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INTRODUCTION 
 
 
 
 
 

La mise en évidence d’une interférence analytique n’est pas toujours chose aisée pour 
le biologiste. Certaines de ces interférences, telles que l’hémolyse, l’ictère ou la lipémie, sont 
connues et facilement détectables. D’autres, en revanche, ne sont pas décelées par les 
systèmes de détections automatiques. Dans ces derniers cas, c’est en confrontant les résultats 
biologiques, entre eux ou avec le contexte clinique, que l’on est amené à suspecter la présence 
d’une interférence. 

Certaines techniques analytiques permettent de mettre en évidence la présence d’une 
substance interférente. En revanche, pour identifier la substance en cause, un examen 
approfondi du dossier clinico-biologique est inévitable. Les médicaments sont une cause 
probablement fréquente d’interférence analytique mais leur imputabilité reste difficilement 
démontrable. 
  

Lors de notre pratique, nous avons été confrontés à une interférence médicamenteuse 
portant sur les dosages des activités créatines kinases (CK) et de l’iso-forme CK-MB. 
L’absence de troubles cardiaques biologiques et cliniques a fait suspecter la présence d’une 
interférence lors de la réalisation de ces dosages. Les explorations biologiques effectuées ont 
permis de mettre en évidence la présence d’une macroenzyme (la macrocréatine kinase) dans 
le plasma des patients à l’origine de l’interférence. L’apparition de cette macromolécule 
semble liée à la prise du ténofovir. 
  

Les biologistes médicaux sont les premiers et bien souvent les seuls praticiens de santé 
à pouvoir suspecter la présence de macroenzyme, cause rare d’interférence, et donc à pouvoir 
stopper les explorations complémentaires effectuées pour expliquer les discordances clinico-
biologiques. Pour ce faire, ils doivent être sensibilisés à la présence éventuelle de cette 
interférence et connaître les techniques usuelles de mise en évidence des macroenzymes. 
Ces différents constats ont été le point de départ d’une enquête nationale réalisée auprès des 
biologistes médicaux hospitaliers et libéraux. Cette dernière a pu être réalisée grâce au soutien 
de la Société Française de Biologie Clinique. Ce travail était surtout l’occasion de rappeler le 
rôle des biologistes dans la mise en évidence des macroenzymes. Aucune recommandation ne 
définissant la conduite à tenir pour dépister ces macromolécules, nous avons souhaité relever 
les techniques utilisées par les laboratoires participants. Les résultats obtenus, ainsi qu’une 
étude des travaux parus dans la littérature, nous ont permis de proposer une conduite à tenir 
pour dépister les macroenzymes. 
  

Le premier chapitre de ce document est un rappel de la notion d’interférence en 
biochimie, suivi d’un point sur les interférences médicamenteuses. Un focus sur les 
interférences dans le domaine de l’enzymologie conclut cette partie. 
  

Une seconde partie bibliographique fait un point sur les macroenzymes. Nous 
abordons successivement leurs structures biochimiques, les méthodes de détection utilisées 
ainsi que leurs impacts cliniques.  
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Notre étude proprement dite est exposée dans le chapitre suivant. Les explorations 
biochimiques effectuées menant à la mise en évidence de la macroenzyme sont détaillées ainsi 
que l’étude des dossiers clinico-biologiques concluant à l’imputabilité d’un médicament. 
  

Pour conclure, nous rapportons les résultats de l’enquête de pratiques professionnelles 
menée auprès de nos collègues biologistes. Sa conception, sa mise en place ainsi les résultats 
obtenus sont détaillés et commentés. Enfin, des conseils sont proposés pour aider les 
biologistes à mettre en place le dépistage des macroenzymes. 
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I.1 Principes des interférences analytiques en biochimie  
 

Kroll et Elin définissent une interférence analytique comme étant : « l’effet d’une 
substance présente dans un échantillon modifiant les résultats exacts, habituellement 
exprimés en concentration ou activité, pour un analyte » (1).  

Les modifications biologiques dues à la prise d’un xénobiotique ou les erreurs 
analytiques sont donc exclues de cette définition.  

Les évolutions biologiques induites par certaines molécules qui modulent les 
concentrations in vivo des analytes, doivent être prises en compte lors de l’interprétation, mais 
ne sont pas des incidents analytiques.  

De même, il est nécessaire de distinguer les interférences des erreurs analytiques dues 
aux limites de la méthode. Par exemple, lorsque des concentrations très importantes d’un 
analyte sont présentes, il est probable que la mesure effectuée soit prise en défaut. C’est le 
principe de l’effet crochet en immunoanalyse, ou encore de l’épuisement de substrat en 
enzymologie. Le point commun avec les erreurs analytiques et les interférences pour le 
biologiste est la conduite à tenir dans sa pratique quotidienne : il doit dans les deux cas mettre 
en place des mesures adaptées pour pouvoir s’en affranchir (dilution, augmentation de la prise 
d’essai, changement de gamme de calibration).   
 

Lors de la mise en place ou de la commercialisation d’un test de diagnostic in vitro, un 
nombre restreint d’interférences sont évaluées. Le biologiste doit garder un regard critique sur 
les données fournies dans les fiches techniques et considérer qu’il s’agit « d’éléments 
incomplets » ou « a priori incomplets ».  

Les interférences les plus couramment appréciées sont les effets de l’hémolyse, de 
l’ictère, de la lipémie, ainsi que les effets des additifs contenus dans les tubes de prélèvement. 
Par exemple, l’EDTA (acide éthylène diamine tétra-acétique) utilisé comme anticoagulant est 
un chélateur ionique notamment du calcium et du zinc (lesquels sont nécessaires aux enzymes 
utilisées lors des dosages).  
 
Plusieurs modalités sont possibles pour mettre en évidence ces interférences (2,3) :  
 On peut comparer l’effet d’une substance sur un dosage en le confrontant à une 

autre technique, utilisant un principe différent ou ne présentant pas les mêmes 
caractéristiques (enzymes, anticorps différents). L’idéal est d’effectuer une 
comparaison avec une technique de référence n’interférant pas avec la substance 
étudiée. Pour pouvoir interpréter la différence observée, une étude de corrélation 
réalisée au préalable entre ces méthodes est indispensable.  

 Des dilutions en série sont envisageables, une rupture de linéarité permettra de 
soupçonner la présence d’une interférence.  

 Dans le même principe, on peut effectuer un mélange entre l’échantillon et un niveau 
de calibrant (ou de contrôle titré). Si la valeur mesurée est différente de la valeur 
théorique, une interférence est probable.  

 La méthode des ajouts dosés peut être effectuée pour évaluer les effets d’une 
substance potentiellement interférente. Le principe est de rajouter des quantités 
croissantes de la substance suspecte et d’observer une éventuelle déviance des valeurs 
obtenues lors des dosages. Ce procédé est généralement utilisé pour évaluer 
l’influence de l’hémolyse, de l’ictère ou de la lipémie lors de la mise au point d’une 
méthode. En revanche, elle n’est pas réalisable lorsque la substance susceptible 
d’interférer est inconnue. 
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Dans de nombreux cas, une interférence peut être soupçonnée sans que l’on puisse 
identifier la substance à l’origine de cette perturbation. Seule une étude au cas par cas des 
dossiers clinico-biologiques va pouvoir orienter vers une interférence particulière. Cette 
recherche sera approfondie par une étude bibliographique pour en préciser la cause.   
 

Dans tous les cas, le biologiste doit déterminer la conduite à tenir de manière à rendre au 
clinicien une interprétation correcte et explicite du résultat. Le biologiste doit, s’il le juge 
nécessaire, ne pas rendre un résultat aux prescripteurs. C’est le rôle du biologiste de s’assurer 
que les résultats fournis aux cliniciens sont adaptés au contexte clinique.  
 
∞ Une interférence est une perturbation de la mesure d’un analyte in vitro et non une 
modification in vivo.   
∞ Plusieurs méthodes peuvent être utilisées pour mettre en évidence une interférence, 
mais dans la majeure partie des cas, seule une étude bibliographique permet au 
biologiste de déterminer la conduite à tenir.  
∞ Le biologiste se doit de rendre un résultat exact c'est-à-dire mettre en évidence les 
interférences et de les éliminer. Si c’est impossible, il doit interpréter les résultats en 
fonction des données bibliographiques, de son expérience et du dialogue clinico-
biologique ou rendre le résultat « ininterprétable ».    
 

I.2 Interférences courantes en biochimie 
 

La phase de prélèvement de l’échantillon peut induire des erreurs analytiques. Lorsque 
la coagulation est incomplète, la fibrine, en suspension dans le sérum, peut être prélevée et 
perturber le prélèvement de l’échantillon ou le déroulement de la réaction. Plus rarement, une 
bulle d’air peut produire les mêmes effets. En général, les automates détectent ces 
interférences, ce qui ne dispense pas de rester vigilant. 
   

Dans toutes les méthodes analytiques utilisant des mesures spectrophotométriques, 
différents composés peuvent perturber la mesure du signal. C’est la raison pour laquelle la 
plupart des automates utilisent des indices de mesures de l’hémolyse, de l’ictère et de la 
lipémie.  

 L’hémolyse provoque une libération de substances intra-érythrocytaires. Ces 
molécules peuvent être responsables d’une augmentation de la concentration 
plasmatique d’une substance présente en forte quantité au sein des globules rouges 
(notamment ASAT, potassium, phosphore, créatine kinase, fer…). De plus, par sa 
couleur caractéristique, l’hémoglobine libérée peut perturber la mesure d’un signal 
spectrophotométrique mesuré à des longueurs d’onde proche de 415 nm. 
L’hémoglobine a aussi la propriété d’inhiber certaines enzymes comme la lipase. Des 
interférences avec les immunodosages ont également été mises en évidence. Par 
exemple, l’hémolyse peut être responsable d’interférences négatives ou positives avec 
certaines trousses de dosage des troponines (4).  

 La présence de bilirubine gène les lectures spectrophotométriques s’effectuant aux 
environs de 400-500 nm. Cette molécule peut perturber les réactions utilisant la 
peroxydase, enzyme souvent utilisée comme marqueur.  

 Quant à l’hyperlipémie, la lactescence qu’elle génère peut être à l’origine 
d’interférences dans la mesure du signal, notamment lors de mesures d’absorbance ou 
de diffusion de la lumière. De plus, une augmentation de la viscosité, une perturbation 
du coefficient d’extraction de certaines molécules (notamment les stéroïdes) ou des 
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liaisons antigène-anticorps peuvent être observées lorsque le prélèvement est 
hyperlipémique (1,5).  
Actuellement, la plupart des automates de biochimie évalue ces interférences et dans 

l’idéal, les fournisseurs transmettent les seuils au-delà desquels leurs méthodes ne sont plus 
fiables permettant ainsi de prendre les mesures adaptées (dilution, ultracentrifugation, rendre 
le résultat « ininterprétable » etc.). Néanmoins, il est nécessaire de rester attentif, car les 
évaluations de ces interférences sont généralement effectuées en fonction d’indices qui ne 
correspondent pas forcément à des concentrations précises en hémoglobine, bilirubine ou 
triglycérides. Selon les industriels, les fiches techniques précisent les valeurs à partir 
desquelles une interférence est observée soit en fonction d’indices (unités et détermination 
propres à chaque système), soit en fonction des concentrations en molécules interférentes.  
 

Lorsque les systèmes de mesure utilisent une révélation fluorimétrique, certaines 
substances présentes dans l’échantillon peuvent atténuer l’intensité de la lumière reçue ou 
émise par absorption de la fluorescence (effet Quenching) (6).  

La présence de forte concentration en protéines, notamment dans un contexte de 
gammapathies monoclonales, est fréquemment responsable d’interférences de nature variable. 
Ces immunoglobulines peuvent présenter des activités d’anticorps (activités d’anticorps 
hétérophiles, facteur rhumatoïde, anti-analyte) et peuvent être supprimées en utilisant un 
prétraitement par le polyéthylène glycol ou par des sérums non immuns qui font précipiter ces 
anticorps. De plus, ces immunoglobulines peuvent être à l’origine d’une augmentation de la 
viscosité, d’un effet agglutinine, d’une pseudohyponatrémie ou d’une auto-précipitation. Cette 
dernière, liée à de multiples variables (pH, force ionique, conservateurs…) donc non 
prévisible, peut être responsable d’une augmentation de la turbidité ou de l’absorbance de 
l’échantillon. Les anticorps hétérophiles, bien que fréquemment présents, posent peu de 
problèmes en pratique car les réactifs utilisés contiennent généralement un inhibiteur dirigé 
contre ces molécules (2,7).  

Une bande « anormale » lors de l’utilisation de techniques électrophorétiques peut 
également être attribuée à la présence d’une protéine en forte concentration 
(immunoglobuline, fibrinogène ou hémoglobine).  
 

De nombreuses interférences sont simplement observées sans être expliquées. Par 
exemple, Kaitwatcharachai et al. ont montré qu’une hyperglycémie importante risque de 
provoquer une interférence analytique sur la mesure de la créatinine de manière plus 
importante avec la technique enzymatique qu’avec la méthode de Jaffé sans fournir 
d’explication (8).  
 

Les dosages en biochimie sont sensibles aux conditions de leur microenvironnement. 
Une modification de ce dernier par une substance peut perturber les réactions biologiques et 
in fine les résultats obtenus. Ceci est communément appelé « effet matrice » et explique 
pourquoi il n’est pas envisageable d’effectuer des mesures sur un milieu non validé ou 
d’utiliser des diluants qui n’ont pas été étudiés au préalable.  
 
∞ Les interférences courantes sont de deux types : perturbation de la réaction ou de la 
mesure du signal.  
∞ Certaines interférences sont fréquemment évaluées (hémolyse, ictère, lipémie…) et 
dans ce cas, le laboratoire est tenu de mettre en place les mesures adaptées pour y 
remédier.  
∞ Pour les autres interférences, le biologiste doit évaluer au cas par cas la conduite à 
tenir et tracer les démarches réalisées.   
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I.3 Interférences provoquées par les médicaments 
 

La plupart des observations faites à propos de l’influence des médicaments sur 
des dosages biochimiques ne concerne pas des interférences « vraies » mais plutôt des 
variations induites par ces molécules sur les paramètres biologiques.  

Les médicaments, selon leur mécanisme d’action, peuvent être à l’origine d’une 
augmentation ou diminution d’une activité enzymatique, de la sécrétion/maturation d’une 
hormone, de la concentration d’un substrat ou d’une protéine, d’une modification de l’affinité 
des protéines transporteuses...   

Par exemple, l’iode et les produits iodés vont stimuler la synthèse de TSH, les opiacés 
celle de thyroid binding globulin (TBG), et l’acide acétylsalicylique (aspirine) modifie 
l’affinité des hormones thyroïdiennes pour la TBG (9).  

Lors de la détermination des valeurs de référence, les personnes éligibles sont celles 
qui ne prennent aucune médication (10). En pratique, les médicaments peuvent donc être 
source de modifications biologiques importantes mais ne peuvent pas être considérés comme 
des interférences puisque la mesure effectuée est « juste » et correspond à l’effet 
« physiologique » du médicament. En aucun cas, il ne faut les considérer comme des 
interférences de dosages, le résultat doit être rendu tel qu’il est trouvé mais accompagné d’un 
commentaire explicatif. 

Certains médicaments sont plus couramment responsables de ces modifications et le 
biologiste doit les connaitre pour interpréter les résultats (cf. tableau 1).  
 
 

Médicament  Augmentation Diminution  

Contraceptifs oraux ALAT, ASAT, GGT, triglycérides 
acide folique, albumine, calcium, LDH, 

orosomucoïde, PAL, phosphates, 
protéines totales, transferrine 

Antihypertenseurs phosphates GGT 

Hypolipémiants   bilirubine, GGT, PAL 

Antiépileptiques ALAT,ASAT, cholesterol total, GGT, 
LDH 

calcium, créatinine, glucose, protéines 
total, urée 

Diurétiques albumine, bilirubine, acide urique sodium 

Aspirine LDH bilirubine, acide urique 

Anti-inflammatoires   créatinine, acide urique 

Barbituriques  ASAT acide folique, bilirubine 

Tableau 1 : Résumé des principales variations biochimiques induites par la prise de médicaments 
 

Les interférences induites par les médicaments lors de dosages biochimiques sont 
parfois étudiées par les industriels avant la mise sur le marché de leur dispositif. Leurs 
essais consistent à surcharger les échantillons avec des molécules (médicaments et 
métabolites) pour mettre en évidence une éventuelle interférence analytique. Pour ce faire, 
des recommandations ont été éditées afin de déterminer les principaux médicaments à tester 
ainsi que leurs concentrations (11). La mise en évidence des autres interférences est le fruit 
d’un retour d’expérience des utilisateurs, via la publication d’articles ou de déclarations de 
réactovigilance.  
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I.3.1 Interférences directes  
Les interférences médicamenteuses sont particulièrement documentées dans le 

domaine de l’immunoanalyse. De multiples sources de perturbations sont possibles 
concernant les dosages fondés sur une réaction biologique de type antigène-anticorps. 
L’exemple le plus classique est celui des réactions croisées. Dans ce cas, le ou les anticorps 
(Ac) utilisés lors du dosage présentent un défaut de spécificité et vont pouvoir se fixer sur 
l’analyte à doser et/ou sur une substance interférente présentant des épitopes communs avec 
l’analyte à doser.  

Dans le cas des dosages par compétition (figure 1A), il est nécessaire que les deux 
molécules possèdent un épitope commun pour qu’il y ait une interférence. En ce qui concerne 
les techniques de type sandwich (figure 1B), deux épitopes communs sont alors nécessaires ce 
qui explique que ces interférences soient moins fréquentes.  
 

 
Figure 1 : Principe de dosage en immunoanalyse par une méthode compétitive (A) et non compétitive 
immunométrique (B).  
 

On peut citer les interférences observées lors de la prise d’un corticoïde de synthèse 
(prednisolone) lors du dosage du cortisol ou encore le traitement par diclofénac qui perturbe 
le dosage de la triiodothyronine. Dans les deux cas, ces dosages utilisent une méthode par 
compétition (6,12). Ces défauts de spécificité peuvent être suspectés lorsque les molécules 
présentent une structure chimique similaire. Ce n’est pas nécessairement le cas, comme dans 
l’exemple de l’interaction entre diclofénac et la triiodothyronine qui sont relativement 
éloignées chimiquement (cf. figure 2). Dans cette situation, il est moins aisé de prédire cette 
réaction croisée. En revanche, ce défaut de spécificité peut être exploité pour rechercher des 
molécules qui présentent la même structure chimique. Ceci est appliqué en pharmacologie-
toxicologie lors de la recherche de médicaments ou de toxiques tels que les benzodiazépines, 
les amphétamines… 

L’utilisation d’anticorps monoclonaux permet, en général, de minimiser les réactions 
croisées. Dans tous les cas, les industriels ne fournissent qu’exceptionnellement la nature des 
épitopes reconnus par les anticorps contenus dans les trousses réactifs.  
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Figure 2 : Formules chimiques de la triiodothyronine (A) et du diclofénac (B). 
 

Lors d’un dosage par compétition d’une forme libre, il y a un équilibre dynamique 
entre les molécules libres et celles qui sont liées aux protéines, il en est de même pour 
l’antigène (Ag) marqué. Il arrive que certains médicaments (salicylates, furosémide, 
fenclofénac) aient un effet inhibiteur de cette liaison entrainant une augmentation d’Ag libre 
marqué disponible et donc une sous-estimation du résultat.  
 

Des interférences induites directement par les médicaments ont également été décrites 
en dehors des tests d’immunoanalyse. Par exemple, les antibiotiques de la famille des 
céphalosporines peuvent former des complexes colorés avec les picrates lors de la réaction de 
Jaffé, ce qui induit des erreurs lors de la mesure de la créatinine (1).  
 

I.3.2 Interférences indirectes  
Les médicaments peuvent aussi être à l’origine de la synthèse de molécules qui 

peuvent secondairement perturber les dosages.  
 

Chez certains patients, l’administration de médicament peut provoquer l’apparition 
d’anticorps anti-xénobiotique. Lorsque le médicament incriminé présente une structure proche 
de molécules endogènes telles que l’insuline, ces auto-anticorps ont la capacité de se fixer sur 
le médicament ou sur ces molécules endogènes. Des auto-anticorps « anti-analyte à doser » 
peuvent également être rencontrés chez des patients soumis à un traitement modulant 
l’immunité. C’est le cas notamment des auto-anticorps thyroïdiens mis en évidence chez les 
patients traités par interféron (IFN) (13).  

Les conséquences sont une interprétation erronée des résultats, c’est pourquoi selon les 
analytes les conduites à tenir vont être diverses.  

On peut essayer dans certaines circonstances d’éliminer l’interférence, comme c’est le 
cas en présence d’anticorps anti-insuline où l’insulinémie libre est appréciée après une 
précipitation des immunoglobulines par le polyéthylène glycol.  

Les anticorps anti-analyte peuvent interférer sur les dosages par compétition en 
diminuant la quantité d’antigène marqué, ce qui surestime le résultat rendu. En ce qui 
concerne les dosages non compétitifs immunométriques, le complexe Ag-Ac anti-analyte est 
en partie reconnu, ce qui induit une sur-estimation lorsque la forme libre est dosée et une 
sous-estimation lors de l’évaluation de la forme totale (12).  
 

Ces exemples illustrent la nécessité d’être vigilant lors de la validation biologique quel 
que soit le type de dosage. Les médicaments peuvent être la cause de diverses interférences et 
seul un dialogue clinico-biologique bien conduit peut permettre de suspecter une possible 
interférence. La mise en évidence des interférences n’est pas toujours évidente, certaines ont 
été découvertes après la publication des données scientifiques (12).  
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Certains ouvrages regroupent les interférences induites par les médicaments qui 
peuvent être utiles lors de la pratique quotidienne (10,14). Néanmoins, la prudence reste de 
mise car l’industrie pharmaceutique développe de nouvelles molécules et notamment des 
anticorps qui sont des sources potentielles d’interférences. L’évaluation des risques 
d’interférences sur des dosages biologiques est exceptionnellement réalisée.  
 
 
∞ Les médicaments peuvent être responsables d’une variation d’un paramètre 
biologique mais il ne s’agit donc pas d’une interférence. Néanmoins, le biologiste doit 
connaitre ces variations pour interpréter le bilan.  
∞ Les médicaments peuvent perturber directement les dosages ou induire la synthèse de 
substances qui sont à l’origine d’interférences analytiques.   
∞ Face à une suspicion d’une interférence, ne pas négliger l’hypothèse d’une prise 
médicamenteuse.  
 

I.4 Les interférences en enzymologie  
 

En enzymologie clinique, le résultat exact attendu correspond à l’activité enzymatique 
de l’enzyme native.  
 

Les dosages enzymatiques sont particuliers et présentent des interférences analytiques 
spécifiques. Le principe de ces dosages est de réaliser une réaction enzymatique in vitro. La 
vitesse de formation du produit (ou de transformation des coenzymes) est conditionnée par un 
facteur limitant qui est le paramètre à doser. Les autres composants de la réaction sont ajoutés 
en excès pour annuler leurs influences. En pratique courante, la cinétique de la réaction est 
corrélée à la quantité d’analyte présent dans l’échantillon considéré et sa mesure permet de 
déterminer la concentration ou l’activité de l’enzyme.  
 
Deux types de dosages utilisant des réactions enzymatiques sont utilisés en biologie clinique : 
 les mesures d’une activité enzymatique (ex : LDH, ASAT, CK) ; 
 les mesures de la concentration d’un analyte en utilisant une (ou des) enzyme(s) (ex : 

créatinine, glucose, acide lactique). 
 

I.4.1 Erreurs courantes de dosage  
Les techniques enzymatiques sont en passe d’être totalement standardisées en ce 

qui concerne leurs conditions de réalisation : mise en place de matériaux et de procédures de 
référence, notamment les températures et pH de réalisation des réactions (6).  

Néanmoins, la mesure d’une activité enzymatique est fonction de la cinétique de la 
réaction considérée multipliée par un facteur de conversion F. Ce facteur prend en compte les 
volumes d’échantillons prélevés, les volumes réactionnels et les paramètres 
spectrophotométriques (absorptivité molaire et longueur du trajet optique). Ce facteur, réputé 
constant dans des conditions définies, est spécifié dans les fiches techniques fournies par les 
industriels. Toutefois, des fluctuations dans le temps en fonction de la qualité optique des 
appareils, de l’exactitude du pipetage et de la qualité de la thermostatisation restent 
possibles. En pratique courante et dans les conditions usuelles de dosage, ces variations sont 
minimes et les erreurs observées seront plutôt des erreurs systématiques que des erreurs 
aléatoires.  
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Les réactions enzymatiques in vitro se déroulent en 3 phases (cf. figure 3) :  
 En début de réaction, il y a un temps de latence nécessaire pour atteindre les 

conditions optimales. Cette phase dite « de délai » est caractérisée par une vitesse de 
réaction qui n’est pas linéaire mais croît constamment. 

 La phase linéaire de la réaction est caractérisée par une vitesse de formation des 
produits constante. La cinétique d’une réaction enzymatique est estimée lors de cette 
phase. 

 Puis en fin de réaction, la déplétion de substrat conduit à une rupture de la linéarité de 
la réaction.  

 

 
Figure 3 : Cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Les automates sont programmés pour mesurer les activités enzymatiques au bout d’un 
certain délai de manière à effectuer les mesures durant la phase linéaire. Si une enzyme est 
présente en concentration importante, le risque majeur est d’être confronté à un 
épuisement précoce du substrat. La mesure sera alors, effectuée lors de la phase de 
déplétion de substrat, avec pour conséquence une sous-estimation de l’activité enzymatique. 
Pour contourner ce problème, la plupart des automates effectuent des mesures de contrôle 
avant le dosage proprement dit pour s’assurer que le substrat n’a pas été transformé de 
manière anormale en comparant, par exemple, deux mesures d’absorbance durant la phase de 
délai. De plus, les cinétiques utilisent plusieurs points de mesure et l’analyseur détecte toute 
rupture de linéarité (6).  

Pour résoudre ce problème il peut être nécessaire soit de pré-diluer l’échantillon soit 
de diminuer la prise d’essai. Le choix de la matrice de dilution, le cas échéant, est 
primordial car des perturbations de la stabilité de l’enzyme ou d’inhibition de la réaction sont 
possibles. Le pH du milieu réactionnel, ainsi que la force ionique, la concentration protéique 
totale, la présence d’inhibiteurs, etc sont des facteurs non négligeables à prendre en compte 
lors de cette opération.  
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I.4.2 Défaut de spécificité de la réaction enzymatique 
Les réactifs utilisés doivent être les plus spécifiques possibles pour éviter les 

interférences avec des substances analogues pouvant posséder les mêmes propriétés 
biologiques. Lors de la mesure d’une activité enzymatique, le substrat sera choisi de manière 
à être complémentaire de l’enzyme. Il est nécessaire d’avoir le minimum de compétition avec 
un substrat présent physiologiquement ou une substance potentiellement présente dans le 
plasma (médicaments, toxiques…).  
Cette compétition entre deux substrats S1 et S2 peut être schématisée de la manière suivante :  
 

 
Figure 4 : Schéma de compétition entre deux substrats pour une même enzyme et équation de Michaelis-
Menten 
 
Pour diminuer cette compétition, plusieurs variables d’ajustement peuvent être utilisées :  
 augmenter la concentration en substrat de manière à rendre négligeable la 

concentration du second substrat lors de la mesure d’une activité enzymatique. 
 utiliser des substrats particulièrement spécifiques de l’enzyme, ou inversement choisir 

une enzyme très spécifique du substrat d’intérêt lorsque l’on souhaite doser ce dernier. 
Cette spécificité du couple enzyme-substrat est déterminée par la constante de 
Michaelis-Menten (Km) (plus sa valeur est faible, plus la spécificité est élevée) et la 
vitesse initiale maximum (Vmax). Le substrat choisi devra présenter dans l’idéal une 
constante de Michaelis inférieure au(x) substrat(s) naturel(s) et une Vmax supérieure.    

 
Certaines interférences sont dues à ce défaut de spécificité. C’est par exemple le cas de 

la sur-estimation des concentrations en acide lactique due à la présence de métabolites de 
l’éthylène glycol (acide glyoxylique et glycolate). Plus précisément, c’est la technique 
utilisant l’oxydase lactique qui surestime le dosage et non celle utilisant la lactate 
déshydrogénase (15).  
  

Les mesures d’activité enzymatique utilisent fréquemment la transformation de 
coenzymes, notamment les couples NAD(P)+/NAD(P)H,H+. Dans le premier cas, on peut 
suivre directement la transformation de ces coenzymes grâce à leurs propriétés spectrales ; 
pour le second exemple, une (ou plusieurs) réaction(s) enzymatique(s) utilisant le coenzyme 
formée est (sont) couplée(s) à la première. Les coenzymes étant communes à plusieurs 
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réactions enzymatiques, la présence d’un système enzymatique complet (substrat et 
enzyme) est susceptible d’interférer sur la production du signal dans l’échantillon.  

Ce défaut de spécificité a été évoqué, lors de la mise en place du dosage de l’alcool par 
une technique utilisant l’alcool déshydrogénase en raison de la libération de quantités 
importantes de lactate et de lactate déshydrogénase, ces deux réactions enzymatiques utilisant 
le couple NAD+/NADH,H+. Ceci explique, en partie, que les dosages enzymatiques des 
alcools et des glycols ne soient pas recommandés lors d’analyses médico-légales, néanmoins 
les performances de ces tests et leurs praticabilités sont suffisantes pour effectuer cette 
analyse en toxicologie hospitalière (16,17).  
 

De même, les réactions enzymatiques étant souvent fondées sur des réactions 
d’oxydoréductions, les molécules qui possèdent des propriétés soit réductrices soit oxydantes 
peuvent interférer. Par exemple, l’acide ascorbique, qui est un composé réducteur, interfère 
lors du dosage de la créatinine par la méthode enzymatique.   

I.4.3 Interférences provoquées par les macroenzymes  
Un autre type d’interférence, parfois méconnue concerne la présence de 

macroenzymes. Il s’agit d’enzymes fixées à des anticorps, des lipoprotéines ou encore d’auto-
agrégats (cf. chapitre II). Pour comprendre qu’elles sont sources d’interférence, il est 
nécessaire de revenir à l’objectif des dosages enzymatiques lors d’une exploration biologique.  
 

La concentration d’enzyme présente dans le sang circulant correspond, à l’état 
physiologique, à la résultante entre la synthèse/libération et la clairance de la molécule.  

Dans certaines situations pathologiques, cet équilibre est perturbé et l’activité 
enzymatique peut être le témoin soit : 

 d’une libération plasmatique de l’enzyme secondaire à une lyse cellulaire ; 
 d’une augmentation de la prolifération cellulaire (augmentation du nombre et/ou du 

métabolisme des cellules) ; 
 d’une induction de l’activité enzymatique. Certains facteurs (endogène ou exogène) 

sont pourvoyeurs d’une induction de certaines fonctions cellulaires provoquant ainsi 
une augmentation des activités enzymatiques. On peut citer, par exemple, la prise 
d’oestroprogestatif induisant une augmentation de l’activité gamma-
glutamyltransférase (10).  
  
La plupart des activités enzymatiques mesurées sont évaluées lors de suspicion de 

pathologies induisant une libération excessive de ces enzymes (cytolyse, cholestase, 
prolifération tumorale…).   

L’activité enzymatique n’est qu’un marqueur indirect et un moyen d’évaluer la 
quantité/concentration de l’enzyme libérée. C’est pourquoi, il est important de faire la part 
entre l’activité enzymatique reflétant la fonction organique explorée et celle issue des 
autres iso-formes de l’enzyme ou des macroenzymes. Cette raison explique que les 
macroenzymes doivent être considérées comme des agents interférents car leurs activités 
ne reflètent pas l’atteinte organique explorée.  

La différence entre la mesure directe d’une fonction biologique et l’évaluation d’une 
fonction organique par l’intermédiaire d’une mesure biologique est importante à prendre en 
compte pour déterminer si une interférence analytique est présente.  
 

L’activité enzymatique peut être significativement augmentée dans le sang lors de la 
présence de macroenzymes car la demi-vie de ces complexes moléculaires est allongée. 
Schifferli et al. ont démontré sur un modèle animal que la demi-vie de la macrophosphatase 
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acide est supérieure à celle de la forme libre de l’enzyme (18). Différentes hypothèses ont été 
avancées pour expliquer l’allongement de la demi-vie. 

La clairance rénale des macroenzymes est diminuée en raison de leur masse 
moléculaire relative (MMr) plus importante que celles des enzymes « libres ». Cette 
différence de MMr a pour conséquence une diminution de la filtration et de l’excrétion rénale. 
Les macroamylases, non éliminées par voie rénale, ont servi de modèles dans l’élaboration de 
cette théorie (19–21).  

La formation des macroenzymes semble aussi freiner le catabolisme effectué par le 
système réticulo-endothélial (22–24).  
 

Dans certains cas, une séparation des différentes iso-formes est nécessaire pour 
déterminer précisément l’origine de l’activité enzymatique. Notons que lors de cette analyse 
plus fine, effectuée en général par des techniques d’électrophorèse ou de chromatographie ; 
les macroenzymes sont généralement bien individualisées et n’interfèrent donc pas avec les 
dosages. Il faut néanmoins souligner que ces méthodes sont de plus en plus souvent 
remplacées par des méthodes immunochimiques ou d’immuno-inhibition pour déterminer la 
proportion des différentes iso-formes, lesquelles ne sont pas exemptes d’un risque 
d’interférence. 
  

Les médicaments sont potentiellement pourvoyeurs de macroenzymes mais peu de 
cas sont rapportés. Lors de l’exploration d’une macroenzyme, en plus de prendre en compte 
les circonstances pathologiques, il est essentiel d’observer les données thérapeutiques. La 
plupart du temps l’implication des médicaments ne peut être que suspectée dans la 
formation de la macroenzyme.  

Certaines macroamylases sont formées par liaison de l’amylase avec des 
hydroxyéthylamidons (25,26). En 1988, Ihara et al. ont évoqué la possibilité de formation 
d’une macrocréatine kinase (macroCK) induite par l’administration d’une nutrition 
parentérale (27). Plus récemment, Triester et Douglas ont envisagé le développement d’une 
macroaspartate aminotransférase (macroASAT) au décours d’une immunothérapie de 
désensibilisation allergique (28).  

Parfait et al. ont décrit un cas possible de macroASAT après la prise de minocycline 
(29). Et Loh et al. ont observé la présence d’une macroCK de type 1 et d’une macroCK de 
type 2 chez une patiente traitée par statine (30). Dans ces deux derniers cas, aucune preuve ne 
vient établir avec certitude l’implication du médicament. En effet, l’anamnèse n’est pas assez 
détaillée pour affirmer que la chronologie d’apparition de la macroenzyme est concomitante à 
l’administration du médicament. De plus, la sémiologie est difficilement exploitable car 
aucun signe clinique n’accompagne la formation des macroenzymes et la bibliographie est 
peu contributive devant la rareté des cas décrits.  
 
 
Les différentes interférences ou erreurs observées lors des dosages enzymatiques sont de 
3 types :  
∞ communes aux autres systèmes analytiques tels que les perturbations lors de la 
mesure du signal, les problèmes d’incertitude de l’automate, les limites de quantification 
et les effets matrices ; 
∞ spécifiques au dosage enzymatique et dues à un défaut de spécificité de la réaction 
enzymatique ou à la production/consommation par un autre système enzymatique d’un 
coenzyme servant à la mesure du signal ; 
∞ et enfin, les macroenzymes peuvent être à l’origine d’une activité enzymatique 
artéfactuelle.  
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Pikkety et al. ont ainsi résumé la problématique des interférences analytiques (7) :  

 

 

 

 

 

« Aucun laboratoire n’est à l’abri d’un piège analytique. Le meilleur dosage est celui 
que le clinicien discute avec le biologiste, c’est la meilleure garantie pour éviter des 
explorations complémentaires inutiles, éventuellement lourdes et coûteuses. »  
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II Généralités sur les 
macroenzymes 
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Le premier cas de macroenzyme rapporté dans la littérature a été décrit en 1964 par 
Wilding et al. et concernait les macroamylases (31,32).  Les auteurs, confrontés à une 
augmentation chronique de l’amylasémie sans amylasurie chez un patient insuffisant rénal 
chronique ont suspecté la présence d’une enzyme de taille plus importante qu’attendue. Les 
explorations effectuées faisaient appel à des techniques de chromatographie par gel filtration 
et/ou ultracentrifugation et permettaient de mettre en évidence l’existence d’une enzyme de 
masse moléculaire importante, d’où le nom de macroenzyme (33). En 1967, Lundh et 
Ganrot rapportent des cas de macrolactate déshydrogénases (macroLDH) (34,35). Huit ans 
plus tard, un cas de macrophosphatase alcaline (macroPAL) est décrit par Nagamine et 
Okuma (36). Ces différentes descriptions soulignent le fait que toutes les enzymes peuvent 
être potentiellement concernées par l’apparition de ces macromolécules.  

Le terme de « macroenzyme » désigne un complexe de haut poids moléculaire formé 
par une auto-polymérisation des molécules enzymatiques entres elles ou, plus fréquemment, 
par une liaison de l’enzyme à un autre composé sérique (d’origine endogène ou exogène) 
(37).  
 

Ce n’est qu’une dizaine d’années plus tard que les propriétés physico-chimiques, les 
significations clinico-pathologiques et les méthodes de détection de ces macroenzymes font 
l’objet de revues de synthèse dans la littérature (37–39). Ces études permettent alors de 
classer les macroenzymes en deux grandes familles :  
 le terme « macroenzymes de type 1 » désigne des complexes formés par des enzymes 

qui sont fixées à des immunoglobulines (Ig) ; 
 le terme « macroenzymes de type 2 » est réservé aux macroenzymes de nature 

physico-chimique hétérogène. 
 

Ce classement, à l’origine arbitraire, se révèle judicieux pour les macroenzymes de 
type 1. Celles-ci ont en commun d’être rencontrées dans des circonstances pathologiques 
similaires et d’avoir des impacts cliniques comparables.  Cette typologie est cependant moins 
judicieuse pour les macroenzymes de type 2. Ces dernières doivent être considérées comme 
des entités individuelles lors de l’étude de leurs circonstances d’apparition. 
 

En règle générale, la présence d’une macroenzyme est évoquée face à une 
augmentation chronique et stable d’une activité enzymatique en l’absence de toute 
symptomatologie clinique évocatrice. Ces résultats anormalement élevés d’activité 
enzymatique peuvent conduire le prescripteur à rechercher certaines pathologies (graves ou 
bénignes) chez le patient concerné. Le fait d’évoquer rapidement et de savoir détecter ces 
macroenzymes permet d’éviter les errances diagnostiques ainsi que le recours à des 
explorations complémentaires à la fois coûteuses et invasives pour le patient.  

L’élévation de l’activité enzymatique est généralement due à une augmentation de la 
demi-vie de ces macroenzymes dans la circulation sanguine. En effet, une des hypothèses 
avancées est que ces macroenzymes ont une clairance rénale diminuée en raison de leur taille 
importante. Il est à noter que la prévalence des macroenzymes reste vraisemblablement sous-
estimée. En effet, si les augmentations d’activités enzymatiques sont explorées, il n’est pas 
exclu que dans certains cas la formation de macroenzymes se traduise par une inhibition de 
l’activité et puisse alors passer inaperçue.  
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II.1 Propriétés biochimiques 

II.1.1 Macroenzymes de type 1 
En 1968, Levitt et Cooperband mettent en évidence une macroamylase composée 

d’une immunoglobuline A liée à l’amylase en utilisant une technique de précipitation 
sélective avec un antisérum (sérum anti-IgA) (40).  
 

II.1.1.1 Une liaison enzyme-anticorps anti-enzyme spécifique 
Ce type de liaison sera rapporté par d’autres auteurs dans le début des années 1970 

(41,42).  
Cette liaison existant entre l’enzyme et l’anticorps anti-enzyme semble être spécifique 

pour plusieurs raisons :  
 la plupart des études font état de liaison « enzyme-Ac anti-enzyme » spécifique 

(19,37,43–45) ;  
 la dissociation des complexes enzyme-Ac anti-enzyme peut avoir lieu dans des 

conditions acides, ce qui est également le cas pour d’autres complexes spécifiques 
antigène-anticorps (19,20,32) ;  

 les ratios mis en évidence entre l’enzyme et l’immunoglobuline sont de 1:2, 1:1 ou 
2:1, ces ratio sont compatibles avec une interaction spécifique (18,46–48) ;  

 le traitement par la papaïne ne modifie pas la stabilité du complexe ce qui plaide en 
faveur d’une liaison spécifique au niveau du fragment variable Fab de 
l’immunoglobuline (49–52). Cette liaison « enzyme-fragment Fab de l’Ig » permet de 
stabiliser l’enzyme vis-à-vis des températures élevées et modifie les paramètres 
pharmacocinétiques en allongeant sa demi-vie (53).  

 les constantes d’affinité des anticorps impliqués dans la formation des macroenzymes 
sont comprises dans des ordres de grandeurs retrouvés dans d’autres liaisons 
spécifiques (10-9 à 10-11 L.mol-1) (54–56).  

 

II.1.1.2 Des anticorps anti-enzyme de nature et de spécificités variables 
La plupart du temps, les immunoglobulines impliquées sont des immunoglobulines G 

(IgG) ou des immunoglobulines A (IgA) (37). Il a été rapporté de rares cas de macroenzymes 
constituées d’immunoglobulines M (IgM) ou de chaîne légère libre. La présence de ces 
dernières dans la formation de macroenzymes conduit à rechercher l’existence d’une 
gammapathie monoclonale (19,44,57,58). Exceptionnellement, plusieurs immunoglobulines 
peuvent être impliquées simultanément.  

Les paratopes de ces anticorps peuvent être spécifiques d’une iso-forme enzymatique 
et non complémentaire d’un épitope commun à l’ensemble des isoenzymes. Par exemple, les 
iso-formes des phosphatases alcalines (PAL) peuvent être séparées en deux groupes 
antigéniques : les PAL placentaires et intestinales d’une part et les PAL osseuses et 
hépatiques d’autre part. Les anticorps formés vis-à-vis d’une isoenzyme interagissent avec les 
deux isoformes de ce groupe mais pas envers celles de l’autre groupe (37).  
 

Le tableau ci-dessous résume pour chaque enzyme les liaisons décrites avec les 
différentes immunoglobulines.  



38 
 

 
Macroenzymes  Isotype(s) des Ig (par ordre 

d’importance) 
Spécificité des 
immunoglobulines 

Aspartate 
aminotransférase 
(ASAT) 

IgG (+IgA dans un cas) Partiellement spécifique de l’iso-
forme  (mitochondriale, 
cytosolique ou les deux) 

Alanine 
aminotransférase 
(ALAT) 

IgG Absence de données 

Amylase IgA> IgG Rarement spécifique d’une iso-
forme (salivaire ou pancréatique) 

Lipase IgG Absence de données 
Créatine kinase 
(CK) 

IgG>IgA>IgG+IgA>IgM (un cas 
décrit) 

Spécifique de l’iso-forme BB  

Lactate 
déshydrogénase 
(LDH) 

IgA(kappa>lambda)>IgG(kappa
>lambda ; prédominance IgG3) 
(un cas IgM+IgG et un cas 
IgA+IgG) 

Spécifique d’une sous-unité (H, 
M ou des deux)  

Gamma-glutamyl 
transférase         
(GGT) 

IgA Absence de données 

Phosphatase alcaline 
(PAL) 

IgG Lambda> IgG Kappa>IgA Spécifique de l’iso-forme 
(osseuse, hépatique ou 
intestinale) 

Phosphatase acide IgG, IgA Absence de données 
Tableau 2 : Principales macroenzymes de type 1 et les isotypes impliqués (39,59,60)  
  

La quantité d’enzyme liée ou libre est dépendante de la constante d’affinité de 
l’immunoglobuline. Cette dernière présente une variabilité interindividuelle mais pas 
intraindividuelle. La quantité de macroenzymes détectées peut donc être considérée comme 
étant le reflet indirect de la quantité d’anticorps présents. Certains auteurs ont proposé de 
suivre cette cinétique dans le cadre d’un monitoring de la pathologie à l’origine de ces 
anticorps (31,35,46,57,61–63).  
 

II.1.1.3 Deux théories avancées pour expliquer les mécanismes de formations de ces 
anticorps (37)  

 
« Antigen-driven theory » où l’enzyme (ou Ag) est à l’origine de la formation de l’anticorps 
 

L’immunisation peut survenir lors d’un contact avec une enzyme d’origine exogène 
(animale, végétale…) et une réaction croisée avec l’enzyme humaine explique la survenue de 
complexes enzyme humaine-Ac anti-enzyme. Cette théorie est particulièrement évoquée dans 
la formation des macroamylases où il a été observé que les anticorps anti-amylase avaient une 
affinité supérieure pour l’amylase animale (porcs, moutons) que pour sa forme humaine. 
L’exposition de l’homme à ces antigènes d’origine animale est probablement liée à la 
consommation de viande ou de produits laitiers (54,64). Dans ce cas précis, l’anticorps en jeu 
est souvent une IgA, préférentiellement présente et synthétisée au niveau des muqueuses, 
lieux privilégiés de contact avec les molécules exogènes (64).  



39 
 

L’autre explication évoquée par certains est une modification de l’enzyme humaine 
conduisant à la formation d’anticorps. Ainsi, lors d’un infarctus du myocarde la libération de 
protéases peut conduire à la modification des enzymes cardiaques libérées (créatines kinases 
[CK] ou lactates déshydrogénases [LDH]) (65–67). Ces enzymes modifiées présenteraient de 
nouveaux épitopes non tolérés et induisant la formation d’anticorps. Une rémanence vis-à-vis 
des enzymes physiologiques reste possible, y compris à la disparition des enzymes altérées 
dans la circulation sanguine. Dans quelques cas, une disparition des anticorps, donc des 
macroenzymes, à distance de l’événement est décrite (65,68).  

Enfin, plus rarement, l’apparition d’anticorps anti-enzyme peut être due à la libération 
de l’enzyme dans des compartiments inhabituels. L’illustration en est la formation 
d’anticorps anti CK-B (sous-unité B de la créatine kinase) chez l’enfant secondaire à une 
altération du système nerveux central avec libération des CK-BB dans le compartiment 
sanguin (69).  
 
Théorie de la dérégulation de la tolérance immunitaire 

L’autre explication évoquée face à la formation de tels complexes repose sur le lien 
existant entre une pathologie auto-immune ou inflammatoire et la formation des anticorps 
anti-enzyme. De nombreux cas de macroenzymes sont observés dans des pathologies comme  
la polyarthrite rhumatoïde, le lupus érythémateux disséminé, les maladies inflammatoires de 
l’intestin. 

Dans la plupart des cas rapportés, les macroenzymes de type 1 sont alors associées à 
des signes évocateurs d’une altération du système immunitaire. Ces derniers peuvent 
concerner une augmentation du ratio Lymphocytes T Helpers / Lymphocytes T suppresseurs 
(Ratio lymphocytes CD4/CD8), une augmentation de la concentration en immunoglobulines 
ou encore la présence d’anticorps anti-nucléaires (19,61).  
 
∞ Les macroenzymes de type 1 sont des complexes « enzyme-immunoglobuline ».  
∞ Les immunoglobulines les plus fréquemment en cause sont les IgG et IgA.  
∞ Les anticorps sont spécifiques de l’enzyme.  
 
 

II.1.2 Macroenzymes de type 2 
Cette deuxième catégorie est hétérogène par définition. En effet, toutes les 

macroenzymes qui ne sont pas liées à une immunoglobuline sont considérées comme étant 
des macroenzymes de type 2. Les mécanismes de formation sont résumés dans le tableau 3. 
La composition de ces macroenzymes dépend de l’enzyme considérée, des circonstances 
physiopathologiques ou thérapeutiques.  
 

II.1.2.1 Macro créatine kinase  
Les macrocréatines kinases de type 2 (macroCK2) sont formées par auto-

polymérisation de CK mitochondriales.  
Les mobilités électrophorétiques et chromatographiques des macroCK2 sont identiques à 
celles des CK mitochondriales (MtCK) après un traitement par l’urée et le 2-mercaptoéthanol, 
molécules ayant la propriété de dissocier les complexes macromoléculaires. Ces 
macromolécules présentent une énergie d’activation élevée (> 75 kJ/mol) et une 
thermostabilité qui sont comparables aux MtCK mais très supérieures à celles des autres 
isoenzymes des CK. Leurs propriétés immunologiques sont identiques à celle des MtCK 
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présentes dans les tissus sains. L’ensemble de ces propriétés physicochimiques, enzymatiques 
et immunologiques suggère que les macroCK2 sont des agrégats de MtCK (70).  
 

Les CK mitochondriales sont situées au niveau des crêtes et de l’espace 
intermembranaire des mitochondries. Elles sont présentes sous forme de complexes, le plus 
souvent octamériques. Leur libération dans la circulation sanguine se fait sous cette forme qui 
est rapidement dégradée en dimères puis éliminée par voie rénale (71,72). Ces macroenzymes 
particulières semblent être libérées par des cellules malignes, nécrotiques ou encore lors de 
cytolyse hépatique, le foie étant l’un des organes les plus riches en MtCK (70,73).  

II.1.2.2 Macro enzymes du système hépatobiliaire  
Les enzymes hépatobiliaires telles que les Phosphatases Alcalines (PAL), Gamma-

Glutamyltransférases (GGT) et Leucines Aminopeptidases sont situées au niveau 
membranaire. Lors de la lyse de la cellule, elles peuvent se fixer avec les composants de la 
membrane cellulaire ou se fixer à des lipoprotéines et être solubilisées dans le plasma sous 
ces formes. 
 
Deux mécanismes de formation sont avancés :   

 la bile pourrait, via ses propriétés détergentes, solubiliser une partie de la membrane 
plasmique et ainsi libérer les enzymes qui seraient liées soit à des fragments 
membranaires, soit à des lipoprotéines (74,75) ;  

 une rupture de la membrane durant une obstruction hépatobiliaire libérerait des 
fragments comprenant les enzymes membranaires (74,76).  

 
Deux types d’associations « enzymes-lipoprotéines » sont décrits :  

 Les complexes de haut poids moléculaires (> 1 000 000 Da) correspondant aux 
associations avec les VLDL, LDL, lipoprotéines X ou fragments 
membranaires ; 

 Les complexes de masses moléculaires intermédiaires (entre 250 000 et 
500 000 Da) sont constitués d’HDL (60).  

 
Les fragments de membranes présentant une activité enzymatique ne sont en général 

pas spécifiques d’une seule enzyme, c’est pourquoi De Broe a introduit le terme de 
« koinozymes » (du grec κοινός = koivos = commun) pour les décrire (76).  

II.1.2.3 Macroamylase 
Une enzyme peut former une macroenzyme en se liant à une molécule exogène ou 

endogène. Par exemple, il a été décrit la formation de macroamylase après liaison de 
l’amylase à l’hydroxyéthylamidon lors du traitement par ce succédané des protéines 
plasmatiques qui présente une structure similaire au substrat naturel (ajout d’un groupement 
hydroxyéthyl en position 2 ou 6) de l’enzyme (25,26).  
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Macroenzymes Mécanismes de formation  
Amylase Liaison avec un médicament 
Phosphatase alcaline 
(PAL) 

Liaison avec une lipoprotéine ou un fragment 
de membranes plasmiques hépatiques 

Gamma-glutamyltransférase 
(GGT) 

Liaison avec une lipoprotéine ou un fragment 
de membranes plasmiques hépatiques 

Leucine aminopeptidase Liaison avec une lipoprotéine ou un fragment 
de membranes plasmiques hépatiques 

5’ nucléotidase Liaison avec une lipoprotéine ou un fragment 
de membranes plasmiques hépatiques 

Créatine kinase    (CK) Auto polymérisation  
Tableau 3 : Principales macroenzymes de type 2 et leurs mécanismes de formation (39,59)  
 
∞ Les macroenzymes de type 2 sont hétérogènes : liaison de l’enzyme à une lipoprotéine, 
à un fragment de membrane, à un médicament ou encore suite à une auto-
polymérisation de l’enzyme.  
 

II.2 Méthodes de détection et d’analyse des macroenzymes 
 

De multiples modes de détection ont été décrits, l’objectif de ce chapitre est de faire le 
point sur ces différentes techniques.  
 

Historiquement, la première technique utilisée pour dépister la présence d’une 
macroenzyme (la macroamylase) fut le calcul du ratio de la clairance rénale de l’amylase 
par rapport à celle de la créatinine (31,33). La présence d’une macroamylase est évoquée 
lorsque cette clairance est réduite et que le rapport est inférieur à 1% (valeurs de référence : 
0,8-4,5%) (19,77). Ce calcul est surtout indiqué pour exclure la présence d’une 
macroamylase.  

Depuis, le développement des méthodes physiques a permis de séparer les molécules 
pour mettre en évidence plus spécifiquement ces complexes enzymatiques de haut poids 
moléculaire.  
 
Les procédés mis en œuvre sont de deux types :  

 Certains procédés sont simples et accessibles à la plupart des laboratoires de 
biologie médicale (LBM) et permettent de porter le diagnostic de macroenzyme 
sans toutefois en déterminer le type. C’est le cas des techniques d’ultrafiltration et de 
précipitation par le polyéthylène glycol (PEG).  

 D’autres techniques d’analyse plus complexes ont l’avantage de permettre un examen 
plus complet. Leur mise en place est plus délicate et ces procédés analytiques restent 
réservés à certains centres spécialisés. Ces méthodes regroupent les électrophorèses 
des isoenzymes et la chromatographie d’exclusion stérique. 
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II.2.1 Ultrafiltration (UF) 
Cette méthode est dérivée des méthodes industrielles utilisées pour la séparation des 

molécules ou la stérilisation à froid. Ses applications sont diverses : traitement des eaux, 
industries agro-alimentaires, industries pharmaceutiques ou encore pétrochimie.  
 

Le principe de l’UF repose sur une filtration à travers une membrane pour éliminer 
les molécules de taille importante. Le terme ultrafiltration fait référence au seuil de coupure 
qui représente la masse molaire critique pour laquelle les solutés sont entièrement retenus par 
la membrane. L’UF permet de retenir les grosses molécules telles que les polymères, les 
protéines de taille relativement importante, les colloïdes… 
 
Les membranes sont donc caractérisées par : 
 leur seuil de coupure (ou cut off) ; 
 leur sélectivité : la capacité à ne laisser passer que certaines substances (sous 

l’influence de la conformation tridimensionnelle des molécules et de l’adsorption des 
molécules à la membrane) ; 

 leur perméabilité : c’est le débit d’ultrafiltrat fourni par m² de membrane. L’unité est 
le l/m²/h ; 

 leur nature : matériaux minéraux ou organiques, membranes symétriques ou pas, etc.    
 

En biologie médicale, les principales caractéristiques à prendre en compte dans le 
choix des filtres sont le seuil de coupure et la sélectivité de la membrane. La perméabilité 
n’est pas un paramètre essentiel en dehors des applications à visée industrielle. La nature des 
membranes présente un intérêt pour la sélectivité. Ce critère définit aussi, en partie, la durée 
de vie de la membrane, paramètre peu important en biologie médicale dans la mesure où ces 
filtres sont à usage unique.  
 

En biochimie, l’ultrafiltration est utilisée pour détecter la présence de macroprolactine 
(macroPRL) ou pour séparer les hormones libres des hormones liées à leurs protéines 
transporteuses (78–80).  
 

 
Figure 5 : Schéma d’un tube à ultrafiltration 

 
Certains auteurs ont récemment évalué cette méthode pour mettre en évidence les 

macroenzymes. Dans cette indication, le seuil de coupure de la membrane est d’environ 100 
kDa (81). Cette technique est moins utilisée en routine que la précipitation par le polyéthylène 
glycol dans cette indication. Pourtant, les quelques études réalisées semblent conclure à des 
performances équivalentes entre ces méthodes (82,83).  
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Figure 6 : Principe de l’ultrafiltration dans le cas de la mise en évidence de macroenzymes 
A : L’activité totale enzymatique est mesurée (activité propre).  
B : Le sérum est filtré sur une membrane dont le seuil de coupure est adapté à la séparation des molécules 
d’intérêt (les macroenzymes et enzymes libres). 
C : Une centrifugation est réalisée pour accélérer le passage de la membrane par les molécules de masse 
moléculaire inférieure au cut-off (les enzymes passent la membrane contrairement aux macroenzymes).  
D : Mesure de l’activité de l’ultrafiltrat (culot) qui correspond à l’activité enzymatique des enzymes sous forme 
libre.   
 

Le rapport entre l’activité totale et l’activité de l’ultrafitrat permet de déterminer un 
pourcentage de recouvrement d’activité :  

 
Il est nécessaire d’établir des valeurs de référence pour utiliser ces valeurs de 

recouvrement d’activité. Si le pourcentage d’activité est inférieur à ces valeurs, une partie de 
l’activité propre est sûrement composée d’enzymes de tailles importantes.  

Actuellement, en l’absence de valeurs de référence déterminées et de protocoles 
bien définis, chaque laboratoire doit établir ses propres valeurs de références correspondant à 
son mode opératoire et à sa population. D’après les quelques études publiées, ces valeurs de 
référence varient en fonction des enzymes (81,84).  
 
L’ultrafiltration :  
☺Technique universelle.   
☺Matériel limité et peu coûteux (filtres, centrifugeuse).  
☺Temps technicien restreint. 
☺Aucune compétence technique particulière n’est requise.  
☻Une centrifugeuse peut être mobilisée pendant plusieurs heures. 
☻Nécessité d’établir ses propres valeurs de référence et ceci pour chaque enzyme 
explorée (ou utiliser un protocole défini dans la littérature en réalisant la technique avec 
des témoins pour vérifier la validité de la méthode).  
 
Tous les laboratoires disposent donc potentiellement des moyens techniques et matériels 
pour réaliser cette technique sans formation ou investissement préalable.  
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II.2.2 Précipitation par le Polyéthylène Glycol (PEG) 
Contrairement à d’autres procédés comme la chromatographie d’exclusion stérique ou 

l’électrophorèse, la précipitation par le polyéthylène glycol (PEG) est une technique 
simple à mettre en œuvre qui consiste à prétraiter un échantillon par une solution de PEG.  
 

Le seul réactif « particulier » est le PEG, ce qui en fait une méthode utilisable en 
routine par tous les laboratoires de biologie médicale (85). Mifflin et al. affirment même 
que la précipitation par le PEG est la technique la plus simple à mettre en place dans un LBM 
non spécialisé pour détecter les macroenzymes (38). Le polyéthylène glycol est un polymère 
composé de monomères d’éthylène glycol linéaire. Sa masse moléculaire (MM) est variable 
mais toujours inférieure à 20000 g.mol-1. Cette molécule peut se présenter sous forme 
branchée en liant deux chaînes linéaires par une lysine. Les variations des masses 
moléculaires et de conformation tridimensionnelle permettent de modifier les propriétés 
physiques de la molécule. 
 

 
Figure 7 : Formule chimique du polyéthylène glycol 

 
En médecine, le PEG est indiqué comme laxatif sous la dénomination « macrogol » ou 

encore comme conservateur d’organe. En galénique, son utilisation comme excipient lors de 
la préparation de pommades, comprimés, suppositoires est courante (86). Ses propriétés 
peuvent aussi être exploitées comme prodrogue pour améliorer les propriétés 
pharmacocinétiques de certaines molécules notamment les protéines. Cette molécule est 
notamment associée aux interférons alpha-2a (Pegasys®) ou alpha-2b (ViraféronPeg®) dans 
le traitement de l’hépatite C, à la L-asparaginase dans le traitement de la leucémie aiguë 
lymphoblastique, à l’adénosine désaminase dans le traitement de déficits immunitaires. Le 
PEG permet d’augmenter la demi-vie de résorption et d’élimination des molécules entraînant 
des schémas posologiques plus simples. De plus, dans certains cas, elle diminue les risques 
d’hypersensibilité vis-à-vis de la molécule native (87). Cette molécule a l’avantage d’être non 
toxique, non immunogène, très hydrosoluble, et rapidement éliminée de l'organisme (88).  
 

En biologie, cette molécule peut faire précipiter certaines molécules, notamment les 
lipides et les protéines. Pour ce faire, la MM du PEG doit être suffisamment importante, 
cette molécule restant miscible dans l’eau pour des MM inférieures à 600 g.mol-1.  
 

En plus de sa simplicité, la précipitation par le PEG permet de dépister un grand 
nombre de macroenzymes, tout en étant économiquement rentable (89). Cette technique, 
indiquée dans le cadre des dépistage des big-big prolactines, est déjà utilisée dans de 
nombreux LBM (90). Cette précipitation est même conseillée pour éliminer les interférences 
provoquées par des anticorps lors des dosages immunoanalytiques (12).  
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Figure 8 : Principe de la précipitation par le PEG dans le cas de la mise en évidence de macroenzymes 
A : Mesure de l’activité enzymatique totale 
B : Le PEG est ajouté au milieu réactionnel et vient se lier aux immunoglobulines ou lipoprotéines.  
C : Ce mélange est centrifugé pour séparer les molécules qui sont fixées au PEG. Ces dernières sont précipitées.  
D : L’activité enzymatique est mesurée dans le surnageant.  
 

Aucune standardisation des protocoles n’est réalisée pour le moment dans le cadre 
du dépistage des macroenzymes. Les sources de variation sont la nature du PEG (6000 ou 
8000 en général), la concentration du PEG, les volumes de plasma et de solution de PEG, le 
temps et la température d’incubation ainsi que les différents paramètres de centrifugation 
(vitesse, temps, température).   
 

Pour harmoniser les pratiques, Davidson et Watson ont proposé de comparer les 
activités enzymatiques en calculant l’activité précipitable par le PEG (PEG-precipitable 
activity : %PPA) selon la formule suivante (85) :  

 
 

Il est nécessaire pour appliquer cette formule d’utiliser un témoin de précipitation 
composé d’une solution saline, pouvant induire des paramètres de variation supplémentaires : 
nature et concentration de la solution saline. 
 

Davidson et Watson ont étudié les propriétés de précipitation du PEG 6000 sur 
différents protéines et lipides (cf. tableau 4). D’après cette étude, le PEG a la capacité de faire 
précipiter de nombreuses molécules impliquées dans la formation des macroenzymes 
(immunoglobulines, lipoprotéines) (85).  
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 Avant précipitation Après la 

précipitation 
Taux de 
précipitation 

Protéines totales (g/l) 86 44 49 % 
Albumine (g/l) 38 34 10.5 % 
Cholestérol (mmol/l) 5.4 0.8 85 % 
Triglycérides (mmol/l) 1.94 0.4 79 % 
IgG (g/l) 15.86 <0.33 > 98 % 
IgA (g/l) 11.6 1.9 84 % 
IgM (g/l) 2.46 <0.04 >98 % 
Tableau 4 :  Effet de la précipitation par la PEG 6000 sur différentes molécules d’après Davidson et 
Watson (85)   
 

Les macroenzymes de type 1 comprenant des immunoglobulines seront précipitées du 
fait de la formation du complexe PEG - Ig. Les lipoprotéines sont largement impliquées dans 
la formation des macroenzymes de type 2 notamment celles des enzymes du système 
hépatobiliaire (PAL, GGT). Pour les enzymes qui sont liées aux lipoprotéines, le PEG semble 
aussi efficace (91). Les macro CK de type 2 composées par auto-polymérisation sont elles 
aussi précipitées (85). Ces différentes données suggèrent que le PEG pourrait faire précipiter 
la plupart des macroenzymes.  
 

Néanmoins, il est nécessaire de s’assurer que les enzymes sous forme libre ne sont pas 
précipitées et que leurs activités ne sont pas inhibées par le PEG. L’établissement de valeurs 
de référence est obligatoire pour apprécier le comportement des enzymes « physiologiques » 
en présence de PEG. Différents auteurs ont effectué ce travail mais ces études ne sont pas 
comparables car les MMr de PEG (6000 ou 8000), leurs concentrations, les modes opératoires 
ne sont pas standardisés.  Par ailleurs, les caractéristiques des populations de témoins 
différents d’une étude à l’autre.  
 

En revanche, la conclusion est identique : le PEG a la propriété de faire diminuer 
l’activité enzymatique mais de manière très variable entre les enzymes. Ceci nécessite donc 
d’établir des valeurs de référence pour chaque enzyme et de comparer la précipitation des 
échantillons suspects à ses valeurs de références.  
 
La précipitation par le PEG :  
☺Technique universelle.  
☺Matériel limité et peu couteux (solution de PEG, centrifugeuse). L’incubation est en 
générale réalisée à température ambiante, donc nécessitant aucun matériel 
supplémentaire.  
☺Temps technicien limité. 
☺Aucune compétence particulière n’est requise.  
☻ La préparation de la solution de PEG nécessite de disposer du matériel indispensable 
(balance, pipettes, fioles jaugées…).  
☻Nécessité d’établir ses propres valeurs de référence pour chaque enzyme explorée (ou 
utiliser un protocole défini dans la littérature en réalisant la technique avec des témoins 
pour vérifier la validité de la méthode).  
 
Tous les laboratoires ont donc potentiellement les moyens techniques et matériels pour 
réaliser cette technique sans formation ou investissement préalable.  
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II.2.3 L’électrophorèse séparative 
L’électrophorèse permet de séparer les molécules chargées sous l’effet d’un champ 

électrique.   
La mobilité électrophorétique (MEφ) d’une substance est dépendante de paramètres 

qui lui sont propres tels que sa charge, sa surface ou son rayon ainsi que de paramètres 
dépendants du milieu : la viscosité du milieu, le pH et la constante diélectrique du solvant.  
 
L’interaction entre ces différents facteurs peut être modélisée par l’équation suivante :  

 
Q : la charge globale qui est dépendante de la charge propre de la molécule, de sa surface, du 
pH et de la constante diélectrique du solvant ;  
6πηr : correspond au coefficient de friction avec : 

-η : viscosité du milieu ; 
-r : rayon de la particule augmenté des couches d’hydratation et d’ionisation aussi 

appelées couche de Stern.   
 

Cette équation permet de comprendre que les molécules sont séparées en fonction de 
leur charge, leur taille et leur structure tridimensionnelle (5).  

Un courant dit électro-osmotique, correspondant à la migration des ions du tampon, 
peut produire un mouvement de liquide dans le sens opposé à la migration.  

C’est la résultante de ces deux mouvements qui va définir la vitesse de migration.  
 

L’électrophorèse des isoenzymes se déroule suivant une électrophorèse de zone. Les 
molécules se séparent selon leur différence de mobilité et sont visualisées dans un second 
temps. Les supports de cette séparation doivent être inertes chimiquement, homogènes et 
présenter une résistance mécanique suffisante pour être manipulés. Le gel d’agarose permet 
de répondre à ces contraintes et est fréquemment utilisé lors de la séparation des isoenzymes.  
 

D’après Remaley et Wilding, l’électrophorèse est le test de référence pour mettre en 
évidence les macroenzymes non liées aux immunoglobulines, notamment pour les enzymes 
du système hépatobiliaire (37).  
 

Cette technique a été développée en enzymologie clinique pour séparer et quantifier 
les différentes iso-formes d’une même enzyme. Ces dernières sont généralement spécifiques 
de certains organes permettant de déterminer l’origine d’une perturbation de l’activité 
enzymatique totale. Cette méthode est surtout appliquée aux CK, LDH, PAL. 
L’électrophorèse est également une technique de référence pour le dépistage et la 
caractérisation des macroenzymes de ces trois enzymes (37,81). Les paramètres opératoires 
sont bien décrits et standardisés (type et concentration du gel, composition du tampon, 
paramètres du champ électrique, temps de migration…) lors de la séparation des CK, LDH et 
PAL, les techniques utilisées sont en général marquées CE (conformité européenne). Pour les 
autres, cette technique étant réalisée de manière exceptionnelle, nous ne pouvons affirmer 
qu’il s’agisse de la méthode de référence. 
 

En pratique, le sérum est déposé sur le gel, puis sous l’impulsion d’un courant 
électrique, les molécules sont séparées. Une étape de révélation utilisant une réaction 
enzymatique permet de visualiser les molécules d’intérêt et de discerner d’éventuelles bandes 
anormales. Le choix du mode de révélation peut être un paramètre important pour gagner en 
spécificité. Ces techniques peuvent être couplées à un système d’intégration (densitomètre et 
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logiciel adapté) pour quantifier les différentes iso-formes et, le cas échéant, la macroenzyme 
(92).  
 

La majorité des macroenzymes peut être mise en évidence par ce principe. En effet, la 
présence d’une macroenzyme peut être à l’origine : 

 de l’apparition d’une bande anormale ; 
 de la diminution de l’intensité d’une bande ; 
 de l’élargissement d’une bande sur le profil électrophorétique (37).  
 

Dans les cas où ces bandes ont déjà été étudiées, la migration étant spécifique, la 
nature de la macroenzyme (type 1 ou 2) pourra être déterminée sans plus d’explorations. 
Néanmoins, dans certains cas, plusieurs formes de macroenzymes peuvent migrer au même 
niveau notamment les macroenzymes de type 1 dont la migration identique ne permet pas de 
préciser la nature de l’immunoglobuline en jeu. En revanche si aucune description n’a été 
effectuée, il sera nécessaire de poursuivre les investigations pour identifier la macroenzyme 
observée.   
 
L’électrophorèse séparative :  
☺Technique permettant de définir le type de macroenzyme.   
☺Protocoles bien définis (il n’est pas utile d’établir ses propres valeurs de référence ou 
d’utiliser des témoins).   
☺Quantification possible de la macroenzyme.  
☻Matériel et réactifs spécifiques.  
☻Coût relativement important.  
☻Compétence technique nécessaire et temps technicien important (réduit si l’analyse 
est réalisée au sein d’une série).    
☻Technique limitée à certaines enzymes (CK, LDH, PAL ou d’autres en fonction de la 
compétence du laboratoire).  
 
Les laboratoires qui utilisent couramment ces techniques peuvent y recourir pour 
dépister les macroenzymes.  
 

II.2.4 Immunoprécipitation  
Il peut être utile de préciser la nature exacte des molécules engagées dans la formation 

de la macroenzyme.  
Pour cela, il est possible d’utiliser des antisérums spécifiques qui permettent ainsi de 

mettre en évidence l’immunoglobuline fixée à l’enzyme dans le cas des macroenzymes de 
type 1. De même, des anticorps spécifiquement dirigés contre les lipoprotéines peuvent 
permettre l’identification de macroenzymes hépatobiliaires de type 2.  

Ces antisérums peuvent être utilisés comme agent précipitant ou comme agent de 
révélation lors des électrophorèses. La composition de la macroenzyme peut être 
déterminée grâce à l’utilisation de ces réactifs. Par exemple, Lagabrielle et al. ont utilisé, lors 
de l’isolement d’une macroASAT, deux anti-sérums : un dirigé contre les ASAT d’origine 
cytosolique et l’autre contre celles d’origine mitochondriale. Ceci a permis de mettre en 
évidence que la macroASAT en cause était exclusivement composée d’une ASAT d’origine 
cytosolique (93).  

L’avantage essentiel est de permettre une identification spécifique de la molécule 
associée à l’enzyme mais ceci nécessite de savoir ce que l’on recherche. L’utilisation de 
l’immunoprécipitation en tant que technique de dépistage n’est donc pas pertinente. 
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L’immunoprécipitation :  
☺Caractérisation possible de la macroenzyme.   
☻Réactifs spécifiques.  
☻Coût important.  
☻Compétence technique nécessaire et temps technicien important.    
☻Technique limitée aux domaines de la recherche.  
☻Obligation de savoir ce que l’on recherche (anti-sérums spécifiques).  
 
Cette méthode ne peut pas être utilisée en dépistage, il s’agit d’une méthode de 
recherche qui permet de caractériser avec précision la composition d’une macroenzyme.  
 

II.2.5 Chromatographie d’exclusion stérique 
La chromatographie d’exclusion stérique (encore appelée chromatographie par gel 

filtration ou chromatographie sur gel perméable) est une technique qui repose sur la 
séparation des molécules en fonction de leur volume.  
 

Pour séparer des macromolécules biologiques par chromatographie, il est nécessaire 
de travailler à basse ou moyenne pression (pression inférieure à 20 bars).  

Cette méthode utilise une phase stationnaire constituée d’un polymère donnant un gel 
poreux dont le degré de réticulation va conditionner la taille des pores. Les molécules de taille 
inférieure à celle des pores peuvent pénétrer dans le gel tandis que les plus grosses en sont 
exclues. Ces dernières migrent donc plus rapidement.   
 

 
Figure 9 : Principe de la chromatographie d’exclusion stérique 
 

Les gels qui constituent la phase stationnaire sont hydrophiles et très homogènes sur le 
plan de la granulométrie. Ils peuvent être composés de dextran, polyacrylamide, polymère 
vinylique, agarose ou encore d’une combinaison de ces derniers. Le choix de la colonne peut 
avoir une influence importante sur la séparation. Par exemple, le dextran n’est pas 
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recommandé pour détecter les macroamylases car ces dernières interagissent avec lui. En 
revanche, les colonnes composées de polyacrylamides sont parfaitement adaptées (19).  

La phase mobile est généralement aqueuse avec un pH proche de la neutralité. Une 
force ionique suffisante est primordiale pour éviter la constitution d’agrégats de 
macromolécules. Si l’élution est réalisée par une phase mobile constituée d’un tampon non 
dénaturant, cette méthode peut être utilisée comme protocole d’isolement et de purification 
(5).  
 
Le volume d’élution est fonction :  
 de l’affinité de la molécule pour la colonne (dans l’idéal, cette variable est 

négligeable) ; 
 et du partage de la molécule entre le volume de solvant compris dans les pores et dans 

les espaces interstitielles.  
 

Cette dernière variable constitue le coefficient de diffusion et peut être modélisée par 
cette équation :  

 
 
K : Coefficient de diffusion. 
Ve : Volume d’élution de la substance d’intérêt.  
V0 : Volume mort : volume d’exclusion des molécules qui sont de taille trop importante pour rentrer dans les 
pores. 
Vt : Volume total : volume d’exclusion des très petites molécules qui diffusent librement à l’intérieur du gel.  
 

Les macromolécules occupent un volume qui est fonction du rayon de Stockes (Rs) 
qui correspond au rayon d’une particule sphérique qui aurait le même comportement 
hydrodynamique que la molécule considérée. 

Dans la partie du domaine de fractionnement de la colonne, un lien logarithmique 
existe entre le rayon de Stockes et le coefficient de diffusion selon la formule :  

Log Rs = a.K + b 
 

Pour des molécules globulaires telles que les protéines, le Rs est fonction du nombre 
du nombre d’acides aminés donc de la masse moléculaire (MMr). L’équation peut donc 
s’écrire :  

Log MMr = a’.K + b’ 
 

L’étalonnage de la colonne par une gamme de protéines globulaires de Rs et/ou MMr 
connus est donc réalisable (5).  
 

Ceci est décrit pour des molécules globulaires, mais le coefficient de diffusion est 
dépendant de la taille des molécules ainsi que de la conformation tridimensionnelle. Cette 
dernière variable induit que deux macromolécules de même poids moléculaire n’auront pas 
nécessairement le même volume d’élution donc un coefficient de diffusion différent. Le 
volume d’élution est inversement proportionnel au volume de la molécule (encombrement 
stérique de la molécule). En d’autres termes, les molécules de haut poids moléculaire et de 
volumes importants sont éluées en premier.  

Il faut cependant veiller à ne pas dénaturer les protéines pour maintenir les propriétés 
biologiques qui pourront ainsi être évaluées. Les macroenzymes présentant un encombrement 
stérique plus important que les enzymes libres sont donc éluées plus rapidement. Cette 
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méthode lorsqu’elle n’est pas destructive, permet d’utiliser les molécules séparées pour des 
analyses ultérieures telles qu’une mesure de l’activité enzymatique.  
 
 

 
 
Figure 10 : Principe de la séparation des enzymes par chromatographie d’exclusion dans le cas de la mise 
en évidence de macroenzymes 
A : L’échantillon est introduit dans la colonne de séparation.   
B : Les molécules de petites tailles (enzymes) entre dans les pores de la colonne retardant leur migration. Les 
molécules de tailles importantes (macroenzymes) sont exclues des pores de la colonne. Elles ne sont donc pas 
retardées et migrent plus rapidement (volume d’élution plus faible).  
C : Les macroenzymes sont éluées en premier. Lors de la mesure de l’activité un premier pic apparaît.  
D : Les enzymes libres sont exclues secondairement, ce manifestant par l’apparition d’un deuxième pic.  
 

Cette technique reste, d’après Patteet et al., la technique de référence pour mettre 
en évidence les macroenzymes (94). En effet, elle permet de mettre en évidence toutes les 
macroenzymes. En revanche, ce process n’est pas disponible dans tous les laboratoires. De 
plus, il est impossible de déterminer la composition de la macroenzyme avec cette technique. 
C’est une méthode de séparation et non de caractérisation biochimique de l’enzyme.  
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La chromatographie d’exclusion stérique :  
☺La technique de référence pour mettre en évidence les macroenzymes.  
☺Technique universelle.   
☺Permet de séparer les macroenzymes des autres formes enzymatiques pour les 
étudier.   
☺Quantification possible de la macroenzyme.  
☺Pas besoin d’établir ses propres valeurs de référence  
☻Nécessité de disposer du matériel et des réactifs.  
☻Coût relativement important.  
☻Compétence technique nécessaire et temps technicien important (notamment pour la 
mise au point de la technique).      
☻Caractérisation impossible de la macroenzyme.  
 
Les laboratoires qui disposent de cette technique peuvent l’utiliser pour dépister et 
quantifier une macroenzyme.  
 

II.2.6 Autres méthodes  
Diverses méthodes ont été utilisées pour mettre en évidence les macroenzymes. Ces 

méthodes sont moins populaires que les précédentes car elles sont soit moins performantes, 
soit de mises en place trop contraignantes.  

Certaines de ces méthodes sont basées sur la modification des propriétés 
biochimiques des enzymes, conséquence de la formation de la macroenzyme. Les mesures de 
la thermostabilité, de l’énergie d’activation ou encore de la solubilité dans une solution de 
sulfate d’ammonium font parties de ces techniques (37).  

Récemment George et al. ont utilisé un prétraitement par la trypsine pour améliorer 
la spécificité de l’électrophorèse vis-à-vis des macroCK de type 1. En effet, la trypsine 
dégrade cette macroenzyme et la bande correspondant à la macroCK1 disparait après une 
prédigestion par cette enzyme. Cinq échantillons étaient concernés par cette étude, dont trois 
comprenant une macroCK1. Les deux autres échantillons présentaient pour l’un une bande au 
même endroit que la macroCK1 qui n’a pas disparue. Néanmoins aucune macroCK n’a été 
mise en évidence par la chromatographie d’exclusion stérique. Le second présentait une 
migration atypique, malheureusement aucune exploration supplémentaire n’a été effectuée. 
L’utilisation de la trypsine a déjà été décrite pour confirmer que des PAL étaient liées à des 
immunoglobulines (92). Des études complémentaires sont à envisager pour savoir si ce 
protocole apporte réellement un plus dans la caractérisation des macroenzymes par 
électrophorèse (92,95).  

La précipitation des macroenzymes par la protéine A Sépharose a été décrite. La 
protéine A possède la propriété de se fixer aux fragments Fc des immunoglobulines G (96). 
Au vu du nombre restreint  de cas décrits dans la littérature, cette technique ne semble pas être 
une alternative à des méthodes telles que la précipitation par le PEG ou l’ultrafiltration. Plus 
récemment, Hocchi et al. ont développé un test ELISA pour mettre en évidence les complexes 
PAL-IgG (97). Ce test permet de déterminer rapidement la présence de ce complexe mais 
devant la rareté de ce dernier, il semble peu probable que son utilisation devienne routinière.  
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II.3 Impact clinique de la présence de macroenzyme 
 

Depuis leur découverte, certains auteurs ont souligné l’existence d’association possible 
entre macroenzymes et pathologies.  
 
Il est important de distinguer les deux types de macroenzymes :   
 les macroenzymes de type 1, formées par l’association d’une immunoglobuline et 

d’une enzyme ; 
 les macroenzymes de type 2 plus hétérogènes sur le plan de leur structure.  

 

II.3.1 Impact clinique des interférences analytiques dues aux 
macroenzymes 
Comme précédemment décrit, la plupart des interférences analytiques attribuées aux 

macroenzymes dans la littérature se traduit par l’apparition d’une augmentation de l’activité 
enzymatique concernée. Les nombreux travaux publiés soulignent alors les examens 
complémentaires mis en place pour tenter d’expliquer cette particularité biologique. Dans les 
différentes descriptions rapportées, les patients ont été soumis à de nombreuses investigations 
plus ou moins invasives (29,37,39,58,81,85,94-95,97–103).  

L’existence de résultats « normaux » voire diminués a également déjà été rapportée, la 
présence de ces macroenzymes passe alors régulièrement inaperçue (73,104,105).  
 
Les impacts de ces interférences analytiques sont donc multiples :  
 explorations complémentaires parfois invasives pour les patients (ou, à l’inverse, 

absence d’exploration) ; 
 risque d’erreurs diagnostiques et thérapeutiques ; 
 perte de temps pour les médecins ;  
 source d’inquiétude pour le patient ; 
 coût pour la société. 

 
La plupart du temps, la conclusion des auteurs qui rapportent ces cas est identique : la 

présence de la macroenzyme peut être la cause d’une erreur diagnostique et d’une 
exploration injustifiée, source d’inquiétude pour le patient, l’équipe médicale et d’un surcoût 
pour la société (29,93,101).  
 

Il est important de souligner que ces interférences analytiques ne sont observées 
qu’à la condition que l’activité enzymatique soit maintenue sous forme de macroenzyme. 
Pour certaines macroenzymes, l’activité enzymatique peut être réduite. Ceci peut donc 
conduire à une sous-estimation de l’activité enzymatique (106). Ceci a été notamment 
rapporté lors de la formation de macroLDH (62,104,105). Ces cas sont beaucoup moins 
fréquemment décrits dans la littérature. Pour les mettre en évidence, il est souvent nécessaire 
de faire des études prospectives.  

La quantité de macroenzymes présentes dans le sang du patient est également à 
prendre en considération. Leurs présences en faible quantité limitent l’impact sur la mesure 
et ces macroenzymes passeront de ce fait inaperçues. Lang et al. ont observé que moins de 
0,5% des patients qui présentent des macrocréatine kinases ont une augmentation 
pathologique de l’activité créatine kinase (73). Lee et al. ont observé lors d’une étude 
prospective, que 19% des patients qui présentent une macrocréatine kinase de type 1 et 79% 
avec une macrocréatine kinase de type 2, présentent des activités CK totales comprises dans 
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les valeurs de référence (107). Stein et al. rapportent que 75 patients sur 85 qui présentent une 
macroCK2 ont une activité CK totale comprise dans les valeurs de référence (108).  
 

Ces conditions sont nécessaires pour avoir un impact clinico-biologique. Quelques 
enzymes sont plus fréquemment retrouvées dans ce type d’interférence : 
 

L’activité des créatines kinases est augmentée dans trois situations principales : une 
atteinte des muscles squelettiques et cardiaque ou lors d’un traumatisme crânien. Depuis la 
mise en place de la quantification des troponines, l’indication du dosage des CK est 
essentiellement la suspicion d’une atteinte du muscle squelettique. La présence d’une 
macrocréatine kinase peut être la cause d’une erreur d’orientation diagnostique lors d’une 
surveillance biologique. Néanmoins, les CK-MB, plus cardiospécifiques, sont parfois encore 
prescrites lors d’une suspicion d’atteinte du muscle cardiaque ou réalisées systématiquement 
par l’automate au dessus d’un certain seuil de CK totales. Dans ce cas, la présence d’une 
macroCK peut être à l’origine d’une discordance entre la valeur des troponines et des CK-MB 
et être à l’origine d’explorations inutiles. 

Concernant les interférences analytiques provoquées par les macroCK2, une équipe 
Japonaise a développé un réactif de dosage de l’activité des CK-MB qui est moins sensible 
aux effets de ces molécules. En effet, des anticorps anti CK mitochondriales inhibent 
l’activité induite par ces formes de l’enzyme (109). Watanabe et al. ont mis en évidence une 
corrélation entre l’activité CK-MB mesurée par immunoinhibition et l’activité CK 
mitochondriales, prouvant ainsi que l’interférence observée est due à ces sous-unités qui sont 
à l’origine des macroCK2 (110).  
 

Les transaminases peuvent également être concernées. Néanmoins, les transaminases 
[aspartate aminotransférase (ASAT) et alanine aminotransférase (ALAT)] étant en général 
dosées conjointement : le risque d’erreur diagnostique semble moindre. En effet, lors 
d’une augmentation très importante d’une seule transaminase, le biologiste doit être alerté 
d’un risque d’interférence analytique. Les macroaspartate aminotransférases (macroASAT) 
étant plus fréquentes que les macroalanines aminotransférases (macroALAT), une élévation 
isolée des ASAT peut être observée lors de la présence d’une macroASAT mais également 
dans de nombreuses circonstances pathologiques (lyse des cellules cardiaques, musculaires…) 
ou encore lors d’hémolyse (in vitro ou in vivo). Il faut donc systématiquement envisager 
toutes ces hypothèses cliniques avant d’évoquer la présence d’une macroASAT. Une 
augmentation des ALAT est plus spécifique d’une lyse hépatique et est combinée à la 
libération des ASAT. 
 

Les lactates déshydrogénases sont des marqueurs de cytolyse dépourvus de 
spécificité cellulaire. De fait, une augmentation de l’activité de cette enzyme nécessitera une 
exploration complémentaire pour en déterminer l’origine. La présence de macroLDH pourra 
être à l’origine de ces explorations. Les LDH peuvent être utilisées dans le suivi des 
pathologies tumorales. Dans cette indication, le problème d’interférence est moins critique 
puisque seule la variation de l’activité est évaluée. Si une macroLDH est présente, cette 
dernière sera prise en compte dans ce suivi. En effet, la proportion entre l’enzyme et la 
macroenzyme reste identique puisque l’affinité de l’anticorps ne varie pas. 
 

Les enzymes hépatobiliaires (PAL, GGT) sont parfois présentent sous la forme de 
macroenzymes. Dans ce cas précis, la confusion diagnostique est peu probable. En effet, la 
présence de ce type de macroenzymes est généralement observée lors de tableaux de 
cholestase. Or, l’indication de ces dosages est spécifiquement la mise en évidence de ces 
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troubles. De plus, la présence concomitante des deux macroenzymes est fréquemment 
observée, conduisant à un bilan biologique cohérent (augmentation de l’activité des GGT et 
des PAL) n’alertant ni le biologiste ni le clinicien sur la présence éventuelle de macroenzymes 
(59).  
 

Depuis 2009, le dosage de l’amylasémie n’est officiellement plus recommandé par la 
Haute Autorité de Santé dans la prise en charge des pathologies pancréatiques (111). 
Néanmoins le dosage de l’amylasémie est encore utilisé dans l’exploration des pathologies 
des glandes salivaires (oreillons, parotidites…) et, dans ces cas, la présence d’une 
macroamylase peut être à l’origine d’une errance diagnostique (112). Des augmentations 
isolées de l’amylasémie ont été également décrites au cours de certains processus 
néoplasiques (ovaires, prostates, bronches). Une macroamylase peut être donc être à l’origine 
d’explorations inutiles visant à rechercher ces pathologies (113). Dans de rares cas, une 
association de macrolipase et macroamylase a été rapportée chez des patients souffrant de 
maladie cœliaque (114).  
 
∞ La mise en évidence des macroenzymes permet d’éviter d’effectuer des examens 
complémentaires inutiles voire des erreurs diagnostiques.  
∞ Pour avoir un impact clinique, il est nécessaire que les macroenzymes soient en 
quantité suffisante et expriment une activité enzymatique.  
∞ Les macroCK, les macrotransaminases, les macroLDH sont les macroenzymes les plus 
fréquemment impliquées dans la survenue d’erreurs diagnostiques.  
 

II.3.2 Macroenzymes de type 1 
Il n’est toujours pas établi si la présence de macroenzyme de type 1 est la cause ou la 

conséquence des pathologies auxquelles elles sont classiquement associées.  
 

Plusieurs auteurs ont émis l’hypothèse que les anticorps engagés dans ces complexes 
pouvaient être la cause des troubles observés. En effet, une fluctuation de la concentration de 
ces anticorps en fonction de la gravité de la pathologie sous-jacente a été rapportée dans de 
nombreuses études (31,35,46,57,61,63).  

D’après Remaley et Wilding, les anticorps anti-enzymes peuvent être à l’origine d’une 
pathologie selon 3 mécanismes (37) :  

 par dépôt de complexes immuns ; 
 en interférant avec les fonctions de l’antigène (l’enzyme) ; 
 par un effet cytotoxique direct dirigé contre la cellule qui exprime l’antigène.  

 
Il a été notamment observé un lien particulier entre macroenzymes et pathologies du 

système immunitaire, telles que polyarthrite rhumatoïde, spondylarthrite ankylosante, lupus 
érythémateux disséminé, cryoglobulinémies, maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 
(MICI) …(37,115–117) Crofton et al. ont remarqué que 74% des patients présentant des 
macroPAL souffrent d’une pathologie auto-immune (118).  

De plus, dans de nombreux cas, des signes biologiques d’altération de l’immunité tels 
qu’une augmentation de la concentration des gammaglobulines, une augmentation du ratio 
lymphocytes T helpers / lymphocytes T suppresseurs ou encore la présence d’anticorps anti-
nucléaires ont été observés (19,37,61).  

Bien que différents articles soulignent le lien existant entre perturbations du système 
immunitaire et apparition des macroenzymes, aucune revue de la littérature n’a pu mettre en 
évidence de corrélation incontestable entre ces deux variables (53,59). Cependant, certains 
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auteurs avancent que bien que fréquemment bénins, ces phénomènes sont étroitement liés à 
des états auto-immuns (119).  
 

Par ailleurs, il a été constaté que la prévalence d’un certain nombre de 
macroenzymes croît avec l’âge des patients, notamment pour les macroCK, macroamylases 
et macroLDH. Ces macroenzymes sont surtout observées chez des personnes qui ont plus de 
60 ans (59). En revanche, les macroASAT sont décrites préférentiellement chez des individus 
plus jeunes. Cette particularité n’est actuellement pas expliquée (120). Il est bien démontré 
que le vieillissement est associé à une dérégulation du système immunitaire, appelée 
immunosénescence (121). Dans l’état actuel des connaissances, il n’est pas déterminé si 
l’apparition des macroenzymes est une conséquence de l’immunosénescence ou une simple 
coïncidence.  
 

Deux types de macroenzymes ont été particulièrement étudiées : les macroamylases et 
les macroCK.  

Les macroamylases ont été isolées les premières et leur prévalence semble être 
relativement importante. De plus, la mise en évidence des macroamylases est relativement 
aisée (calcul de la clairance rénale de l’amylase). Elles ne semblent pas être particulièrement 
associées à une pathologie.  

En ce qui concerne la macroCK, les circonstances de leur apparition ont incité à les 
étudier de manière plus approfondie. Il y a encore peu de temps, les CK et le dosage des CK-
MB, très sensible aux interférences provoquées par ces macroenzymes, étaient les examens 
biologiques de référence pour mettre en évidence un syndrome coronarien aigu. De plus, les 
macroCK2 semblent être associées à des troubles sévères poussant les différents auteurs à les 
étudier plus particulièrement (53,59).  

Logiquement les pathologies rencontrées peuvent concorder avec celles correspondant 
à l’indication des prescriptions. Par exemple, d’après Lee et al. plus de 50% des patients 
présentant une macroCK de type 1 souffrent de myosites d’origine auto-immunes, tumorales 
ou iatrogènes. Une part non négligeable de patients souffrant d’atteintes cardiaques est aussi 
décrite (107). Les macroCK1 ont été décrites lors d’infections respiratoires, d’infections 
digestives chroniques, de pathologies cardiovasculaires ou encore lors de désordres 
immunologiques (100). Au cours d’une étude portant sur des patients atteints de maladies 
inflammatoires chroniques de l’intestin, la présence d’une macroCK1 semblait être plus en 
faveur d’une rectocolite ulcérohémorragique que d’une maladie de Crohn (122).  
 

Galasso et al. ont recensé les différentes pathologies retrouvées lors de la découverte 
d’une macroenzyme (cf. tableau 5). Celles-ci sont très variées et aucun lien 
physiopathologique n’a pu être clairement établi entre ces différents tableaux cliniques.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



57 
 

Type de 
pathologies Tableaux cliniques associés à la présence de macroenzyme 
Auto-immunes thyroïdites, polyarthrite rhumatoïde, syndrome de Sjörgen 
Cardiovasculaires infarctus du myocarde, hypertension, arrêt cardiaque, insuffisance cardiaque 

congestive, fibrillation atriale, maladie vasculaire périphérique 
Endocrines diabète de type 1, hypothyroïdie, thyroïdites, goitre multinodulaire 
Gastro-
intestinales 

pancréatite chronique, hépatite, occlusion intestinale, maladie de Crohn, carcinome 
pancréatique 

Hématologiques anémie, lymphome 
Infectieuses pyélonéphrite, pneumonie, mastite, bactériémie 
Tumorales carcinome hépatique, tumeurs pancréatiques, gynécologiques, pulmonaires 

prostatiques, vésicales 
Pulmonaires broncho-pneumopathie chronique obstructive, pneumonie, emphysème 
Rénales insuffisances rénales chroniques et aigues, pyélonéphrite 
Rhumatologiques goutte, pseudogoutte, ostéoarthrites, polyarthrite rhumatoïde, syndrome de Sjörgen 
Tableau 5 : Les pathologies observées lors de la découverte d’une macroenzyme, d’après Galasso et al. 

(120)  
 

La diversité des pathologies peut, en partie, s’expliquer par le recrutement de certaines 
études. En effet, la plupart d’entre elles s’effectuent en milieu hospitalier ce qui biaise le 
recrutement. Dans un certain nombre de cas, les sujets ne présentent pas de pathologie en 
lien avec la macroenzyme retrouvée. Caropreso et al. ont effectué un suivi au long court 
d’enfants asymptomatiques présentant des macroASAT, il n’a pas été mis en évidence de 
pathologies spécifiques (123).  
 

Certains auteurs ont tenté d’évaluer la prévalence des macroenzymes. Les chiffres 
avancés sont à prendre avec précaution. En effet, la plupart des études dites de prévalence 
sont réalisées sur des populations de patients hospitalisés. Même lorsqu’elles sont réalisées 
chez des patients « tout venant », les populations retenues sont des individus pour lesquels un 
dosage de l’enzyme a été demandé au préalable, induisant donc un biais de sélection. Aucune 
étude de prévalence n’a été menée sur une population de patients sans sélection préalable. La 
plupart des études sont des études descriptives et non de réelles études épidémiologiques. De 
plus, dans de nombreux cas, un biais supplémentaire est observé. En effet, la recherche de 
macroenzyme n’a été effectuée que chez des patients présentant une augmentation de 
l’activité enzymatique. Par exemple, Weijers et al. ont estimé la prévalence de macroLDH 
dans une population importante (plus de 20000 sérums) mais la recherche de macroLDH n’a 
été effectuée que chez les patients présentant une activité LDH au-delà des valeurs de 
référence (124).  
 
La  prévalence des macroenzymes est probablement : 

 sous-estimée lorsque la recherche de la macroenzyme n’est effectuée que lors d’une 
augmentation de l’activité enzymatique ; 

 sur-estimée lorsque la population a été sélectionnée par la prescription d’un dosage 
enzymatique.  
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Le tableau ci-dessous donne un aperçu des « prévalences » des macroenzymes.  
Macroenzyme Données cliniques Prévalence1 Descriptif de la 

population 
Amylase 
 

Contexte pathologique 
variable (alcoolisme, 
pancréatites, cancer, 
diabète, cholestase, 
maladies auto-immunes) 

1-4,6% chez des patients 
présentant une amylasémie 
normale  
2,5-9,6% chez des patients 
présentant une amylasémie 
augmentée 

n = 2447 
(19) 
 
n = 313 
(19) 

lipase2 Maladie de Hodgkin, 
maladie cœliaque, cirrhose 
hépatique cryptogénique  

Absence de données  

CPK Contexte pathologique 
variable (troubles GI, 
cardio-vasculaires, 
tumeurs, pulmonaire)  
voire absence de 
pathologies 

0,4 à 3 %  6 études portant sur 
300 à 5000 patients 
(69,126–130) 

ASAT Contexte pathologique 
variable (troubles 
hépatiques, tumeurs, 
douleurs abdominales…) 
voire absence de 
pathologies 

38% des enfants sains 
présentant  une 
augmentation de l’activité 
des ASAT,  
Absence de données chez 
les adultes 

n = 44 patients 
(123) 
 

ALAT Hépatopathies chroniques 0.03%  n = 500 patients 
avec des 
hépatopathies 
chroniques(49) 

PAL Contexte pathologique 
variable (troubles 
hépatiques, maladies auto-
immunes) 

0,1% chez sujets tout 
venant  
0.3-0.4% lorsque des 
demandes de recherche des 
isoenzymes 

n = 25000 (117) 
 
n = 2500  (131) 

GGT Pathologies hépatobiliaires  Absence de données  
LDH Contexte pathologique 

variable (maladies auto-
immunes, troubles 
cardiaques, hépatiques, 
diabètes, fatigue …)  
voire absence de 
pathologies 

0,03%  n = 21800 
uniquement chez 
des patients qui 
présentent une 
activité LDH 
augmentée (124) 
 

Phosphatase 
acide 

Contexte pathologique 
variable (pathologies auto-
immunes, tumorales) 

Absence de données  

Tableau 6 : Macroenzymes de type 1 : lien avec les pathologies et prévalence (53,59,107,123,132–134).  

                                                 
1 En l’absence de précision, les prévalences sont établies sur la population générale.  
2 Le premier cas décrit de macrolipase concerne un patient atteint de la maladie de Hogkin (46). Depuis quelques 
cas ont été décrits mais sans réellement préciser le type de pathologies si ce n’est une maladie cœliaque ou une 
cirrhose hépatique cryptogénique (114,125).  
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En pratique, Remaley et Wilding conseillent lors de la découverte d’une 
macroenzyme de type 1 de rappeler aux prescripteurs la possibilité d’être en présence 
d’une pathologie auto-immune (37). En effet, il n’est pas exclu que l’existence d’une 
macroenzyme soit un facteur de risque envers ces pathologies. C’est pourquoi, bien que 
considérée comme un phénomène a priori bénin, la présence d’une macroenzyme doit 
nécessiter une surveillance. A minima, l’existence d’une macroenzyme doit être précisée 
dans le dossier médical de manière à éviter toute investigation ultérieure inutile. Cette 
dernière peut perdurer dans le sang du patient pendant des années, voire des dizaines d’années 
(89).  
 
Les macroenzymes de type 1 :  
∞ Aucun lien formel avec une pathologie n’a été mis en évidence.  
∞ Suspicion de l’implication d’une perturbation du système immunitaire (maladie auto-
immunes, immunosénescence).   
∞ Le biologiste doit alerter le clinicien sur le lien éventuel avec une pathologie du 
système immunitaire.  

 

II.3.3 Macroenzyme de type 2  

II.3.3.1 Macrocréatine Kinase  
Les macrocréatines kinases de type 2 sont associées à la libération de CK 

mitochondriale, consécutive à un stress mitochondrial. Ces dernières sont rapidement 
dégradées en dimère puis éliminées par le rein. Il est nécessaire d’avoir une lyse importante 
des cellules ou d’avoir une circonstance qui favorise leur stabilité dans la circulation pour 
pouvoir détecter leur présence (71,72). Leur libération semble donc associée à une lyse des 
cellules ayant une activité métabolique importante.   

La prévalence des macroCK2 est comprise entre 0,4 et 3,7%, les taux les plus 
importantes sont retrouvés lors d’études effectuées chez des patients hospitalisées (135). 
 

Différentes études soulignent l’association des macroCK2 à des pathologies sévères : 
pathologies hépatiques sévères ou tumeurs malignes métastasées (sein, côlon, poumon, 
estomac et prostate). Leur présence est aussi décrite lors d’infarctus du myocarde étendus 
(37,107).  
 

La découverte d’une macroCK2 chez un patient affecté d’une néoplasie suggère 
l’existence d’une tumeur primitive mal contrôlée ou d’une dissémination métastatique 
(136,137). Stein et al. ont mis en évidence que 41% des patients présentant une macroCK2 
ont une pathologie tumorale et que chez 24% des patients souffrant d’une tumeur, une 
macroCK2 est isolée (108). C’est la raison qui explique que certains auteurs ont envisagé 
d’utiliser les macroCK2 comme marqueurs tumoraux (138). Wright and Liggett 
recommandent d’effectuer des explorations non invasives (dosage de l’antigène spécifique de 
la prostate, du CA-125, de l’antigène carcinoembryonaire, mammographie, radiographie 
pulmonaire…) à la recherche d’une tumeur maligne lors d’une élévation des CK et/ou CK-
MB chez un patient qui ne présente pas de pathologies cardiaques ou musculaires (139).  

Chez l’enfant, en revanche, les macroCK2 semblent être associées à des pathologies 
du muscle cardiaque (69).  
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L’activité créatine kinase est peu élevée lors de la présence d’une macroCK2 (en 
général < 100 UI/L) par rapport à ce qui est observé avec les macroCK1 (généralement > 500 
UI/L) (107).  
   

II.3.3.2 Macroenzymes du système hépatobiliaire (GGT, PAL et leucine aminopeptidase) 
Les macroenzymes du système hépatobiliaire concernent principalement 3 enzymes : 

la gammaglutamyl transférase (GGT), la leucine aminopeptidase (aussi dénommée 
alanine aminopeptidase) et la phosphatase alcaline (PAL). 

Leurs circonstances d’apparition et leurs modes de formation sont identiques. Ce sont 
des enzymes à prédominance membranaire et présentes à des concentrations élevées au 
niveau hépatique.  
 

L’association de l’enzyme avec une lipoprotéine est dépendante de la nature 
physicochimique de l’enzyme. Les formes hydrophiles présentes dans la circulation sanguine, 
chez les sujets sains, ne se lient pas aux lipoprotéines. En revanche, les formes amphiphiles 
s’agrègent avec les lipoprotéines et sont retrouvées prioritairement lors d’atteintes 
hépatiques. Dans le cas des PAL, ces formes ont été décrites uniquement chez des sujets 
atteints de troubles hépatiques cholestatiques (60).  
 

Certains travaux ont essayé de déterminer si la présence de ces complexes avait un 
intérêt en biologie clinique notamment lors de l’exploration de troubles hépatiques 
(cholestases, cirrhoses, tumeurs hépatiques). A l’heure actuelle, la détermination de la 
composition de ces complexes ne semble pas apporter une valeur ajoutée à l’exploration dans 
la pratique quotidienne au vu des autres moyens diagnostiques (60,140–142).  

II.3.3.3 Macroamylases 
Take et al. ont été les premiers à décrire la possibilité de formation d’une 

macroamylase due à l’interaction de cette enzyme avec des polysaccharides (143). Par la 
suite, la démonstration a été faite que des perfusions d’hydroxyéthyle amidon avaient la 
propriété de former des macroamylases, isolées encore 4 jours après l’arrêt de la perfusion. Il 
n’est pas retrouvé dans ces expériences de variation des activités de la lipase, ASAT, LDH, 
PAL ou GGT (25,26). Les héparines, dextran, gélatines ou le saccharose ne semblent pas être 
responsables de la formation de macroamylase (19).  

Aucune donnée de prévalence n’est disponible dans la littérature. Il faut garder à 
l’esprit que son origine est iatrogène ; par conséquent, l’histoire du patient doit orienter la 
démarche diagnostique dans ce cas.  
 
Les macroenzymes de type 2 semblent corrélées à la présence de certaines pathologies :  
∞ Les macroCK2 sont souvent associées à des pathologies sévères : pathologies 
hépatiques sévères ou tumeurs malignes métastasées. 
∞  Les macroamylases de type 2 sont parfois d’origine iatrogène.   
∞  Les macroenzymes du système hépatobiliaire sont associées à des atteintes hépatiques 
(notamment des troubles cholestatiques).    
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Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de Biochimie, Biologie Moléculaire, 
Nutrition et Métabolisme du CHRU de Nancy dirigé par le Pr Guéant. Elle a été menée durant 
mon stage d’interne dans ce service qui a été effectué de novembre 2009 à mai 2010.  

III.1 Objectif de l’étude 
 

Au sein du service de Biochimie, Biologie Moléculaire, Nutrition et Métabolisme du 
CHU de Nancy, toute activité CK supérieure aux valeurs de référence (145 UI/L) déclenche 
systématiquement un dosage de l’activité des iso-formes CK-MB. Ce dosage, effectué par une 
technique d’immunoinhibition, permet d’évaluer l’activité CK cardiospécifique. Un rapport 
CK-MB/CK totale supérieur à 5% ou une activité CK-MB ≥ 24 UI/L sont considérés 
comme des marqueurs de nécrose cardiaque. De façon récurrente, il a été noté l’existence de 
CK totales élevées avec CK-MB augmentées chez des patients suivis au service de maladies 
infectieuses. Les dosages de la troponine Ic, marqueur cardiospécifique, prescrits chez ces 
patients étaient régulièrement inférieurs au 99ème percentile (0,04 µg/l) et permettaient 
d’exclure une nécrose cardiaque. Ces observations nous ont conduits à initier une étude pour 
déterminer l’origine de ces discordances biologiques.  
 

III.2 Matériels et méthodes  
 

III.2.1 Description de la population  
Ces patients, suivis en consultation au service de Maladies Infectieuses et Tropicales 

du CHRU de Nancy, étaient tous infectés par le virus de l’immunodéficience humaine 
(VIH).  
 

L’activité des CK est surveillée chez ces patients pour dépister d’éventuels problèmes 
musculaires. En effet, pour limiter les troubles dyslipidémiques induits par les antirétroviraux, 
des médicaments de la classe des statines (inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase) ou des 
fibrates sont nécessairement ajoutés à l’arsenal thérapeutique. Ces hypolipémiants sont 
particulièrement décrits pour provoquer des myopathies qui peuvent aller jusqu’à la 
rhabdomyolyse (144,145).  De plus, l’infection par le VIH par elle-même et les thérapeutiques 
antirétrovirales peuvent être à l’origine de troubles musculaires. L'introduction des traitements 
a considérablement transformé l'histoire naturelle de l'infection grâce au contrôle de la 
réplication virale. Cependant, l'allongement de la survie des individus infectés est associé à 
une prévalence croissante des effets indésirables iatrogènes (146). Si les augmentations 
importantes de l’activité des CK (supérieures à deux fois les valeurs de référence) sont 
classiquement associées à des symptômes musculaires, les élévations modérées n’ont, en 
général, pas d’impact sur la prise en charge des patients (147,148).  
 

Seize dossiers de patients présentant ces anomalies (CK > 145 UI/l et CK-MB > 24 
UI/L et ratio CK-MB/CK totales ≥ 5%) ont été sélectionnés de novembre 2009 à février 2010, 
par les biologistes sensibilisés à ces discordances, lors de la validation biologique. Les 
échantillons de plasma résiduel ont systématiquement été conservé à -20°C dans le but 
d’explorer ces discordances.   

Cette population est composée de 7 femmes et 9 hommes. La médiane d’âge est de 46 
ans [compris entre 24 et 87 ans].  
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La médiane de l’activité des CK totales et des CK-MB est respectivement de 181 UI/L 
[147-716 UI/L] et de 39 UI/L [24-80 UI/L]. Les ratios CK-MB/CK totales sont compris entre 
5 et 54%.  

Aucun patient ne présentait de coronaropathie. Les dosages de troponine Ic réalisés 
chez ces patients étaient négatifs. Cette apparente discordance entre les résultats des dosages 
des CK-MB et de la troponine permettait de suspecter l’existence d’une interférence 
analytique. 

La médiane de délai depuis le diagnostic de l’infection par le VIH est de 13 ans, avec 
des extrêmes très variable allant de 4,7 ans à 21 ans. Quatorze patients sur seize étaient traités 
efficacement (charge virale < 40 copies/ml de plasma). Les traitements antirétroviraux utilisés 
chez ses patients faisaient appel à des molécules très variables (ténofovir, emtricitabine, 
ritonavir, atazanavir, efavirenz…). 

III.2.2 Techniques biochimiques utilisées 

III.2.2.1 Dosage des CK totales 
La créatine kinase (CK, EC 2.7.3.2) catalyse la phosphorylation réversible de la 

créatine par l’adénosine triphosphate (ATP). Cette enzyme est présente en quantité variable 
dans les tissus. Les quantités les plus importantes sont retrouvées au niveau du muscle 
squelettique puis dans les tissus cérébraux et cardiaques.   

Dans le plasma de sujets sains, l’activité CK totales varie en fonction de la masse 
musculaire et augmente lors d’exercice musculaire. Des élévations pathologiques peuvent être 
retrouvées lors d’atteintes du muscle squelettique ou du muscle cardiaque.  

Depuis 2002, l’IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory 
Medicine) a émis des recommandations pour effectuer le dosage de l’activité CK. Le dosage 
doit s’effectuer à 37°C et le principe réactionnel est le suivant (149): 
 

 
Figure 11 : Principe de la mesure de l’activité CK.  

 
L’activité CK est mesurée à pH 6,50 par le suivi de l’augmentation de l’absorbance à 

340 nm, conséquence de la réduction du NADP+ en NADPH,H+.  
Au laboratoire le dosage est réalisé sur des automates Olympus AU 2700 (Olympus 

Diagnostic Systems Beckman-Coulter® France, Villepinte, France).  
  

III.2.2.2 Dosage des CK-MB 
Les isoenzymes CK sont composées de deux sous-unités M (« muscle ») et B 

(« brain », cerveau) qui sont associées en dimère. Ces sous-unités sont codées par des gènes 
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différents. L’association de sous-unité B et M conduit à l’existence de 3 isoenzymes, la CK-
BB, la CK-MB et la CK-MM qui diffèrent par leurs répartitions tissulaires.  

La CK-BB prédomine dans le cerveau, la prostate, le tractus digestif, la vessie, 
l’utérus, la thyroïde et le placenta. Sa concentration dans la circulation sanguine est 
négligeable. La CK-MM prédomine dans les muscles squelettiques et le muscle cardiaque. La 
CK-MB représente environ 20% de l’activité CK totale du muscle cardiaque et est présente en 
faible proportion dans les autres tissus, ceci en fait une enzyme particulièrement 
cardiospécifique. Une atteinte d’origine cardiaque s’accompagne d’une augmentation des 
activités CK-MB au delà de 5% de l’activité CK totale.  

Au laboratoire, son dosage est réalisé sur des automates Olympus AU 2700 (Olympus 
Diagnostic Systems Beckman-Coulter® France, Villepinte, France) par une technique 
d’immunoinhibition. Le principe repose sur une mesure de l’activité CK après neutralisation 
de l’activité issue des sous-unités M. L’utilisation d’anticorps anti-sous-unité M inhibe cette 
activité pour ne mesurer que celle issue des sous-unités B qui est multipliée par deux pour 
refléter l’activité des isoenzymes CK-MB. Cette technique est basée sur le principe que seules 
les isoenzymes CK-MM et CK-MB  sont présentent dans le plasma. Les autres formes de CK 
sont théoriquement présentes en quantité négligeable. Si l’activité CK-MB est supérieure à 
25% de l’activité CK totale, il faut envisager une erreur analytique provoquée par la présence 
de ces formes moléculaires ou par la présence de macroCK.   

III.2.2.3 Dosage des troponines Ic 
Les troponines sont actuellement considérées comme les marqueurs de référence de la 

nécrose myocardique sur la base de leur excellente sensibilité et de leur cardiospécificité (6).  
Les troponines sont des protéines qui interviennent dans la régulation de la contraction 

musculaire en formant un complexe avec la tropomyosine qui se fixe au filament d’actine. La 
troponine de ce complexe est formé d’un hétérotrimère formé de trois molécules différentes : 
la troponine C (TnC), la troponine I (TnI) et la troponine T (TnT). Des iso-formes des 
troponines T et I, qui sont codées par des gènes différents, sont spécifiques du muscle 
cardiaque (cTnI et cTnT). Lors d’une nécrose cardiaque l’ensemble des formes de troponine 
sont relarguées dans la circulation mais les iso-formes cardiaques sont spécifiques de l’origine 
de la nécrose. Elles circulent sous forme libre ou sous forme de complexes de plusieurs 
molécules de troponines d’iso-formes variables. De plus, une fois dans la circulation, ces 
différents complexes moléculaires vont subir une protéolyse variable en fonction de leur 
composition. Ces différents paramètres compliquent la mise au point d’anticorps spécifiques 
d’une iso-forme (6).  

Les dosages actuels de troponine ne sont pas standardisés en raison de la diversité des 
anticorps disponibles dans les différentes trousses de dosage.  

Les recommandations des sociétés savantes de cardiologie américaines et européennes 
établissent la troponine comme marqueur de choix dans le diagnostic des syndromes 
coronariens aigus. Le seuil diagnostique proposé est la valeur du 99e percentile d’une 
population de référence. A ce seuil l’imprécision totale doit rester inférieure à 10% (6,150). 
Cette valeur très faible fait qu’en pratique les seuils retenus correspondent à la valeur la plus 
basse présentant une imprécision de 10%. Néanmoins, certains industriels commencent à 
proposer des trousses de dosage qui répondent à ces recommandations (TnT hs Roche®, TnIc 
us Siemens®) (6). En plus de la précision du dosage, le temps écoulé entre le prélèvement et le 
rendu du résultat au clinicien (TAT : Turnaround time) doit être inférieur à une heure (151).  

Dans notre étude, les dosages de troponines Ic ont été réalisés par une technique 
immunométrique sur l’automate Access AccuTnI utilisant une révélation par 
chimiluminescence (Beckman-Coulter® France, Villepinte, France).  
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III.2.2.4 Electrophorèse des isoenzymes des CK  
L’électrophorèse des isoenzymes des CK a été réalisée par séparation des iso-formes 

sur gel d’agarose en milieu alcalin (pH = 8,4) suivant les indications du fournisseur (Sebia®, 
Évry, France). Sur le plan analytique, les isoenzymes des CK (CK-MM, CK-MB et CK-BB) 
diffèrent par leur mobilité électrophorétique.  

Le dépôt de l’échantillon s’effectue au niveau cathodique. Les bandes, une fois 
séparées, sont révélées par une réaction colorimétrique. La première étape de la cascade de 
réaction de révélation est limitante et repose sur les propriétés créatines kinases. La dernière 
étape consiste en une réduction du nitrobleu de tétrazolium entraînant ainsi la formation d’un 
précipité de formazan qui est proportionnel à l’activité CK. La lecture est effectuée par un 
scanner et est quantifiée grâce au logiciel Phoresis (Sebia®, Évry, France). Le logiciel 
détermine le pourcentage correspondant à chaque sous-unité et calcul la valeur absolue 
d’activité à partir du résultat de l’activité des CK totales.  

La CK-BB est la fraction la plus anodique, CK-MM la plus cathodique et la fraction 
CK-MB présente une mobilité intermédiaire. 

L’interprétation tient compte à la fois de la proportion des différentes iso-formes (CK-
MM, CK-MB et CK-BB) ainsi que de la présence éventuelle d’une bande anormale constituée 
par les macroCK.  

Les macroCK1 ont une migration intermédiaire comprise entre les CK-MM et les CK-
BB. Les macroCK2 présentent la particularité d’avoir une migration cathodique leur conférant 
une migration « inversée » par rapport aux autres sous-unités.     

 
Figure 12 : Profil de migration des isoenzymes des CK 
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III.3 Résultats 
 

III.3.1 Résultats biochimiques 
Les 16 patients présentent une bande anormale, correspondant à la présence d’une 

macroCK de type 2. Les macroCK2 représentent une proportion comprise entre 1,2 et 21,4% 
de l’activité des CK totales.  

Chez deux patients, la présence de CK-MB est également observée représentant une 
activité de 1,9% et 9,8%.  

L’activité totale des CK est modérément élevée chez nos 16 patients (médiane 181 
UI/L [147-716 UI/L]). Ces résultats sont cohérents avec l’étude de Lee et al. qui ont mis en 
évidence que la présence de macroCK2 augmente l’activité des CK totales de manière 
modérée, à l’inverse des  macroCK1 qui semblent avoir un impact plus important sur 
l’augmentation de l’activité des CK totales (107).  
 
 
 

 
Figure 13 : Electrophorèse des iso-CK chez les patients étudiés.  
Electrophorèse réalisée en fonction des données du fournisseur (Hydragel 7 iso-CK, Sebia®, Évry, France). La 
ligne 1 correspond au contrôle et présente les trois bandes correspondant aux isoformes CK-MM, CK-MB et 
CK-BB. Les lignes 2 à 7 correspondent aux patients, une bande atypique est présente qui correspond à une 
macroCK2.  
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 Dosages réalisés sur AU 2700 
Electrophorèse des isoenzymes Access 

AccuTnI   (Hydragel 7 iso-CK, Sebia®, Évry, France) 

 

Activité 
CK (UI/L) 

Activité 
CK-MB 
(UI/L) 

CK-MB 
(%) 

MacroCK1 
(%) 

MacroCK2 
(%) 

CK-MB 
(%) 

Troponine 
Ic (µg/l) 

Sexe     VR 

Femmes < 
145 UI/L 

hommes < 
171 UI/L  

< 24 UI/L < 4% Indétectable Indétectable < 4% < 0,04 µg/l 

Femme 147 80 54  21,4  < 0,04 

Homme 151 38 25  3,9  < 0,04 

Femme 154 34 22  6,9  < 0,04 

Femme 155 40 26  9,1  < 0,04 

Femme 167 55 33  12,7  < 0,04 

Homme 168 37 22  5,3  < 0,04 

Femme 173 31 18  3,4  < 0,04 

Homme 176 61 35  6,1  < 0,04 

Homme 186 32 17  3,7  < 0,04 

Homme 186 37 20  6,4  < 0,04 

Femme 213 24 11  1,2  < 0,04 

Femme 243 60 25  4,5 9,8 < 0,04 

Homme 268 42 16  2,3 1,9 < 0,04 

Homme 321 76 24  5,2  < 0,04 

Homme 438 46 11  2,1  < 0,04 

Homme 716 36 5  2,6  < 0,04 
Tableau 7 : Synthèse des différents dosages et quantification des macroCK2 par électrophorèse.  
Dosages des CK, CK-MB, troponine Ic et résultat de l’électrophorèse  des iso-CK réalisés chez les 16 patients 
étudiées.  
  

III.3.2 Conclusion biologique 
Cette discordance biologique entre une augmentation des CK-MB et des troponines 

indétectables en dehors de tout contexte évocateur d’une pathologie coronarienne ou d’une 
nécrose cardiaque fait évoquer une interférence analytique. Les résultats obtenus sont en 
faveur d’une interférence provoquée par les macroCK2 lors du dosage des CK-MB.   

Les dosages des CK-MB effectués par immunoinhibition sont pris en défaut lors de la 
présence de CK mitochondriales (MtCK) ou de CK-BB (152). C’est pourquoi la présence 
d’une macroCK, quel que soit son type, perturbe le dosage des CK-MB. En effet les macroCK 
de type 1 sont fréquemment composées de sous-unités CK-B et celles de type 2 sont formées 
par auto-polymérisations de CK mitochondriales. La mesure de l’activité est donc inexacte 
dans ces deux cas de figure.   
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Figure 14 : Principe du dosage des CK-MB par immunoinhibition et de l’interférence analytique 
provoquée par les macroenzymes.  
A et D : Présence des tubes primaires sans ou avec macroenzymes, permet la mesure des activités CK totales.  
B  et E : Ajout des anticorps anti sous-unité CK-M.  
C : Les anticorps anti-CK-M se fixent sur ces sous-unités. Seules les sous-unités CK-B ont une activité non 
inhibée. Mesure de l’activité résiduelle qui est multipliée par deux pour refléter l’activité CK-MB.  
E : Lors de la présence de macroCK, l’activité résiduelle mesurée correspond à l’activité des sous-unités CK-B 
et des macroenzymes. La mesure d’activité des sous-unités CK-MB est donc surestimée d’autant plus que le 
facteur de correction la majore.    
 

La discordance observée entre les dosages des CK-MB et des troponines est expliquée 
par l’interférence observée en présence de macroCK.   

Une interférence lors de la mesure de l’activité totale des CK peut également être 
observée en présence de macroCK2 mais cette augmentation reste généralement modeste 
(107). Lors du dosage des CK-MB par immunoinhibition, l’utilisation d’un facteur correctif 
augmente artificiellement l’importance de l’interférence, ce qui rend ce dosage beaucoup plus 
sensible à la présence de ces macrocomplexes.  
 

La présence de macroCK2 chez ces patients doit faire évoquer les pathologies qui sont 
fréquemment associées à la présence de cette macroenzyme.  
Ces pathologies sont essentiellement de deux types :  
 les hépatopathies sévères ; 
 les tumeurs métastasées.  
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III.3.3 Exploitations des données cliniques et thérapeutiques 
Il a été convenu en accord avec les Professeurs May et Rabaud de consulter a 

posteriori les dossiers cliniques des patients inclus. Cette exploitation des données a été 
réalisée dans l’objectif de rechercher la présence d’une éventuelle étiologie expliquant 
l’apparition de cette macroenzyme. Tous les patients concernés font partie de la cohorte 
NADIS, cohorte déclarée auprès de la CNIL (Commission Nationale de l’Informatique et des 
Libertés). Cette cohorte permet le suivi des patients séropositifs au VIH. Après une 
information orale, chaque patient signe un consentement autorisant l’utilisation des données 
médicales à des fins d’études cliniques.  
  

Aucun de ces patients ne présente de troubles cardiovasculaires.  
Une recherche d’éventuels troubles hépatiques a été effectuée. Le rapport 

ASAT/ALAT est compris entre 0,63 et 1,63 (la médiane est de 1,13). Aucun patient ne 
présente de cirrhose. Néanmoins, quatre patients sont co-infectés par des virus hépatotropes : 
deux sont infectés par le virus de l’hépatite C (charge virale détectable) et deux autres 
présentent des anticorps HBc isolés avec une charge virale négative. La présence des 
macroCK2 ne semble pas être d’origine hépatique.  

Quatre patients souffrent de pathologies tumorales, composées d’une tumeur 
mammaire, d’un adénocarcinome de la prostate avec des métastases osseuses, d’un carcinome 
cutané et d’un sarcome de Kaposi. 

Les étiologies traditionnelles de macroCK2 ne semblent pas expliquer (en tout cas 
pour l’ensemble des patients) la présence de cette macromolécule.  

Nous avons également pris en compte la fonction rénale de ces patients. En effet, une 
insuffisance rénale pourrait expliquer une accumulation des macroenzymes consécutive à une 
diminution de la clairance rénale. Seuls deux patients ont un débit de filtration glomérulaire 
légèrement diminué (calcul du MDRD1 : 49 et 42 ml/min/1,73m²) et deux autres présentent 
une protéinurie. Il est à noter que la protéinurie n’a pas été recherchée chez l’ensemble des 
patients. Les protéines urinaires ont été dépistées grâce à des bandelettes sans dosage 
quantitatif. Néanmoins, ces résultats ne sont pas en faveur d’une accumulation de la 
macroenzyme secondaire à un défaut d’élimination.  
 

Devant l’absence de lien clinique évident, une recherche de corrélation avec les 
thérapeutiques a été réalisée. L’ensemble des patients reçoivent du ténofovir en association à 
d’autres molécules : emtricitabine (n=13), ritonavir (n=6), atazanavir (n=6), efavirenz (n=5), 
nevirapine (n=1), abacavir (n=1), saquinavir (n=1), lopinavir (n=1) et didanoside (n=1).    
  Les détails de ces traitements sont indiqués dans le tableau ci-dessous :  

 

nombre âge 

Délai écoulé 
depuis le 
diagnostic 

de l’infection 
(années) 

charge 
virale non 
détectable 

traitements 

  

TDF 

durée du 
traitement 
de TDF 
(mois) 

FTC EFV Ritonavir Atazanavir 

femmes 7 39 (33-67) 12 (4,66-13) 6/7 7/7 12 (1-37) 6/7 4/7 5/9 1/7 

hommes 9 45 (27-61) 14,75 (5-21) 8/9 9/9 15 (1-81) 7/9 1/9 1/7 5/9 

Total 16 45 (27-67) 13 (5-21) 14/16 16/16 14 (2-48) 13/16 5/16 6/16 6/16 
Tableau 8 : Résumé des caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques des patients présentant 
une macroCK2  
TDF : ténofovir FTC : emtricitabine ; EFV : efavirenz 

                                                 
1 Modified of Diet in Renal Disease (153) 
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Ces résultats nous ont incités à émettre l’hypothèse d’un lien probable entre le 
traitement par ténofovir et l’apparition d’une macroCK2 dans le sang des patients. Pour 
compléter ces données, nous avons souhaité mettre en place une étude rétrospective portant 
sur l’ensemble des dossiers clinico-biologiques des patients infectés par le VIH et suivis 
pendant la même période que les 16 patients précédemment inclus (novembre 2009 à février 
2010).  

III.3.4 Analyse de 557 dossiers clinico-biologiques des patients infectés 
par le VIH et estimation de la prévalence des macroCK2 dans cette 
population.  
Les 580 dossiers des patients porteurs du virus HIV suivis en consultation de Maladies 

Infectieuses et Tropicales entre le 1 novembre 2009 et le 28 février 2010 et chez lesquels un 
dosage des CK a été réalisé, ont été sélectionnés.  

L’extraction des données clinico-biologiques a été effectuée via le logiciel du 
laboratoire (Glims®, société MIPS, Gent, Belgique) en croisant les données concernant le 
dosage des CK totales, le service d’accueil (UF 1051 et 1054) ainsi que la recherche de charge 
virale VIH. 

Les traitements antirétroviraux ont été relevés grâce aux données de la cohorte Nadis. 
Les patients n’ayant pas accepté d’entrer dans cette cohorte étaient exclus de l’étude (n=23).  
 

L’analyse des résultats portait au total sur 557 dossiers et permettait de distinguer deux 
populations :  

 304 patients traités par le ténofovir ; 
 253 patients ne recevaient pas de ténofovir.  

 
L’objectif était de tenter d’estimer le pourcentage de patients susceptibles de présenter 

une macroCK au vue des résultats des activités CK et CK-MB. Cette étude étant 
rétrospective, il nous était impossible de compléter les données recueillies par la réalisation 
d’une électrophorèse des isoenzymes des CK (absence de sérothèque).  

Comme décrit précédemment, les macroCK2 interfèrent avec les dosages de CK-MB. 
Une augmentation de l’activité de CK-MB nous permet de suspecter la présence d’une 
macroCK. Il est à noter que ce dosage est automatiquement réalisé lorsque l’activité CK est 
supérieure à 145 UI/L. Le seuil pathologique pour les CK-MB est défini par une activité 
supérieure à 24 UI/L. C’est pourquoi nous avons divisé notre population en 3 groupes :  
 Patient présentant une activité CK totale > 145 UI/L et activité CK-MB ≥ 24 UI/L  

présence probable de macroCK ; 
 Patient présentant une activité CK totale > 145 UI/L et activité CK-MB < 24 UI/L  

macroCK peu probable ; 
 Patient présentant une activité CK ≤ 145 UI/L et mesure de l’activité CK-MB non 

réalisée  absence de macroCK. 
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La répartition des patients dans les différents sous groupes est présentée dans le 
tableau ci-dessous :  
 

    Patients traités par 
ténofovir 

Patients ne recevant 
pas ténofovir Total 

CK > 145 
UI/L 

CK-MB ≥  
24 UI/L 74 105 4 73 78 178 

CK-MB < 
24 UI/L 231 248 479 CK ≤ 145 

UI/L 200 179 379 

Total   305 252 557 
Tableau 9 : Répartition des patients en fonction de la prise de ténofovir et des activités CK totale et CK-
MB.  
 

Cette étude rétrospective permet de conclure que 74 des 78 patients qui présentent 
une activité  CK-MB ≥ 24 UI/L étaient traités par ténofovir (soit 95% de ces patients). 
 

Afin d’aller au-delà d’une analyse descriptive, nous avons souhaité comparer le risque 
de survenue d’une macroCK chez les patients infectés par le VIH traités ou non par le 
ténofovir au moyen de tests statistiques. L’objectif était d’analyser la dépendance entre deux 
critères, en l’occurrence les activités CK totale et CK-MB et la prise ou non de ténofovir. Le 
test utilisé était le test du Chi 2 (χ²) (Logiciel Excel, Microsoft, Redmond, USA). Il convient 
de rappeler brièvement le principe inhérent de ce test avant de le mettre en œuvre sur les 
données observées. Le test du Chi 2 postule l’hypothèse nulle (H0) suivante :  

Les deux critères sont indépendants. Dans ce cas précis, cela signifie que les activités 
CK totales et CK-MB observées ne sont pas liées à la prise de ténofovir. 

A l’inverse l’hypothèse alternative (H1) implique une dépendance entre la prise de 
ténofovir et les activités CK totales et CK-MB observées. 
 

Le test du Chi 2 implique la comparaison d’une statistique calculée à partir des 
données avec une statistique théorique tirée d’une table du Chi 2. La statistique calculée est la 
suivante :  

 
La valeur théorique étant calculée comme la situation hypothétique selon laquelle il y 

aurait une indépendance parfaite entre les deux critères.  
Cette valeur calculée est comparée à un seuil théorique issu d’une table du Chi 2 à (m-

1)(n-1) degrés de liberté (m et n étant le nombre de classes pour chacun des deux critères). 
Cette comparaison peut donner lieu à deux cas de figures :  

1) Acceptation de l’hypothèse nulle si χ² calculé < χ² théorique (dans ce cas, il est 
impossible de rejeter l’hypothèse d’indépendance entre les deux critères) ; 

2) Rejet de l’hypothèse nulle si χ² calculé > χ² théorique (donc rejet de l’hypothèse 
d’indépendance entre les deux critères).  
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Dans notre cas, nous avons effectué deux tests du Chi 2 :  
 Dans un premier temps, il est testé l’indépendance entre la prise de ténofovir et 

l’activité CK totale observée (inférieure ou supérieure à 145)1.  
 Ensuite, il est testé l’hypothèse selon laquelle la prise de ténofovir est non liée à 

l’activité de CK-MB. Pour ce faire, nous avons divisé la population entre les individus 
ayant un niveau de CK-MB supérieurs ou égale à 24 UI/L et le reste de la population2.  

 
Les résultats des deux tests sont présentés ci-dessous :  
Division de la population (seuil) Valeur 

calculée 
Valeur théorique 
(degrés de libertés)3 

Rejet de H0 ?  

CK > 145 UI/L 1.89 3.841 (1) NON 
CK-MB ≥ 24 UI/L 58.91 3.841 (1) OUI 
Tableau 10 : Résultats des tests de  χ² : valeurs calculés et théoriques pour chaque test effectué 
 

En divisant la population en fonction du niveau de CK totale (inférieur et supérieur à 
145 UI/L), il n’existe pas de différence statistique entre les deux sous-groupes. En effet, 
l’hypothèse nulle d’indépendance entre le niveau des CK totales et la prise de traitement ne 
peut être rejetée au seuil de 5% (cf. première ligne du tableau 10). Le ténofovir ne semble 
avoir aucun effet sur l’activité des CK totales.  
 

Contrairement au résultat précédent, l’activité de CK-MB est statistiquement liée à la 
prise de ténofovir. Au seuil de 5%, il est possible de rejeter l’hypothèse d’indépendance entre 
une activité de CK-MB ≥ 24 UI/L et la prise de ténofovir (cf. deuxième ligne du tableau 10). 
Il existe une différence significative entre les deux sous-groupes, respectivement CK-MB ≥ 
24 U/L et < 24 UI/L, en fonction de la prise de traitement : 24,3% des patients traités par 
ténofovir présentent une activité CK-MB supérieure ou égale à 24 UI/L contre 
seulement 1,6% des patients non traités. 
 

En conclusion, nous observons qu’un pourcentage significatif de patients traités par le 
ténofovir présentent une activité CK-MB augmentée (24,3 % de la population). Notre 
hypothèse est que l’augmentation de cette activité pourrait être due à la présence d’une 
macroCK2. Nous avons pu valider cette hypothèse sur 16 des 74 patients. 
Dans la mesure où nous n’avons pas pu réaliser d’électrophorèse des isoenzymes des CK chez 
l’ensemble des patients, il nous parait difficile d’estimer la prévalence réelle des macroCK 
dans cette population. Néanmoins, le ténofovir semble être à l’origine d’une interférence 
analytique probablement induite par la présence d’une macroCK2.  

 
Cette étude a fait l’objet d’une lettre à l’éditeur parue récemment dans la revue 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (cf. Annexe 1).  
 
 
 
 
 

                                                 
1 Chiffres en bleu dans le tableau 9.  
2 Chiffres en rouge dans le tableau 9. 
3 Seuil théorique pour un risque d’erreur de première espèce à 5%, ce qui signifie qu’il y a 5% de risque 
d’accepter H0 alors que cette hypothèse est fausse. 
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III.4 Discussion  
 

Pour confirmer notre hypothèse de l’implication du ténofovir dans l’apparition de 
macroCK2, une revue de la littérature a été effectuée.  
 

Le ténofovir est un inhibiteur nucléotidique acyclique de la transcriptase inverse du 
VIH et un inhibiteur de la polymérase du virus de l’hépatite B (VHB). Tsai et al. ont été les 
premiers à décrire sa supériorité par rapport à la zidovudine vis-à-vis de la prévention de 
l’infection par le virus d’immunodéficience simienne chez le macaque (154). Cette molécule a 
obtenu l’AMM pour le traitement de l’infection par le VIH-1 en 2002 avec une extension en 
2008 pour les infections chroniques au VHB (155). Il s’agit du traitement de choix pour traiter 
les co-infections. Actuellement, le ténofovir représente l’inhibiteur nucléot(s)idique le plus 
prescrit aux Etats Unis d’Amérique (156).  

Pour être active, cette molécule doit être soumise à une phosphorylation réalisée par 
les kinases cellulaires. La forme diphosphate (qui en réalité contient trois phosphates) se fixe 
sur le site actif des enzymes virales par compétition avec le désoxyadénosine-5’-triphosphate et 
bloque ainsi l’élongation de la chaîne d’acide nucléique (157).  

Lors des différentes études cliniques, le ténofovir a fait preuve de son efficacité sur la 
diminution de la charge virale du VIH au long court notamment chez des patients résistants à 
d’autres molécules (157).  

La biodisponibilité du ténofovir étant médiocre, le médicament est administré sous la 
forme d’un pro-médicament : le disoproxil fumarate de ténofovir.  
  

 
Figure 15 : Formule chimique du ténofovir et du tenofovir disoproxil fumarate (forme orale du ténofovir).  
 

Certaines études combinant des données concernant plus de 450000 patients-années 
affirment qu’il s’agit d’un traitement bien toléré (158).  

Un des effets indésirables le plus important est l’apparition possible d’une 
tubulopathie proximale aigue (syndrome de Fanconi) qui peut se compliquer d’une 
insuffisance rénale aigue. L’incidence de ces troubles semble être de quelques pourcents (de 
0,5 à 10% selon les études). Les tubulopathies induites par le ténofovir sont probablement 
sous-estimées dans les études cliniques. En effet, des anomalies tubulaires peuvent survenir 
sans augmentation de la créatinémie, et les marqueurs spécifiques de l’atteinte tubulaire ne 
sont pas toujours rapportés dans les essais cliniques. Ces effets indésirables semblent être plus 
fréquents chez des patients présentant une maladie de système ou rénale sous jacente, ainsi 
que lors d’association avec d’autres molécules néphrotoxiques (156). L’imputabilité du 
ténofovir dans l’apparition d’une insuffisance rénale chronique (IRC) est plus discutée. En 
effet, les conclusions sont différentes entre les essais cliniques et les études rétrospectives. 
Les traitements reçus précédemment et concomitamment pourraient avoir une influence sur 
l’apparition de l’IRC (156). La néphrotoxicité du ténofovir parait moins importante que pour 
d’autres analogues nucléotidiques acycliques (cidofovir et adéfovir) (157).  

L’hypophosphorémie, conséquence fréquente de cette tubulopathie, est le plus souvent 
transitoire et ne semble pas nécessiter l’arrêt du traitement (145,159,160). L’équipe de Becker 
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rapporte que plus de 15% des patients ont présenté une hypophosphorémie après 48 semaines 
de traitement. Parmi eux, plus de 3% ont une hypophosphorémie importante (phosphorémie < 
1,5 mg/dL). Ce trouble est résolutif entre 4 et 8 semaines sans arrêt de traitement (161).  

Un taux résiduel élevé de ténofovir semble être un facteur de risque d’apparition de 
troubles rénaux (dysfonctionnement tubulaire et dégradation chronique du DFG) (156). 
Actuellement, le dosage du ténofovir est recommandé dans trois circonstances : déterminer 
l’imputabilité d’un échec virologique à une résistance au ténofovir, contrôler l’observance 
thérapeutique et adapter la posologie lors d’insuffisance rénale ou hépatocellulaire (162).  
 

Schmid et al. ont été les premiers à décrire l’association entre la prise de ténofovir et 
apparition de macroCK2 (135). Lors de leur étude menée en 2006 et qui a porté sur 408 
patients traités par antirétroviraux, la prévalence des macroCK2 était de 7,8%. D’après les 
auteurs, le seul point commun entre ces patients semblait être la prise de ténofovir. Tous sauf 
un (31/32 patients) avaient un traitement comprenant cette molécule. En revanche, ce dernier 
souffrait d’un sarcome de Kaposi et d’une maladie de Castelman multicentrique.  

Les auteurs ont émis l’hypothèse que l’apparition des macroCK2 était induite par 
l’administration de ténofovir. Ils ont alors mis en place un suivi prospectif des patients chez 
lesquels un traitement par ténofovir était instauré. Ils ont ainsi mis en évidence l’apparition 
d’une macroCK2 chez 20 des 41 patients suivis (135).  
 

Schmid et al. évoquent une macroCK2 formé par auto-polymérisation des CK 
mitochondriales (MtCK). Il existe deux types de CK mitochondriales :  

 les CK mitochondriales ubiquitaires (uMtCK) retrouvées principalement dans le rein 
et le cerveau ; 

 les CK mitochondriales sarcomériques (sMtCK) isolées dans les cellules musculaires 
(135). 

  
Les macroCK2 isolées dans la cohorte de Schmid et al. sont composées d’agglomérats 

d’uMtCK. L’origine rénale de ces MtCK est évoquée en raison de la cytotoxicité connue du 
ténofovir vis-à-vis des tubules rénaux. Pour cette raison, Schmid et al. ont pris en compte 
l’évolution du débit de filtration glomérulaire et la concentration de β2-microglobuline 
(molécule permettant de différencier les atteintes tubulaires des atteintes glomérulaires). Chez 
les patients séropositifs au VIH, l’augmentation de la concentration de la β2-microglobuline 
semble également être un marqueur prédictif de la progression de l’infection (163).  

Schmid et al ont mis en évidence une augmentation de la concentration sérique de β2-
microglobuline chez les patients qui présentent une macroCK2. En dehors de tout contexte 
d’infection évolutive chez ces derniers, Schmid a attribué cette augmentation à une 
tubulotoxicité du ténofovir (135).  
 

En 2012, Watanabe et al. ont confirmé l’existence d’un lien entre ténofovir et 
augmentation de l’activité des CK mitochondriales. Ces auteurs ont cherché directement 
l’activité MtCK en utilisant une immunoinhibition de l’activité des MtCK grâce à des 
anticorps anti-MtCK.  Cette augmentation des MtCK concerne 75% des patients qui reçoivent 
du ténofovir et semble être spécifique à cette molécule. S’il a été préalablement démontré que 
l’activité CK mitochondriale pouvait augmenter chez les patients atteints d’infections 
opportunistes ou non traités, ceci ne concerne pas les patients de l’étude de Watanabe et al., 
ces derniers ayant presque tous (93%) une charge virale indétectable (110). Watanabe et al. 
ont également étudié la cinétique de l’activité CK mitochondriale. Cette activité semble 
atteindre un plateau après un mois de traitement puis décroit à l’arrêt du traitement. Ces 
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résultats sont à prendre avec précaution, ils ont été établis sur des effectifs très restreints, 
respectivement 5 et 6 patients (110).   

En 2013, Schmid et al. ont publié les données obtenues sur le groupe des 41 patients 
présentant ou non une macroCK2 dans les suites de la mise en place d’un traitement par 
ténofovir. Après 5 ans de recul, ils soulignent la disparition de cette macroCK2 dans deux 
tiers des cas (n=8/12) lorsque le traitement par ténofovir était maintenu et dans 100% des cas 
à l’arrêt du traitement (n=4) (164).  
 

Schmid et al. ne rapportent aucun lien entre la présence de la macroCK2 et une 
éventuelle complication. Néanmoins, les patients présentant une macroCK2 persistante 
semblent être plus sujets à l’hypophosphatémie modérée. Les auteurs en concluent que la 
macroCK2 pourrait être le signe d’un dysfonctionnement tubulaire subclinique (164).  
 

La toxicité tubulaire du TDF semble être d’origine mitochondriale. Lorsque la 
concentration plasmatique en ténofovir s’accroit, une augmentation de la concentration 
intracellulaire tubulaire est alors observée. Le ténofovir a la propriété d’inhiber partiellement 
l’ADN polymérase γ mitochondriale, provoquant ainsi une déplétion en ADN mitochondrial, 
des anomalies de structures des mitochondries ainsi qu’un dysfonctionnement de la chaîne 
respiratoire oxydative des cellules épithéliales tubulaires proximales. La production d’ATP 
est réduite concluant à une incapacité des cellules tubulaires à remplir pleinement leurs 
fonctions notamment la réabsorption des électrolytes. Il semble que ces anomalies 
mitochondriales soient également à l’origine d’une apoptose des cellules tubulaires (156).  

De plus, le ténofovir stabilise les macroCK2 in vitro sans affecter leurs propriétés 
enzymatiques (164).  
 

Schmid et al. font l’hypothèse que le ténofovir serait responsable d’un stress à bas 
niveau des tubules proximaux, provoquant un relargague des CK mitochondriales dans la 
circulation sanguine. Ce même ténofovir stabiliserait ces CK sous forme octamérique, 
induisant ainsi une diminution de leur clairance rénale et leur accumulation dans le sérum 
(164). Il est aussi avancé que le ténofovir pourrait augmenter l’expression des MtCK en 
réponse aux dommages mitochondriaux qu’il induit. Il serait sans doute intéressant de mettre 
en place un suivi à long terme des patients chez lesquels les macroCK2 persistent de façon à 
clarifier la relation existant entre le ténofovir, les troubles rénaux et l’augmentation de 
l’activité MtCK (110).  
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Cette étude et les nombreux cas rapportés, nous ont permis de constater que les 
macroenzymes, anomalies biologiques généralement mal connues, étaient souvent sous-
évaluées. D’après les cas décrits dans la littérature, la présence d’une macroenzyme conduit 
fréquemment à la mise en place d’explorations complémentaires inutiles. 

En pratique, ce sont les biologistes qui doivent être prioritairement alertés face à ce 
type d’interférence. Il nous a paru intéressant de compléter notre approche expérimentale par 
la mise en place d’une évaluation des pratiques professionnelles des biologistes médicaux 
face à ce risque d’interférence. Pour ce faire, nous avons construit un cas clinico-biologique 
dont l’objectif était la mise en situation de nos collègues face à une suspicion de 
macroenzyme.  
 

La mise en place d’évaluation des pratiques professionnelles (EPP) s’inscrit 
actuellement dans le cadre du développement professionnel continu (DPC), démarche 
devenue obligatoire pour tous les professionnels de santé. Cette démarche individuelle 
s’inscrit dans une démarche collective permanente (165). Cette enquête répond à l’orientation 
numéro 1 telle que définie par l’Arrêté du 26 février 2013 fixant la liste des orientations 
nationales du développement professionnel continu des professionnels de santé pour l'année 
2013 : améliorer la prise en charge des patients (166).  
 

La première partie de ce cas clinique porte sur la prestation de conseil. Dans les 
nouvelles missions issues de l’ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 2010, le biologiste est de 
plus en plus amené à s’impliquer dans la prise en charge des patients en proposant des 
conseils aux prescripteurs. L’article L. 6211-2 du code de la santé public (CSP) définit de 
manière complète l’acte de biologie médicale, en insistant sur la nécessaire « interprétation 
contextuelle des résultats ». L’article L. 6211-7 du CSP précise que le biologiste médical est 
responsable de ces actes donc, par extension, de leur interprétation. La notion de prestation de 
conseil est précisée dans l’article. L. 6211-8. « Lorsqu’il l’estime approprié, le biologiste 
médical réalise, […] des examens de biologie médicale autres que ceux figurant sur la 
prescription, [...] Ces modifications sont proposées au prescripteur, sauf en cas d’urgence ou 
d’indisponibilité » (167).  

La notion de prestation de conseils fait également l’objet d’un chapitre de la norme NF 
EN ISO 15189 portant sur l’accréditation des LBM (point 4.7) (168).  
 

Nous allons décrire les différentes phases qui se sont succédées lors de la réalisation 
de ce travail. L’évaluation des pratiques professionnelles s’est faite au moyen du 
questionnaire qui a été diffusé à l’ensemble des adhérents de la Société Française de Biologie 
Clinique (SFBC). Les  réponses des participants ont été comparées aux données publiées dans 
la littérature, dans la mesure où aucun référentiel n’est actuellement disponible.  

IV.1 Construction du questionnaire 
IV.1.1 Définition des objectifs 

Les objectifs de cette enquête étaient de :  
 
 Mettre les biologistes face à une situation pratique les conduisant à évoquer une 

suspicion d’interférence par une macroenzyme ; 
 recenser les conduites pratiques adoptées par les biologistes dans cette situation ; 
 restituer les résultats sous la forme d’un document pédagogique proposant une 

conduite à tenir simple et rationnelle, susceptible d’être utilisée par tous.  
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IV.1.2 Les biologistes participants : données descriptives 
Cette enquête a été proposée aux 980 adhérents de la Société Française de Biologie 

Clinique (SFBC), elle était menée sur la base du volontariat et de l’anonymat, 119 biologistes 
ont analysé le cas clinico-biologique et envoyé leurs réponses. 
 

Les données suivantes ont systématiquement prises en compte : âge, sexe, année 
d’obtention du diplôme ainsi que le temps travaillé des participants.  

Les items « lieu d’exercice » et «spécialité » permettent d’évaluer le caractère 
spécialisé (CHRU) ou polyvalent du mode d’exercice des biologistes. L’intérêt de ces 
différentes données permet d’évaluer le niveau d’expertise des participants à l’enquête.  

Les codes « automates » et « techniques » ont systématiquement pris en compte, la 
nature des interférences pouvant varier en fonction de ces deux paramètres.  
 

IV.1.3 Modalités d’envoi du questionnaire et du recueil des données 
La première difficulté rencontrée fut la nécessité de rédiger un questionnaire 

d’utilisation facile et rapide, dans lequel les éléments d’orientation apparaissaient au fur et à 
mesure. En effet, le risque majeur était d’obtenir des réponses aux questions biaisées de la 
part des biologistes qui poseraient un diagnostic a posteriori. Dans le but d’éviter cet écueil, 
nous avons évoqué la possibilité d’un envoi en deux temps ou du recours à un outil 
informatique empêchant toute modification des réponses déjà données.  

L’envoi du questionnaire en deux temps, s’est révélé difficile à mettre en place en 
raison de la difficulté à tracer deux fichiers indépendants en respectant l’anonymat des 
participants. De plus, un questionnaire en deux temps nous faisait courir le risque 
d’augmenter le nombre de perdus de vue entre les deux envois.  

A notre connaissance, il n’existe pas de logiciel gratuit de libre accès empêchant la 
modification des réponses a posteriori. Le recours à ce type d’outil nous parait néanmoins 
très intéressant pour des enquêtes de ce type. 
 

Pour faire face à ces deux limites, nous avons choisi de mettre en place une enquête en 
un temps et d’utiliser un logiciel gratuit d’accès libre permettant une saisie des réponses 
simple et rapide, même si malheureusement nous ne disposions pas de l’option « absence de 
modification des réponses a posteriori » (Google Docs Spreadsheet®, Mountain View, US). 
Cet outil permet de créer des questions à choix multiples, des listes préétablies de réponses 
sous forme de « menu déroulant » ou encore des fenêtres permettant aux participants de 
répondre librement. Les participants recevaient un lien par mail leur donnant accès au 
questionnaire en ligne. Nous avons estimé le temps nécessaire à la participation à environ 15 
minutes. Les résultats donnés par les biologistes étaient transposés automatiquement dans une 
feuille de calcul Excel® (Logiciel Excel, Microsoft, Redmond, USA), permettant une 
exploitation plus aisée, et évitant le risque non négligeable d’erreur de transcription des 
données.  

En pratique, le questionnaire a été construit puis testé par plusieurs personnes pour 
s’assurer que l’envoi et surtout le recueil des données s’effectuaient sans anomalies. Une fois 
ces tests préliminaires réalisés nous avons envoyé le lien au secrétariat de la SFBC 
accompagné d’un courriel explicatif (Annexe 2). Ce questionnaire a été envoyé aux adhérents 
de la Société Française de Biologie le 1 mars 2013 avec une relance un mois après (le 5 avril 
2013). Le recueil des données a été arrêté le 14 juin 2013.  
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IV.1.4 Choix du sujet du cas clinique 
La deuxième difficulté a été de construire un cas clinique proche de la réalité qui fasse 

appel à une situation pratique. Il nous paraissait important que ce cas clinique soit construit de 
façon pédagogique et permette aux biologistes de revoir leurs connaissances sur les 
paramètres abordés, tout en les orientant vers une suspicion d’une macroenzyme.  

Pour cela, il était nécessaire d’avoir recours à une macroenzyme relativement 
fréquente, qui puisse être détectée facilement lors d’un bilan de routine.  
 
Plusieurs enzymes pouvaient faire l’objet de ce cas clinico-biologique (cf. tableaux 2 et 3) :  
 

Si les macroamylases sont les macroenzymes les plus fréquentes, il nous a paru peu 
pertinent de construire un cas clinique portant sur ce type de macromolécule. En effet, dans 
ses recommandations publiées en juin 2009, la Haute Autorité de Santé (HAS) précise que 
seul le dosage de la lipase est indiqué dans le diagnostic de pancréatite aigue (111). De plus, 
les macroamylases ont la particularité de pouvoir être dépistées simplement en effectuant le 
calcul de la clairance rénale de l’amylase. Cette méthode de détection est spécifique à cette 
enzyme et rendait une ouverture sur des questions d’ordre plus générale moins évidente.  
 

Les macroCK auraient pu être candidates pour cette enquête. En effet, le dosage des 
CK est utilisé pour mettre en évidence des troubles musculaires (muscles squelettiques ou 
muscle cardiaque). Actuellement, ce dosage reste essentiellement indiqué dans le diagnostic 
des troubles des muscles squelettiques. D’autres biomarqueurs de nécrose myocardique, tels 
que les troponines, sont actuellement recommandés en raison de leur plus grande spécificité 
(150,169). Morrow et al. déconseillent l’utilisation des dosages de CK, ASAT et LDH dans le 
diagnostic de l’infarctus du myocarde (170). Nous avons jugé préférable de ne pas utiliser ce 
type de macroenzyme dans la mesure où ces interférences par les macroCK devraient devenir 
exceptionnelles, compte tenu des dernières recommandations.  
 

Les macroenzymes du système hépatobiliaires sont rarement décrites. 
L’importance de leur dépistage nous parait donc moins primordiale.  
 

Nous avons donc choisi d’exploiter un cas portant sur les macrotransaminases et plus 
particulièrement les macroASAT.  

Le dosage des transaminases est fréquemment prescrit : 7ième acte au niveau des 
dépenses de biologie, il représente 27 millions de dosages (soit 196 millions de B) en 2011 
(171). Une augmentation des transaminases, traduit l’existence de lésions cellulaires en 
général rapportée à l’existence d’une cytolyse hépatique. Nous avons profité de ce cas 
clinique pour introduire des rappels sur la conduite à tenir face à une 
hypertransaminémie modérée.  

La plupart du temps le dosage des transaminases repose sur l’évaluation conjointe des 
activités ASAT et ALAT. L’augmentation isolée d’une seule enzyme doit donc orienter le 
biologiste vers une hypothétique interférence analytique de type macrotransaminases. Cette 
discordance est, en général, le point d’appel de la plupart des cas cliniques décrits dans la 
littérature (89,94,100,103).  

Pour construire cette enquête, nous nous sommes inspirés de quelques cas cliniques 
décrits dans la littérature (29,89,94,100,102,103,172).  

Dans ces différents articles, les augmentations d’ASAT sont généralement supérieures 
à 10 fois la normale. Ces augmentations sont isolées c'est-à-dire sans augmentation des ALAT 
ou des autres enzymes hépatiques et/ou musculaires et en l’absence de toute hémolyse. Ces 
hypertransaminémies ont été mises en évidence, dans la plupart des cas, lors de la réalisation 
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d’un bilan systématique. L’examen clinique ne retrouve aucun symptôme tant général que 
spécifique (fatigue, douleurs abdominales...). Ces tableaux clinico-biologiques sont en général 
incomplets et engendrent fréquemment la prescription non hiérarchisée d’examens 
complémentaires biologiques spécialisés, avant même que les principales étiologies 
d’hypertransaminémie aient été envisagées.  

Ces raisons nous ont incité à rédiger un cas clinique où le patient ne présente aucun 
symptôme et aucune co-morbidité afin d’éviter d’orienter les biologistes vers un diagnostic 
particulier si ce n’est une augmentation sub-normale de l’activité des GGT.  
 

IV.2 Compte rendu de l’enquête 
 

La restitution des résultats est actuellement en cours. Le bureau de la SFBC a validé le 
18 septembre 2013 le compte rendu de cette enquête (cf. annexe 3). L’ensemble des adhérents 
de la SFBC (participants à l’enquête ou non) seront informés par courriel de la mise en ligne 
du document sur le site de la société savante.  

IV.2.1 Données démographique 
Cent dix neuf réponses sont exploitables (52 femmes et 67 hommes) sur les 135 

reçues, les retours exclus concernent les réponses incomplètes. Le taux de réponses est donc 
de 12%, ce qui légèrement inférieur aux taux de réponse usuels dans ce type d’enquête. En 
effet, les retours sont compris entre 20 et 30% des envois, rarement au-delà (173–175). La 
spécificité du questionnaire peut, en partie, expliquer ce faible retour.  
 

L’âge et l’année d’obtention du diplôme sont corrélés donc nous pouvons interpréter 
les données en fonction de l’un ou l’autre de ces paramètres. Une majorité des participants a 
un âge compris entre 40 et 65 ans. Peu de participants ont obtenu leurs diplômes après les 
années 2000 (22 participants) et uniquement 9 personnes sur les 119 ne travaillent pas à temps 
complet.  
 

< 30 ans 30 à < 40ans 40 à < 50 
ans 50 à < 60ans > 60 ans Non 

communiqué 
6 14 26 50 22 1 

Tableau 11 : Répartition des participants en fonction des classes d’âge 
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Répartition des participants en fonction des 
spécialités
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Figure 16 : Répartition des participants par spécialités  
 

Les biologistes polyvalents et les biochimistes représentent respectivement 51% et 
34% des participants. Ceci s’explique sûrement par le fait que ce sont ces deux spécialités qui 
sont confrontées à ce type de bilan.  
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Figure 17 : Répartition des participants à l’enquête en fonction de leur lieu d’exercice 
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Une grande majorité des participants sont des biologistes hospitaliers (84/119 soit 
75%). Actuellement la répartition des biologistes médicaux est d’environ 60% de biologistes 
exerçants en secteur libéral et de 40% exerçants en secteur hospitalier1. Certaines hypothèses 
peuvent être avancées pour expliquer ce taux de réponse inégal entre les biologistes des deux 
secteurs :  
 moins de lien « direct » avec les prescripteurs donc moins de prestation de conseils 

pour les biologistes libéraux ; 
 moins de biologistes concernés par l’expertise « technique » suite aux regroupements 

en plateaux techniques au sein des structures de biologie privée.  
 
 

Automates utilisés
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Figure 18 : Répartition des automates utilisés par les participants 
 

Ce sont surtout les automates de Beckmann Coulter®, Siemens® et Roche® qui sont 
utilisés. Cinquante % des participants utilisent des techniques avec phosphate de pyridoxal, 
24% sans phosphate de pyridoxal et 26% n’ont pas précisé la technique utilisée au sein de leur 
laboratoire. L’activation par le phosphate de pyridoxal évite une activité faussement basse 
dans les échantillons de patients ayant un taux de phosphate de pyridoxal endogène 
insuffisant (carence en vitamine B6). Pour éviter ces cas, l’IFCC a émis des recommandations 
conseillant l’ajout de cette molécule pour mesurer l’activité des transaminases (176,177).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
1 Chiffres au 1er janvier 2011 des Conseils Nationaux de l’Ordre des Médecins et de l’Ordre des Pharmaciens 
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IV.2.2 Cas clinico-biologique : dossier clinique  
Le cas clinique envoyé était le suivant :  

 
 Cas clinico-biologique 
 
Monsieur L.,  54 ans, consulte son médecin généraliste.  
L’examen clinique de Monsieur L. est sans particularité : il pèse 72 kgs pour une taille de 176 
cm (IMC = 23,5 kg/m²) et sa TA est égale à 13/7.  
Monsieur L. ne prend ni médicaments, ni phytothérapies et n’est pas exposé à des toxiques 
particuliers lors de son activité professionnelle. Il ne consomme pas de drogues et estime que 
sa consommation d’alcool n’est pas excessive.  
 
NFS   : sans particularité 
 
Biochimie (Les valeurs de référence du laboratoire sont indiquées entre parenthèses) 
 
Glycémie à jeun 5.3 mmol/L (3.9-5.5 mmol/L) 
Triglycérides 1.2 mmol/L (0.4-1.7 mmol/L) 
Cholestérol total 4.9 mmol/L (4.10-5.20 mmol/L) 
LDL cholestérol 3.7 mmol/L (< 4.10 mmol/L) 
HDL cholesterol 0.7 mmol/L (>1.0 mmol/L) 
 
Protéines totales 72 g/L (65-80 g/L) 
 
ASAT 259 U/L  (< 35 UI/L) 
ALAT 24 U/L   (< 45 UI/L) 
GGT 72 U/L   (< 55 UI/L) 
 
CRP < 5mg/L   (<5mg/L) 
 

IV.2.2.1 Conduite à tenir face à la découverte d’une hypertransaminémie 
  
Question 1 :  
Le médecin généraliste, surpris par les résultats de ce bilan, vous contacte pour savoir 
comment compléter ces dosages. Dans un premier temps, vous lui proposez de (1 seule 
réponse possible) : 
  

 De prescrire un dosage sérique de transferrine désialylée (CDT) 
  De prescrire une sérologie VHC/VHB 
  De prescrire un bilan de contrôle portant sur ASAT et ALAT dans deux mois  
  De prescrire un dosage sérique de la céruléoplasmine 
  De prescrire un bilan martial 
 
 

La réponse attendue était  la « prescription du bilan de contrôle portant sur ASAT 
et ALAT dans deux mois », réponse majoritairement donnée par les participants (80% des 
réponses). Il faut souligner que 12% et 7% des participants ont respectivement choisi 
d’évoquer directement les deux principales étiologies à explorer en première intention dans le 
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cas d’une hypertransaminémie confirmée : infections par les virus hépatotropes (VHB et 
VHC) et un alcoolisme chronique. 
 

0,8%

0,8%

79,8%

11,8%

6,7%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0%

bilan martial

dosage sérique de
céruléoplasmine

bilan de contrôle

sérologie VHC/VHB

CDT

 
Figure 19 : Démarche des participants à l’enquête lors d’une augmentation isolée des ASAT.  
 

Monsieur L. présente une élévation modérée (3 à 10x N) et isolée des ASAT. Le 
dosage des transaminases sériques est fréquemment prescrit en médecine générale. Dans le 
cas de M. L., le médecin généraliste a prescrit un bilan de routine incluant les transaminases, 
en raison d’un doute possible concernant l’appréciation de sa consommation d’alcool.  
La conduite à tenir face à une élévation isolée et/ou modérée de ces enzymes n’est pas 
clairement définie. 

Si certains auteurs remettent en cause le dogme du contrôle systématique du dosage 
des transaminases avant toute exploration complémentaire, la plupart des experts sont 
favorables à la prescription d’un deuxième dosage de contrôle (178,179). Les  
recommandations portent principalement sur les élévations de l’activité ALAT, plus 
spécifique de l’organe hépatique que l’activité ASAT. L’association américaine de gastro-
entérologie (AGA) propose un contrôle systématique des dosages enzymatiques face à tout 
résultat discordant et toute augmentation modérée des activités transaminases (180).  

Dans le cas de M. L., l’existence d’une dissociation entre une activité ASAT 
augmentée et une activité ALAT comprise dans les valeurs de référence doit inciter le 
biologiste à demander un contrôle de ces valeurs avant toute exploration complémentaire, ceci 
afin d’éliminer une éventuelle interférence ou une cytolyse transitoire (181). S’il n’y a pas de 
consensus pour le délai, il est usuel de prescrire un bilan de contrôle 1 à 6 mois après le 1er 
bilan. Dans ce cas clinique, le choix de 2 mois a été fait de manière arbitraire et peut donc être 
discuté.  

Néanmoins, en pratique courante, un premier contrôle est en général rapidement 
réalisé pour mettre en évidence que cette augmentation n’est pas transitoire. D’après une 
étude de Friedman et al. concernant les élévations des ALAT chez des donneurs de sang, 28% 
persistent au-delà de 6 mois (182).  

L’objectif était d’insister sur la nécessité de vérifier l’augmentation avant de faire un 
bilan complet d’hypertransaminémie.  
 

En ce qui concerne les autres réponses, ces différents examens complémentaires 
peuvent être demandés en seconde intention.  D’après une étude réalisée aux USA en 2003, 
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les 4 principales causes représentant au total 31% des hypertransaminémies sont l’alcool 
(consommation supérieure à 2 verres par jour pour un homme et supérieure à un verre par jour 
[soit 10g d’alcool pur] pour une femme), les infections virales par les virus de l’hépatite B et 
C et la surcharge en fer. Ces auteurs rapportent l’existence d’une augmentation isolée des 
ALAT chez 32 % des patients, d’une augmentation isolée des ASAT chez 25,6% et des deux 
enzymes dans 42,4% des cas (183).  

 La consommation chronique d’alcool, peu probable dans ce cas, peut néanmoins 
être évoquée en raison d’une légère augmentation des GGT. Le meilleur marqueur 
biologique actuel d’une consommation excessive d’alcool est le dosage de la 
transferrine désialylée (ou transferrine carbodéficiente ou CDT). Cette dernière 
augmente lors d’une prise d’alcool d’au moins 50g par jour et est le reflet de la 
consommation alcoolique des 4 dernières semaines. La sensibilité de la CDT est 
supérieure à celle des autres marqueurs (184). Le  dosage de CDT, en plus d’un 
interrogatoire approfondi, serait nécessaire pour évaluer la consommation d’alcool, ce 
d’autant plus que qu’une prise modérée d’alcool peut être à l’origine d’une cytolyse 
modérée (185).  

 Les seconde et quatrième étiologies sont les infections virales respectivement dues 
aux virus de l’hépatite C et de l’hépatite B.  La HAS a émis des recommandations 
en mars 2011 portant sur le dépistage de ces deux infections. Elle préconise la 
détection des Ac anti-VHC (ou la recherche directe  de l’ARN viral chez les 
immunodéprimés sévères) pour déterminer le statut sérologique concernant le virus de 
l’hépatite C. Il est conseillé de réaliser un dépistage combinant la recherche de l’Ag 
HBs à celle des Ac anti-HBs et anti-HBc pour déterminer le statut sérologique 
concernant le virus de l’hépatite B (186).  

 La 3ième étiologie en cause est la surcharge en fer, ce qui nécessite la réalisation d’un 
bilan martial. Le coefficient de saturation à la transferrine permet de dépister une 
surcharge en fer lorsque ce dernier est généralement supérieur à 45%. Cette 
augmentation du coefficient de saturation de la transferrine est fréquemment associée 
à une hyperferritinémie. Ce tableau doit faire évoquer les deux grandes catégories de 
surcharge martiale : hémochromatosique et non hémochromatosique (187).  

 
Le dosage de céruléoplasmine est utilisé pour le diagnostic de la maladie de Wilson. 

La prévalence de cette pathologie est de 1/25 000 en France et Monsieur L. ne présente aucun 
signe clinique évocateur. En général, le premier symptôme est une hépatite qui peut être 
fulminante. Par ailleurs, il est d’usage d’associer le dosage de la céruléoplasmine à celui du 
cuivre sérique et urinaire pour disposer d’une vision d’ensemble du métabolisme du cuivre 
(188).  
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IV.2.2.2 Etiologies à explorer face à une hypertransaminémie chronique 
 
Un second bilan plus complet est réalisé 2 mois après le bilan initial. Les ASAT sont toujours 
augmentées (256 U/L) alors que les ALAT sont comprises dans les valeurs de référence. Les 
GGT sont légèrement augmentées (57 U/L). Les résultats des autres examens de laboratoire 
sont sans particularité (PAL, Bilirubine totale, CK, haptoglobine, bilan martial). Les 
sérologies VHC et VHB sont négatives. La recherche des IgA anti-transglutaminases est 
négative et ce patient ne présente pas de déficit en IgA.  
 
Question 2 :  
Quelles sont les 3 étiologies qui peuvent être écartées à la lecture des résultats du 2ème 
bilan biologique de Monsieur L. ? 
 
  Une hépatite auto-immune 
  Un déficit en α1-antitrypsine  
  Une interférence analytique 

 Une cause extra-hépatique 
 Une maladie cœliaque 
 Un syndrome métabolique 

 
 

Le graphique ci-dessous représente les réponses des participants à cette question :  
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Figure 20 : Réponses des participants à la question 2 : Etiologies supprimées après la réalisation du bilan 
de contrôle 
 
On voit que les participants ont majoritairement proposé les 3 réponses qui étaient attendues : 

- Les causes extra-hépatiques 
- La maladie cœliaque  
- Le syndrome métabolique 
 



87 
 

Question 3 :  
Pour éviter la prescription de bilans spécialisés coûteux, vous proposez au médecin 
d’éliminer en priorité l’une de ces étiologies. Laquelle ?  
 

 Une hépatite auto-immune 
 Un déficit en α1-antitrypsine  
 Une interférence analytique 
 Une cause extra-hépatique 
 Une maladie cœliaque 
 Un syndrome métabolique 

 
 

Le graphique ci-dessous représente les réponses des participants à cette question :  
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Figure 21 : Réponses des participants à la question 3 : Répartition de la principale étiologie à explorer 
après le bilan de contrôle 
 

La majorité des réponses données par les participants concerne les interférences 
analytiques (45%), qui était la réponse attendue. Les réponses suivantes évoquent deux 
étiologies qui n’ont pas été éliminées par les bilans précédents : hépatite auto-immune (21%) 
et déficit en α1-antitrypsine (11%).  

Ces deux autres réponses étaient également envisageables, les examens réalisés ne 
permettant pas de les éliminer. 
 

Toutes ces étiologies sont potentiellement responsables d’hypertransaminémies. 
Néanmoins, pour éviter un surcoût et des explorations non justifiées, il est préférable de 
hiérarchiser les examens à réaliser.  
 

1. Une augmentation des ASAT isolée (sans augmentation des ALAT) peut être 
d’origine extrahépatique. En général, cette augmentation est importante (> 7N). Les 
ASAT sont présentes en forte quantité dans les muscles ou les hématies, il est 
nécessaire de vérifier l’absence de myolyse (dosage des CK) ou d’hémolyse (non 
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signalée par le biologiste et exclue par les dosages de bilirubine et d’haptoglobine). Ce 
bilan permet d’écarter une éventuelle cause extrahépatique. 

 
2. Une élévation chronique inexpliquée des transaminases peut être la seule 

manifestation d’une maladie cœliaque asymptomatique (189). La prévalence de 
l’augmentation des transaminases est proche de 10% chez des patients atteints de 
maladie cœliaque alors qu’elle est inférieure à 1% dans une population de référence 
(192). Le dépistage de la maladie cœliaque se fait dans un premier temps par la 
recherche des IgA anti-transglutaminase en s’assurant de l’absence d’un déficit en 
IgA. En cas de déficit en IgA, il convient actuellement de doser les IgG anti-
transglutaminases ou IgG anti-endomysium. Les autres tests sérologiques n’ont plus 
leur place dans le diagnostic biologique de cette pathologie. La biopsie du grêle 
permettra de confirmer le diagnostic (191). Dans le cas de M.L., la négativité des IgA 
anti-transglutaminases et l’absence de déficit en IgA permettent d’exclure le 
diagnostic de maladie cœliaque.  

 
3. Le syndrome polymétabolique est défini par la présence d’au moins 3 de ces critères : 

un tour de taille ≥ 102 cm chez l’homme, une pression artérielle ≥ 130/85 mmHg, une  
hypertriglycéridémie ≥ 1,69 mmol/L, une glycémie à jeun ≥ 6,1 mmol/L ou un HDL-
cholestérol < 1,04 mmol/L chez l’homme (192). M.L. ne présente pas de syndrome 
polymétabolique.  

 
L’hypothèse la plus probable, qui n’a pas été exclue par les bilans de contrôles et qui 

nécessite donc d’être explorée en priorité est l’existence d’une interférence analytique et 
notamment la recherche d’une éventuelle macroaspartate aminotransférase (macroASAT). La 
dissociation constatée entre les activités ASAT et ALAT est importante ce qui est rarement 
observé en l’absence d’une étiologie extra-hépatique. Cette dissociation a été constatée lors 
des 2 bilans biologiques réalisés chez M.L., ce qui oriente d’emblée vers un problème 
d’interférence analytique ayant un caractère chronique.  
 

Certaines hypothèses diagnostiques ne peuvent être totalement exclues mais 
restent peu probables :  

 Un déficit en α1 antitrypsine (A1AT), pathologie génétique de transmission 
autosomique récessive et de prévalence faible (1/2500). En général, ce diagnostic est 
évoqué en présence de symptômes respiratoires (emphysème pulmonaire) ou 
hépatiques, lesquels sont absents chez M.L. Le diagnostic peut être suspecté devant 
une diminution de la concentration sérique d’α1 antitrypsine et confirmé par un 
phénotypage de l’A1AT (IsoElectroFocalisation) ou par l’analyse du gène codant 
l’A1AT (193).   

 Une hépatite auto-immune, est une maladie de prévalence très faible (de 0,1 à 
1,2/100000 habitants) (195). Les transaminases peuvent alors être augmentées entre 2 
et 50 fois. Deux pics de fréquence sont décrits : le premier entre 10 et 30 ans et le 
second entre 40 et 50 ans. Par ailleurs, ces patients présentent fréquemment une 
augmentation des gammaglobulines et une augmentation modérée des PAL. Le 
diagnostic est évoqué après avoir éliminé toutes les autres causes d’augmentation des 
transaminases. La confirmation se fait par la mise en évidence d’auto anticorps anti-
muscle lisses, anti-nucléaires, anti-LKM1, anti-LC1 ou anti-SLA. Il peut être 
nécessaire de répéter ces examens (195). Le score modifié de l’International 
Autoimmune Hepatitis Group  prend en compte différentes données pour établir le 
diagnostic (sexe, autres causes possibles d’hypertransaminémie, les auto-anticorps, 
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l’histologie et la réponse au traitement). Le diagnostic d’hépatite auto-immune reste 
souvent un diagnostic d’exclusion (196).  

IV.2.2.3 Conclusion du cas clinique 
Cette première partie du questionnaire avait essentiellement pour objectif de placer 

nos collègues biologistes en situation de prise en charge des hypertransaminémies modérées 
et chroniques. Nous souhaitions insister sur la nécessité de hiérarchiser les demandes lors de 
la prestation de conseils effectuée par le biologiste. 

Les problèmes d’interférences analytiques qui vont nous occuper dans la suite du 
questionnaire sont importants à prendre en compte. En effet, le biologiste est le plus à même 
et bien souvent le seul à pouvoir envisager ce type de problème face à une anomalie 
biologique inexpliquée.  
 

IV.2.3 Cas clinico-biologique : exploration d’une interférence analytique  
 

IV.2.3.1 Erreurs analytiques pouvant être mises en cause  
 
Question 4 :  
Indiquez l’hypothèse qui vous parait la plus vraisemblable ? 
 

 Dosage réalisé sur un tube non conforme 
 Interférence due à un traitement intercurrent  
 Défaut de prélèvement de l’automate lors du dosage des transaminases 
 Présence d’une macroASAT interférant avec le dosage 
 Interférence liée à une hémolyse du prélèvement 

 
 
Réponses des participants et commentaires :  
 
Tube non 
conforme 

Traitement 
interférent 

Défaut de 
prélèvement  

MacroASAT hémolyse Pas de 
réponse 

1 6 1 99 8 4 
Tableau 12 : Erreurs analytiques suspectés par les participants (nombre de réponses).  
 

La majorité des participants (83%) envisagent une interférence provoquée par la 
présence d’une macroASAT.  

Les macroenzymes sont une cause classique d’interférences et leur présence 
entraîne une augmentation chronique de l’activité d’une enzyme.  

Dans ce cas c’est effectivement l’hypothèse la plus probable. En effet, cette 
interférence est répétable et le patient ne semble pas présenter de caractéristiques cliniques ou 
thérapeutiques particulières qui pourraient expliquer une autre cause d’interférence.  
 

Cependant, les autres causes d’erreurs analytiques peuvent être évoquées ou faire 
l’objet d’une discussion.  

 L’hémolyse in vivo a été éliminée sur le second prélèvement (haptoglobinémie 
normale). Une hémolyse in vitro  ne peut pas être éliminée avec les renseignements 
fournis. Néanmoins, devant l’importance des valeurs de transaminases et le caractère 
chronique de cette augmentation, ce type d’interférence est peu probable. La plupart 
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des automates affichent actuellement un indice d’hémolyse. En l’absence de système 
de contrôle, l’examen à l’œil nu du tube permet d’éliminer cette cause.  

 Le tube non conforme ou le défaut de prélèvement sont deux hypothèses peu 
probables devant une interférence chronique. De plus, la non-conformité donne lieu à 
une alerte avec éventuellement annulation du dosage et information du prescripteur 
concerné.  

 En revanche, l’interférence provoquée par un traitement n’est pas exclue et pourrait 
expliquer une hypertransaminémie chronique. Bien que l’interrogatoire ne mentionne 
aucun traitement particulier, le patient peut omettre de préciser ses traitements ou ses 
habitudes alimentaires. Pour éliminer ce type d’interférence, les fiches techniques des 
fournisseurs peuvent permettre une première approche mais ces dernières sont 
rarement exhaustives. Ainsi, il est souvent nécessaire de faire quelques recherches 
bibliographiques. La littérature dans ce domaine est souvent insuffisante et le 
biologiste se retrouve parfois démuni lorsqu’il faut établir un lien de causalité entre 
interférence et médicament.  

 
Dans ces propositions, nous avons été contraints de mentionner la présence d’une 

macroASAT. Dans le cas d’une réponse libre, les participants ne se seraient peut être pas 
orienté vers cette hypothèse relativement rare.   

La proportion de participants ayant envisagé une interférence par une 
macroASAT est probablement surestimée. Plus de 80% des participants y ont songé, alors 
que cette cause est inhabituelle, et qu’un tiers des participants n’ont jamais été confrontés à ce 
type d’anomalie. La suite du questionnaire a probablement orienté a posteriori les réponses à 
cette question, biaisant ainsi l’interprétation des résultats.  
 

Aucune interférence spécifique (parmi celles qui sont proposées ou issues des 
réponses libres) n’est corrélée à l’utilisation d’un automate. Ceci suggère que les participants 
ne sont pas particulièrement sensibilisés à un risque d’interférence spécifique par rapport à 
leur technique de dosage. La conclusion est identique que les réactifs contiennent ou non du 
phosphate de pyridoxal (méthode recommandée par l’IFCC) (176,177).  

IV.2.3.2 Démarches effectuées par les laboratoires en présence de cette interférence  
Une question concernant l’exploration de cette interférence par les participants nous a 

permis de faire le point sur les démarches réalisées ainsi que leurs fréquences.  
 
Question 5 :  
Dans cette situation particulière quelle(s) décision(s) prenez-vous ? 
 

 Vous n’avez jamais été confronté à ce type d’interférence. 
 Vous jugez toute exploration complémentaire inutile. 
 Vous concluez à une interférence analytique et vous prévenez le prescripteur pour 

qu’il le note dans le dossier médical du patient afin d’éviter toute exploration ultérieure 
inutile. 

 Vous envoyez le prélèvement pour exploration complémentaire dans un centre 
spécialisé  
  Vous prenez en charge cette exploration complémentaire dans votre LBM  
 

 
Cette question nous permet d’évaluer les pratiques professionnelles face à une 

suspicion d’interférence par une macroenzyme. Les participants pouvaient répondre par 
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plusieurs items. Le graphique ci-dessous représente les réponses en fonction de l’attitude prise 
par le biologiste.  

2
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71

25

9

0 10 20 30 40 50 60 70 80

pas de réponses

jamais confronté

exploration dans la structure

envoi du prélèvement

interférence à noter dans le dossier
médical

exploration complémentaire inutile

nombre de réponses
 

Figure 22 : Conduite adoptée par les participants lors de la recherche d’une macroenzyme 
 

Une part non négligeable des participants (34%) n’a jamais été confrontée à ce type de 
problématique. Parmi eux, un certain nombre de participants (n=15 soit 12%) n’ont pas 
précisé leur attitude face à cette problématique. Nous les avons donc exclus du calcul des 
pourcentages suivants ainsi que les participants qui n’ont pas répondu à cette question. 

Au total, 90 biologistes (88%) décident d’explorer cette interférence analytique. 
Lorsque les laboratoires disposent des moyens techniques adaptés, ces analyses 
complémentaires sont réalisées in situ (16%). Dans le cas contraire, elles font l’objet d’envoi 
vers des  laboratoires extérieurs (69%). Vingt cinq % des participants envisagent de signaler 
l’interférence aux cliniciens, parfois avant même la réalisation des explorations 
complémentaires (envoi ou expertise au sein du LBM). Dans 3% des cas, le clinicien n’est pas 
prévenu et aucune exploration complémentaire n’est effectuée.  
 

Il est décrit dans la littérature des cas où les macroenzymes peuvent perdurer pendant 
des années et conduire à des explorations inutiles et parfois invasives. Il semble donc 
nécessaire de signaler ce type d’interférence dans le dossier biologique. 

IV.2.3.3 Utilité de l’identification de l’interférence  
 
Question 6 : 
Vous parait-il utile de déterminer avec précision ce type d’interférence 
 
  Oui, l’identification de l’interférence en cause peut orienter la prise en charge du 
patient 
  Non, l’identification de l’interférence en cause n’a aucun impact sur la prise en 
charge du patient 
  Cela dépend du dosage enzymatique concerné 
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Utilité des explorations complémentaires

17%

12%

67%

4%

Cela dépend du dosage enzymatique aucune utilité clinique
utile pour la prise en charge pas de réponse

 
Figure 23 : Répartition des participants en fonction de leur avis sur l’utilité des explorations 
complémentaires 
 

Si 67% des participants jugent la prescription d’explorations complémentaires utile 
dans la prise en charge des patients, 12% estiment cela sans intérêt. En revanche 17% des 
participants nuancent leur réponse en concluant que tout dépend du dosage enzymatique 
considéré.  
 

Dans l’hypothèse où cette interférence est due à la présence d’une macroenzyme, la 
caractérisation de cette dernière peut avoir une importance non négligeable dans la prise en 
charge du patient.  

Les impacts cliniques des macroenzymes ont été détaillés dans la partie 2.3 de ce 
manuscrit et sont synthétisés dans l’annexe 3 : Compte rendu de l’enquête de pratique 
professionnelle SFBC.  

IV.2.3.4 Techniques utilisées pour mettre en évidence les macroenzymes 
La dernière partie concerne le point très spécifique des techniques de dépistage des 

macroenzymes. Aucune recommandation n’est actuellement disponible sur ce sujet. Cette 
question avait un double objectif :  

 Faire un inventaire des techniques utilisées ou envisagées par les 
laboratoires.  

 Permettre, via le compte rendu, de faire le point sur les techniques de 
dépistage dans le but de contribuer à améliorer les pratiques.  

 
Question 7 : 
Quelle(s) est (sont) la(es) technique(s) utilisée(s) en 1ère intention pour dépister ce 

type d’interférence en fonction des enzymes concernées 
 
  L’électrophorèse des isoenzymes  
  La chromatographie par gel filtration 
  La précipitation par le PEG sans comparaison avec un témoin  
  La précipitation par le PEG avec comparaison avec un témoin 
  L’ultrafiltration 
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Dix huit virgule cinq % participants utilisent en première intention au moins deux 
techniques, 73,1% une seule technique et 8,4% n’ont pas répondu à la question. Ce taux de 
non réponse peut s’expliquer par l’aspect très technique de cette question.  

Répartition des différentes techniques de dépistage
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Figure 24 : Techniques de dépistage proposées par les biologistes.  
 

Ces techniques peuvent toutes être utilisées dans le dépistage des macroenzymes.  
La technique la plus plébiscitée par les biologistes est l’électrophorèse des isoenzymes 

qui représente un peu plus de 50% des réponses. La chromatographie par gel filtration 
représente 14% des réponses. Ces deux techniques sont les techniques de référence mais 
nécessitent des compétences spécifiques notamment pour la seconde.  
Les deux techniques permettant un dépistage simple et universel sont assez bien représentées : 

 la précipitation par le PEG (27%) 
 l’ultrafiltration (6%).  
 

Les laboratoires qui effectuent ces explorations sont au nombre de 18, répartis comme 
suit : 16 CHRU, 2 CHG-CHR, 1 LBM d’un ETS privé. Parmi eux, 2 laboratoires confortent 
leurs résultats en réalisant un envoi à une autre structure. 

Il est instructif de comparer les techniques de dépistage qui sont effectuées par les 
laboratoires exécutant eux-mêmes les explorations par rapport aux autres LBM.  
 
  LBM effectuant l'exploration (n=18) Autres LBM (n=92) 
Ultrafiltration 4,5% 8% 
Electrophorèse 32% 56% 
Chromatographie  13,5% 14% 
PEG avec témoin  50% 22% 
PEG sans témoin 0% 1% 
Au moins deux techniques 17% 17% 

Tableau 13 : Comparaison des techniques de dépistage selon que les LBM effectuent l’exploration in situ 
ou pas. 
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Les laboratoires effectuant les explorations privilégient des procédés simples et 
universels, tels que la précipitation par le PEG, méthode largement décrite pour mettre en 
évidence les big-big prolactine (ou macroprolactine, macroPRL), (90,197). 

Les laboratoires n’effectuant pas l’exploration citent préférentiellement 
l’électrophorèse comme technique de dépistage alors qu’en pratique, cette méthode n’est 
utilisée que par un tiers des LBM qui effectuent le dépistage. L’électrophorèse a la 
particularité de permettre la caractérisation des isoformes de certaines enzymes (CK, PAL, 
LDH). C’est probablement la raison pour laquelle les biologistes non experts pensent à cette 
technique en première intention.  
 

Nous pouvons classer les méthodes utilisées pour mettre en évidence les 
macroenzymes en deux catégories :  
 

 Techniques de dépistage faciles à mettre en œuvre :  
o La précipitation par le PEG décrite initialement par Lewitt et Ellis lors du 

dépistage d’une macroenzyme en l’occurrence la macroamylase (198). Depuis 
son application a été étendue à l’ensemble des macroenzymes (89). Le PEG a 
la propriété de faire précipiter quasiment totalement les immunoglobulines G 
et M et environ 80% des IgA. Il participe également à un réarrangement des 
lipides des LDL. C’est pourquoi il peut être utilisé pour les enzymes qui sont 
liées à ces deux types de molécules. Le PEG semble aussi faire précipiter 
d’autres macroenzymes, telles que les macro CK de type 2 (81). Toutefois, 
cette technique n’est actuellement pas standardisée et différents auteurs ont mis 
en évidence des variations en fonction des conditions opératoires. Par exemple, 
Les équipes de Patteet et de Fahie-Wilson ont montré que la variation de la 
concentration en PEG exerce une influence sur l’efficacité de la précipitation 
des macroenzymes (cf. annexe 4) (94,199).  

o L’ultrafiltration semble être aussi discriminante que la précipitation par le 
PEG. Wyness et al. ont montré que cette technique est fiable pour dépister les 
macroenzymes (étude réalisée sur les macroamylases et les macroCK). De part 
son principe, elle permet de détecter toutes les macroenzymes (81).  
Néanmoins les études concernant cette technique sont peu nombreuses. 

o Quelques comparaisons ont été effectuées entre ces deux techniques sans que 
l’une ou l’autre ne montre de supériorité. Les coefficients de variation de 
répétabilité et de fidélité intermédiaire ont également été déterminés. Pour les 
LDH, amylase et lipase, l’ultrafiltration semble plus reproductible tandis 
que pour la GGT, la précipitation semble être mieux adaptée (84). En ce 
qui concerne les macroCK, la technique de précipitation par le PEG semble 
plus sensible donc préférable dans le cadre d’un dépistage (81). 

o Ces deux techniques sont économiques, reproductibles, fiables et faciles à 
mettre en œuvre néanmoins il n’y a actuellement pas de consensus sur les 
protocoles et les valeurs de référence à utiliser.  

o C’est pourquoi il reste nécessaire d’établir ses propres valeurs de référence 
avec des témoins ou d’utiliser les données de la littérature (84,85). Wyness et 
al. ont établi des valeurs de référence de recouvrement de l’activité 
enzymatique pour huit enzymes (ASAT, ALAT, PAL, GGT, LDH, CK, 
amylase et lipase) après ultrafiltration et précipitation par le PEG. Concernant 
les ALAT, l’activité enzymatique mesurée après le prétraitement, quel que soit 
le procédé, est faible. Ceci conduit les auteurs à mettre en doute l’efficacité de 
ces techniques pour détecter d’éventuelles macroALAT (81,84). 
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 Techniques plus spécialisées et nécessitant des compétences spécifiques : 
Si historiquement, Remaley et Wilding (1989) conseillent l’utilisation des techniques de 
précipitation par le PEG pour mettre en évidence les macroenzymes de type 1, ces auteurs 
soulignent l’intérêt des techniques d’électrophorèse ou de chromatographie pour celles de 
type 2 (37). 

o Électrophorèse des isoenzymes  est une technique sensible qui permet de 
déterminer directement le type de macroenzyme. Le recours à cette technique 
est principalement réservé à 3 enzymes : PAL, GGT et CK.  

o Chromatographie d’exclusion stérique  peut être utilisée quelle que soit 
l’enzyme. Néanmoins devant la complexité de sa mise en œuvre, elle est 
réservée à certains laboratoires.  

  
En conclusion, pour dépister une macroenzyme :  
   

 Les laboratoires ne disposant pas des techniques de référence (électrophorèse des 
isoenzymes et chromatographie d’exclusion stérique) peuvent utiliser :  

 la précipitation par le PEG qui est une technique simple mais qui 
nécessite de se référer aux modes opératoires publiés et comparer les 
résultats obtenus aux valeurs de référence de ces publications 
(81,84,85). Il est conseillé dans ce cas d’utiliser des plasmas témoins 
pour valider la bonne réalisation technique de l’analyse (89,94).  

 L’ultrafiltration peut, comme la précipitation par le PEG, être utilisée 
par tous les laboratoires. En effet, ces deux techniques requièrent un 
équipement modeste (contrairement à l’électrophorèse ou la 
chromatographie).  

 
Nous pouvons regretter qu’avec l’accréditation rendue obligatoire par l’ordonnance 

n°2010-49 du 13 janvier 2010, la mise en place de ces techniques risque d’être 
progressivement abandonnée car nécessitant trop d’essais lors de la validation des méthodes 
pour pouvoir être rentable (167).  

 
Dans tous les cas, face à un résultat positif obtenu avec une technique de 

dépistage (PEG, UF), il convient de confirmer la présence d’une macroenzyme au moyen 
d’une technique de référence (électrophorèse, chromatographie). 
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CONCLUSION 
 
 
 
 

Lors de mon stage d’interne au sein du service de Biochimie, Biologie Moléculaire, 
Métabolisme et Nutrition du CHRU de Nancy (chef de Service Pr. J-L. GUEANT),  nous 
avons décelé une discordance biologique entre le dosage des CK-MB et des troponines, qui 
sont deux marqueurs de nécrose cardiaque chez des patients suivis pour une infection par le 
VIH. Cette apparente discordance biologique entre activités CK-MB élevées et concentrations 
plasmatiques de troponines indétectables en dehors de tout contexte évocateur d’une 
pathologie coronarienne ou d’une nécrose cardiaque nous a conduit à évoquer la présence 
d’une probable interférence. 
 

Nous avons pu compléter l’analyse des dossiers biologiques de 16 patients répondant à 
ces critères par la réalisation d’une électrophorèse des isoenzymes des CK. Nous avons 
constaté la présence d’une macroCK de type 2 dans tous les cas, cette dernière expliquant les 
discordances observées. Cette molécule est à l’origine d’une augmentation chronique et 
artéfactuelle des activités CK et CK-MB, alors que les patients ne présentent pas de troubles 
musculaires ou cardiaques. Cette forme moléculaire rare est généralement observée lors de 
pathologies sévères. Dans notre cohorte de patients, aucune des pathologies classiquement 
associées à la présence d’une macroCK de type 2 n’était prédominante, si ce n’est une 
infection par le virus de l’immunodéficience humaine. En revanche, l’étude des dossiers 
cliniques de ces patients nous a orientés vers une éventuelle origine pharmacologique. 
L’examen de la bibliographie a permis de confirmer cette hypothèse. En effet, un lien avec la 
prise de ténofovir (molécule antirétrovirale) a été mis en évidence dans la survenue de cette 
particularité biologique. Une estimation de la fréquence de survenue de cette interférence 
montre que le risque d’apparition de macroCK2 est supérieur chez les patients traités par 
ténofovir par rapport à ceux dont le traitement ne comporte pas cette molécule. Cette étude a 
été publiée dans la rubrique « Lettre à l’Editeur » de la revue Clinical Chemistry and 
Laboratory Medicine (CCLM- Impact Factor 2012 = 3.009). 
  

En nous inspirant de ce cas clinico-biologique, nous avons souhaité compléter ce 
travail par  une enquête de pratiques professionnelles réalisée au niveau national, grâce au 
soutien de la Société Française de Biologie Clinique. Cette enquête avait pour objectif 
pédagogique de sensibiliser les biologistes à la problématique des macroenzymes et à 
l’importance de leur mise en évidence. Aucune recommandation ne définissant actuellement 
les conduites à tenir lors d’une suspicion de macroenzyme, nous avons également répertorié 
les techniques utilisées par les 119 laboratoires qui ont participé à cette enquête. L’étude de la 
bibliographie et ce retour des laboratoires semblent mettre en évidence que deux techniques 
simples, universelles, et économiques sont adaptées pour le dépistage des macroenzymes : 
l’ultrafiltration et la précipitation par le polyéthylène glycol. 
 

En conclusion, ce travail, débuté par une approche analytique centrée sur des résultats 
biologiques évocateurs d’une interférence rare, s’est enrichi de la mise en place d’un dialogue 
clinico-biologique. Dans un second temps, le partage d’expérience, réalisé grâce à une 
enquête de pratique professionnelle, m’a permis de communiquer sur ces interférences et de 
profiter du retour d’expérience des participants pour proposer une démarche de dépistage des 
macroenzymes.  
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Annexe 2 : courriel explicatif envoyé avec le questionnaire  

Chers Collègues, 
  
En cliquant sur le lien affiché ci-dessous, vous participerez à une enquête de pratique 
professionnelle proposée par la SFBC  et sa Commission Développement Professionnel 
Continu. Cette démarche, centrée autour d’un cas clinico-biologique, est entreprise par 
Anthony LEON, Interne DES en Biologie Médicale au CHU de Nancy. L’objectif est de faire le 
point sur la prise en charge et l’interprétation de certains dosages enzymatiques de pratique 
quotidienne au laboratoire de Biologie Médicale. 
Nous vous remercions vivement de l’attention que vous accorderez à ce document. Pour 
répondre aux questions posées, il vous suffira de cocher les cases  ou de répondre aux 
endroits réservés à cet effet. Les résultats de cette enquête seront traités après 
anonymisation. Un document de synthèse comprenant une restitution commentée des 
réponses attendues ainsi que des références bibliographiques vous sera adressé à la fin de 
cette enquête. 
  
https://docs.google.com/forms/d/1OZZXn4WBrO3OZc0Pn4LdBi4IZi5MVppoYaCTY0N9ODg/v
iewform 
  
Nous restons à votre entière disposition pour toute information  complémentaire, 
Bien cordialement, 
                   
Isabelle AIMONE-GASTIN                                          Anthony LEON                                                
Commission DPC SFBC                                               Interne DES de BM 
Médecin Biologiste – MCU-PH                                 CHU de Nancy 
Laboratoire de Biochimie et BM                              anthonyleon88@gmail.com 
CHU de Nancy-Brabois 
03 83 15 35 13            
i.gastin@chu-nancy.fr 
 

https://docs.google.com/forms/d/1OZZXn4WBrO3OZc0Pn4LdBi4IZi5MVppoYaCTY0N9ODg/viewform
https://docs.google.com/forms/d/1OZZXn4WBrO3OZc0Pn4LdBi4IZi5MVppoYaCTY0N9ODg/viewform
mailto:anthonyleon88@gmail.com
mailto:i.gastin@chu-nancy.fr
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Annexe 3 : Compte rendu de l’enquête de pratique professionnelle 
SFBC 

Profil des biologistes participants  
 
119 participants (52 femmes et 67 hommes) ont répondu à cette enquête.  
 
< 30 ans 30 à < 40ans 40 à < 50 ans 50 à < 60ans > 60 ans  Non 

communiqué 
6 14 26 50 22 1 
Tableau de répartition des participants en fonction des classes d’âge.  
 

Répartition des participants en fonction des 
spécialités

5%

51%
34%

3% 3%

2%

2% Interne en DES de
biologie médicale
Biologie polyvalente

Biochimie

Hématologie

Microbiologie

Génétique

Autres

 
Les biologistes polyvalents et les biochimistes représentent respectivement 51% et 34% des 
participants. Ceci s’explique sûrement en partie par le fait que ce sont ces deux spécialités qui 
sont confrontées à ce type de bilan.  

Lieu d'exercice

0

10

20

30

40

50

CHG CHRU Hopitaux
privés

LBM sous
traitant pour

un ETS

Autres LBM

Polyvalent Biochimistes Autres
 

Une majeure partie des participants sont des biologistes hospitaliers. Le nombre de 
participants ne prenant pas en charge de patients est très faible.  
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Cas clinico-biologique 
 
Monsieur L.,  54 ans, consulte son médecin généraliste.  
L’examen clinique de Monsieur L. est sans particularité : il pèse 72 kgs pour une taille de 176 
cm (IMC = 23,5 kg/m²) et sa TA est égale à 13/7.  
Monsieur L. ne prend ni médicaments, ni phytothérapies et n’est pas exposé à des toxiques 
particuliers lors de son activité professionnelle. Il ne consomme pas de drogues et estime que 
sa consommation d’alcool n’est pas excessive.  
 
NFS   : sans particularité 
 
Biochimie (Les valeurs de référence du laboratoire sont indiquées entre parenthèses) 
 
Glycémie à jeun 5.3 mmol/L  (3.9-5.5 mmol/L) 
Triglycérides 1.2 mmol/L  (0.4-1.7 mmol/L) 
Cholestérol total 4.9 mmol/L  (4.10-5.20 mmol/L) 
LDL cholestérol 3.7 mmol/L  (< 4.10 mmol/L) 
HDL cholesterol 0.7 mmol/L  (>1.0 mmol/L) 
 
Protéines totales 72 g/L  (65-80 g/L) 
 
ASAT 259 U/L   (< 35 UI/L) 
ALAT 24 U/L    (< 45 UI/L) 
GGT 72 U/L    (< 55 UI/L) 
 
CRP < 5mg/L    (<5mg/L) 
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Question 1 : Le médecin généraliste, surpris par les résultats de ce bilan, vous contacte 
pour savoir comment compléter ces dosages. Dans un premier temps, vous lui proposez 
de (1 seule réponse possible) : 
  

 De prescrire un dosage sérique de transferrine désialylée (CDT) 
  De prescrire une sérologie VHC/VHB 
  De prescrire un bilan de contrôle portant sur ASAT et ALAT dans deux mois  
  De prescrire un dosage sérique de la céruléoplasmine 
  De prescrire un bilan martial 
 

0,8%

0,8%

79,8%

11,8%

6,7%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0%

bilan martial

dosage sérique de
céruléoplasmine

bilan de contrôle

sérologie VHC/VHB

CDT

 
 
La réponse attendue était  la « prescription du bilan de contrôle portant sur ASAT et 
ALAT dans deux mois », réponse majoritairement donnée par les participants (80% des 
réponses). Il faut souligner que 12% et 7% des participants ont respectivement choisi 
d’explorer les deux principales étiologies à évoquer en première intention face à une 
hypertransaminémie confirmée : infections par les virus hépatotropes (VHB et VHC) et 
alcoolisme chronique. 
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Un second bilan plus complet est réalisé 2 mois après le bilan initial. Les ASAT sont toujours 
augmentées (256 U/L) alors que les ALAT sont comprises dans les valeurs de référence. Les 
GGT sont légèrement augmentées (57 U/L). Les résultats des autres examens de laboratoire 
sont sans particularité (PAL, Bilirubine totale, CK, haptoglobine, bilan martial). Les 
sérologies VHC et VHB sont négatives. La recherche des IgA anti transglutaminases est 
négative et ce patient ne présente pas de déficit en IgA.  
 
Question 2 : Quelles sont les 3 étiologies qui peuvent être écartées à la lecture des 
résultats du 2ème bilan biologique de Monsieur L. ? 
 
   Une hépatite auto-immune 
   Un déficit en α1-antitrypsine  
   Une interférence analytique 

  Une cause extra-hépatique 
  Une maladie cœliaque 
  Un syndrome métabolique 

 

84

95

84

27

30

51

0 20 40 60 80 100

Syndrome métabolique

Maladie Coeliaque

Cause extrahépatique

Interférence analytique

Déficit en α1-antitrypsine

Hépatite auto-immune

nombre de réponses

 
 
 

Les participants ont majoritairement donné les 3 réponses attendues : 
- Cause extra hépatique 
- Maladie cœliaque  
- Syndrome métabolique 
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Question 3 : Pour éviter la prescription de bilans spécialisés coûteux, vous proposez au 
médecin d’éliminer en priorité l’une de ces étiologies.  
Laquelle ?  
 

 Une hépatite auto-immune 
  Un déficit en α1-antitrypsine  
  Une interférence analytique 

 Une cause extra-hépatique 
 Une maladie cœliaque 
 Un syndrome métabolique 

 

5,9%

7,6%

6,7%

2,5%

45,4%

10,9%

21,0%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0%

Sans réponses

Syndrome métabolique

Maladie Coeliaque

Cause extrahépatique

Interférence analytique

Déficit en α1-antitrypsine

Hépatite auto-immune

 
 
 
La majorité des réponses données par les participants concerne les interférences 
analytiques (45%), réponse attendue.  
Les réponses suivantes évoquent deux étiologies qui n’ont pas été éliminées par les bilans 
précédents : hépatite auto-immune (21%) et déficit en α1-antitrypsine (11%). Ces deux autres 
réponses étaient également envisageables, les examens réalisés ne permettant pas de les 
éliminer. 
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Question 4 : Indiquez l’hypothèse qui vous parait la plus vraisemblable ? 
 

 Dosage réalisé sur un tube non conforme 
 Interférence due à un traitement intercurrent  

  Défaut de prélèvement de l’automate lors du dosage des transaminases 
 Présence d’une macro ASAT interférant avec le dosage 
 Interférence liée à une hémolyse du prélèvement 

 
Nombre de réponses des participants :  
 
Tube non 
conforme 

Traitement 
interférent 

Défaut de 
prélèvement  

Macro 
ASAT 

hémolyse Pas de 
réponse 

1 6 1 99 8 4 
 
La majorité des participants (83%) envisagent une interférence provoquée par la 
présence d’une macro ASAT. Les macroenzymes sont une cause classique 
d’interférences et leur présence entraîne une augmentation chronique de l’activité d’une 
enzyme. Dans notre cas, c’est effectivement l’hypothèse la plus probable. En effet, cette 
interférence est répétable et le patient ne semble pas présenter de caractéristiques cliniques ou 
thérapeutiques particulières qui pourraient orienter le biologiste vers une autre cause 
d’interférence.  
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Question 5 : Dans cette situation particulière, quelle(s) décision(s) prenez-vous 
(plusieurs réponses possibles) ? 
 

 Vous n’avez jamais été confronté à ce type d’interférence. 
 Vous jugez toute exploration complémentaire inutile. 
 Vous concluez à une interférence analytique et vous prévenez le prescripteur pour qu’il le 

note dans le dossier médical du patient afin d’éviter toute exploration ultérieure inutile. 
 Vous envoyez le prélèvement pour exploration complémentaire dans un centre spécialisé  

  Vous prenez en charge cette exploration complémentaire dans votre LBM  
Cette question nous permet d’évaluer les pratiques professionnelles face à une suspicion 
d’interférence par une macroenzyme. Les participants pouvaient répondre par plusieurs 
items. Le graphique ci-dessous représente les réponses données par les biologistes.   
 

2

40

18

71

25

9

0 10 20 30 40 50 60 70 80

pas de réponses

jamais confronté

exploration dans la structure

envoi du prélèvement

interférence à noter dans le dossier
médical

exploration complémentaire inutile

nombre de réponses
 

Une part non négligeable des participants (34%) n’a jamais été confrontée à ce type de 
problématique. Parmi eux, un certain nombre de participants (n=15 soit 12%) n’ont pas 
précisé leur attitude face à cette problématique. Nous les avons donc exclus du calcul des 
pourcentages suivants ainsi que les participants qui n’ont pas répondu à cette question. 
Au total, 90 biologistes (88%) décident d’explorer cette interférence analytique. Lorsque les 
laboratoires disposent des moyens techniques adaptés, ces analyses complémentaires sont 
réalisées in situ (16%). Dans le cas contraire, elles font l’objet d’envoi vers des  laboratoires 
extérieurs (69%). Vingt cinq pourcents des participants envisagent de signaler l’interférence 
aux cliniciens, parfois avant même la réalisation des explorations complémentaires (envoi ou 
expertise au sein du LBM). Dans 3% des cas, le clinicien n’est pas prévenu et aucune 
exploration complémentaire n’est effectuée.  
 
Il est décrit dans la littérature des cas où les macroenzymes peuvent perdurer pendant 
des années et conduire à des explorations inutiles parfois invasives. Il semble donc 
nécessaire de signaler ce type d’interférence dans le dossier biologique. 
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Question 6 : Vous parait-il utile de déterminer avec précision ce type d’interférence  
 
  Oui, l’identification de l’interférence en cause peut orienter la prise en charge du 
patient 
  Non, l’identification de l’interférence en cause n’a aucun impact sur la prise en 
charge du patient 
  Cela dépend du dosage enzymatique concerné 
 

Utilité des explorations complémentaires

17%

12%

67%

4%

Cela dépend du dosage enzymatique aucune utilité clinique
utile pour la prise en charge pas de réponse

 
Si 67% des participants jugent la prescription d’explorations complémentaires utile dans la 
prise en charge des patients, 12% estiment cela sans intérêt. En revanche 17% des participants 
nuancent leur réponse en concluant que tout dépend du dosage enzymatique considéré.  
 
Dans l’hypothèse où cette interférence est due à la présence d’une macroenzyme, la 
caractérisation de cette dernière peut avoir une importance non négligeable dans la 
prise en charge du patient. 
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Question 7 : Quelle(s) est (sont) la(es) technique(s) utilisée(s) en 1ère intention pour 
dépister ce type d’interférence en fonction des enzymes concernées 
 
  L’électrophorèse des isoenzymes  
  La chromatographie par gel filtration 
  La précipitation par le PEG sans comparaison avec un témoin  
  La précipitation par le PEG avec comparaison avec un témoin 
  L’ultrafiltration 
 
 
18,5% participants utilisent en première intention au moins deux techniques, 73,1% une seule 
technique et 8,4% n’ont pas répondu à la question. Ce taux de non réponse peut s’expliquer 
par l’aspect très technique de cette question.  
 

Répartition des différentes techniques de dépistage

8

1

34

18

66

0 10 20 30 40 50 60 70

Ultrafiltration

PEG sans témoin

PEG avec témoin 

Chromatographie 

Electrophorèse

nombre de réponses

 
 
La technique la plus plébiscitée est l’électrophorèse des isoenzymes qui représente un peu 
plus de 50% des réponses. La chromatographie par gel filtration représente 14% des réponses.   
 
Les deux techniques de dépistage faciles à mettre en place sont assez bien représentées: 

 la précipitation par le PEG (27%) 
 l’ultrafiltration (6%).  

 
Ces techniques peuvent toutes être utilisées dans le dépistage des macroenzymes.  
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Pour en savoir plus : commentaires détaillés et références bibliographiques 
 
Question 1  
 
Monsieur L. présente une élévation modérée (3 à 10x N) et isolée des ASAT. Le dosage 
des transaminases sériques est fréquemment prescrit en médecine générale. Dans le cas de Mr. 
L., le médecin généraliste a prescrit un bilan de routine incluant les transaminases, en raison 
d’un doute concernant l’appréciation de sa consommation d’alcool.  
La conduite à tenir face à une élévation isolée et/ou modérée de ces enzymes n’est pas 
clairement définie. 
Si certains auteurs remettent en cause le dogme du contrôle systématique du dosage des 
transaminases avant toute exploration complémentaire (Giannini et al., 2005 ; Aragon et 
al., 2010), la plupart des experts sont favorables à la prescription d’un deuxième dosage de 
contrôle. Les  recommandations portent principalement sur les élévations de l’activité ALAT, 
plus spécifique de l’organe hépatique que l’activité ASAT. L’association américaine de 
gastro-entérologie (AGA) propose un contrôle systématique des dosages enzymatiques face à 
tout résultat discordant et toute augmentation modérée des activités transaminases (Green et 
Flamm 2002). 
Dans le cas de Mr. L., l’existence d’une dissociation entre une activité ASAT augmentée 
et une activité ALAT comprise dans les valeurs de référence doit inciter le biologiste à 
demander un contrôle de ces valeurs avant toute exploration complémentaire, ceci afin 
d’éliminer une éventuelle interférence ou une cytolyse transitoire (Dufour et al. Clin 
Chem, 2000). S’il n’y a pas de consensus pour le délai, il est usuel de prescrire ce bilan de 
contrôle 1 à 6 mois après le 1er bilan. Dans ce cas clinique, le choix de 2 mois a été fait de 
manière arbitraire et peut donc être discuté.  
 
En ce qui concerne les autres réponses, ces différents examens complémentaires peuvent 
être demandés en seconde intention.  D’après une étude réalisée aux USA en 2003, les 4 
principales causes représentant 31% des hypertransaminémies sont l’alcool (consommation 
supérieur à 2 verres par jour pour un homme et supérieur à un verre par jour (soit 10g d’alcool 
pur) pour une femme), les infections virales par les virus de l’hépatite B et C et la surcharge 
en fer (Clark JM et al, Am J Gastroenterol. 2003). Ces auteurs rapportent l’existence d’une 
augmentation isolée des ALAT chez 32 % des patients, d’une augmentation isolée des ASAT 
chez 25,6% et des deux enzymes dans 42,4% des cas.  
 

1. La consommation chronique d’alcool, peu probable dans ce cas, peut 
néanmoins être évoquée en raison d’une légère augmentation des GGT. Le 
meilleur marqueur biologique actuel d’une consommation excessive d’alcool 
est le dosage de la transferrine désialylée (ou transferrine carbodéficiente ou 
CDT). Cette dernière augmente lors d’une prise d’alcool d’au moins 50g par 
jour et est le reflet de la consommation alcoolique des 4 dernières semaines. La 
sensibilité de la CDT est supérieure à celle des autres marqueurs (Fletcher et 
al., Hepatology 1991). Le  dosage de CDT, en plus d’un interrogatoire 
approfondi, serait nécessaire pour évaluer la consommation d’alcool, ce 
d’autant plus que qu’une prise modérée d’alcool peut être à l’origine d’une 
cytolyse modérée. (Corrao et al., Alcohol Alcohol 1998)  

2. Les seconde et quatrième étiologies sont les infections virales 
respectivement dues aux virus de l’hépatite C et de l’hépatite B.  La HAS a 
émis des recommandations en mars 2011 portant sur le dépistage de ces deux 
infections. Elle préconise la détection des Ac anti-VHC (ou la recherche 
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directe  de l’ARN viral chez les immunodéprimés sévères) pour déterminer le 
statut sérologique concernant le virus de l’hépatite C. Il est conseillé de réaliser 
un dépistage combinant la recherche de l’Ag HBs à celle des Ac anti-HBs et 
anti-HBc pour déterminer le statut sérologique concernant le virus de l’hépatite 
B.  

3. La 3ième étiologie en cause est la surcharge en fer, ce qui nécessite la 
réalisation d’un bilan martial. Le coefficient de saturation à la transferrine 
permet de dépister une surcharge en fer lorsque ce dernier est généralement 
supérieur à 45%. Cette augmentation du coefficient de saturation de la 
transferrine est généralement associée à une hyperferritinémie. Ce tableau doit 
faire évoquer deux grandes catégories de surcharge martiale 
hémochromatosique et non hémochromatosique. (Omar et al., Ann Biol Clin 
2006) 

 
Le dosage de céruléoplasmine est principalement utilisé face à une suspicion de maladie de 
Wilson. La prévalence de cette pathologie est de 1/25 000 en France et Monsieur L. ne 
présente aucun signe clinique évocateur. En général,  le premier symptôme est une hépatite 
qui peut être fulminante. Par ailleurs, il est d’usage d’associer le dosage de la céruléoplasmine 
à celui du cuivre sérique et urinaire pour disposer d’une vision d’ensemble du métabolisme du 
cuivre.  
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Question 2  
 
 

4. Une augmentation isolée des ASAT peut être d’origine extrahépatique. En général, 
cette augmentation est importante (> 7N). Les ASAT sont présentes en forte quantité 
dans les muscles ou les hématies, il est nécessaire de vérifier l’absence de myolyse 
(dosage des CK) ou d’hémolyse (non signalée par le biologiste et exclue par les 
dosages de bilirubine et d’haptoglobine). Ce bilan permet d’écarter une éventuelle 
cause extrahépatique. 

5. Une élévation chronique inexpliquée des transaminases peut être la seule 
manifestation d’une maladie cœliaque asymptomatique. (Thévenot et al. Gastroenterol 
Clin Biol 2003). La prévalence de l’augmentation des transaminases est proche de 
10% chez des patients atteints de maladie cœliaque, alors qu’elle est inférieure à 1% 
dans une population de référence. (Bardella et al. Hepatology 1999).  Le dépistage de 
la maladie cœliaque se fait dans un premier temps par la recherche des IgA anti-
transglutaminase en s’assurant de l’absence d’un déficit en IgA (recommandations de 
la HAS, 2008). En cas de déficit en IgA, il convient actuellement de doser les IgG 
anti-transglutaminases ou IgG anti-endomysium. Les autres tests sérologiques n’ont 
plus leur place dans le diagnostic biologique de cette pathologie. La biopsie du grêle 
permettra de confirmer le diagnostic. Dans le cas de Mr.L.,  la négativité des IgA anti-
transglutaminases et l’absence de déficit en IgA permettent d’exclure le diagnostic de 
maladie cœliaque.  

6. Le syndrome polymétabolique est défini par la présence d’au moins 3 de ces critères : 
un tour de taille ≥ 102 cm chez l’homme, une pression artérielle ≥ 130/85 mmHg, une  
hypertriglycéridémie ≥ 1,69 mmol/L, une glycémie à jeun ≥ 6,1 mmol/L ou un HDL-
cholestérol < 1,04 mmol/L chez l’homme (Balkau et al. Diabetes Metab 2002). Mr.L. 
ne présente pas de syndrome polymétabolique.  
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Question 3  
 
Toutes ces étiologies sont potentiellement responsables d’hypertransaminémies. Néanmoins 
pour éviter un surcoût et des explorations non justifiées, il est préférable de hiérarchiser 
les examens à réaliser.  
L’hypothèse la plus probable, qui n’a pas été exclue par les bilans précédents et qui 
nécessite donc d’être explorée en priorité est l’existence d’une interférence analytique et 
notamment la recherche d’une éventuelle macroaspartate aminotransférase (macroASAT). La 
dissociation constatée entre les activités ASAT et ALAT est importante ce qui est rarement 
observé en l’absence d’une étiologie extra-hépatique. Cette dissociation a été constatée lors 
des 2 bilans biologiques réalisés chez Mr.L., ce qui oriente d’emblée vers un problème 
d’interférence analytique ayant un caractère chronique.  
 
Certaines hypothèses diagnostiques ne peuvent être totalement exclues mais restent peu 
probables :  
- Un déficit en α1 antitrypsine (A1AT), maladie génétique de transmission autosomique 
récessive et de prévalence faible (1/2500). En général, ce diagnostic est évoqué en présence 
de symptômes respiratoires (emphysème pulmonaire) ou hépatiques, lesquels sont absents 
chez Mr.L. Le diagnostic peut être suspecté devant une diminution de la concentration sérique 
d’α1 antitrypsine et confirmé par un phénotypage de l’A1AT (IsoElectroFocalisation) ou par 
l’analyse du gène codant l’A1AT.   
- Une hépatite auto-immune  
Sa prévalence est très faible, de 0,1 à 1,2/100 000 habitants (Chazoullères, 2004). Dans cette 
pathologie, les transaminases peuvent être augmentées entre 2 et 50 fois. Deux pics de 
fréquence sont décrits : le premier entre 10 et 30 ans et le second entre 40 et 50 ans. Par 
ailleurs, ces patients présentent fréquemment une augmentation des gammaglobulines et une 
augmentation modérée des PAL. Le diagnostic est évoqué après avoir éliminé toutes les 
autres causes d’augmentation des transaminases. La confirmation se fait par la mise en 
évidence d’auto anticorps anti-muscle lisses, anti-nucléaires, anti-LKM1, anti-LC1 ou anti-
SLA. Il peut être nécessaire de répéter ces examens. (Gleeson et al, 2011) Le score modifié de 
l’International Autoimmune Hepatitis Group  prend en compte différentes données pour 
établir le diagnostic (sexe, autres causes possibles d’hypertransaminémie, les auto-anticorps, 
l’histologie et la réponse au traitement). Le diagnostic d’hépatite auto-immune reste souvent 
un diagnostic d’exclusion. (Alvarez et al., 1999)  
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Question 4  
 
Les autres causes d’erreurs analytiques sont peu probables.  
 
- L’hémolyse in vivo a été éliminée sur le second prélèvement (haptoglobinémie normale). 
Une hémolyse in vitro ne peut pas être éliminée avec les renseignements fournis. Néanmoins, 
devant l’importance des valeurs de transaminases et le caractère chronique de cette 
augmentation, ce type d’interférence est peu probable. La plupart des automates affichent 
actuellement un indice d’hémolyse. En l’absence de système de contrôle, l’examen à l’œil nu 
du tube permet d’éliminer cette cause.  
- Le tube non conforme et le défaut de prélèvement sont deux hypothèses peu probables 
devant une interférence chronique. De plus, la non-conformité donne lieu à une alerte avec 
éventuellement annulation du dosage et information du prescripteur concerné. 
- En revanche l’interférence provoquée par un traitement n’est pas exclue et pourrait expliquer 
une hypertransaminémie chronique. Bien que l’interrogatoire ne mentionne aucun traitement 
particulier, le patient peut mettre de préciser ses traitements ou ses habitudes alimentaires. 
Pour éliminer ce type d’interférence, les fiches techniques des fournisseurs peuvent permettre 
une première approche, mais ces dernières sont rarement exhaustives et il est souvent 
nécessaire de faire quelques recherches bibliographiques. La littérature dans ce domaine est 
souvent insuffisante et le biologiste se retrouve parfois démuni lorsqu’il faut établir un lien de 
causalité entre interférence  et médicament.  
 
 
Question 5  
 
 Pour en savoir plus: 
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-Wiltshire EJ, Crooke M, Grimwood K. Macro-AST: a benign cause of persistently elevated 
aspartate aminotransferase. J Paediatr Child Health. 2004. 40(11):642-3. 
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154(5):744-8.  
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Question 6  
 
Dans l’hypothèse où cette interférence est due à la présence d’une macroenzyme, la 
caractérisation de cette dernière peut avoir une importance non négligeable dans la prise en 
charge du patient. 
Les macroenzymes sont des enzymes de masse moléculaire augmentée,  ce qui diminue leur 
clairance rénale et a pour double conséquence une accumulation de la macromolécule dans la 
circulation sanguine et une augmentation des activités plasmatiques concernées. Parfois, 
l’activité enzymatique peut ne pas être augmentée, notamment en ce qui concerne les 
macroamylases, macro CK et macro LDH. (Remaley et Wilding P, 1989). En pratique, ce 
sont les augmentations des activités enzymatiques qui sont source d’erreurs diagnostiques. Par 
ailleurs certains types de macroenzymes sont associés à des pathologies.  
Deux types de macroenzymes ont été décrits : 

- Macro enzyme de type 1 : l’enzyme est liée à une immunoglobuline. Cette liaison 
se fait en général avec des IgG ou IgA (Klonoff, 1980). La liaison avec 
l’immunoglobuline peut être spécifique ou non. La plupart des patients ne présente 
aucun symptôme clinique ou biologique et la présence de macroenzyme de type 1 peut 
alors être considérée comme un phénomène bénin. En revanche, il est classique 
d’observer ces macroenzymes lors de pathologies auto-immunes (PR, Lupus, 
Sclérodermie, cryoglobulinémie, maladie inflammatoire de l’intestin…), sans que l’on 
puisse préciser qu’il s’agit d’un symptôme ou d’une cause de la maladie (Turecky, 
2004). Les biologistes doivent alerter les prescripteurs, ces derniers pourront 
mettre alors en place une surveillance dans le but de détecter le plus rapidement 
l’apparition possible une éventuelle maladie auto-immune chez leur patient.  

- Macroenzymes de type 2 : Différentes formes existent, et concernent des 
« autopolymérisations » de l’enzyme concernée (ex : macroCK) ou des liaisons avec 
de l’enzyme à des médicaments ou des lipoprotéines.  

o Les macroCK de type 2 sont en général associées à des lésions hépatiques, des 
maladies systémiques sévères ou à certains traitements. 

o Les macroenzymes du système hépatobiliaire peuvent être mises en évidence 
chez des sujets sains mais leur fréquence augmente chez les sujets porteurs 
d’une atteinte hépatique. (Remaley and Wilding, 1989) 
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Question7   
 

 Techniques de dépistage faciles à mettre en œuvre :  
o La précipitation par le PEG permet de dépister de nombreuses 

macroenzymes (Wener et al., 2012). Le PEG a la propriété de faire précipiter 
quasiment totalement les immunoglobulines G et M et environ 80% des IgA. Il 
participe également à un réarrangement des lipides des LDL. C’est pourquoi il 
peut être utilisé pour les enzymes qui sont liées à ces deux types de molécules. 
Le PEG semble aussi faire précipiter d’autres macroenzymes, telles que les 
macroCK de type 2 (Wyness et al., 2011). 

o L’ultrafiltration semble être aussi discriminante que la précipitation par le 
PEG. Wyness et al. ont montré que cette technique est fiable pour dépister les 
macroenzymes (étude réalisée sur les macroamylases et les macroCK). De part 
son principe, elle permet de détecter toutes les macroenzymes.  

o Ces deux techniques sont économiques, reproductibles, fiables et faciles à 
mettre en œuvre (Wyness et al., 2011) néanmoins il n’y a pas de consensus 
actuel sur les protocoles et les valeurs de référence à utiliser. C’est pourquoi il 
reste nécessaire d’établir ses propres valeurs de référence avec des témoins ou 
d’utiliser les données de la littérature. (Davidson et Watson, 2003 ; Wyness et 
al., 2011) 

 
 Techniques plus spécialisées et nécessitant des compétences spécifiques : 

Si historiquement, Remaley et Wilding (1989) conseillent l’utilisation des techniques de 
précipitation par le PEG pour mettre en évidence les macroenzymes de type 1, ces auteurs 
soulignent l’intérêt  des techniques d’électrophorèse ou de chromatographie pour celles de 
type 2. 

- Électrophorèse des isoenzymes  est une technique sensible qui permet de déterminer 
directement le type de macroenzyme. Le recours à cette technique est principalement 
réservé à 3 enzymes : PAL, GGT et CK.  

- Chromatographie d’exclusion stérique  peut être utilisée quelle que soit l’enzyme. 
Néanmoins devant la complexité de sa mise en œuvre, elle est réservée à certains 
laboratoires.  

  
En conclusion, pour dépister une macroenzyme :  
   
 -Si vous ne disposez pas des techniques de référence (électrophorèse des isoenzymes 
et chromatographie d’exclusion stérique).  

 la précipitation par le PEG est une technique simple mais il faut se 
référer aux modes opératoires publiés et comparer les résultats obtenus 
aux valeurs de référence de ces publications (Davidson et Watson, 
2003 ; Wyness et al., 2010 ; Wyness et al., 2011). Il est conseillé dans 
ce cas d’utiliser des plasmas témoins pour valider la bonne réalisation 
technique de l’analyse. (Wener et al., 2012, Patteet et al., 2012).  

 L’ultrafiltration peut, comme la précipitation par le PEG, être utilisée 
par tous les laboratoires. En effet, ces deux techniques requièrent un 
équipement modeste (contrairement à l’électrophorèse ou la 
chromatographie). Cette dernière semble être plus reproductible et 
discriminante dans le cas des macroenzymes en faible quantité 
Néanmoins les études concernant cette technique sont peu nombreuses.  
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Dans tous les cas, face à un résultat positif obtenu avec une technique de dépistage 
(PEG, UF), il convient de confirmer la présence d’une macroenzyme au moyen d’une 
technique de référence (électrophorèse, chromatographie). 
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Annexe 4 : Graphique représentant l’influence de la concentration en 
PEG dans la mise en évidence d’une macroASAT d’après Patteet et 
al. Clinical Biochemistry. 2011. (94).  
 
 

 
 
  L’activité précipitable par le PEG (%PPA) traduit l’effet de la précipitation par le PEG 
sur l’activité résiduelle.  

  Dans leur étude, Patteet et al. mettent en évidence que pour une concentration de 
solution de PEG supérieure ou égale à 200 g/L, la précipitation par le PEG permet de mettre 
en évidence les macroASAT sans ambigüités (%PPA supérieur aux valeurs de référence). En 
revanche, pour des concentrations inférieures, ces dernières ne sont pas mises en évidence par 
cette technique.  
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RESUME : 
 

La mise en évidence d’une interférence analytique n’est pas toujours chose aisée pour le biologiste. 
Les macroenzymes sont des complexes macromoléculaires responsables d’interférences analytiques 
pouvant être à l’origine d’erreurs diagnostiques. Les biologistes médicaux doivent être sensibilisés à la 
présence éventuelle de cette interférence.  
Nous avons mis en évidence la présence d’une macrocréatine kinase de type 2 chez 16 patients traités 
pour une infection par le virus de l’immunodéficience humaine, vraisemblablement induite par la prise 
de ténofovir. Nous avons essayé d’estimer la fréquence de survenue de cette interférence analytique en 
analysant a posteriori les activités enzymatiques CK totales et CK-MB dans une population de 557 
patients infectés par le VIH dont le traitement comprenait ou non du ténofovir. Il existait une probable 
interférence sur le dosage de l’activité CK-MB chez 24% des patients traités par ténofovir contre 
moins de 2% chez les autres patients.  
En nous inspirant de ce cas clinico-biologique, nous avons souhaité compléter ce travail par une 
enquête de pratiques professionnelles réalisée au niveau national grâce au soutien de la Société 
Française de Biologie Clinique. L’objectif essentiel était de sensibiliser les biologistes médicaux à la 
problématique des macroenzymes et à l’importance de leur mise en évidence. L’exploitation des 
résultats de cette enquête et ainsi qu’une revue de la bibliographie, nous ont permis de conclure que 
deux techniques semblent bien adaptées au dépistage des macroenzymes quelle que soit la taille de la 
structure. Il s’agit de la précipitation par le polyéthylène glycol et l’ultrafiltration. Les techniques plus 
spécifiques, électrophorèse séparative ou chromatographie d’exclusion stérique, sont utilisables par les 
laboratoires qui en ont l’expertise. Les résultats de cette enquête ont permis d’éditer un document 
pédagogique mis à disposition des participants sur le site de la SFBC.  
En conclusion, ce travail, débuté par une approche analytique centrée sur des résultats biologiques 
évocateurs d’une interférence rare, s’est enrichi de la mise en place d’un dialogue clinico-
biologique. Dans un second temps, le partage d’expérience, réalisé grâce à une enquête de pratique 
professionnelle, m’a permis de communiquer sur ces interférences et de profiter du retour 
d’expérience des participants pour proposer une démarche de dépistage des macroenzymes.   
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