CHAPITRE 6
ENZYMES D ‘IMPORTANCE CLINIQUE

A. ORIGINE ET FONCTION DES ENZYMES HÉPATIQUES

B. PRINCIPE DES DIAGNOSTICS BASÉS SUR L’ENZYMOLOGIE SÉRIQUE

C. ENZYMES SÉRIQUES D’IMPORTANCE CLINIQUE
D. LES PHOSPHATASES
E. LES TRANSAMINASES
F. γ-Glutamyl-transferase 
G. L’AMYLASE
H. LA CRÉATINE KINASE
I. LA LACTATE DÉSHYDROGÉNASE
A. Origine et fonction des enzymes plasmatiques
Les enzymes présentent dans le plasma peuvent être regroupées en deux catégories :

1. Les enzymes plasmatiques spécifiques

2. Les enzymes cellulaires (cœur, foie, …) et les enzymes des glandes exocrines (pancréas, …)

A.1 Les enzymes plasmatiques spécifiques
- Ces enzymes sont en fait des composés fonctionnels du plasma
- Ils sont déversés par des organes déterminés


exemple : le foie synthétise les enzymes de la coagulation

· Leur activité plasmatique diminue en cas de lésion cellulaire suite à la réduction du nombre de cellules fonctionnelles.
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A.2 Les enzymes cellulaires et des glandes exocrines
- Ces enzymes n’ont pas de fonction dans le plasma

- Ces enzymes sont confinés à l’intérieur des cellules ou déversés dans des endroits précis


exemples : La phosphatase alcaline est confinée au foie



       La lipase et l’amylase du pancréas vont dans le tube digestif

- Ces enzymes sont présents dans la circulation sanguine suite à un trouble de la fonction cellulaire.   Ce trouble est attribuable à deux causes :

1) Perte de cellules suite à des problèmes de membrane dus à des virus, des solvants organiques ou de l’hypoxie

2) Les cellules produisent davantage d’enzymes suite à une prolifération cellulaire (exemple : cancer de la prostate) ou à une induction enzymatique.

Attention cependant, une hyperactivité enzymatique ne signifie pas toujours qu’il y a destruction cellulaire.  Des cellules peu atteintes et susceptibles de régénération peuvent causer une diffusion.
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B. PRINCIPE DES DIAGNOSTICS BASÉS SUR L’ENZYMOLOGIE SÉRIQUE
B.1 ORGANES

Le diagnostic enzymatique donne des indications utiles en cas d’affection des organes suivants :



-Le foie



-Le cœur



-Le pancréas



-Les muscles squelettiques



-Les os



-La prostate



-Les érythrocytes

B.2 PROFIL ENZYMATIQUE

En général, un enzyme n’est pas entièrement spécifique à un organe ou à une maladie.  C’est pourquoi il faut faire un profil (ou bilan) enzymatique.

Profil enzymatique : Déterminer l’activité sérique d’un groupe d’enzymes pouvant provenir de l’organe malade et étudier les interrelations de ces différents enzymes.

Le profil enzymatique reflète la condition immédiate de l’organe.  Les enzymes sont cependant dégradés rapidement et les modifications du bilan enzymatique ne se maintiennent pas au terme des lésions ou d’affections.

La modification de l’activité des enzymes présents dans le plasma dépend de l’étendue, de la gravité et de l’acuité de la lésion cellulaire.

Attention, on ne peut pas poser un diagnostic à partir d’une seule analyse ou d’une seule observation.  Il faut tenir compte des symptômes cliniques, de l’analyse des constituants chimiques de l’organisme et du bilan enzymatique.

C. ENZYMES SÉRIQUES D’IMPORTANCE CLINIQUE
C.1 ANALYSES FRÉQUENTES
Nous étudierons en détails les enzymes qui sont fréquemment demandés en analyse :

· Phosphatase alcaline (ALP)
· Phosphatase acide (ACP)
· Aspartate aminotransférase (AST) ou anciennement la glutamate-oxaloacétate-   transaminase (GOT)
· Amylase (AMS)
· Lipase
· Alanine aminotransférase (ALT) ou anciennement la glutamate-pyruvate-transaminase (GPT)
· Lactate déshydrogénase (LDH ou LD)
· Créatine kinase (CK)
· γ-Glutamyl-transferase (γ-GT)

C.2 ANALYSES D’UTILITÉ CLINIQUE MOINS SOUVENT DEMANDÉES 

**D’autres enzymes peuvent être analysés dans des cas très spéciaux.  Par exemple, nous pouvons demander l’analyse de la pseudocholinestérase chez les patients empoisonnés par des insecticides.

Exemples d’enzymes parfois analysées :

· Cholinestérase (CHE)
· 5’nucleotidase (NTP)
· Glutamate déshydrogénase (GLDH)

· Aldolase (ALS)
· Déshydrogénase de l’acide α-hydroxybutyrique (α-HBD)

D. LES PHOSPHATASES
D.1 PHOSPHATASE ALCALINE
D.1.1 MÉTABOLISME

L’enzyme est présente principalement au niveau des os, du foie, des reins, de l’intestin et du placenta

L’enzyme hydrolyse les esters de phosphate pour former un composé de phosphate (habituellement du phosphate inorganique) et un alcool.  Son substrat naturel demeure inconnu.
R1OH + RPO4H –ALP, pH>9→ ROH + R1PO4H
(ester de phosphate organique + alcool forment un nouvel alcool et un nouvel ester de phosphate)

Son pH optimal est aux environs de 10 unités de pH (varie un peu selon le substrat employé).  L’enzyme a besoin de magnesium comme activateur et son activité est inhibée par le calcium et la phosphate inorganique.

Il existe au moins 8 isoenzymes de la phosphatase alcaline.  Les isoenzymes ont des propriétés physicochimiques et électrophorétiques différentes.  Les isoenzymes sont donc séparées par électrophorèse dans l’agarose afin de compléter les résultats de dosage et de mieux conclure sur la provenance du problème (placenta résiste à la chaleur). 

D.1.2 TECHNIQUES DE DOSAGE
Il existe différentes techniques d’analyse des phosphatases qui ne diffèrent entre elles que par l’utilisation de substrats et de tampons différents.  

La technique utilisée habituellement est celle de Bessey-Lowry utilisant le p-nitrophényle-phosphate comme substrat

Réaction :

p-nitrophényle-phosphate (incolore) –pH 10, Mg, tampon→ p-nitrophényle (jaune) + H3PO4

D.1.3 PHYSIOPATHOLOGIE
La baisse comme la hausse de l’activité de la phosphatase alcaline a une signification clinique.

L’analyse permet principalement de détecter les pathologies des os.  L’activité enzymatique sérique augmente lors d’activités ostéoblastiques telles que : rachitisme, hyperparathyroïdie, ostéomalacie, maladie de Paget, tumeurs osseuses.

L’analyse de son activité peut aussi permettre d’évaluer la fonction hépatique mais son utilité est limitée.  Son activité augmente lors d’obstruction hépatique mais on dispose de d’autres analyses pour caractériser les désordres du foie

Augmentation de l’activité plasmatique de la phosphatase alcaline

1. Maladie de Paget (désordre du métabolisme osseux caractérisé par une augmentation de la résorption ostéoclastique des os suivi d’un désordre de la formation des os)

2. Maladie d’obstruction hépatique

3. Hépatite

4. Hépatotoxicité causée par les drogues

5. Ostéomalacie (les os ne se minéralisent de façon secondaire à un problème gastro-intestinal, un médicament, la vitamine D,..)

6. Tumeurs osseuses

7. Rachitisme

8. Hyperparathyroïdie

Diminution de l’activité plasmatique de la phosphatase alcaline

1. Crétinisme

2. Déficience en vitamine C

D.1.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE
Ses valeurs varient selon l’âge : l’activité ostéoblastique étant plus élevée pendant l’enfance et lors de grossesses.

	FEMMES
	HOMMES

	Groupe d’âge (années)
	ALP

(U/l)
	Groupe d’âge (années)
	ALP

(U/l)

	Nouveaux-nés
	250
	Nouveaux-nés
	250

	1-12
	350
	1-12
	350

	12-15
	280
	12-15
	500

	15-19
	150
	15-19
	275

	20-24
	85
	20-24
	155

	25-34
	85
	25-34
	90

	35-44
	95
	35-44
	95

	45-54
	100
	45-54
	105

	55-64
	110
	55-64
	120

	65-74
	145
	65-74
	140

	75+
	165
	75+
	190


D.2 PHOSPHATASE ACIDE

L’analyse de la phosphatase acide est beaucoup moins demandée que l’analyse de la phosphatase alcaline

D.2.1 MÉTABOLISME

L’enzyme est présente principalement au niveau de la prostate, des érythrocytes, des plaquettes, du foie, de la rate et de la moelle épinière

L’enzyme hydrolyse les esters de phosphate pour former un composé de phosphate (habituellement du phosphate inorganique) et un alcool.  Son substrat naturel demeure inconnu.

R1OH + RPO4H –ACP, pH5→ ROH + R1PO4H
(ester de phosphate organique + alcool forment un nouvel alcool et un nouvel ester de phosphate)

Son pH optimal est aux environs de pH 5 (varie un peu selon le substrat employé).  

D.2.2 TECHNIQUES DE DOSAGE
Plusieurs techniques existent mais la technique de premier choix est la technique de Roy et Ewen.  La phosphatase acide hydrolyse le thymolphtaleine monophosphate en thymolphtaleine et phosphate.  L’ajout de NaOH à la fin de la réaction colore le thymolphtaleine (DO 595nm)

Thymolphtaleine monophosphate --ACP→ thymolphtaleine + H2PO4-
D.2.3 PHYSIOPATHOLOGIES
La baisse d’activité plasmatique de la phosphatase acide n’a pas de signification clinique.

Plusieurs maladies causent une augmentation de l’activité plasmatique de la phosphatase acide dont les plus importantes sont:

1. Cancer des os

2. Cancer de la prostate

D.2.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE
L’activité est semblable chez l’homme et chez la femme et se situe aux environs de 0,5 à 1,9 U/l.

E. LES TRANSAMINASES
e.1 ASPARTATE AMINOTRANSFÉRASE (AST)
E.1.1 métabolisme
cet enzyme est présent presque partout dans l’organisme mais principalement au foie, au cœur, dans les muscles, dans les reins et dans le pancréas.

Des isoenzymes ont été identifiées mais elles ne semblent pas présenter d’intérêt clinique.

L’enzyme catalyse la formation de l’acide glutamique à partir de l’acide aspartique, soit une réaction de transamination :

Acide aspartique + acide α-cétoglutarique --AST→ ac. Oxaloacétique + glutamate

E.1.2 TECHNIQUES DE DOSAGE
On couple la réaction catalysée par l’enzyme à une autre réaction faisant intervenir le coenzyme NAD.

Ainsi, l’acide oxaloacétique formée sert de substrat à la réaction suivante

Ac. Oxaloacétique + NADH2 --MDH→ malate + NAD

La variation de D.O. à 340nm est proportionnelle à l’activité enzymatique.

E.1.3 PHYSIOPATHOLOGIES
L’analyse de l’AST est demandée pour :

1. Diagnostic des maladies du foie (hépatites, obstructions, cirrhoses)

2. Infarctus du myocarde

3. Maladies musculaires, rénales ou du système nerveux central

E.1.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE


5 à 34 U/l

E.2 Alanine aminotransférase (ALT)
E.2.1 MÉTABOLISME
Cet enzyme est présent presque partout dans l’organisme mais majoritairement au foie.

L’enzyme catalyse la formation de l’acide glutamique à partir de l’alanine, soit une réaction de transamination :

Alanine + acide α-cétoglutarique --ALT→ pyruvate + glutamate

E.2.2 TECHNIQUE DE DOSAGE
On couple la réaction catalysée par l’enzyme à une autre réaction faisant intervenir le coenzyme NAD.

Ainsi, le pyruvate formé sert de substrat à la réaction suivante

pyruvate + NADH2 --LDH→ lactate + NAD

La variation de D.O. à 340nm est proportionnelle à l’activité enzymatique.

E.2.3 PHYSIOPATHOLOGIES
L’analyse de l’ALT est demandée pour distinguer les différentes maladies du foie. 

L’activité sérique de l’ALT peut augmenter lors d’infarctus mais on ne demande jamais son analyse pour diagnostiquer l’infarctus à moins de vouloir s’assurer que l’augmentation de l’AST provient bien du cœur et non du foie.

E.2.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE
 
0 à 37 U/l

F.  γ-Glutamyl-transferase (γ-GT)
F.1 MÉTABOLISME
L’enzyme catalyse le transfert d’un groupement γ-glutamyle d’un peptide à un autre peptide ou à un acide aminé.

γ-glutamyl cysteinylglycine + acide aminé -γ-GT→ γ-glutamyl-acide-aminé + cysteinylglycine

Son rôle est particulièrement important dans l’absorption d’acides aminés de l’intestin ou dans la résorption d’acide aminé du filtrat glomérulaire.

L’enzyme est localisé dans la membrane.  On en retrouve principalement dans le rein, le pancréas, le foie et la prostate. 

La γ-GT retrouvée dans la circulation provient du système hépato-biliaire (fonction excrétrice du foie)

F.2 TECHNIQUE DE DOSAGE
γ-glutamyle-3-carboxy-4-nitroanilide + glycylglycine -γ-GT→ 5-amino-2-nitrobenzoate + γ-glutamyle-glycylglycine

La formation du nitrobenzoate peut être suivie au spectro à 410 nm

F.3 PHYSIOPATHOLOGIES
La γ-GT est l’enzyme clé des lésions hépatiques alcoolo-toxiques.

Elle permet aussi la différenciation des diverses pathologies hépatiques (ictères, cirrhoses, hépatites).

Le rapport γ-GT/AST serait d’environ 13 lors d’hépatite alcoolo-toxique tandis qu’il serait de 1 ou 2 lors d’hépatite chronique.

F.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE

Jusqu’à 40 U/l

G. L’AMYLASE
(voir aussi le chapitre de fonction digestive)

G.1 MÉTABOLISME
L’amylase dégrade les molécules de carbohydrates complexes en plus petits composés.

L’amylase est produite par le pancréas et les glandes salivaires pour faciliter la digestion de l’amidon.  On en retrouve aussi au niveau du foie.

G.2 TECHNIQUE DE DOSAGE
L’amylase catalyse d’abord l’hydrolyse de maltotétrose en maltose puis 3 réactions permettent de mesurer la formation de maltose :

Maltotétrose + H2O -amylase→ 2 maltose

Maltose + phosphate –maltose phosphatase→ glucose + glucose-1-phosphate

Glucose-1-phosphate -isomérase→ glucose-6-phosphate

Glucose-6-phosphate + NAD+ -glucose-6-phosphate déshydrogénase→ 6-phosphogluconate + NADH2
La variation de densité optique à 340nm est proportionnelle à l’activité de l’amylase

G.3 PHYSIOPATHOLOGIES
L’activité de l’amylase est augmentée dans le sérum et l’urine de patients souffrant de pancréatite.  L’amylase est donc analysée pour détecter une pancréatite. 

G.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE

Sérum < 1800 U/l


Urine < 5000 U/24 heures

H. LA CRÉATINE KINASE
(voir aussi le chapitre de fonction rénale)

H.1 MÉTABOLISME
La créatine kinase est une enzyme cellulaire présente dans la majorité des tissus.  Elle est majoritairement retrouvée dans les muscles

La créatine kinase catalyse la phosphorylation de la créatine :

Créatine + ATP ←CK→ Créatine-Phosphate + ADP

À pH neutre, l’enzyme favorise la formation d’ATP tandis qu’à pH 9, la formation de créatine phosphate est favorisée.

La créatine kinase est un dimère composé de deux sous-unités : M (muscle) et B (cerveau).

Les isoenzymes sont différentes combinaisons de ces sous-unités.  

L’isoenzyme CK-MM est présente majoritairement dans les muscles squelettiques

L’isoenzyme CK-BB est présente majoritairement dans le cerveau et les muscles lisses

L’isoenzyme CK-MB est présente majoritairement dans le myocarde 

H.2 TECHNIQUES DE DOSAGE
Créatine-phosphate + ADP ←CK→ créatine + ATP

ATP + glucose ←hexokinase→ glucose-6-phosphate + ADP

Glucose-6-phosphate + NADP+ ←G6PD→ 6-phosphogluconate + NADPH + H+
La variation de la densité optique à 340nm est proportionnelle à l’activité de la créatine kinase

Les différents isoenzymes sont identifiés par électrophorèse.

H.3 PHYSIOPATHOLOGIES
La diminution de l’activité de la CK n’a pas de valeur clinique.

L’isoenzyme CK-MM est présent chez les individus sains mais une forte augmentation représente une blessure des muscles squelettiques, du myocarde ou du cerveau

L’isoenzyme CK-MB ne représente que de 0 à 4% de la CK chez un individu sain.  Sa présence doit être interprétée comme une alerte : infarctus du myocarde possible.  Son augmentation est aussi attribuable à une insuffisance coronarienne sévère, la dystrophie musculaire de Duchenne, la polymyosite, la rhabdomyolyse, la dermatomyosite, la myoglobinurie ou le syndrome de Reye.

L’isoenzyme CK-BB est rarement détecté chez les patients ayant eu des dommages au cerveau.  Son augmentation dans le sérum est plutôt attribuable au carcinome prostatique, à un syndrome de choc, à un cancer gastrique, à un défaut de rein chronique…

H.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE
Sérum :


Hommes : <140 U/l


Femmes : <130 U/l

Isoenzymes :


CK-MM : 96-100%


CK-MB : <4%


CK-BB : 0% (la CK-BB peut être détecté chez les bébés avant l’âge de 1 mois)

I. LA LACTATE DÉSHYDROGÉNASE

I.1 MÉTABOLISME
La lactate déshydrogénase est présente dans toutes les cellules de l’organisme et catalyse la réaction suivante :

Pyruvate + H+ + NADH ←LD→ l-Lactate + NAD+
À pH neutre la réaction favorise la formation de pyruvate tandis qu’à pH alcalin la formation de lactate est favorisée.

Les globules rouges en possèdent 200 fois plus que le sérum.  Attention à l’hémolyse!!!

La lactate déshydrogénase est un tétramère. Il y a deux formes de sous-unités : H (cœur) et M (muscles).   Il y a donc 5 isoenzymes : LD1 (HHHH), LD2 (HHHM), LD3 (HHMM), LD4 (HMMM), LD5 (MMMM)
La LD1 est spécifique au cœur alors que la LD5 est spécifique au foie.
I.2 TECHNIQUE DE DOSAGE
L-lactate + NAD+ ←LD→ Pyruvate + H+ + NADH

La variation de la densité optique à 340 nm est proportionnelle à l’activité de la LD

Les différentes isoenzymes peuvent être séparés par électrophorèse.

I.3 PHYSIOPATHOLOGIE

Une diminution de l’activité de la lactate déshydrogénase est sans importance clinique.  Par contre une augmentation de son activité est causée par des maladies telles que :

1. Infarctus du myocarde

2. Hépatite

3. Cirrhose

4. Carcinome métastatique du foie

5. Tumeurs aux poumons ou aux reins

6. Dystrophie musculaire

7. Pancréatite

I.4 VALEURS DE RÉFÉRENCE

63-155 U/l

Isoenzymes :



LD1 : 18-33%



LD2 : 28-40%



LD3 : 18-30%



LD4 : 6-16%



LD5 : 2-13%
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