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La bicopsie est devenue un geste d=
vratique ouofjﬂiﬁnne, relizussée
souvent de curiosité scientifique.

Les grands précurseurs de i'histologie patholo-
ique au siécle dernier (SCH”ANN FULLER, VIRCHOW) utiliscrent
a bicpsie pour recueillir du matériel d'exploration scienti-
fique. inis presque aussitdt cette méthode gagne la pratique
ourante ncn sans quelque r&sistance.

C'est d'abord le simple examen de
détachés d'une tumsur : ainsi-WALCHE dés 134:
gie de diébris expectoris pour le diagnostic

[ I oW

sais trés vite, ha un dans sa spcc1u11tﬁ ent
des priéléverents et nous ne savilons désigner
qui le premier a emy oyé€ ce procéal de diagnos
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Le cycle de 1l'endomeétre fut découvert vers 19900
par SCHROEDER et nar ADLER sur des picces d'hystérectomie (plu:
de 900 dars un travail de SCLROEDER). On ne conneit pas 3 cette
époque le: hoymoncs geénitales !

Ltutilicsation de ces travaux dans la pratique cou-~
rante se heurtait sux difficultés rencontrées pour recueillir
fecilenent dec frasments d'endomltre.

Cevendant la découverte des hormones goenitales et de
sirrait 1 ondométre comme un récepteur de choix dor*
evenalt indispensable.

L'histochinie a permis de mettre en &évidence 1'influence
hormonale sur un tissu récepteur et les variations de l'acti-
vité enzymatique qui en découlent. Les méthodes biociiimiques ont
apporté avec précision la preuve Je ces variations -~ JONES Jr
H.iW., WADE R., GOLBLLLRG 8. (1952), puis SEGAL §.J., BAVILEIN 0.%,
WASA K (1965) ont les premiers tenté de comparer une activité
enzymatique et une influence hormenale. Ces travaux ont permis
de mettre en lumiére l'action normonale tissulaire, en Dartlc‘l
en faisant ressortir 1'intZrét, pour la compréhension de ce méc
nisme, du métapolisme des acides nucléiques et de 1l'activité de
la synth&se nrotéique puisque les enzymes scont des protiines.

11 est permis de penser gque les activités de synthése
des acides nucléiques et des protéines sont des Ctapes essentiel-
les de 1'action des oestrogénes au cours de la physiologie génita-
le : en effet 1'administration d'acide riboanucléique utérin ob.e-
nu chez la rate castrée aprés injection d'ocestrogénes, déclenche

zu niveau de l'utérus et du vagin dtautves fenelles, castrées,
duS transformations identiqucs 4 celles qué provoquent lesoes-
trogénes ; en outre le blocage de ces effets est possible par
l1'application locale c'actinomycine .

Le but que nous nous proposons serait de pouvoir
servir de base 3 1'investigation ciinique afin d'apprécier avec
PrUB de-finesse gue par 1les moyens actdels, 1'influence aos oes-
trogénes au cours du cycle, au niveau de 1'endomcétre bumain.

Le dosage de 1'acide ribonucléique au niveau de 1l'en-
dom@étre nous a semblé une difficulté insurmontaple, et nous nous
sommes attachés :



L

dans la premidre pertie de notre travail a compléter et 3 pré-
ciser des rechsrcnes antérieurss sur ia FIOSPHATASE ALCALINE
thZse préseviée le 15 ifai 1208 par .Jonsieur [IAUREL Claude 3 la
Faculté de :idecine de GRENOSLE,

dans la deuxiéme partie s 4 présant@r une nouvelle voiec de
reciierche constitude pai 1'étude de la LACTATE DESHYUROUGENASE
et de ses ISOENZY!ES, étude qui nous semble riche en promesses.







LA BIOPSIL o'iWBOMETRE - NOTRE HMLTHODE DE TRAVAIL

o
a9

La biopsie d'endométre est un prilévement frag-
mentaire de la muqueuse tapissant la cavité corporéale
de 1'utérus.

Nous ne parlerons pas de la technique et des pré-
cautions indispensables avant la biopsie : une instrumen-
tation de mieux en mieux adaptée en fait un examen de
pratigue courante. L'instrument le plus zénéralement adoptéd
est la canule de :.0VAK. dous nous sonmes contentes de
1'introduire jusqu'au fond de 1l'utZrus et d'appuyer 1é€
rement. Si le col n'est pas trop étroit, la manocuvre
n'est pas trop douloureuse, bien que le contact de 1'is-
thme soit assez sensible.

o8~

<

Les biopsies peuvent &tre renouvelées au cours du
cycle : bien peu de patientes hélas, se sont prétées a ce
renouvellenment. Ainsi dans 1'impossibilité d'ob:tenir une
biopsie d'endom&tre par jour chez un alme sujet sain, au
cours du cycle normal, nous avons multiplié les préleve-
ments pour tenter 1l'approche statistique d'un cycle normal
théorique.

ilonsieur JAURLL présentait 1006 observations. A la
fin de nos travaux, notre matériel d'éiude compte 252 biop-
sies d'endométre, obtenues soit 3@ la consultation de fem-
mesprésentant des troubles gynlcologiques divers,

soit de facon systématique au
cours de cycles normaux.

Cuaque prélévement a ¢té divisé en 3 frag-
ments :
- 1 premier fragment pour 1l'examen histologique.
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- 1 deuxisme fragment pour l'examen histochimique -
- 1 trcisidme fragment pour 1l'examen biochimique -
et nous nous doanons pour but de conironter les données et les

[P

résuitats de c=s trois études diffirentes.



Ok LA HETHOUDD HISTOLOGIGUE ET HISTOCHI.IIQUE

1) - UN PRUMIER FRAGIENT DE NOTRE PRELLVEMLHT EST LES-
TINE A UN EXAZEN (ISTOLOOINNUL

Les modifications histologiques
cycliques de 1l'endométre sont un témnin fidele de 1l'activi-
+& normonale cyclique de 1'cvaire. (et examen donne lieu a
une interpritation selon des critéres traditionnels : ac-
tuellement nous sommes suffisamment avertis des Jtats
schematiques de 1'endom@tre au cours du cycle nenstruel
pour qu'il ne soit pas ncécessaire d'aller au devant de
redites. Les travaux soant multiples, en France ceuX de
CORICARYD, ROBEY, PIAUX, ceux de NJYLS, HERTIG, ROCK

-

{1946 1566 aux Etats-Unis.

sious nous reporterons au diagramme de comparaison
approchée de facteurs morphologiques utiles pour dater
1'endomdtre. Ces courbes représentent les changements
quaentitatifs approximatifs de huit facteurs paraissant
ies plus valables™ (d'aprés J.P. GAUTRAY 1968, tiré de
NOYES et coll. 15850).



Soulignons cependant que certains auteurs ont eu
leur attention attirée par des détails de structure et d'ul-
trastructure dont la coanaissance contribue a une meilleuve
compréhension de 1l'histologie de l'endoméctre. In résumé, des
travaux tels que ceux de J. de BRUX, J. DUPRL - FROMENWT in-
sistent sur .e 'complexe' hormonal aui détermine les varia-
tions de structuie e la muqueuse corporéale., Pour L. DESCLIN
"}'image endomdiriaie est plus le reflct d'un €tat hormonal
que celui d'un ¢tat morphologique ovarien précis’ -

E. PHILIPPE, J. RITTER, R. RENAUD (77) apportent des prici-
sions nouvelles sur la structure de 1l'endom&tre au cours du
cycle normal en faisant une &tude jour aprés jour. Ainsi
ddcouvrirent-ils des aspects peu ou mal connus des.{pithé-
liums glandulaires.

Considérant d'une part qu'une interprétation
de 1'ensemble de la muqueuse se fait 3 partir d'un fragment re-
lativement minime, et tenant cemnte d'autre part des habitudes
personnelles de 1l'observateur, nous obtenons une précision . K
acceptable par rapport i une imege de référence : datation his-

tologique ramenée i 1'¢évolution d'un cycle théorique de 28 jours
avec répartition par bandes de 2 jours.

Classification de rotre matériel d'Ztude

Grice 3 cet examen histologique nou: avons reconnu et
éliminé les znomalies dystrophyques ou inflammatoires pour les-
quclles la datation devient illusoire, bien souvent impossibi=.

Cepeadant certains prélévements ont nmontré une discordance entre
la date clinique du préldvument et la date histologique fixée
dans les conditions précitles : il s'agit toujours de retards
maturatifs non dystrophiques et nous les avons inclus aux obser-
vations pour 1'établissement d'une comparaison des taux enzy-
matiques au cours du cycle.



PHASE PROLIFERATIV
REGLES precocemoyenney tardivs SECRETION

012345617889
1234567 88910.112121415161718 1920 2122232425262

LN MITOSES DES
4 \ CELLULES GLANDULAIRES
témoin de la prolifération. La réparation
\ de lendométre commence déja pendant

7

la menstruation.

» PSEUDOSTRATIFICATION

A DES NOYAUX

// caractére typique de la phase proliférative,
» mais persiste jusqu’a la pleine activité de
L sécrétion.

| APPARITION DE
\ VACUOLES BASALES
\ signe morphologique le plus précoce au ni-
/ veau dc 'endomeétre qui témoigne de 1'ovu-
\. lation, apparait 36 i 48 heures plus tard.

AN SECRETION

/ N Cette courbe représente la sécrétion visible
/ \ dans la lumiére des glandes, la sécrétion
N active décroit plus brutalement.

an EDEME DU STROMA

/ N Constant au cours de la phase de sécré-
/ \ tion, son degré est variable. Inconstant
\ en phase de prolifération.

/ TRANSFORMATION
PSEUDODECIDUALE

/ évidente d’abord au niveau des capillaires,

/ progresse jusqu'a former une couche com-

// pacte.

MITOSES DES

yd N CELLULES DU STROMA

L \ esscntiellement abondantes pendant la
o phase proliférative, réapparaissent lors de

bt NG / \\,_ la transformation prédéciduale.

\ / INFILTRATION LEUCOCYTAIRE

\ minime, mais quasi constante au cours
du cycle, s’intensifie 3 & 4 jours avant la

\ N / menstruation.

123456 78910112 13K1516171819202122234252621
01 23456 789101121314

' PHASE PROLIFERATI
REGLES precocelmoyeOnLnelE Ft‘ap;di}/ls SECRETION

" — Comparaison approchée de facteurs morphologiques utiles pour dater I'Endo-
métre. Ces courbes représentent lés changements quantitatifs approximatifs de huit
facteurs paraissant les plus valables (d’aprés NOYES et coll., 1950, modifié).



BIOPSIES d'ENDOMETRE réalisées .c.ooveicieencnns

Compte-tenu des 106 biopsies
effectuces par . HMAUR]

CYCEES NCRIMAUX pour lesquels

la date clinigne du préidvement,

en jours du cvcle, correspondait

3 la date histologique déterminie

par la méthode habituellie, unc va-

riation de 1 jour €tant admise ..iveeeceonearoan

Compte-tenu des 39 résultats
de il. MAURLL

CYCLES AVEC RLTARD HATURATIF SIMPLE,

NOWN DYSTROPHIGUE : la date clinique

est supéricure de plus de 2 jours a ..

la date afiectée au prélcévement par
1'Nist0logiSte i veeesnrvoensosonsasnsannanans

Compte~tenu des 19 cas de
M. MAUPEL -

252

101

Lo



OBSERVATIONS BLIMINEES de notre Ctude  coveveacenns

-

En grande partie : endornétre dystro-
phigue avec asynchronisme de metura-
tion entre les zlandesendométriales
et le stroma (chorion et vaisseaux-)

Egalement :-prélévement trop superficiel,

- fragments tissulaires trop
petits -

-techniques histologiques
défectueuses

-Endométre de cycles anovulatoires
de type préménopausique
avec sclérosc vasculaire.

98



2) - UN DEUXIEME FRAGHDINT ERNDOMETRIAL SERT A UNE ETULE
HISTOCHIMIQUE.

L'histochinie nous a permis d'estimer subjec-
tivement 1'abondance et 1la localisation préférentielle de cert
taines substances, en particulier des enzymes. Les variations
de ces derniers, p*ovoqucos par les hormones se manifestent ra-
pidement dans le tissu-cible et leur courbe d'évolution au cours
d'un cycle normal est connue avec une certaine appreximation.

Selon WLEGHANN et BAdJ;O”SKI nots avons utilisé la
technique de GOHORI (d*aprds LISON) a quelques artifices de
détail prés. Cette technique est sinole : obtention facile du
substrat : glycirophosphate et des réactifs de visualisation.
Un seul obs‘?vateur a examing et Po*g subjectivement les prépa-
raticns effectuées toujours par le méme technicien et dans les
mémes conditions.



TECHAIQUE HISTOCHIMIQUE oE IISE en évidence

de la P.A.

(WEGHANN et BANKOWSKI)

1/ - FIXATION

Le fragment d'endomdtre prélevé est immédia-
tement plongé dans

a) - 1 bain d'alcool &thylique a 80 %, a + 4° C,
pehdant 2 heures -
b) - 3 bains successifs de 2 heures chacun dans l'al-
cool éthylique 3 100 % -
2/ - INCLUSION

a) ~ 12 heures dansole toluéne 3 la T° du labo-
ratoire (20°C-)

b) - Inclusion a la parafine liquide a 52°C, 24 heures
a 507. .

3/ - COLORATIOHN
A/ - Les Riactifs

o

a) ~ glycérophosphate de ia (¢, 1 9
(6,1 1D

(G,18 i)

&

c) - CIZCa
d) - Sulfate de ig

e) - nitrate de cobalt 2

2
b) - véronal sodique 2
2
2

o o9

o

o

f) - Sulfure d'ammonium 2

4/ - LS SOLUTIONS

a) - Pour lailfaction

- glycérophosphate de ida 10 ml

- vEéronal sodique 10 nl
- £1.Ca 2 ml
- eal distillée 20 nl
- sulfate :dg T ml

b) - Pour le Témoin

La solution se prépare sans glycérophosphate.
Le pii final de la solution est de 3,95.



Technique
- Incuber les coupes dans les solutions filtrées
7 heures 3 37° -
- Rincer & 1l'eau courante 10 mn
- Passer dans ie nitrate de cobalt fiitré 2 mn
- Rincer 3 1'eau courante 13 mn
- Passer dans le sulfure d'ammonium £iltré 2 mn
- Rincer i 1l'eau courante 3 mn
- Monter au sirop d'Apathy ou deshydrater : alcools a
70, 95, 100 %
- Monter au baume du Canada ou résine synthétique.
Résultat

Liactivité enzymatique est traduite par une coloration
brun noir du sulfure de Cobait.

12



Une cotation analogue 4 celle utilisée dans
les travaux de lonsieur (JAUREL a &té adoptée afin de tenter
de chiffrer 1'intensité et 1'étendue des précipités : cota-
tion en "“+'" de O 4 4.

Hous avons retenu seulement 34 EXAMENS HISTOCHI-
MIQUES sur l'ensemble de nos observations. Malgré 1'apport
de renseignements nouveaux, nous n'avons pu, en raison d'un
patériel trop réduit, représenter nos résultats par une
courbe ; nous avons donc fait un graphe (plus explicite qu'un
tableau-) des variations du taux histcchimique de la phospha-
tase alcaline dans 1'endcmé@tre au cours du cycle menstruel normal

En ordonnées : Intensité de coloration en %+" de
0 3 4, considérfe en valeur absolue

En abcisses : Le teups en jours, de 1'instant O 4
1'instant 28, en tenant compte du
facteur t = + 1 jour, pnuisque les

dates indiquées sont des dates histo-
logiques a 1 jour grés.

Les colonnes du graphe (.représentent les moyennes
arithmétiques des nombres de croix obtenues par l1'addition des
résultats relevis aux dates indiquées.

Nous présenterons plus loin (chapitre des résultats)
deux graphes différents :

1 graphe pour les vaisseaux, artérioles et capil-
laires -

1 granhe pour les glandes de 1l'endomdtre, en parti-
cvlier 1'épithélium glandulaire.






Un troisiéme fragment enfin
est destiné 3 mesurer les taux GLOBAUX de la phospnatase
alcallnn et de la lactate dwshydro Ziase. Certes, il s'a-
git «d'un dosage global intéressant simultanément toutes
les structures de 1'end0métre : ﬂlandes? vaisseaux, stroma.
iiais nous venons de préciser avec 1'étude histochimique me.
née parallelement que ces enzymes, en paviiculier la phos-
phatase alcaline, ne pouva1ent ¢tre mis en é€vidence qu'au
niveau des glandes et des vaisseaux, 2u cours de leur ac-
croissement. Cette répartition nous a paru confirnmer la
corrélation entre ce dosage enzymatique - pris comme exen-
ple de synthé&se protéique - et 1l'action des oestrogénes.

PREPARATION du »rélévement destiné 3
1'étude bicchinique .

Le fragment d'endométre {(de 1 3 4 mg) est :
- lavé au sérum physiologique (D°/oo} pour éliminer sang
et mucus retenus au cours du prilevement.

e

-~ homogénliseé pxtpmpora1remor dans du sucrose 0,27 ™
(0,8 mi) tamponné & pil 7,5 par du t*lhyuroxy»
méthyl aminométhane (T.x I.S). Cette homogc-
néisation se pratique avec un aﬂnarelL de
Potter : le fragment est refroidi : °C (glace
2 2 3 mn). On pratique de 3 a 5'aller - retour"
de piston, a 1.200 tours/mn.

L'homogénat est transporté au laboratoire dans
la glace.



TECHNIQUES de laboratoire :

laboratoire d'erzymologie du Centre hLospitalo Universi-
taire de GRENOBLE.

Tionsieur le Professeur VIGNAIS

Jocteur COLOMB, ilaitre de Confirences agrége
b4

1) - Détermination de 1'activité phosphatasique
alcaline

Technique décrite par O.A. BHESSEY et coll.
J. Biol. Chem. 1046 - 154 (321-324)

La teneur en protiines de 1l'homogenat est
estimée par une réaction au biuret sur une partie aliquote:
0,2 ml en génlral.

pfin d'augmenter la permCabilité des particules subcellu-
laires (et pour permetire &ventuellement le dosage d'en-
zymes particulaires) on traite systématiquement le reste
du préldvement par une solution de digitoniane 3 7,1 %,

qui doit &8tre priparée extemporalrement {1/10.CC0 du poilds
par rapport 4 la quantité de protéines).

Digitonine recristallisée
Cau distillée Q & P
Sucre i, QSP 0,27 it

On ajoute une solution de cholate 3 4 & qui lyse les
¢iéments subceliulaires conservés par l'iomoginéisation.
Une solution de sérum albumine est utilisée pour l'lta-

lonnage.

On urilise comme substrat du paranitrophénylnphosphate
(P.N.P.).



Les réactifs, leur préparation

- Substrat tamponné P.N.P.

P.N.P.

LI I I I A

* 0

* 6 0 0 0 06 0 s 0

(pour aralyses Prolabo)
-Glycocolle pur ....

tampon de pH 10,4

. '.’-‘é ~ e i 1
gulz (activateur de la

5 HZO

- Na ol G,

ajuster a pH

1

0,5 M

N ® s 8 8 8 0 s e s

soude 0,1 N

eau distillée QSP

- Mg Cl2

MgCl2

2

0,5 M

Eau distillée QSP
conservation 3 +

- Soude 0,1

N

Soude en pastilles
Eau distillée QSP

- Soude 92,02 N

dilution 5 fois 0,1 H

llode opératoire

- Substrat tamponné
équilibrer la t° 3

371 ° ¢C
- Homogénat
10 mn &

o T
NG Ull

- liomogénat

® e @ a0 00w

37°C

0,02 N ....

6 K,.O0 desséché

10,4 avec

* s a0

100 micro 1

* o

L A L

P.A)

Dosarse

0,5 ml

5 ml

.

§2,5 ng

187 ng

50 micro 1

ce-s21 1l

..

e s 8 0 s » o0

]

10,165 g
100 ml

L g
100..m1

Blanc

0,5 ml

5 ml

190 nmicro 1



Le paranitrophinol 1ibéré grice a l1l'action
de 1l'enzyme est estimé par spectrophotométrie a la lon-
zueur d'ondc de 4090 Mllllmlcrons.

lecture du dosage contre blanc.

Calcul

Le coefficient d'extinction moléculaire pour le P.N.P. est
£,
S o 6 2 ~ sy s
13,3 x 19° cm”/mole a 40Q =aillimicrons

Soit une solution P.W.P. &talon 5 X 1575

soit 50 millimicromole¥ml,, densité optique 0,940

’

Le volune final est 5,06 ml

soit X la densité optique de 1 nomoginat

50 x X x 5,060 x 10

= millimicromoles de P.N.P.
,940 x 10 libérées 3 10 ma 3 379 PAT Lig

de protéines.

Telle est 1'unité que nous avons utilisCe pour cuaiffrer
les résultats biochimiques

2) - Jétermination de 1l'activitc L.o.H.

Xappel biochimique

W La lactate deshydrogénase catalyse salon la réaction
suivante, 1a transmission d'hydrogéne du lactate sur un ac-
cepteur qui dans les échanges organiques irntermédiaires est
le plus souvent du H.A.J. (nicotinamide - adénine - dinu-
ciéotide).

~ ~ - YIYLG KA Pi 7 € TRy
CHS CO CO0H + “U\u)liz {-—-—n—& C“3 O
pit 10,0

3
s

i1~ COOH + NAD

1'équilibre au pi physiologique est en faveur de la formna-
tion de lactate.
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leux types de méthodes sont fréquem-

ment utilisces

a) - Meéthode des nydrazones :

CABAUD, VIOBLEWSKI dosent la L3I en formant le
2,4 dinitrophénylhydrazone de i'acide pyruvique.

b) - :iéthode mettant en oecuvre les nucléotides pyridiniques

WR20BLLSKI, La U mesurent la consommation de WAUl
par la dlﬂAnution de la densit¢ optique a 340 mi
limicrons.

La LDI: de 1'homogénat sera donc dosée a paltlr de py-
ruvate et NA Dii,. On mesure au spectrophotomé&tre i 340 mil-
limicrons l1la difinution de¢ densité optique due & 1'oxyda-
tion de HNADI! n HAU, le NAEKZ ayant un maximum d'avsorp-
tion 4 340 mIlliwmicrons.

Riéactifs nécessaires

1 - Phosphate nonopotassique kV? PO4

- Phosphiate disodique MAZHPO4 12 HZO

(U2 I oS
1

Pyruvate de souiunm
- AADHZ ou UPNi

o

Priéparation des svlutions :

1/ - Taumpon phosphate 0,15 ii - pli = 8

2) - solution phosphate disodique C,15 .

Pecser 206,200 g de «wA,iiPO,12 H, 0
2774 2

eauv distillée SP 500 nl

b) - Solution phosphate monopotassique 0,15
Peser kH?PO4 16,207 g
ecau distillée 9SP 500 =1

i2langer a et b de facon 3 obtenlr un pil = &
le tampon se counserve a + 4°C.

i

2/ - Pyruvate de Sodium 1,65 x 190

pyruvate de Sodium (gl = 110} 18,15 ng
tampon phosphate C,15 of pil = 8,1



Répartir les 10 ml de solution en plusieurs
quantités.

Conserver au congélateur.
3/ - NADH ou DPNH - 0,015 .
HADH 26 ng

eau distillég 2 al
se conserve 3 + 4° C et pendant 30 jours env.

Vérification de la molarité

1 millimicromole de DPNH ——-3> 0,002 DO 3 340 millimicrons
dans 3,1 ml

1

Prélévement d'homogénat

5 nl sur flacon sec

Homogénat décanté et centrifugé

10 mm a3 7.000 t/mn

Prélévement conservé au congélateur

.iode opératoire

Cuves en verre, longueur d'onde de lecture :
340 wmillimicrons.

température = 25° C

tampon phosphate 0,15 i 2osage
' oh = § 2,85 ml
ph = 8
JPNIL 0,015 i 20 microlitres
iiomogtnat 100 microlitres
équilibrer 3 25° C jusqu'a 20 - constante
Pyruvate 1,65 x 19 -2 R 50 microlitres

ii¢langer, faire la lecture dosage contre eau
toutes les 30 secondes pendant 5 minutes.
Calcul :

Les résultats sont exprimés en milli-unités
internationales {mUI) = nombre de micromoles de
UPN.! transformées par mn et par ml d'homogénat.
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vorter les résultats du dosage sur graphiaque.
£n abcisse = le temps, en ordonnée = la densité
optique.
Lire la variation de 10 (ADC) en 5 mn
Sachant que 1 millimicromole d= SPNH ~» 0,002 DO,
on aura :

AoC du dosage x 10 = millimicromole d'homo-

0,002 x 5 gtnat

transformées par mn et ml d'homogénat, soit en
mul

0600 du dosage x 1.000 = mul en 5 mn

Valeurs normales

42 3 84 mUl (adultes) : laboratoire de

tonsieur le Professeur VIGNAIS

“ING J. - Pratical Chimical Lnzymo-
logy - 1565, page 63

(

(

E URGHEYER H.V hod f ]
SRR RENCES BURGHMEYLER H.V. - flethods of Enzy-
REFLRENCLES ( matic Analysis
(
(
(
(
(

PRINCIPALL

W

1965, pages 651 et 730

COLOWCKIS S., KAPLAM : ilethods in
tnzymeclogzy
Vol. 1. page 441



3°) Technique de séparation électrophorétique
des 1soenzymes de la L.}D.1.

- Tirée de la nméthode de WILE 3 partir
de la techniaue originale de VAN
DER HELuS au N.B.T.

- iiodifiée selon la technique de X.C.
HYLRS et II. VAN RLMONTEL.

Préparation des Isoenzymnes

Tampon de migration

1)

Tampon Viéronal pi' 8,6

- Véronal acide 2,70 g
- Véronal sodé 15,4 g
- Lkau distillée QSP 1 1

2)

Tampon TRIS - LHC1 ph 3,3
- Tris base 24,1 g
- 1C1 nii &,

- eau distillée Q3P 1 1

£

3) Tampon Tris véronal ph: = §,4

.i¢langer les tampons 1) et 2) volume a volume

4)

Préparation de 1'électropiorése

Ajouter de la sérum-albumine 3 raison de 1 g/litre

~ Bandes d'acétate de cellulose

- Tremper les bandes dans le tampon 3)
- Issorer entre 2 feuilles de papier ¥natman n° 1 -

- Suspendre les bandes entre 2 plagues de verre espa-
cées (veiller 1 ce que les bandes soient bien
tendues).

>

- Diposer de 2 4 5 microlitres d'liomogénat (pipette
Carlsberg) 4 2/3 de liextrémite (+



-Cuve d'dlectrophorése

- Verser le tampon 3) dans les couloirs latéraux de la
cuve Shandon.

- Placer une bande de papier Whatman n° 1 sur les ponts
destinés a supporter les bandes d'électrophorése -

- Placer les bandes sur ces ponts -
- Fermer le couvercle -

- Placer la cuve dans l'enceinte réfrigdérée a + 4°C
Brancher les électrodes en mettant lc pdle (+) du
cdté du champ de migration le plus long.

Faire passer le courant : 3 d& 4 mA par bande (= 130
i 250 volts) -

figration pendant 1 . 30 i + 4°C.
Couper le courant avant de retirer les bandes -

Aprés chaque migration, intervertir les polarites
ou mélanger le tampon.

Préparation du milieu de révélation

]

1,5 ¢ 1,07 ¢ 0,75 g

(&4

is I, C1 0,2 i, pi: 8,3 70 ml 5C ml 35 ml

[

Algaros
Tri

H

Dissoudre en chauffant au pain-marie bouillant -~

Refroidir 3 60° C.

Ajouter dans 1l'ordre, en agitant circulairement

- Lactate 90 % : 2 ml 1,43 =1 1 ml

~ % BT 1 ng/ml:20 ul 14,3 ml 10 ml

- P iS 1 ng/ul: 1 nl 0,72 nl 0,5 ml

- 4 A D 210 mg/ﬁ nl 70 mg/4’2 ml 50 mg/3 nl

NBT - P& - NAD dJdoivent &tre préparés extemporairement et

laisser 3 1l'obscurite.

{ilélanger et couler dans une boite de PZtri a 1'obscu-
rité - Lliminer les bulles, laisser prendre en masse.



Révélation

- letourner les bandes d'acétate sur la gélose.

- Passer sur les bandes un agitateur, en roulant pour
chasser les bulles d'air.

- Laisser 30 minutes a 1'obscurité a 37° C -

- Jetirer les bandes - les laisser 5 mn dans HNOS 3%
pour fixer la coloration -

- Bien rincer 3 lteau distillée -
- Laisser sécher complétement -

- Passer les bandes i 1l'enregistreur Vitatron du pdle (+)
au pbdle (-7 a 583 millimicrons.

- Calculer le pourcentage de chaque fraction par triangu-
lation -

- 1.C. MEYLRS and ti. VAN RL(IONTEL
The use of a reagent gel to locate lac-
tate deshydrogenase isoenzyme separated
on cellulose acetate membrane

Clin. Cliem. Vol. 14 n°® 11

REFLRENCES 1968, p. 113 1

M 1A I
PRINCIPALES - BARNETT li: EBlectrophoretic separation of

LDl isoenzyme on cellulose acetate ;
Biochenm. J. (1962) pages 33-34

The staining of LDH isoenzymne
after dlectrophoretic separation on cel-
lulose acetate.

J. Clin. Path. (1964) 17 - 567
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AINSI DE CE RAPIDE
SURVOL DES HMETHODES HISTOLOGIQULS,
HISTOCHIMIQUES ET BIOCHIMIQUES, RES-
SORT L'IWTERET EVIDENT, QUE HOUS NOUS
ATTACHONS A SOULIGNER, D'UNE COLLABO-
RATIO{ ETROITE ENTRE L*ANATOIOPATHO-
LOGIBTE, LE BICCHIHMISTE ET LE GYNECO-
LOGUE.






Premiére Partie

LA PUHOSPHATASE ALCALINE

Complément et precision de recherches antérieures







NMous ne reprenons pas les
différents problimes théoriques de 1'étude de la phos-
phatase alcaline, ni les discussions wultiples concernant la
présence de la phosphatase alcaline dans l'endométre, sa
distribution,, ses variations au cours du cycle menstruel
et ses fonctions dans ce tissu.

Nous nous contenterons de pré-
ciser les résultats obtenus par iionsieur HAUREL en 1966.
Pour cette itude, nous ne tiendrons compte que de la

date histologique des preé¢leévements.




1) - Les résultats UISTOCHI-IQUES

Ils nous ont permis d'acquérir ce qui
suit :

a) - Le taux histochimique de la phosphatase alcaline
atteint dans les vaisseaux de 1l'endometre :

- Un premier maximum préovulatoire entre le
1ie et 1e 12e jour du cycle -

- Un deuxieéme maximum qui se situerait vers
1a période de pleine activité du corps
jaune, c'est-i-dire vers le Zle - 23e
jour.

Cette donnée a été mise en é€vidence par
Un nombre plus elevé d'observations.
(64 au lieu de 44).

b) - Dans les glandes, un maxinum 3 la méme période
préovulatoire, puis une décroissance rapide.

vans les deux localisations qui ont fait
1'objet de notre Etude, 1'apparition des régles (arrét
brutal de la sécrétion oestrogénique) coincide avec la
disparition de la phosphatase alcaline. Son activité reprend
avant la fin des régles.

L'utilisation de la tecunique de comparaison avec des stan-
dards laisse une grande place d 1'Clément subjectif. Ce-
pendant, i la suite de nos constatations wnous retenons une
évolution paralléle entre les modifications du taux de la
phosphatase alcaline endométriaie et ltactivité des oes-
trogenes au niveau tissulaire, évolution constatle gréce
auxvariations classiques de 1l'aspect histologique de 1l'en-
dometre
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2) - Le dosage de l'activité PHOSPHATASIQUE

Nous avons vu dans la présentation des m&tiiodes
que la phosphatase alcaline hydrolyse le P.N.P. en
paranitrophénol et phosphate, a pi. 10,4.

Le P.N.P. est incolore en milieu alcalin alors que
leparanytrophénol est jaune. L'action de 1l'enzyme est
stoppée par addition de soude concentrée.

Par spectrophotométrie on mesure 1'intensité de
coloration 3 la longueur d'onde 400 millimicrons.

L'instabilité du P.H.P. constitue un des incon-
vénients de la méthode. On utilise donc un substat
de préparation récente dont la valeur est virifide
au spectrophotograpie 4 400 millimicrons.
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NOS RESULTATS

RAPPEL DES CALCULS ANTERIEURS

Les calculs antérieurs, contenus dans la thése de
donsieur C. HAUREL avaient pour objet 1'étude de la va
riation moyenne au long du cycle menstruel théorique de
28 jouts, du taux de phosphatase alcaline exprimé en mil-
limicromoles de paranitrophénolphosphate, en 10 mn, a
37° par mg de protéine.

Ils avaient &té programmés par onsieur E. SIBUT
en langage ALGOL sur l'ordinateur I.B.i. 7044 du Laboratoire
de .lathématiques Appliquces de 1'Université de Grenoble
sous la direction de Monsieur le Professeur agrégé GASTINEL,
Yirecteur du Laboratoire.

Au cours de six mois de programmation de nombreux
essais en machine impliquant des méthodes mathématiques re-
lativement élabories : séries de Fourier, statistique, etc ..
avaient &té réalisés.

En fonction du nombre croissant des prélevements
et par li-méme du nombre de points expérimentaux, on consta-
tait, au vu de leur graphe, que la dispersion des mesures
augmentait. Si bien que 1l'on devait sans cesse opter pour
de nouveaux schémas de calcul de plus en plus simples.



Sur les 106 biopsies réalisées, 54 observations
avaient été retenues pour les calculs publiés : (Il n'a
été fait aucune distinction entre les cycles normaux et
les retards maturatifs).

Au vu du graphe de ces 54 points, il était pernmis de
supposer que l'allure générale du phénoméne étudié pou-
vait &tre représenté ainsi :

1) - Une droite passant par l'origine des
axes et ce jusqu'd une certaine date T -

2) - Une parabole depuis cette mlme date
T jusqu'au 26e jour du cycle, parabole passant par le
point de coordonnées (23,0) et ayant en ¢e point une tan-
gente horizontale (dérivie nulle).

Le critére d'approximation choisi pour
faire ces deux ajustements &tait celui dfs moindres carrés.

Des essais avaient été effectués pour des valeurs
entidres de T allant de 11 322. Parmi 1'ensemble de ces
valeurs nous avions retenu comme résultat final, celles qui
rendaient minimale la somme des carrés des écarts et don-
naient le meilleur raccordenent entre la droite et la para-
bole.

Un graphe pour T = 18 représentant la droite dans
1'intervalle (O, T), la parabole dans l'intervalle (T,28)
avait &été reproduit ainsi que celui représentant la somme
des carrés des écarts en fonction de T.



Les dates repérées histologiquement étaient con-
nues i un jour prés et parfois a une demi-journée.

Les taux mesurés étaient exprimés avec une pré-
cision de 10 % environ. Les erreurs systé matiques et ac-

cidentelles liées inévitablement d chaque mesure ne per-
mettaient pas d'expliquer i elles seules tependant la
trés grande dispersion des observations. Bien que 1'esti-
mation de l'activité phosphatasique soit beaucoup plus
sensible que la détermination du taux de protéines, il

est évident que pour les prélévements peu abondants, 1'ex-

pression des résultats peut &tre faussée.

Nous avions &galement attribué cette dispersion
au fait que les biopsies étaient r&alisées sur des sujets
distincts, le plus souvent avec une seule wmesure par su-
jet.

Les moindres carrés

Le critére des moindres carrés est celui choisi
pratiquement pour l'ensemble des travaux et il nous a sem-
blé bon de le rappeler.

étudier et un ensen-

Qs

Soit un certain phéncnéne
ble de M mesures s'y rapportant.
I

-
prs

Soient tl’ tz, veey, ti, Juld, tﬁ les abcisses

ordonnées

bt
s

Soient Y1, YZ’ cees, Yi, v.., Y les

N

Dans les travaux précédemment rappelés

- W a la valeur 54

- les ti représentent les dates repérées histologique-
ment 3 un jour pres.

- les Yi représentent les taux de phosphatases mesurés
a o %.



Soit une famille de courbes dépendant

de la variable t;, de

de 1! paramétres By vees aj, ++.; am

et ayant pour cxpression analytique :
y = f (31, vees B t)

L'approximation au sens des moindres carrés cons-
siste i déterminer les valeurs numériques de ces .i para-
métres rendant minimale la quantité Q, somme des carrés des
écarts entre chaque mesure Y. et la valeur

Y; = f (al, ceey @, %i) de la fonction représentant

le phénoméne &tudié en cette méme abcisse t..
i = N )
e, (Yi - Yi )

1

On a ¢

Exenples :

1) - Si la famille de courbes choisies est une famille de
droites :

4 est égal a 2 et £ (31, a5, t) s'écrit a; Xt + a,

ilais réciproquement, le fait que M soit égal a 2
n'implique pas que la famille de courbes soit une
famille de droites.

Quand on impose & cette famille de droites de passer
par un point donné edle ne dépend plus que d'un seul
paramdtre. Si le point consid@ré est l'origine des
axes, alors il vaut 1 et f (31, t) s'écrit ay xt.

2) - Lorsque les courbes choisies sont des paraboles
ayant un axe paralléle a4 1la direction des ordonnées
13 1a valeur 3 et f (31, a,, 2z, t) s'écrit :

2

a, x t° + T + a3

»

1 a

Mais réciproquement, le fait que 1 soit €gal 3 3
n'inplique pas que la famille de courbes soit une
famille de paraboles.



Quand on impose une contrainte :
que la famille de paraboles passe par un point donné par
exemple, it vaut alors 2.

Quand en plus on 1mpoae une seconde contrainte :
avoir une pente donnée en ce méme point, par exemple,
i vaut 1.

La détermination pratique des valeurs
de ces i param@tres est obtenue en dérivant la quantité Q
partiellement par rapport a chaque paramétre aj.

Le fait d'annuler les ;i dérivées ainsi ob tenues
exprime que la quantité Q) est minimale par rappoxt aux aj
1

et fournit un systeéme de 1 équations linéaires a M incon-
nues.

Actuellement, des procédés parfaitement au poeint permet-
tent la résolution pratique de ce genre d'équations.

<

Le choix de la famille de courbes et celui de ii
(s'il n'est pas fixé par le choix précident) repose sur
deux critéres :
1) - La connaissance partielle du phénoméne étudié -
2) - L'allure générale du graphe des points expérimentaux.
Les premiers calculs étant faits, on obtient des pré-

cisions sur la famille de courbes choisies et les valeurs
de i 3 essayer.

On est parfois obligé de séparer 1'intervalle de
ti en plusieurs sous-intervalles - ce fut notre cas

ler intervalle 0-T
2e intervalle T - 28
et de choisir une famille de courbes différentes dans cha-

cun d'eux : dans le ler une famille de droites,; dans le 2Ze
une famille de paraboles.



D'autres critéres d'approximation que
celui des moindres carrés existent : le critére des moin-
dres écarts par exemple, cependant les moindres carrés
sont d'un emploi classique et relativement sir.

REPRISE DE L'ANCIEN SCHEMA

DE CALCUL

"droite - parabole”

En un premier temps, il a fallu réé-
crire le programme '"droite - parabole' de la thé&se précé-
dente de fagon 4 en permettre l'exécution sur la machine
actuelle : un ordinateur I B i de la série 360 modeéle 067.

Appliqué aux 54 points initiaux, ce programme a donné

des résultats identiques aux résultats antérieurs avec
une précision du 1/ 10.000. Cette différence est due au
fait que la longueur d'un mot macihine est de 32 positions
binaires (32 bits) sur la série I B {i 360 alors qu'elle
est de 36 bits sur 1'f B :i 7044.

Avec ce nouveau programme trois séries de cal-
culs ont &€té réalisées

- la série 1 avec 84 points

- la série 2 avec 123 points

- la série 3 avec 154 points finalement
retenus et portds sur le graphe n°t.






i

~parabolle

it

15

5 POIN
1

e

L

1

“dro

L1

schéna

e §

i

T
<
1
o

_séibn 1

H
el

S HOARIS|

B

s

|CARRES




-

o

bagl

s

2 anidady
AL U35

A2 = haa v

roite=-para

JASR ™

Ao AR = S = &

Teschema

omma
pEgtirsias

&

~gelor

B

ARTS

]
o/

AR 5

Lot

by
5
£5

OMME DES| CARRES DES E

i




CLE

>y

OURS| du. ¢

'S EXPERIMENTAU

OIN]
romole

i

1n

T

LISE |DANS' ]

T

UTI]
HESEE

1
g

T

Lpt0oshdse
H

AT

éno

Y-

roph

B
€

Atendon
‘paral

o
1

le




- 35 -

Les graphes n° 2, 3, 4 sont la repré
sentation de la somme des carrés des écarts en fonction de T
pour chacune des 3 séries de calcul.

L'allure générale de ces lignes brisées est treés
semblable. Cependant le "creux" de ces courbes ne va pas
en se resserrant lorsque le nombre de points augmente :

- Pour la série 1, il se situe entre le 16e et le 20e jour,

- mais pour les séries 2 et 3, il se trouve entre le 15e et
le 20e jour.

Le "pic" qui est dans cette zone va en s'accentuant
au lieu de disparaitre lorsqu'on passe de la serie 1 a la
série 2, puis & la série 3.

Cela montre que ce schéma de calcul 'droite -
parabole" qui a permis d'obtenir la sclution portée sur le
graphe n® 5 avec l'ensemble des 154 points doit étre re-
pensé. Bien que raisonnable 3 priori et justifié par les
calculs faits avec les 54 points de la thése précédente,
il n'est pas satisfaisant actuellement malgré un nombre
triple de mesures.

NOUVEAU SCiibtiA DE CALCUL

"parabole - parabole'

Nous avons gardé le principe qui con-
siste 2 partager le cycle en deux sous-intervalles par la
date T :

- ter sous-intervalle : (0 ; T)
- 2e sous-intervalle : (T ; 28)

Jans chacun d'eux nous faisons une approximation
au sens des moindres carrés par une famille de paraboles a
laquelle nous n'imposons aucune contrainte.
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Jes essais ont été faits pour les valeurs suivantes
de T : ‘

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 19,5, 20, 21

Le graphe n° 6 est celui de la somme des carrés
des écarts en fonction de T ; 1'allure de la ligne brisée
obtenue est beaucoup plus régulidre que celle. du graphe
n® 4 : le creux est entre les dates 17 et 16,5 ; il s'est
donc resserré et on ne voit plus de pic. Néanmoins, remar-
quons que, si qualitativement 1la courbe est bien meilleure
son point le plus bas est du meme ordre de grandeur que
celui du graphe n° 4.

Les paraboles obtenues sont celles porties sur les

graphes n°® 7 3 n° 16.

Sur chacun de ces graphes, figurent aussi :

- la valeur de T -
- la droite paralléle 3 la direction des ordonnées et d'ab-
cisse T -

- la position A de l'abcisse du point de rencontre des 2 pa-

raboles -

- la position B de 1l'ordonnée de ce point de rencontre qui
est aussi le maximum de la ccurbe.

- la position C de l'abcisse du minimum de la 2¢ parahbole.

Pour T = 13 les paraboles se raccordent parfai-

tement
A et T ont pratiquement la méme valeur
‘T = 18
A= 13,13

Pour T = 19,5 le scinéma de calcul est encore va
lable mais il ne l'est plus :

Pour T = 20 : en effet, la seconde parabole n'a
pu &tre calcul@e en raison d'une discontinuité.

Pour T = 21 : on note une concavité de la
premidre parabole tournie non plus Vvers le haut mais vers
le bas et les 2 paraboles ont une intersection aberrante.
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Nous avons voulu estimer certaines

grandeurs :

- La valeur de l1l'abcisse du maximum de la courbe : A

- la valeur de 1l'ordonnée du maximum de la courbe : B

- la valeur de 1l'abcisse du minimum de la 2e parabole
qui est aussi le minimum de la courbe : C

Ceci est illustré par les graphes n°s 17, 18,
19 -

le graphe 17 est la variation de A en fonction de T
le graphe 18 est la variation de B en foanction de T
le graphe 19 est 1la variation de C en fonction de T.

!

Nous pouvons dire que :

A est compris entre les dates 17 et 20 -

B est compris entre les valeurs 450 et 700 -

C est compris entre les dates 24 et 25 -

Le minimum variant entre de trop grandes limites,
nous n'avons pas tenté d'évaluer son ordonnée.

Nous retiendrons une allure
érale du phénoméne, celle de la courbe correspondant
= 18

QJIOQ

éné
T
Elle présente le meilleur raccordement pour les

deux paraboles.

La somme des carrés des &carts est minimale d cette
date.

Cette courbe a servi i réaliser le graphe n° 20 aboutis=
sement de nos travauX.




ilous insisterons
cependant sur certaines réserves.

L'allure générale de la courbte mathématique n'est
pas nécessairement en chaque point celle du phéno-
néne biologique &tudié :

En particulier la discontinuité de la cour-
be calculde 3 la date théorique T = O n'est aucune-
ment 1ile 3 un phénoméne physiologique.

I1 y a discontinuité car les courbes n'aboutis-
sent pas au méme niveau sur 1'axe des ordonnées :
juste avant la date O le taux 3 1a valeur 300, juste
aprés cette date il a la valeur 200. On sait que cette
date n'est connue qu'avec une approximation de 1'ordre
de 24 hLieures.

Le maximum qui ppparait tr&s nettement sur
1a courbe calculée 3 la date théorique T = I8 n'est
peut-étre pas en f£a%t aussi marqué sur la courbe du
ddroulement du phénoméne biologique pour un sujet
donne.




Deuxiéme Partie

LA LACTATE DESHYDROGENASE

SES ISOLNZYIMES
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LA LACTATE DESLIYDROGENASE GLOBALE

Avant de présenter notre
travail sur les isoenzymes de la lactate deshydrogénase,
nous avons voulu en prélude 3 des recherches ultérieures,
fournir les résultats d'une étude biochimique globale de
cet enzyme au cours du cycle en fonction des dates histo-
logiques.

Nous présentons un tableau. de résultats expéri-
mentaux obtenus 3 partir de 92 observations choisies et
classées selon les critéres énoncés dans notre &étude pré-
liminaire (page 7 )

GRAPHE DES POINTS EXPERIMENTAUX

Sur ce graphe n° 1 sont portées

- en abcisses les dates histologiques exprimées en jour -

- en ordonnées les taux de L.D.H. GLOBALE exprimés en
millimicromoles de N.A.D.H. par minute et par mg de
protéine.
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11 montre que la dispersion des me-
sures est réellement tr&s grande, encore bien plus que
pour la PIHOSPHATASE ALCALINE.

iialgré le nombre des mesures retenues qui peut
sembler relativement important & premi&ére vue, on ne peut
faire, au vu de ces points, aucune hypothése sur le phé-
noméne ¢tudié, méme pas sur l'allure générale de la cour-
be qui le représente.

Néanmoins, nous avons voulu voir si certains
ajustements selon le principe classique des moindres car-
rds permettaient certaines conclusions. Nous avons pro-
cédé a des ajustements linéaires, puis paraboliques.

AJUSTEMENT LINEAIRE

Les résultats sont concrétisés par les graphes
n® 2 et n® 3.

I1 est permis de dire, car la pente de la droite
portée sur le graphe n® 2 est trés faible, qu'il s'agit
d'une fonction dont 1l'allure générale est peut-&tre crois-
santedans la premiére moitié du cycle environ. Si en fait
certains extrema existent, nous n'en avons aucune idée.

I1 serait vain d'accorder une importance aux
valeurs numériques que 1l'on pourrait déduire de cette
fonction linéaire.

Ce qui précéde se rapporte i un ajustement
lindaire sur l'ensemble des 92 points expérimentaux ;
nous avons pensé qu'un ajustement linéaire, non pas
sur 1l'ensemble des 92 points, mais sur une partie seu-
lement de ceux-ci, pouvait peut-etre donner quelque infor-
mation locale supplémentaire.

Nous avons donc procédé 3 différents
ajustements avec des points compris entre l'origine du

cycle et une certaine date "T" fixée a priori. Ainsi il
y a eu un calcul:

- pour T = 2
- puis pour T = 3
et ce, jusqu' a T = 28
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Certains segments de droite ont été portés sur le graphe

n° 3. L'allure désordonnéde de ces segments de droite ne
permet en fait aucune conclusion positive : il faut beau-
coup plus de points avec une répartition, quant 3 la date
au moins, la plus homogé&ne possible.

AJUSTEHENT PARABOLIQUE

Le résultat de cet ajustement est la parabole
portée sur le graphe n° 4.

Cet ajustement semble &tre plus convenable que
1'ajustement linéaire

- la somme des carrés des écarts &tait 9,11 X 106 pour

1'ajustement linéaire sur les 92 points.
Sa valeur est 9,03 x 106
sur ces mémes points.

pour 1l'ajustement parabolique

Cette différence est en fait tres faible.

L'allure générale croissante du début du cycle est
confirmée. De plus, une dlcroissance apparait vers la fin
du cycle. In raison de la forme trés plate de cette parabole,
i1 est difficile d'affirmer qu'en fait le phénoméne montre
un maximum ; le maximum de la courve ainsi calculée est
situd au 19&me jour du cycle.

D'une facon générale, il est
clair que ces calculs sont les premiers jalons d'une etude
Gltérieure qui peut demander des methodes de calculs nou-
velles ot se réviler fort intéressante.
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LES ISOENZY-ES DE LA LACTATE DESHYDROGENASE

L'action enzymatique globale
que nous venons d'observer dans 1'endomdtre peut n'étre en
réalité que la somme des activités résultant de composés en-
zymatiques distincts.

Ce chapitre de 1l'enzymologie ne prit vraiment
toute son importance que lersque VESELL et BEARN (111) mon-
trérent en 1957 pour la premiére fois que la lactate deshy-
drogénase existe sous des formes moléculaires multiples.

En 1959 HARKERT et MOLLER (63) introduisirent le
terme ISOZY:iE pour désigner ces fractions enzynmatiques.
Avec WEBB en 1965 on donne la préférence au terme ISOENZYIIE.

Tous les enzymologistes sont d'accord (SAYRE, HILL)
pour dire que dans le cas de la lactate deshydrogénase, la
notion d'isoenzyme est indiscutable.
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DEFINITION DLS ISOENZYHES

On appelle isoenzymes les
enzymes qui dans la méme espéce ont une action de méme type,
c'est-a~-dire qui catalysent la méme réaction chimique et
présentent une constitution protéinique semblable tout en se
laissant néanmmoins séparer par les dlffcredtes méthodes de 1la
chimie protéique.

Par conséquent, les isoenzymes de la lactate deshy-
drogénase sont des enzymes qui catalysent 1'oxydo-réduction
de la réaction :

acide lactique - acide pyruvique, mais qui se
laisselséparer par 1'électrophorése par exemple.

Les isoenzymes de la lactate deshydrognase
semblent €tre les sculs actuellement a_avoir trouvC une ap-
plication cllnxque, bien qu'un assez grand nombre de séries

d'isoenzymes ait fait l'objet d'études en biologie clinique.

STRUCTURE DES ISOENZYIIES
SIGNIFICATIONS PHYSICO-CHINIQUE, PHYSIOLOGIQUE

En 1959, WIE L (121) a montré
qu'il existe dans les tissus de l'homne, du rat et de 1la
souris, ainsi que dans le sérum humain, 5 fractions isoen-
zymatiques de la lactate deshydrogénase.



Chacun de ces isoenzymes porte une charge €lec-
trique différente, de sorte que la séparation des diffé-
rentes fractions par électrophorése devient possible.

MARKERT, APPELLA (1961) (1), CAHN (1962) (13)
ont démontré que les isoenzymes de la lactate deshydroginase
sont formés par 2 types d'unité protéinique qu'ils ont ap-
peles

type A, type B

Ces 2 types sont combinés en groupes de 4 tétraméres, de
sorte qu'il existe 5 combinaisons possibles :

AAAA
AAASB
AABB
ABDBB

Les formes moléculaires multiples résultent du mode parti-
culier d'association des chalnes polypeptidiques constitu-~
tives. En d'autres termes (GEYER li., HEIL P, (1970) (37) -
il existe 2 peptides fondamentaux "H" et '"i". Deux isoen-
zymes sont homogénes, que 1l'on peut représenter par i, et
H4. A leur cb6té, on rencontre les 3 hybrides prévisib%es

Chaque forme de tétramere correspond 3 une bande électro-
phorétique distincte et posséde une constante de iiichaélis
propre pour le coenzyme.

La combinaison de 4 unitdés identiques de type B
définit LA FRACTION ISOENZYME I de la lactate deshydrogé-
nase. Elle porte la charge négative la plus forte.

La combinaison de 4 unités de type A détermine
LA FRACTION V. Elle n'est pratiquement pas chargée électri-
quenent.

Par conséquent, pendant 1'électrophordse, la frac-
tion I se déplacera vers 1l'anode, tandis que la fraction V
ne se déplacera pas. Lok I et LDh II sont souvent appelées
les formes rapides de la lactate deshydrogénase, en contraste
avec les formes lentes LDH IV et LBh V.



L'emploi de techniques trés différentes, d savoir :

WIEME, 1959-1965 : électrophorése en gclose
VESLELL, BEARN : en support d'amidon

SAYRE, HILL : sur papier d'acétate de cel-
lulose

i

PRESTON et coll. : en gel d'acrylamide

a fourni des résultats comparables : fait souligné par
VESELL en 1965.

On peut distinguer les tissus et les organes les
uns des autres, compte-tenu des proportions relatives de
leurs isoenzymes. Presque tous les tissus animaux possédent
les 5 isoenzymes. Les hiématies du lapin ne renferment ce-
pendant que 1'isoenzyme rapide I (li,). Dans les muscles
striés du méme animal on ne retrouve que 1'isoenzyme V ().

Chez 1'homme adulte (et dans la plupart des es-
péces) on peut caractériser 2 types principaux de la lactate
deshydrogénase

- le type "muscle squelettique” "I (muscle) caractérisé
par la prédominance de la bande lente (LDH V). On retrouve
cette prédominance de LDil V dans le muscle strié, le tissu
hépatique, le coeur.

- le type "coeur", "H" (heari) est la fraction prépondérante
dans le muscle cardiaque et se caractérise par uns prédomi-
rance de la bande rapide.

Ces 2 types de sous-unités sont immunologiquement
distincts ; leur poids moléculaire est comparable et leur
composition en acides anminds différente. 1964 FONDY et coll.,
PESCHE et coll. ont déterminé la composition en acides ami-
nés des 2 types extrémes de la lactate deshydrogénase : le
type "H" contient moins de phénylalanine que le type Rt
par exenple.



Cette structure a ¢été¢ démontrée par 1'expé-
rience suivante : !ARKXERT et coil.. On dissocie par NaCl
les tétraméres purs A4 et B, , puis dans une seconde &tape

on effectue la réassociation des monoméres. On étudie en-
suite la composition du milieu par électrophorése en gélose
et on retrouve 5 bandes caractéristiques.

Remarque : La Dlosynthese des monomeéres A et B est ccommandée

46

par des génes différents. Ln effet, des mutations
du gdne B ont été découvertes. Les quets hétéro-
zygotes synthctlscnt i la fois des monomeres B et

des monoméres B mutés (type {¥ )

Dans ce cas, un grand nombre d'associations est
possible et décelable en &lectrophordse.

Tiyg A I - -
Lxemple : B, _ BV - B, fi, - By B.- B,

La concentration relative de chaque fraction
différe toutefois d'un tissu 3 1l'autre. Soullgnons que ce
sera un de nos buts que de vouloir apprec1er ces concentra-

tions relatives au niveau de 1l'endométre humain.

Nous rapportons quelques exemples d'isoenzymogrammes:
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ISOENZY:IOGRAMIES

Fractions de la lactate deshydrggénase présentes dans
les tissus humains -

LD ¢t | LDH EI|LDHIBIQLDIIV | LDH ¥
JJuscle cardiaque 35,0 25,6 11,8 10,4 10,8
Foile tiveeeesnocns 2,0 4,3 11,90 27,90 55,7
Peau ....c0c0000...| trace | trace 31,0 31,0 38,0
Muscle strié ..... 4,0 7,0 21,0 27,0 41,0
Placenta .«eeevsseqf 12,0 18,0 15,0 30,0 25,0
Thymus +eceeeeeeoef 10,0 11,0 30,0 28,0 21,0
Tissu cancéreux ..| 20,0 13,0 26,0 23,0 17,0
Globules rouges ... 39,0 56,0 5,0 | trace| trace

Pourcentages calculés d'aprés une mcthode spectrophoto-
métrique décrite par WIL.JE (1964).
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LDH L LDH LI | LDH DIT LDH W] LDHV
COBUT  tevesecnnons 48 35 13 2 1
Cerveau ceoevesons 25 29 31 14 1
Pancréas ceeoveeeen 27 32 27 5
Rein  seseeeneecens 33 34 24 7 1
Globules rouges .. 36 44 15 2
Placenta ..c.ovose 20 30 30 10 10
Prostate ..cocenne 3 21 . 48 24 4
Thyroide .ieccsses 5 22 35 27 1
Surrénales ..vee.. 4 19 37 33 9
POoumon .eeseeescse 4 14 32 30 20
HMyomEtre  seieeosen 5 21 43 21 5
Rate eeieevccooscs S 14 29 32 20
iloelle osseuse ... 4 13 28 30 25
Leucocytes ..seees 3 15 22 13 45
FOi€ ceeecenocoons 1 2 7 12 77
Muscles abdominaux : deshydrogénase lactique 5 presque
pure.

Valeurs pour 100 de 1l'iscenzyme I a 1'isoenzyme W, dans
quelques organes (rapportés par L.CLEXC :i., COSSON G.)

Quelgques commentaires selon STAION X.H. (1963) (99)

Le coeur, le cerveau, les globules rouges, les reins
(corticale) sont caractérisés par la prédominance des iso-
enzymes rapides.

Dans le foie, les muscles striés, les organes lym-
phoides, on trouve davantage de fractions lentes. Les
autres organes ont un type intermédiaire entre les types
veoeur" et "muscle’. Coeur, cerveau, globules rouges et
reins sont connus pour leur grande consommation d'oxygene
et s'agit-il simplement d'une coincidence si les valeurs
des Tractions rapides sont plus ¢levégs?
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Signalons en outre que les spermatozoides contien-
nent un 6° isoenzyme (L D X), dont la vitesse de migration se
situe entTe celle de la LDH 3IZ &de la LDH 1IV.

Ce néme auteur (99) précise que :

- dans les tissus lymphatiques et les tumcurs malignes, la
répartition des isoenzymes est assez régulicre -

- dans le sérum, on trouve pendant la destruction de cel-
lules dans le coeur, les reins et les globules
rouges, un accroissement des isoenzymes I et II.

- dans des lésions de la musculature squelettique et du
foie, on note un accroissement de la fraction Y.

- Le quotient LDL. I varie chez 1'homme et pour certains
oL ¥
organes, de la maniére suivante :

- muscle cardiaque ceneceecnoeas =1

- érythrocytes eerecesneseesneese ¥ 0,9

- foie, nuscles du squelette ....... =° 0,3 a4 0,4

- sdrum normal W ieeeeerncseseeensss = 0,62 4 0,82

- précise aussi qu'il existe des différences entre les tissus
embryonnaires et les tissus acultes. Dans 1le foie
de 1'embryon humain les 2 monomeres sont synthéti-
sés d'une facon égale et les isoenzymes existent
comme 1'exigent les probabilités (prédominance du
type 3JI)Chez 1'adulte 1'isoenzyme ¥ pridomine
soit par activation du géne ', soit par inhibi-
tion du géne "H".

L'équilibre entre les fractions lentesIV, V et
rapides I, II de la lactate deshydrogenase dans les tissus
va refléter le métabolisme intermédiaire de ces tissus.
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Dans un tissu présentant une bonne oxy-
génation la LDH I prédomine : KAPLAN et coll. constatent
que la LDH I est prépondérante dans les tissus dont le mé-
tabollsme est adrobie. PFLEIDERER et WACH/UTH (1961) croient
pouvoir conclure que la LDH I, II et III représentent plu-
tdt la glycolyse airobie, tandis que IV et V reflétent
l1'anaérobie : I et II sont parfois appelées fractions aé-
robies de la LDii, IV et V fractions anaérobies.

DENIS, PROUT (21) remarquérent Cgale-
ment les faits suivants : dans les tissus qui utilisent
surtout la glycolyse aérobie (cerveau, coeur, reins) les
fractions Luti I, II, III sont plus abondantes. Par contre,
les tissus ol la glycolyse anaérobie prédomine (muscle,
foie, peau) III, IV, V sont plus ¢levees. (on constate
les mémes phénoménes dans les carcinomes prostatiques).
Nous verrons plus loin que les travaux de ROoODICK, GORDON,
JIDBOE confirment ces faits.

Aussi nous semble-t'il permis
de suggérer que dans la dernire phase du cycle menstruel,
ou dans un endométre sous progestatifs oraux ou encore au
cours d'une grossesse, la glycolyse anaérobie est plus
gctive qu'en phase de prolifcération.

Ceci n'implique pas que la présence ou
1'absence dlune hormone particuliére (oestrogéne ou proges-
térone) soit importante, mais cela refléte l'activité mé-
tabolique a.1'intérieur d'un tissu 3 un temps donné, en
fonction d'un certain stimulus.



Notes complémentaires

La LDH V va donc plutdt catalyser la réaction

- acide pyruvique ~—3 acide lactique, ce qui en 1'ab-
sence d'oxygéne régénére la forme r&duite du co-
enzyme A,

La LDii I par contre favorise la réaction :

- acide lactique s acide pyruvigue, aprés quoi
1tacide pyruvique pourra €tre catabolisé suivant
le cycle de Krebs, avec une production d'énergie
beaucoup plus élevée.

(1960) PLAGEMAN, GREGORY, WROBLEWSKI
(78) ont démontré que la LDH V continue a exercer son ac-
tivité & une concentration de pyruvate 10 fois plus forte
que la concentration optimale pour la LDH I.

Donc un excds de pyruvate inhibera la LD I plutdt que la
LJii V ; en d'autres termes, la LDH I est plus sensible &
la concentration en acide pyruvique que la fraction V.

C'est d'ailleurs cette caractéristique qu'utilisérent en
1965 BONAVITA et coll. pour différencier les fractions de
la L3H.

SCHEMA DIRECTEUR

Selon ERICKSON (1961) le
nombre des isoenzymes dans les tissus n'est pas seulement
spécifique de 1'espéce mais aussi de 1l'organe.

Par conséquent il nous a semblé permis de penser
que les tissus du tractus génital fEminin possédent un en-~
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semble d'isoenzymes de la LDH, qui leur est propre.

I1 a fallu attendre les travaux de J.¥. RODDICK,
Jr. M.D GORDON, K.C. ING, #.D. DEAN, :MIUBOE B.S (88), pour
qu'un auteur rende compte de cet ensemble iscenzymatique
de 1a lactate deshydrogénase des tissus normaux (ou anor-
naux)

ROUDICK, ING, IDBOE ont deéter:in€ les fractions
isoenzymatiques de la lactate deshydrogénase ; en outre,
compte-tenu des variations cycliques de croissance et de
fonction subies par 1l'endom&tre, ils ont é&mis 1'hypothése
gqu'il pourrait exister une différence dans 1'ensenble des
isoenzymes pendant les différentes phases du cycle nenstruel.

RODDICK, GORDON, MIDBOE ont utilisé la technique
de NACHLAS et Ass.(67) modifide par DENIS, PRCUT et VAN-
SANUL (18) : ¢lectrophordése sur gel agar avec tissus homo-
généisés, l'activité LDir ayant &té démontrée suite d la
réaction acide lactique -~-» acide pyruvique, avec libéra-
tion d'ions hydrogéne produisant une réaction colorée avec
un sel de tétrazolium.

Leurs travaux ont porté sur 39 femmes, ciassées
selon la phase du cycle :

- phase proliférative ..... 16 cas)
- phase secritoire ........ 23 cas)
Total ...... 39 cas

- feimes en cours de gros-
sesse l‘l'Ol.O.l"I...l..l.'..ﬁ 8 Cas
- femmes sous progestatifs oraux ... 2 cas

Total zénéral ....... 49 cas

Les resultats :

(Les différents pourcentages des 5 fractions furent
estimés d'aprés l'intensité d'une réaction colorée).
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- Phase proliférative :

- Concentration maximum en fraction enzymatigque
I, 11, III -

-~ Phase secrétoire @

~ Concentration III, IV, V

Ces auteurs précisent que 1'cn obtient au cours de la
grossesse, ou sous l'influence de progestatifs oraux. les
mémes résultats que dans la phase secritoire.

T.L. GOODFRIEND, H4.0. KAPLAN (42) 19606, pensent
que les facteurs induisant ces variations sont sans doute
hormonaux : une auzmentation du pourcentage de la fraction
du type "' a &té trouvie dans 1l'utérus 24 heures apres
l'administration d'oestradiol, et ces auteurs montrent com-
ment la production d'oestrogénes par les ovaires chez la
rate varie selon les phases du cycle.

Ces variations trouvées dans les pourcentages
des fractions "." sont en accord avec les valeurs ce la
production oestrogénique.

ptautres facteurs tels qu'un changement de la
tension.intrawérine en oxygéne (89) sont moins susceptl-

bles d'avoir une signification.

Le mécanisme moléculaire impliqud dans
l1'accroissement de la LDii type "iI" est actusllement inconnu:
il semblerait que les oestrogénes soient responsables de
cet accroissement, de préférence 4 la progestirone’ ou aux
deux hormones i la fcis. Ceci fut mis en &vidence lorsqu'il
fut trouvé que les valeurs de la LDi type "ii'" dans la phase
secrétoire tardive étaient trés similaires d celles trou-
vées dans un endométre.hyperplasique dans ce cas, du fait de
1'absence d'ovulation, il n'y a pas de secrc¢tion de proges-
terone.

Dt'ailleurs 1964 GOODFRIEND et {APLAN (42) ont
trouvé que 1l'oestradiol augmente d'une facgon préférentielle
la fraction LDH type ™" de 1'utérus de la rate ct de la
lapine, et ils ont montré que cet effet est aboli par 1l'ac-
tinomycine D.

Récemment, utilisant des techniques histochimiques
quantitatives sur des cultures d'endométre humain (13569)

et
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WILSON (132) montra que 1l'activité LDi globale doublait aprés
un traitement aux oestrog&nes pendant une durée de 5 heures,

et que l'effet des oestrogdnes était aboli aprés actinomycine
J »

ceci laisse penser que la formation de molécules nouvelles
d'enzyme €tait stoppée.

(1969) P.F. FOTTRELL, S.R. CARiiL,
.i. SPELLIAN, E. O' DWYLR (32) ont repris les travaux de
5.G. Mc KAY (64)
E. WILSON (132)
J.W. RODDICK (88)

sur le mécanisme d'action des oestrogénes et de la proges-
térone, en travaillant sur la Lbii glovale et ses isoenzymes
au cours du cycle de l'endométre humain.
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NOS RESULTATS

Pour une meilleure com-
préhension de la dépendance hormonale de la synthése
de la lactate deshydrogénase, nous avons cherché i
déterminer 1'isoenzymogramme de 1'endométre et i sa-
voir, si pendant le cycle de femmes normalement mens-
truées, il se passe des transformations de 1'échantil-
lon d'isoenzyme dans 1l'endométre.

Nous répartissons nos résultats en 2 séries

- 1ére série :

- Biopsies effectuies du ler au 15e jour du cycle -

- 2&me série :

- Biopsies effectuées aprés le 15e jour.

soit : 5 observations dans le 1ler cas -~
29 observations dans le second.

a———

Total 34 observations

Nous avons classé nos données en fonction des phases

du cycle : date histologique, sans tenir compte ni de
1'4ge, ni du poids, ni de la parité des patientes.

Nous avons voulu préciser

que :

- 1'endométre posséde un ensemble d'iscenzymes qui lui
est propre ( séparation dlectrophorétique)
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11 ptésente les fractions rapides I, II, III (ty-
pe "H") et les fractions lentes IV et V (type "ii").

Présentation de 1'isoenzymogramme de nos 34 biopsies

page ?uivédéate

- 1a concentration relative (valeurs pour 100) de
chaque fraction subit des variations en fonction des
phases du cycle

En période  préovulatoire, nous constatons une
concentration maximum des fractions rapides (I, II, III-)

En phase postovulatoire (secrétoire) se manifeste
une concentration maximum de fractions lentes (1Iv, V)

- En outre, l1'importance prédominante des fractions

lentes IV et V en période postovulatoire peut
nous permettre Jde déduire que la glycolyse anaérobie
est plus active dans cette 2e phase qu'en phase de
prolifération.

A la lecture de notre tableau dans la phase
secrétoire tardive, on peut affirmer au vu de nos ré-
sultats, que le pourcentage du type "7 est presque 3
Tois plus important qué dans la phase proiifcrative.

Dans la phase secrétoire précoce, les valeurs de """
sont intermédiaires.

REALISATION DES GRAPHES ET DES CALCULS

La 18re série de graphes comprend
les graphes n° 1 a 4. Ils correspondent aux 5 fractions
mesurées : I, II, III, IV, V., La dispersion des points
est ici encore trés grande.
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Cependant les fractions II, III, V, ont des
graphes tels qu'il nous a semblé possible de faire un
ajustement au sens des moindres carrés, mais ceci seu-
lement sur 1'intervalle 18-28, car il y a trop peu de
points avant le 18e¢ jour.

Les résultats sont représentés par les seg-
ments de droite tracés sur les grapnes ci-dessus cités

ils permettent de donner une id€e qualitative des phéno-
meénes.

. La seconde série de graphes comprend
les graphes n- 6 a 15.

Les points correspondent aux rapports des pourcentages
des différentes fractions.

fous avons calculé les 10 rapports suivants

/11 Vi Vv Iy

11/11p 1/ gy 1y
111/, 111/
v/, )

ainsi que leurs inverses.

Nous n'avons tracé que les ‘graphes des 10 séries de
rapport ci-dessous, les autres n'apportant rien de plus.

La dispersion est en effet telle qu'il ne nous a pas
semblé intéressant de faire des ajustements au sens des
moindres carrés.
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date
histologique

PES JUUNE W 3

18
18
18
18
18
18

20
20
20

21
21
21

22
22
22

24
24

25
25
25
25

26
26

27

a7
28

28

Rapparts de la fraction I aux

fractions

I/ 1T

01794
0.%888
0.6875
006875

03000

0.1666
0.1904
0.3636
0.3684
O hlbly

01538
01724
0s2307

02000
0.2222
0.2941

02142
0.2666
0.3888

01428
05454

0.1666
0.2500
1.,5000
5 0000

C.3333
0.4000

0.2857

1.3333
15000

03333
0.4000

06000

IT Ii1

I/ IXx

O. 1944
0.2000
161000
171000

0.2500

0,0476
0.,1333
0a.1333
0.1515
O.2413
0.2758

0.0465
0.1304
Ga1315

0.0869
0.0909
0.1923%

0.1428
0a2222
0.2592

0.0416
0.3529

0.1000

0.1538
0e2173
15000

0.0833
0.1111

0.,10600
0.,1904
165000

01111
0.1923
0.3750

Iv

v

I/ 1v

0,184
04117
161000
1. 1000

0 4h99

0.0243
0.1212
0.1333
0.1851
0.2799
0.3478

0.,0937
0.1333
02173

0.,0625
0.0645
0.1923

0.1000
0.2352
0.2592

0.0294
01935

0.1176
0.1666
0.2000
0.6666

0.0256
0.0540

0.0555
G.1599
0,2000

0,0555
0.1500
0¢2173

I/v

3.5000
35000
3,6666
3.6666

1.8000

0.0322
0.1666
0.2666
063500
04166
O, 4lhly

0.0740
0. 1034
1. 0000

0.0555
0.0606
0.1923

0.0869
0.0937
0.3333

0.0294
0.1714

00,0333
0.0384
0.055%
V1219

0.0222
0.0526

0.0384
0.0571
0.0851

0.0468
0.0512
0.1612



Rapports de la fractiom II aux

fractions IIT Iv v
date I / 111 11/ 1v IT/v
histelogique

1 05000 0. 4736 53333
1 Ta1142 1.6000 5.3333%
1 1.6000 1.6000 9,0000
1 1.6000 2.2941 19.5000
11 0.8333 : 1.5000 6 .,0000
18 0.2857 0.1463 0.,1935
18 0.3000 0.2727 03750
18 06551 0.7000 0.9500
18 0.6969 0. 7600 1.2222
18 07000 0.,8518 14000
18 0.7586 0.9565 19166
20 0.3023% 0.4062 0.4482
20 0.5652 0.8666 0.4814
20 067631 1.2608 5.8000
21 0.4090 0.2903 0.2500
21 O.4347 0.3125 063030
21 0.6538 0.6538 06538
22 0.6656 0. 4666 003260
22 0.6666 0.6666 Do 1375
22 ‘ 0.8333 0.8823 08571
ah 0.2916 0,2058 0.2058
2k 0.6470 0.3548 0.3142
25 0.0434 0.0333 - 0.0256
25 ‘ 0.6000 041333 0,0243
25 06153 0. 4000 0.1333
25 10000 0. 4705 0.3333
26 0.2500 00,0769 0.0666
26 Qa7 , 01351 01315
27 0.1428 01200 0.0256
2? Lg}ﬁ% 0019&'4 000638
27 1, 0000 0.1333% 0.2000
28 0.2777 0.1%88 0.,0781
28 0.5769 0.2500 0.1282

28 0.6250 0.6521 0.4838



Rapports de la fractiom III

aux fractioms IV et ¥
date Iy / 1v , IIT / v
hiatologique

1 0.9473 | 3.3333

1 10000 33333

1 160000 17,5000

1 2.0588 18.0000
1 | 1.8000 72000
18 0.5121 0.6774
18 0.9090 1.2500
18 1. 00C0 1. 4500
18 11600 1.6111
18 12222 2. 0000
18 162608 257500
20 0.7187 067931
20 106521 145925
20 2.8666 7. 6000
21 0.7096 Oub111
21 0.7187 0.6969
21 1. 0000 1o 0000
22 047000 0.391%
22 1. 0000 0.6562
22 140588 12857
24 0.5483% 0.485%
24 \ 0.7058 0.7258
25 0.1333 0.0256
25 0.6666 0.2166
25 ' 0. 7647 0.5555
25 ‘ 0,7666 - - 0.5609
26 0.3076 0.2666
26 0. 4864 0.48736
27 01333 0.0256
27 0.8400 O. 4468
27 0.5555 0.5714
28 0. 4000 0.1250
28 05000 0.4615

28 11304 0.8387



Rapporte de la fraction
Iv¥ & la fraction V

date w o/ v
histologigue
1 3.3333
1 23353
1 8 .5000
1 19,0000
11 Lt , CO00
18  1.2500
18 1.2777
18 1.3225
18 13750
18 2.0000
18 2.,2500
20 0.5555
20 1,103k
20 L 6000
>4 0.8611
21 0,0696
24 1..0000
22 0.3695
20 0.9375
22 1.2857
254 0.5857
24 1..0000
25 0.1627%
25 0.28%3
25 0,7317
25 0.8333
26 0+ 3666
26 0.9736
27 0.1923
27 0.5319
27 1.0285
28 0.3125
28 0,749
28 0.2230
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En résumé, nous dirons que le
nombre des mesures par trop insuffisant ne permet pas
d'obtenir des résultats convenables.
Ues travaux ultérieurs devront s'attacher a réaliser un
nombre plus important de prélévements afin d'€tre
en possession d'une répartition plus homogéne des
dates histologiques.
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L'activité enzymatique de 1'endom&tre ouvre des pers-
pectives nouvelles.

1 - Dans une premidre partie, nous complétons et pré-
Cisons des recherches antérieures sur la PHOS-
PHATASE ALCALINE : thése présentée le
15 .1a1 1968 par .ionsieur UAUREL Claude (N° d'or-
dre 16) a la Faculté de !l8decine de GRENOBLL.

Nos travaux ont porté sur 154 observations
(58 dans la th&se de ‘lonsieur AUREL) .

La phosphatase alcaline peut-&tre considérie
comme un témoin de la synth&se protéique in-
duite par les oestrogénes. L'histologie a per-
mis d'affecter une date précise a chaque
biopsie reclassée dans un cycle idéal de 28
jours.

a) - Variations du taux histochimique de la
phosphatase alcaline au cours du cycle,-
au niveaude deux localisations preféren-
tielles . les vaisseaux et les glandes
de 1'endométre.-

Ce taux augmente pendant toute la
durde d'action des oestrogénes. Il atteint
dans les vaisseaux un premier maximum pré-
ovulatoire. Un deuxiéme maximum colncide
avec la période de pleine activité du corps
jaune et est suivi d'une chute progressive.
Dans les glandes de 1'endom&tre on observe
un seul maximum 3 la période préovulatoire
suivi d'une chute plus rapide.

Jans les deux localisations qui ont fait
l1'objet de notre étude, 1'apparition des ri-
gles (arrét brutal de la sécrétion oestro-
génique) coincide avec la disparition de la
phosphatase alcaline. Son activité reprend
avant la fin des régles.

Lthistochimie montre donc, sinon une
concordance, du moins une &vclution paralléle
du taux de la phosphatase alcaline endoiis -
triale au cours du cycle menstruel norm: 1l et
de ltactivité des oestrogénes recoennue |
gridce aux variations classiques de l7aspoct
histologique.



b) - Variations du taux biochimique de la phosphatase

alcaline en fonction du temps au cours d'un -
cycle menstruel normal.

Technique :

Taux obtenu par le dosage du paranitrophényl-
phosphate 1ib&ré i partir du paranitrophénol
a 37°, en 10 mn et par mg de protdine.

<

Notre effort a porté sur un nombre important
de calculs mathématiques.

L'analyse des points a &été traitée par calcula-

teur I.B..{. 7044, La droite d'ajustement au sens

des moindres carrés ne passe pas par l'origine
contrairement 4 ce qui avait €té supposé ; en
effet la parabole n'a pas son mininum au 28e

-

jour, mais 3 une date antérieure.

2 - L'étude de la LACTATE DESHYDROGENASE endométriale et
de ses ISOENZYEES constitue une deuxidme voie de
recherche qui parait riche en promesses. Nous pré-
sentons 92 observations pour la L.D.Ii. globale et
34 points expérimentaux pour la détermination élec-
trophorétique des cinq fractions isoenzymatiques.

a) - Variations du taux biochimique de la lactate

b) -

deshydrogénase globale en fonction du temps au
cours d*un cycle menstruel normal (taux ex-
primé en millimicromolesde N A ) H par mn et
par mg de protéine).

L'ajustement des 92 points expérimentaux au sens
des moindres carrés peut s'exprimer aussi bien
par une droite (fonction croissante dans la pre-
miére moitié du cycle) que par une parabole (qui
indiquerait une d&croissance en fin de cycle).
Seule 1'é€tude sur ordinateur (I.B..i. 7044) nous

a permis d'obtenir une solution valable, premier:

jalon d'études 4 venir.

Les isoenzypes de la lactate deshydrogénase

Pour une meilleure compréhension de la dépendance

hormonale de la synthése de la lactate deshydro-
génase, nous avons cherché i déterminer 1'isoen-

zymogrammne de l'endométre et 3 savoir s'1il était

possib le de penser qu'en fonction des variations



cycliques de ce dernier, il pourrait exister
une différence dans 1la distribution des isoenzymes.,

Résultats :

- Présentation de 1'isoenzymegramme de la L.D.I. endomé-
triale 3 parfir de 34 biopsies.

- Variations des fractions isoenzymatiques au cours du
cycle :

- premiére phase du cycle

proliférative
contrdle des oestrogénes : concentration maxi-
mumen isoenzymes I,II,IIY.

- deuxiéme phase
secrétoire
stimulation oestrogénique et
progestérone : concentration maximum III, v, v

- Il est possible de suggérer 3 la suite de nos constata-
tions que dans la derni@re phase, secrdtoire endométri-
ale, la glycolyse anaérobie est plus active qu'en
phase de prolifération. ceci n'implique pas que la
présence ou 1l'absence d'une hormone particuliére
(oestrogéne ou progestérone) soit importante, mais
cela refléte l'activité mitabolique & 1'intérieur
d'un tissu a4 un temps donné, en fonction d'un certain
stimulus.

- L'étude mathématique nous améne une fois de plus a
considérer notre travail comme une voie ouverte 3

T

-~

des travaux ultérieurs, tout i fait dignes d'intérét.




La confrontation de nos résultats tant
histclogiques qu'histochimiques et biochimiques, 1+é&tude
d'autres enzymes (anhydrase carbonique, carboxylases)
selon ces méthodes, apporteront des précisions gypplé-
mentaires : le dosage biochimique permettant de con-
naitre le degré de la stimulation oestrogeénique de l'en-
demétre, l'histochimie et 1'histologie déterminant le
lieu et 1la date de cette stimulation.

Vu, le iloyen : Le Président de la Thése

G. CABANEL Y. KALINAS

Vu et permis d'imprimer
GRENOBLE, le 4 Juin 1971
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hont confiés et mon état ne serviaa pas & corrompre Les moeuns,
ni & favorndisen Le chime.

Je ne penmettrad pas que des consddéirations de neldi-
gion, de nation, de nace, de partd ou de classe socdiale viei-
nent 8'Antenposen entrhe mon devodin et mon paildient.

Je gandenadi Le nespect absolu de La vie humadine.

¥eme sous La menace, je n'admettrai pas de faire
usage de mes connaissances médicales contrne Les Lodis de
L' humandte.

Respectueux et neconnaissant enverns mes Hailtrnes, je
nendradi & Leuns enfants L'instruction que f'ad regue de Leun
péne,

Que Les hoemmes m'accordent Leun estdme 24 fe Auds
§Ldele & wmes promesses.

Que fe s0is couvent d'opprobe. et méprise de mes
Congnrenes a4 §'y manque.
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