5 pg/ml of
chromogenic substrate (E33995) for 0.2 mU of lipase (100 mM Tris pH 7.8 containing 1mM
CaCly), 200 png/mL of chromogenic substrate (E33651) for 3 mU of amylase (50 mM MOPS
pH 6.9 containing 2.5 mM CaCl,) and 10 pg/mL of chromogenic substrate (E6638) for 8 mU
of proteases (100 mM Tris pH 7.8) in a final volume of 100 pL. The increase in fluorescence
was monitored continuously at 538 nm for 10, 20 and 40 min for lipase, amylase and

proteases respectively. All assays were realized in triplicate for each point.

Figure 3: Substrate concentration and kinetic curves for lipase (A), amylase (B) and
proteases (C) with corresponding Lineweaver-Burk double reciprocal plots inserted (<&
activity and 4 linearity range). Assays have been carried out with 0.2 mU of lipase (100 mM
Tris pH 7.8 containing ImM CaCly), 3 mU of amylase (50 mM MOPS pH 6.9 containing 2.5
mM CaCly) and 8 mU of proteases (100 mM Tris pH 7.8) in a final volume of 100 pL at 37 +
0.5 °C. The increase in fluorescence was monitored continuously at 538 nm for 10, 20 and 40
min for lipase, amylase and proteases respectively. All assays were realized in triplicate for

each point.

Figure 4: Dependency of the reaction rate in function of the concentration of lipase
(A), amylase (B) and proteases (C) (< activity and 4 linearity range). Assays have been

carried out with 3.85 ug/mL of chromogenic substrate (E33995) for lipase (100 mM Tris pH
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7.8 containing 1mM CaCl,), 30 pg/mL of chromogenic substrate (E33651) for amylase (50
mM MOPS pH 0.9 containing 2.5 mM CaCl,) and 30 pg/mL of chromogenic substrate
(E6638) of proteases (100 mM Tris pH 7.8) in a final volume of 100 pL at 36 + 0.5 °C. The
increase in fluorescence was monitored continuously at 538 nm for 10, 20 and 40 min for

lipase, amylase and proteases respectively. All assays were realized in triplicate for each

point.

Figure 5: Establishment of the reaction time for kinetic measurements of lipase (A),
amylase (B) and proteases (C) activities (< activity and 4 linearity range). Assays have been
carried out with 3.85 pg/mL of chromogenic substrate (E33995) for 2 mU/mL of lipase (100
mM Tris pH 7.8 containing lmM CaCl,), 30 pg/mL of chromogenic substrate (E33651) for
30 mU/mL of amylase (50 mM MOPS pH 6.9 containing 2.5 mM CaCl,) and 30 pg/mL of
chromogenic substrate (E6638) for 80 mU/mL of proteases (100 mM Tris pH 7.8) in a final
volume of 100 pL at 36 + 0.5 °C. The increase in fluorescence was monitored continuously at

538 nm. All assays were realized in triplicate for each point.
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Table 5.1: Optimized buffer characteristics (type, concentration and pH) for each pancreatic

enzyme by chromogenic methods (assays in triplicate as described in section 2).

Enzymes Lipase Alpha-amylase Proteases
. Sodium phosphate and Sodium phosphate and
Buffer Tiis MOPS were equivalent Tris were equivalent
conclzr?tfrgir Stable from Stable from Optimal from
o 10 to 100 mM 10 to 100 mM 90 to 110 mM
q Stable from Stable from Stable from
P pH7.4109.0 pH7.1107.6 pH 7.8 10 8.2
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Table 5.2: Kinetic parameters of lipase, alpha-amylase and proteases activities with the

specific chromogenic substrate for each enzyme.

Constants K (ug/ml) Vimax (RFU/min)
Lipase 2.63 476.19
Alpha-amylase 11.56 138.89

Proteases 15.46 135.14
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Table 5.3: Comparative studies between the USP and the chromogenic methods and the

determination of the eventual influence of excipients for the pancreatic extracts

PEC A and PEC B formulations (assays in triplicate as describes in section 2).

Lipase Alpha-Amylase Proteases
USP Chromogenic USP Chromogenic USP Chromogenic
(Ulmg) wmg A umg  wumg AP Umg  (Umg AP
PECA  540+13 53719 056 32411 338+3 432 308 +3 292 + 3 5.19
PECA 54519  538+17 267 311+6 33014 611 293+5 285+ 3 2.63
formulated
Relative 2.96 0.19 — 4.0] 2,37 — 4.87 24 —
error (%)
PECB 884422 885+30 0.1l 493+8 485+ 13 1.62 362+ 6 364 2 0.55
PECB  g95+22  863+16 3.8 47958 47726 042 35458 36144 1.98
formulated
Relative 1.24 2.49 — 2.84 1.65 — 221 0.82 —

error (%)




CHAPITRE VI

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

Les méthodes chromogéniques a base des substrats Enzcheck pour les enzymes
pancréatiques lipase, amylase et protéases, ont ¢té étudiées et optimisées pour évaluer leur
potentiel, par rapport aux meéthodes recommandées par I’USP, dans des applications
pharmaceutiques. En premier lieu, notre approche a consisté a déterminer les conditions
critiques de la réaction catalytique de chacune des enzymes a I’aide de standard USP.
Ensuite, les paramétres cinétiques ont été évalués pour ces mémes standards, car ceux-ci sont
des caractéristiques spécifiques a chaque enzyme et peuvent servir a comparer les différentes
méthodes. Optimiser la concentration de substrat nécessaire pour obtenir des conditions
saturantes est également un facteur important a évaluer, car ceci va permettre d’obtenir le
domaine de concentration d’enzyme correspondant a la linéarité de 1’activité enzymatique et
le temps de réaction et ainsi déterminer les parametres d’utilisation de la méthode. Toutes ces
conditions sont importantes et il est nécessaire de les déterminer parce qu’elles influencent la
vitesse, la reproductibilité, la précision, I’exactitude et la répétitivité d’une méthode. Ces
parametres doivent étre déterminés dans le cadre d’une validation de méthode analytique qui

correspondrait a la prochaine étape de ce projet

Sélection du tampon et optimisation de sa concentration

La sélection du type de tampon et de sa concentration a souvent une influence limitée
sur I’activité enzymatique. Dans cette étude, ceci a €té¢ montré dans le cas de la lipase et de
I’amylase (Tableau 5.1). Dans le cas de la lipase, I’impact de la concentration de tampon Tris
a ¢té identique entre 10 et 100 mM de tampon Tris. Aucune différence significative d’activité
de I’amylase n’a été¢ observée avec les tampons phosphate de sodium ou MOPS. Lors de
I’évaluation de I’influence de la force ionique, la différence d’activité enzymatique de

I’amylase fut minimale entre 10 et 100 mM de tampon MOPS. Cependant, lors de
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I’évaluation de ces mémes parametres pour I'activité enzymatique des protéases
pancréatiques, le résultat ne fut pas entierement similaire (Tableau 5.1). En effet, I’activité
enzymatique fut équivalente en présence de tampon Tris et de tampon phosphate de sodium.
Par contre, I'influence de la force ionique €était marquante en trouvant son optimum entre 90

et 100 mM Tris.

Optimisation de la présence de cofacteurs

Les ions calcium sont connus pour étre des activateurs de la lipase et de la trypsine et
€galement comme cofacteurs de ’amylase. En effet, lors du dosage de I’amylase avec les
substrats chromogéniques en présence de 2,5 mM de chlorure de calcium, 1’activité
enzymatique a doublé et dans le cas de la lipase, une présence minimale de 0,25 mM CaCl,
I’augmentait de 1,5 fois. Cette méme augmentation de 1’activité lipolytique a €t€ observée
avec un autre activateur connu de la lipase, les ions magnésium, mais pour une valeur de 4
mM de chlorure de magnésium. Contre toute attente, |’activité protéolytique fut inhibée & un
maximum de 70 % pour 30 mM de chlorure de calcium (Fig. 5.1). Une étude plus
approfondie devrait étre réalisée pour comprendre la cause de ce phénomene ainsi que son

mécanisme.

L’¢évaluation de I’impact des sels biliaires sur le dosage de 1’activité de la lipase par
la méthode chromogénique n’a pas €t€ concluante. En effet, une interférence entre les sels
biliaires et le substrat chromogénique a €té observée en absence de I’enzyme. Il est donc
difficile de déterminer la juste part de l'influence des sels biliaires sur la lipase et leurs
interférences avec le substrat. Par contre, il est clair qu’a des concentrations de 1 % (p/v),
largement supérieures a la CMC, aucune interférence et influence de la part des sels biliaires

n’étaient observée sur le dosage de la lipase par la méthode chromogénique (Fig. 5.1).
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Détermination de la température optimale

Une majorité d’enzymes possede une température optimale entre 35 et 40 °C chez
I’humain. En effet, I’activité enzymatique de chacune des trois enzymes a augmenté entre 25
et 40 °C, mais aucun résultat n’est disponible & des températures supérieures, dii aux limites
de I’appareillage. Par contre, d’une facon inattendue (Fig. 5.2) une stabilisation (plateau) de
’activité enzymatique entre des températures de 35 et 37 °C a été observée pour chacune des
enzymes et ¢’est pourquoi une température de 36 = 0.5 °C a été sélectionnée comme optimale
pour chacune des méthodes chromogéniques, car elle permet d’assurer une activité adéquate
tout en minimisant I'impact d’une variation de température sur les résultats. Ce type de
dépendance de [’activité enzymatique avec un mini plateau pour un certain intervalle de
température a €té observé pour d’autres enzymes {ex.: ’amine oxydase sérique bovine)
{Befani et al., 1989). De plus, il n’est pas exclu qu’un réarrangement structural se produise

aux températures mentionnées en présence du substrat chromogénique.

Généralement, les valeurs de Q,p se rapprochent le plus de 2, mais peuvent se
retrouver dans I’écart entre 1 et 3. Les valeurs de coefficient de température Q) ont été
calculées pour les trois enzymes : 2,08 et 1,68 de 25 a 35 °C pour le Q) de la lipase et des
protéases respectivement et de 1,38 pour I’alpha-amylase entre 30 et 40 °C. Quoique le Qo
des protéases fiit similaire a la valeur retrouvée dans la littérature, les Q;y de ’alpha-amylase
et de la lipase se sont avérés différents. Ces différences peuvent étre expliquées par la nature
de I’enzyme (exemple : source animale ou végétale) et/ou du substrat (exemple : fluorescent
BODIPY versus amidon et huile d’olive) ainsi que les diverses conditions utilisées telles le

milieu réactionnel et le temps d’incubation dans les différentes méthodes de dosage.

Optimisation du pH réactionnel

Plusieurs enzymes posseédent un pH optimal autour du pH neutre, soit entre pH 6,0 et
8,0. Les enzymes pancréatiques déterminées avec les substrats chromogéniques utilisés ne

font pas exception. L’activité de la lipase pancréatique n’a montré aucune variation entre un
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pH de 7,5 et 9,0. Cependant, I'alpha-amylase et les protéases ont présent€ une activité
optimale a un pH donné, mais par contre, une plage de pH combinant une activité
enzymatique adéquate et constante (une variation nulle avec le pH) a été€ observée, un point
important pour optimiser des méthodes de dosage. C’est pourquoi des valeurs de pH ont €té
choisies dans ces zones qui correspondent également aux valeurs trouvées dans la littérature,

soit 7,4 pour I’alpha-amylase et 8,0 pour les protéases et la lipase (Tableau 5.1).

Détermination de la concentration optimale de substrat et des constantes cinétiques

Aprés é€tablissement de la courbe de saturation pour chacune des enzymes
pancréatiques, un phénomene général a pu &tre observé pour les trois méthodes
chromogéniques (Figure 5.3). En effet, aprés que la saturation ait €té atteinte, une diminution
du signal de fluorescence est observée. Ce phénomeéne de « quenching » est connu et observé
dans les méthodes en fluorescence a des hautes concentrations de substrats avec des
chromophores fluorescents. 1l est donc important de déterminer une valeur de concentration
de substrat se trouvant dans la zone saturante, mais évitant ce phénomene. C’est pourquoi des
valeurs de 3,85 pg/mL pour la lipase et de 30 png/ml pour I’alpha-amylase et les protéases ont
été sélectionnées pour I’utilisation des substrats chromogéniques dans le dosage des enzymes

pancréatiques (Tableau 5.2).

L’utilisation des constantes cinétiques comme outil de comparaison entre les diverses
méthodes est largement acceptée et la détermination de celles-ci est donc importante. Avec
les substrats chromogéniques fluorescent utilisés et a ’aide de standards USP pour chacune
des enzymes pancréatiques, des valeurs de constante de Michaelis (Km) de 2,63 ug/mL pour
la lipase, 11,56 ug/ml. pour l’alpha-amylase et 1546 ug/ml. pour les protéases ont été
obtenues des doubles réciproques de Lineweaver-Burk. Les valeurs de la vélocité maximale
(Vinax) ont €té€ déterminées a 666,67 RFU/min pour la lipase, 138,89 RFU/min pour I’alpha-
amylase et 135,14 RFU/min pour les protéases (Tableau 5.2). Cependant, la comparaison de
ces valeurs avec celles d’autres méthodes nécessiterait que la concentration de substrat soit

exprimée en molaire et non en pg/mL. 1l serait donc intéressant d’obtenir les poids
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moléculaires des différents substrats chromogéniques utilis€s pour transposer ces valeurs
dans les constantes cinétiques et par la suite, les comparer avec d’autres. Cependant,
I'information disponible auprés du fabricant (Invitrogen) ne donne pas les masses

moléculaires précises.

Détermination du domaine de concentration d’enzymes et du temps de réaction pour la

linéarité d’activité enzymatique

Pour obtenir une évaluation de l’activité enzymatique selon la vitesse initiale,
plusieurs conditions doivent étre combinées : concentration de substrat saturante (tout en
tenant compte du phénomene d’étouffement de la fluorescence) ainsi qu'une concentration
d’enzyme et un temps de réaction permettant une activit€é enzymatique comprise dans le
domaine lin€aire de la réaction. La concentration d’enzyme (en termes d’unités
enzymatiques) et les temps de réaction ont €té€ déterminés pour chaque enzyme et se sont
avérés grandement différents. En effet, & des conditions saturantes en substrat, la plage de
concentration de la lipase s’étend de 0.01 3 1 mU USP pour la lipase (R*=0.998), de 0.04 2 6
mU USP pour I’apha-amylase (R*=0.997) et de 4 4 24 mU USP pour les protéases (R*=0.993)
(Fig. 5.4). Au niveau des temps de réaction, la lipase peut &tre évaluée dans les 11 premiéres
minutes de la réaction. L’amylase par contre, exhibe une phase latente au début et son
évaluation ne peut donc étre faite qu’entre 5 et 20 minutes. Enfin, les protéases ont montré€ la

linéarité engendrant des écarts types minimaux (entre 20 et 40 minutes réactionnelles) (Fig.

5.5).

Etude comparative de principes actifs PEC utilisant les méthodes USP et les méthodes

chromogéniques optimisées

Les méthodes chromogéniques optimisées ont di étre test€ées pour vérifier leur
potentiel d’application & des échantillons de principes actifs d’extraits pancréatiques (PEC)
avec les trois enzymes, une en présence des autres. 11 était également nécessaire de comparer

les valeurs d’activité enzymatique obtenues avec celles déterminées par les méthodes USP
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pour pouvoir calculer I’erreur relative et ainsi avoir un apergu de leur exactitude et de leur
précision selon leur écart-type relatif dans le but de déterminer si les méthodes

chromogéniques offraient une bonne alternative.

Les valeurs d’écarts-type standard (RSD) g€nérés a I’évaluation de deux PEC, A et
B, par les méthodes chromogéniques sur un minimum de trois échantillons distincts étaient
tous compris dans la zone considérée acceptable par I'industrie pharmaceutique, soit de 5 %
pour la lipase et de 7% pour I'amylase et les protéases. la variation entre les résultats
obtenus par les méthodes chromogéniques et la méthode USP, lors du dosage des deux
principes actifs, s’est trouvée inférieure a 6 % dans tous les cas, ce qui est adéquat (Tableau

5.3).

Selon les résultats obtenus, les méthodes chromogéniques semblent étre des
candidates adéquates pour servir d’alternative a |’évaluation d’enzymes pancréatiques en

formulation pharmaceutique par les méthodes recommandées par la Pharmacopée américaine.

Détermination des interférences potentielles entre les excipients pharmaceutiques et les

enzymes pancréatiques lors du dosage enzymatique

Plusieurs composés sont nécessaires pour permettre au principe actif d’étre délivré a
I’endroit et au moment souhaités. Le regroupement de tous ces excipients ainsi que des
agents actifs est appelé formulation. Aucune interférence non désirée entre les excipients et le
principe actif ne doit exister dans le médicament. De plus, il est nécessaire que la méthode de
dosage utilisée soit adéquate, soit aucune interférence entre les excipients ou 1’agent actif.
Des simulations de formulations ont été réalisées en ajoutant aux principes actifs, PEC A et B
les excipients contenus dans leur formulation respective et par la suite, les dosages de ces

deux mélanges ont €té réalisés pour vérifier s’il y avait des interférences ou non.

Les variations d’activité enzymatique en présence ou en absence de la formulation

¢taient moins grandes pour les deux PEC lors de I'utilisation des méthodes chromogéniques.
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Cependant, toutes les variations, sans égard pour le PEC ou la méthode, se retrouvent dans
les normes de RSD de la méthode définit par I'industrie pharmaceutique, soit 5 % pour la

lipase et 7 % pour I’amylase et les protéases (Tableau 5.3).

Un test t de Student a été réalisé entre les moyennes d’activité enzymatique obtenue
en absence et en présence d’excipients. Ce test permet, en autres de déterminer si la
différence entre deux moyennes (appariés ou non) est significative. Le résultat de ce test nous
indique que les différences observés entre les activités enzymatiques avec ou sans excipients
sont majoritairement significative pour les trois enzymes. Par contre, quoique les différences
sont statistiquement significatives, il est important de se rappeler que I’écart observé dans le
cas de la lipase (moins de 2%) est inférieur a la variabilit€ de la méthode accepté (5%) ainsi
que dans le cas de ’amylase (moins de 3% d’écart observé pour une variabilité de 7%) et des
protéases (moins de 5% d’écart versus 7% de variabilité). Ces variations ne peuvent donc étre
considéré comme significatives selon les critéres d’acceptation déterminée par I’industrie

pharmaceutique.

Aucune des variations en présence ou en absence des excipients n’étant considérée
comme significative, la conclusion préliminaire est qu’aucune interférence n’est observée par
la méthode ou par les excipients des diverses formulations testées. De plus, lors de ces
évaluations, les erreurs relatives pour chaque échantillon correspondaient aux valeurs

obtenues lors de I’évaluation du PEC seul.

Perspectives

L’optimisation des méthodes chromogéniques a €té complétée et par la suite, celles-ci ont été
testées pour leur potentiel d’utilisation en milieu pharmaceutique avec deux principes actifs

d’enzymes pancréatiques (PEC A et B).

Cependant, une méthode se doit d’étre évaluée selon différents aspects pour s’assurer de ses

performances dans son contexte et d’obtenir la preuve de son efficacité. Ces aspects sont
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regroupés dans le processus de validation et sont énumérés comme suit: I’exactitude, la
la robustesse. La continuité de ce projet va donc comprendre une validation compléte des
différentes méthodes chromogéniques optimisées et éventuellement des études plus poussées
sur les phénomenes d’inhibition des protéases par le calcium ainsi que ’effet réel des sels

biliaires sur le substrat chromogénique de la lipase.
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