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Résumé

Position du probleme

Les phosphatases alcalines (PAL) sériques s’élevent généralement en cas de
maladie hépatique et osseuse. Elles pourraient également étre tres augmentées en
cas d'’intervillite histiocytaire chronique, maladie rare et grave du placenta ; leur réle y
est totalement inconnu.

Objectif

Afin d’éclairer nos connaissances concernant le placenta, faire la revue des
connaissances concernant cette enzyme dont les fonctions sont encore mal
connues.

Matériel et Méthodes

Analyse de la littérature scientifique

Résultats

Dans I'espéce humaine, les PAL sont des enzymes de type glycoprotéique
majoritairement retrouvées au sein des os, du foie, de l'intestin et du placenta. Bien
gue deux chromosomes soient concernés par leur synthése, elles paraissent dériver
d’'un seul géne ancestral commun et présentent des isoformes différentes selon les
tissus. Elles sont concentrées dans les membranes des cellules et des organites
intracellulaires, auxquelles elles sont fixées par un groupement glycosyl-
phosphatidyl-inositol présent a leur extrémité N-terminale. Leur localisation fait
supposer un role dans le transport transmembranaire. Les principales causes
d’élévation sont hépatiques et osseuses. Leur élévation sérique peut étre le témoin

d’'une hyperactivité tissulaire (os, intestin) ou de dommages cellulaires (foie, rein).



Discussion

Comme dans les autres tissus de I'organisme, les PAL placentaires sont des
enzymes membranaires, concentrées a la surface des villosités, dans le
syncytiotrophoblaste. Leur role y est mal connu. Leur élévation excessive en cas
d’intervillite histiocytaire chronique pourrait provenir d’'un dommage du

syncytiotrophoblaste ou bien d’'une surexpression localisée de 'enzyme.



Abréviations

5'AMP : 5’Adénosine mono phosphate
ADP : Adénosine di phosphate

AMP : Adénosine mono phosphate

ARG : arginine

ASAT et ALAT : aspartate et alanine aminotransférases
ASN : asparagine

ASP : acide aspartique

ATP : Adénosine tri phosphate

BALP : Bone alkaline phosphatase (PAL osseuses)

bIAP : phosphatase alcaline intestinale bovine
CBP : cholangite biliaire primitive

CSP : cholangite sclérosante primitive

CTB : cytotrophoblaste

ESNT : ecto - 5' - NucléoTidase ou eSNT

EC : Enzyme Commission
GCAP : Germinal alkaline phosphatase (PAL germinales)
GGT : glutamyl transpeptidase

GLU : acide glutamique
GPI : glycosylphosphatidylinositol

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance

HPP : Hypophosphatasie

IAP : Intestinal alkaline phosphatase (PAL intestinales)

IGF : Insulin-Like Growth Factor



IGFBP1 : IGF Binding Protein 1
IHC : intervillite histiocytaire chronique

KALP : Kidney alkaline phosphatase (PAL rénales)
LALP : Liver alkaline phosphatase (PAL hépatiques)
LPS : lipopolysaccharide

MICI : maladie inflammatoire chronique intestinale

MOP : maladie osseuse de Paget

NPP : Nucléotide Pyrophosphatase

NTPDases : Nucléoside TriPhosphate Diphosphohydrolases

PAL : Phosphatase alcaline
PALP : placental alkaline phosphatase (PAL placentaires)
SA : semaines d’aménorrhée

SER : serine
STB : syncitiotrophoblaste

TNAP : Tissue Non specific Alkaline Phosphatase (PAL non spécifiques de tissus)

TYR : tyrosine

VBIH : voies biliaires intra hépatiques
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Introduction.

Les phosphatases alcalines (PAL) sont un groupe d’'isoenzymes largement
répandues dans la nature, de la bactérie jusqu’a I’homme (1). Leur réle est mal
connu et leur utilité en clinique humaine assez limitée : elles s’élévent dans certaines
pathologies hépatiques et osseuses, ou leur évolution sérique peut étre intéressante

a la fois du point de vue diagnostique et pronostique (2).

L’existence de PAL placentaires est connue depuis 1934 (3) et I'isoenzyme
placentaire a été tres étudiée dans les années 1960 a 1990, sans apporter d’élément
déterminant. Plus récemment et de maniere fortuite au sein de notre équipe lilloise,
Marchaudon et al. ont mis en évidence une trés forte élévation de ces enzymes dans
une maladie rare du placenta, appelée intervillite histiocytaire chronique (4), maladie
volontiers récidivante responsable d’un excés de fausses couches spontanées, de

retards de croissance séveres et de déces in utero.

La signification de cette augmentation des PAL totales dans lintervillite histiocytaire
chronique est inconnue, de méme que le réle primitif de ces enzymes au sein du
placenta. Dans ces conditions, nous avons décidé de réaliser une revue de la
littérature concernant les PAL afin de pouvoir tirer des enseignements comparés
entre tissus de I'organisme humain (foie, os, intestin, placenta ...) concernant leur
localisation, leur fonction et la signification de leur augmentation. La littérature
concernant les PAL étant a la fois éparse et étalée dans le temps, notre travail est

donc exploratoire.
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. Que sont les phosphatases alcalines ?

A. Généralités

Les phosphatases alcalines sont des enzymes de structure glycoprotéique dont

I'activité catalytique est optimale en milieu alcalin (pH > 7), ce qui les différencie des

phosphatases acides (5). Elles appartiennent a la classe des hydrolases, enzymes

qui utilisent une molécule d’eau lors de leur réaction catalytique. En I'occurrence, les

PAL sont capables de réaliser I'hnydrolyse de mono esters phosphoriques en

libérant autant de molécules de phosphate et d’alcool inorganique, permettant ainsi

le transfert de groupements phosphates vers une autre molécule (5) (Figure 1).

Figure 1. Fonction enzymatique des phosphatases alcalines

(P: Phosphore, O: oxygene, H: hydrogene, R : radical)

0O Phosphatase
I alcaline
R” ~O—P—OH o~
| + H0 _ R OH
OH .
pH alcalin

Monoester phosphaorique Alcool

n
HD—I?—DH
OH

Phosphate



https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphate
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B. Les différentes isoenzymes des PAL

Les PAL regroupent une variété d’iso-enzymes présentes dans la plupart des tissus
humains. Selon leur définition, ces iso-enzymes présentent une séquence d'acides
aminés et/ou de résidus glycosidiques différents mais qui catalysent la méme
réaction chimique (’hydrolyse des monoesters phosphoriques). Certains tissus sont
particulierement dotés de ces PAL, tels que le foie, le rein, I'os, le placenta, et
l'intestin.

On retrouve ainsi quatre principales isoformes que I’on peut séparer en deux
groupes selon 'organe dans lequel elles sont secrétées, ainsi que la localisation

chromosomique du gene a partir duquel elles sont séquencées (5,6) (Figure 2).

e Les PAL non spécifigues de tissu (TNAP : Tissue Non specific Alkaline

Phosphatase) qui regroupent les PAL synthétisées a partir du gene
ALPL situé en position 1p36.1-34 du bras court du chromosome 1
(7) : ces PAL sont retrouvées en abondance et sous des formes trés
proches dans le foie, les reins et les os. Ces isoformes hépatique,
rénale et osseuse dérivent de la méme protéine (TNAP), sont
caractérisées par la méme structure d'acides aminés et ne different que
par des modifications post-traductionnelles. On peut différencier
leur origine hépatique, rénale ou osseuse grace a des migrations

électrophorétiques différentes, (8,9). Leur gene est composé de 12
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exons dont 11 séquencent pour une enzyme de 524 acides aminés
(10), et ses introns sont beaucoup plus longs que ceux des genes des
autres PAL, avec une longueur totale du géne proche de 50 kb, c’est-a-

dire 5 a 10 fois plus long que celui des PAL spécifiques (10,11),

Les PAL spécifigues de tissu, issues du bras long du chromosome 2

en position 2934-937 (12), qui regroupent les PAL placentaires
(PALP) issues du géne ALPP, les PAL germinales (GCAP) issues du
gene ALPPL et les PAL intestinales (IAP) issues du gene ALPI. Ces
isoformes a expression tissulaire spécifique ont 90 a 98 % d’homologie
entre elles, contre seulement 50% avec la TNAP (12). Leurs structures
sont quasi identiques, composées de 11 exons répartis sur moins de 5
kb, codant pour des protéines de 535, 532, et 538 acides aminés pour
la PLAP, la GCAP et I'lAP, respectivement. Leurs introns sont tous
assez petits (74-425 pb) ; ils interrompent cependant les régions
codant pour les protéines de maniere trés similaire a celle des génes

TNAP.
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Figure 2. Genese et lieu de production des isoenzymes des phosphatases alcalines
Géne  [soenzyme Lieux de production tissulaire

- Taus les tissus

ALPL TNAF -BALP  Osseuses (Bone) Bl, B1, Blx, B2,

(« non spécifique ») -LALP  Hépatigues (Liver) H1, H2, H3,

Chromosome 1 -KALP  Rénales (Kidney)
Cira sroastral ALPI IAP - Intestinale (11, 12, 13)
commun

- i lik
ALPG GCAP Germinale / « placental like »

Chromosorme 2

ALPP  PALP - Placentaire (P1,P2)

Ainsi, ces deux groupes de PAL (non spécifiques de tissu, spécifiques de tissu) sont
différents par la répartition des exons sur leurs genes respectifs. D’un point de vue
philo-génétique, leurs génes semblent néanmoins provenir de duplications
successives d’un géne ancestral commun (13,14). Les différences génétiques et
structurelles des PAL ne semblent pas avoir d'importance considérable en pratique.
Ainsi concernant I'isoforme placentaire des PAL, la PALP est génétiquement trés
polymorphe et présente trois variants alléliques retrouvés dans la population

générale sous forme homo ou hétérozygote, ainsi que des variants alléliques rares
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(13,15). Ces variations entrainent ainsi des substitutions d’acides aminés, et
plusieurs auteurs se sont intéressés a I'impact de ces modifications protéiques sur
I'activité enzymatique, amenant des résultats assez discordants, mais qui ne

permettent pas de conclure a une différence d’activité entre les variants (6).

C. Différenciation des différentes isoformes de

PAL en laboratoire

Les différentes iso enzymes des PAL peuvent étre différenciées de plusieurs facons ;

1. Par inhibition chimique

Inhibition par des L-acides aminés, via un mécanisme rare, dit « non compétitif »,
capables de se lier spécifiguement au complexe enzyme-substrat mais pas a

I'enzyme seule (16—-18) (Tableau 1) :

L-phénylalanine ; inhibiteur spécifique des isoformes placentaire,

intestinale, et germinale (« placental-like »)

- L-phenylalanine glycylglycine ; inhibiteur des isoformes spécifiques, avec

une inhibition plus importante sur la PALP que sur I'l|AP ou la GCAP,
- L-leucine ; inhibiteur spécifique des GCAP

- L-homoarginine ; inhibiteur spécifique des isoformes non tissu spécifique

(TNAP),
- Levamisole ; inhibiteurs spécifiques des isoformes non tissu spécifique

(TNAP).
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Les PAL placentaires sont plus précisément inhibées par la L-phénylalaline (16,19),

la phenylalanine glycylglycine et la L-leucine (16). Ces méthodes d’inhibition

chimique ne sont plus utilisées en pratique courante.

Plus récemment, d’autres effecteurs comme le 5’AMP, le p-nitrophényl-phosphate et
la théophylline, capables de se lier au niveau du site actif des PAL et d’en diminuer

leur activité, ont été découverts (1,20,21). lls ne sont pas utilisés en pratique

courante.

Tableau 1 : récapitulatif des différents inhibiteurs selon les isoformes de PAL, (tiré

de Harris et al (13)). Concentrations (en nmol/l) nécessaires pour inhiber 50% des

différentes PAL.

Inhibitors ALP
L/B/E  Intestinal Placental Plac-
ALP like
L-Plenylalanine (Phe) 31 0.8 1.1 0.8
L-Homoarginine (Har) 27 40 =50 6
L-Phenylalamneglycylglycine 3006 El) 0.1 26
{Pzz)
i-Leocine {Leu) 131 16 57 0.6
Levamisole {Leva) 003 8 1.7 27

2. Par thermo stabilité / thermo-résistance (22)

Le chauffage du sérum a constitué I'une des premiéres méthodes fiables et
praticables en routine de distinguer les PAL placentaires des autres PAL. Les PAL

placentaires sont en effet résistantes a 65°C jusqu’a 60 minutes, alors que les autres
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isoformes sont désactivées par la chaleur. Ainsi, la limite initiale de 56°C pour
séparer les PAL placentaires des autres PAL a rapidement été portée a 65°C (Figure

3, tirée de Neale et al., (22)).

Comme nous le verrons dans le paragraphe qui suit, cette propriété de thermo
résistance est encore utilisée aujourd’hui, en complément de I'électrophorése en

gel d’agarose, pour confirmer la nature placentaire des PAL.

Figure 3 : Evolution de 'activité enzymatique de trois iso-enzymes des PAL aprés

chauffage du sérum a 56°C.

=
E
=
E
2
w
3
g
we
E
2
E¢
EE 50 %
; #—s PLACENTAL HOMOGENATE i5
22 #—x NORMAL SERUM 5
53 21 o—o PAGET'S DISEASE SERUM
EIIJ
£& | - i i T v o
H Le] i5 20 -1 0
MINUTES

On remarque que l'activité de la PAL placentaire reste stable - horizontale - a 100%
d’activité au fur et a mesure du temps tandis que l'activité des PAL osseuses (Paget’s
disease serum) et des PAL totales (« Normal serum ») diminue deés les premiéres minutes
aprés chauffage.
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3. Par électrophorese sur plague de gel

Comme vu précédemment, les PAL sériques et tissulaires sont représentées sous
différentes formes résultant de la coexistence d’isoenzymes vraies, porteuses d’une
spécificité tissulaire et codées par des genes structuralement distincts, (TNAP,
PLAP, GCAP, IAP). De plus, les isoenzymes issues du méme gene subissent des
modifications post-traductionnelles variables suivant leur tissu d’origine, ce
qui les fait différer par la nature de leur fraction glucidique, et notamment la
proportion d’acide sialique aboutissant a des isoformes ou « fractions »
différentes. L’ensemble de ces différences sont distinguables en électrophorese
sur gel d’affinité (agarose, cellulose) qui constitue actuellement la méthode de
choix (9,23). Cette électrophorése permet ainsi de distinguer les fractions « H1 et
H2 » (ou fraction rapide) du foie, les fractions « I1, 12 et I3 » de I'intestin, et les

fractions « P1 » (forme majeure) et « P2 » (forme mineure) du placenta (Figure 4).
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Figure 4 : image d’électrophorése montrant la séparation des principales

isoenzymes de la PAL par électrophorése sur gel d’agarose,

-H fractions hépatiques > H1

- P1 Foie et H2 Foie rapide
- H2
-Os
-— 11
- =D
- 12 -P fractions placentaires >
G
B P1etP2
e — o , ) -1 fractions intestin > 11 12 et
ipo-ALP au niveau du
— point d'application 13
SANS AVEC
lecting lectine

En pratique, on réalise 2 électrophoréses en paralléle : la premiere en gel d’agarose
tamponné seul et la seconde en gel d’agarose auquel on a ajouté de la lectine. En gel
d’agarose tamponné seul, on constate que la fraction H1 des PAL hépatiques (H1) et la
fraction P1 des PAL placentaires migrent toutes les deux a proximité des PAL osseuses ce

qui empéche de les distinguer toutes les trois entre elles (colonne de gauche de la figure).

Quand on ajoute de la lectine, celle-ci se complexe avec la fraction osseuse des PAL qui
reste pratiquement au point de dépdt, et permet ainsi de la différencier des fractions
hépatique H1 et placentaire P1, qui apparaissent également mieux séparées (colonne de

droite).

En cas de présence de fraction placentaire, on dépose également du sérum préalablement
chauffé a 65°C : la persistance des bandes P1 et P2 confirme la présence de fractions
placentaires qui sont les seules thermorésistantes. Les autres fractions, thermosensibles,

disparaissent de I'électrophorése.
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En dehors de la grossesse, I'activité est généralement répartie entre les différentes
isoenzymes a peu pres comme suit:

H1: 15 a 72%;

H2 : 1 a 14%;

Os : 20 a 75%,

Intestin : 11+12+13, 0 a 14 %.

Pendant la grossesse, la thermo dénaturation des PAL non placentaires est utilisée
afin de confirmer la séparation entre les PAL placentaires - thermorésistantes - et les
PAL non placentaires détruites au-dessus de 65°C.

L’électrophorése +/- thermo dénaturation est cependant une méthode peu précise et
relativement délicate. Elle a été retirée de la liste des examens remboursés par la

sécurité sociale car jugée obsoléte par les autorités de santé (9).

4. Par chromatographie

Les techniques de chromatographie a haute performance (HPLC) comme l'affinité ou
I'échange d'ions ont également été utilisées pour séparer et quantifier les différentes
iso-enzymes des phosphatases alcalines (23). En 1990, Anderson et al. ont utilisé
une colonne de lectine de germe de blé conjuguée a des particules de silice et un
éluant contenant de la N-acétyl-D-glucosamine. Afin d'améliorer la spécificité, une
HPLC a échange d'anions faibles a été développée pour la détermination et

I'identification des isoenzymes PAL. Outre les isoenzymes principales, quatre autres
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isoformes des PAL osseuses (B/ I, B1, B1x et B2) et trois des PAL hépatiques
(L1, L2 et L3) ont ainsi été identifiees (23). Cette technique est utilisée uniquement
s’il est nécessaire de doser une iso-forme de PAL de maniere spécifique, comme les

PAL osseuses dans la maladie de Paget ou les cancers des os (23).

5. Par technique immunologique

En raison de leur trés grande spécificité, les anticorps sont souvent utilisés pour
détecter la présence et méme mesurer de facon précise la quantité d’'une protéine
spécifique. Toutes les approches basées sur les anticorps sont assez similaires.
Elles consistent a former un complexe binaire anticorps — antigene, (Ac-Ag) puis a
mesurer l'anticorps contenu dans le complexe. Plusieurs systémes existent pour
détecter ce complexe Ac-Ag. Dans les années 1980/1990, des techniques
immunologiques se sont développées pour détecter les PAL placentaires (a partir
d’anticorps de lapins), permettant leur immuno marquage (24-28) et leur dosage

pendant la grossesse, mais elles ne sont plus utilisées de nos jours.

Actuellement, seule I'iso enzyme osseuse est spécifiguement recherchée et dosée
par méthode immunologique, comme marqueur de I'activité ostéoblastique. Pour
cela, elle utilise un anticorps monoclonal en suspension radio marqué ainsi qu’un
autre anticorps en phase solide, fixé sur une bille de plastique ou dosable par

méthode Elisa (23).
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D. Structure biochimique des PAL

Les PAL circulent de maniere dimérique dans le sérum mais sont tétrameériques
lorsqu’elles siegent au niveau membranaire. Appelées EC 3.1.3.1 selon la
nomenclature EC (Enzyme Commission numbers), elles ont un poids moléculaire
d’environ 125 KDa (19,29,30), chaque monomere pesant environ 66 KDa (31) (par

comparaison, le poids moléculaire de I'albumine humaine est de 66 kDa).

De nos jours la structure 3D de I'enzyme est bien connue, la premiére PAL de
mammifére découverte étant la PAL placentaire humaine (18). Comme chez la
bactérie (32), c’est une enzyme homo dimérique dont chaque site catalytique
contient trois ions métalliques ; deux de zinc et un de magnésium, qui sont essentiels
a son activité, on parle ainsi de « métallo enzyme » (1,5,33). La structure
tridimensionnelle du noyau de la protéine reste fortement conservée parmi les

especes, tout comme son site catalytique.

Les phosphatases alcalines sont largement distribuées dans la nature, elles sont
retrouvées dans de multiples organismes depuis la bactérie jusqu’a 'lhomme
(1,15,18). Il existe néanmoins quelques spécificités aux PAL mammiferes (1,18).
D’abord, toutes les isoenzymes mammiferes sont des enzymes dimériques
allostériques (34), c’est-a-dire que la stabilité et les propriétés catalytiques de
chacun des deux monomeres sont contrélées par la conformation de I'autre
monomere (34). Ensuite, elles posseédent une plus grande spécificité et une plus

grande rapidité d’activité (constante de Michaelis Km plus élevée),(33) (5).
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La PAL placentaire a été la premiére PAL découverte chez les mammiferes. Il est
logique qu’elle ait été la plus étudiée, surtout qu’elle est un « bon représentant » des
autres PAL du fait de sa forte homologie de séquence avec les autres isoenzymes
(18). Ainsi en 2001, Le Du et al. ont présenté pour la premiére fois la structure

cristallographique de la PALP (Figure 5) (18).

Figure 5: Structure biochimique des PAL en 3 dimensions. Tirée de Le Du et al.

2001, (18).

Domaine en R Hélice alpha N-terminale
couronne - ;

interface homodimérque

Noter que c’est au niveau de l'interface homo-dimérique que se constitue
I'accrochage de la PAL au substrat. Le domaine en couronne et I'hélice alpha N-
terminale sont caractéristiques des PAL, quel que soit I'iso-enzyme et I'espece
considérés.
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Structure globale ; la structure globale de la PALP est un dimére; chaque
monomeére contenant 479 résidus, 2 ions de zinc, un ion magnésium, un ion
calcium, un ion phosphate et 603 molécules d'eau, (18). Différents domaines
ont pu étre identifiés au sein de la structure protéique de la PALP :

- Le domaine en couronne ; formé par une boucle supérieure constituée
de 60 résidus de chaque monomere formant deux feuillets béta qui
interagissent.

- L’hélice alpha N-terminale ; (acides-aminés 9 a 25), qui est une
structure secondaire de chaque monomere capable d’interagir avec le
second monomere (dans de cadre de I'allostérie vue précédemment) ;
Les acides-aminés impliqués par ailleurs dans I'allostérie sont
'asparagine (ASN) 84 / la tyrosine (TYR) 367 / et I'acide glutamique
(GLU) 429.

- L’interface homo dimérique, fortement hydrophobe, lieu de
I'accrochage au substrat (site actif) ; les acides-aminés impliqués dans
le site actif sont la SERine 92 / L’ASParginine 91 et '’ARGinine 166,
ainsi que les trois ions métalliques.

- Une poche hydrophobe représentant I'inhibition non compétitive de la
PALP par les L-acides aminés.

- Un domaine de liaison au calcium

- Le GLU 429 (acide glutamique) qui est un résidu présent uniquement
chez les PALP, aux cotés de la sérine catalytique, et semble primordial

au fonctionnement de I'enzyme.
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e Mécanisme catalytique ; il implique I'activation de la sérine catalytique (en
position 92) par un atome de zinc, entrainant - aprés liaison du substrat - la
formation d’un intermédiaire phosphoséryl par liaison covalente. Cet
intermédiaire est alors hydrolysé par une molécule d’eau, activée par un
second atome de zinc, ce qui permet le relargage d’'un phosphate libre ou le
transfert de celui-ci vers un récepteur au phosphate. Chez les mammiféeres et
quelle que soit la PAL, la présence d’ions Ca2+ est indispensable au

fonctionnement de I'enzyme (35).

E. Demi-vie des PAL

En ce qui concerne les PAL placentaires, I'étude expérimentale menée en 1965 par
Clubb et al. a consisté a perfuser des PAL placentaires en intra veineux a des
volontaires : 7 sujets masculins sans probleme de santé, 14 sujets présentant une
maladie osseuse et 37 présentant différentes conditions cliniques (36). Les
prélévements sanguins régulierement réalisés aprés la premiére injection
concordaient pour estimer la demi-vie des PAL placentaires (PALP) a environ 7
jours (6.9 + 1.5 jours, précisément) (36).

Cette demi-vie des PAL semble varier selon les isoformes, avec une demi-vie
moyenne estimée a 1 a 2 jours pour I'isoforme osseuse (TNAP osseuse) (37), 3
jours pour I'isoforme hépatique (TNAP hépatique) et 8 a 10 jours pour les

isoformes germinales (GCAP) (8).
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F. Localisation cellulaire des PAL

Chez les mammiferes, les PAL sont des protéines membranaires, présentes a la
surface des cellules, du fait d’un ancrage a la membrane plasmique par leur
groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI), celui-la méme qui permet de
parler de « glycoprotéine », au niveau de leur extrémité N-terminale (13,18). Ainsi, la
libération de I'enzyme peut se produire par l'action spécifique de phospholipase sur
le phosphatidylinositol, qui permet de libérer des formes dites «solubles» de PAL
dans le sérum, (13,18). Rappelons que les PAL sont tétramériques lorsqu’elles sont
membranaires, et dimériques en milieu soluble (8), débarrassées alors de la

bicouche lipidique (38).
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ll. Fonctions et implications diagnostiques et

thérapeutiques des différentes PAL

A. Généralités

Bien que la présence des PAL au sein de nombreuses especes vivantes leur
suggere une implication dans de nombreux processus biochimiques
fondamentaux, peu de choses sont connues avec certitude sur leurs fonctions
biologiques dans l'organisme. Toutefois plusieurs constatations principales sont

communes a toutes les PAL :

1. Leur role déphosphorylant anti-inflammatoire a

I’extérieur des cellules.

En libérant une quantité d’énergie importante, les nucléotides AMP, ADP et
ATP jouent un role central dans les métabolismes intra- et extracellulaires
(adénosine mono, di et triphosphate). Afin de maintenir I'intégrité du
fonctionnement normal des cellules — qui pourrait s’emballer — il existe une
variété de nucléotidases destinées a limiter I'action de ces nucléotides. Appelées
ecto-nucléotidases lorsqu’elles sont situées a I'extérieur des cellules, celles-ci
sont responsables du contrdle de la disponibilité des nucléotides pour
I'environnement extracellulaire (20). Il en existe quatre types principaux :

Nucléoside TriPhosphate Diphosphohydrolases ou NTPDases, Nucléotide


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
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Pyrophosphatase /Phosphodiestérases ou NPP, Phosphatases ALcalines ou

PAL et ecto - 5' - NucléoTidase ou e5NT.

Ces ecto-nucléotidases ont des propriétés anti-inflammatoires essentielles au
maintien des équilibres cellulaires. En cas d’agression - nécrose suite a des
dommages cellulaire ou infection, par exemple -, I'ATP et I'ADP sont libérés dans
le milieu extracellulaire et agissent comme des molécules pro- inflammatoires
dont l'action initialement bénéfique doit ensuite étre limitée par les ecto-
nucléotidases. Parmi celles-ci, les phosphatases alcalines apparaissent ainsi
impliquées dans la protection contre I'inflammation, par leur action
déphosphorylante vis-a-vis des nucléotides (39). Elles sont également
impliquées dans plusieurs autres fonctions comme la communication
intercellulaire, la coagulation du sang, la réaction immunitaire, la perception de la
douleur, la contraction des muscles lisses et la prolifération cellulaire (20). Leur
inhibition apparait donc une cible médicamenteuse intéressante dans plusieurs

domaines (20,21,35).

2. Leur r6le supposé dans les transports actifs

transmembranaires

Au niveau hépatique, rénal, et intestinal - organes dont les cellules sont riches en
PAL -, le transport actif et I’absorption cellulaires apparaissent comme des
fonctions majeures de ces organes. Les PAL sont d’ailleurs concentrées au
niveau des membranes de cellules absorbantes ou sécrétantes ainsi qu'au

sein des membranes des organites intra cellulaires comme les lysosomes,
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'appareil de Golgi et les mitochondries (40). Il est donc hautement probable

gu’elles aient un réle dans le transport actif transmembranaire de ces cellules.

3. Leur taux anormalement élevé semble étre le témoin ;

- Soit d’'une hyperactivité tissulaire (comme I'élévation des PAL
osseuses en cas d’activité ostéoblastique élevée (maladie de Paget,
métastases osseuses), ou I'élévation des PAL intestinales en période
postprandiale) (40).

- Soit de dommages cellulaires dont les membranes sont riches en

PAL (élévation des PAL rénales en cas de nécrose tubulaire aigué).

B. ROles spécifigues des différentes PAL de

Iorganisme

Les données provenant de sujets normaux montrent que I'activité des phosphatases
alcalines est la résultante des activités essentiellement osseuse et hépatique, (41),

intestinale & un degré moindre et placentaire chez la femme enceinte.
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1. Les PAL osseuses

Au méme titre que les PAL hépatiques et rénales, les PAL osseuses sont de type
TNAP. Elles constituent environ 50 % des isoformes circulantes des PAL (42). Pour
mémoire, le remodelage osseux est la résultante de deux activités cellulaires
étroitement liées: les ostéoblastes qui élaborent l'os jeune (apposition puis
minéralisation de la matrice protéique), et les ostéoclastes qui résorbent I'os vieilli.
Seuls les ostéoblastes possedent I'activité PAL, et ces enzymes jouent un réle
fondamental dans la minéralisation du tissu osseux. Lors de [lactivation
ostéoblastique, elles sont libérées dans la circulation sanguine et se trouvent donc étre

un marqueur du remodelage osseux, et plus précisément de la formation osseuse.

a) Localisation ;

Les PAL osseuses se trouvent sur les membranes plasmiques des ostéoblastes
et des chondroblastes (2). Elles permettent la calcification/minéralisation du
squelette en hydrolysant des phosphates organiques (extra-cellulaires), libérant
ainsi des phosphates minéraux insolubles indispensables a cette
minéralisation (43). Ainsi, elles apparaissent élevées de maniére physiologique
en période néonatale et lors de I’adolescence, reflétant I'importance de la
croissance osseuse a ces périodes particuliéres de la vie (41,44,45) . La ménopause
est également une période d'acceélération du remodelage osseux, mais plus aux
dépens de la résorption que de la formation. A ce moment de la vie, les PAL

sériques sont élevees et atteignent volontiers la partie supérieure des normes (46).
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b) Implication clinique ;

Les PAL osseuses sont augmentées dans de nombreuses pathologies osseuses,
telles que la maladie de Paget, 'ostéomalacie, I’hyperparathyroidie, les
metastases ou cancers 0sseux, ou les fractures récentes en cours de
consolidation ... Les augmentations les plus nettes sont observées en cas de
maladie de Paget ou de cancer ostéogénique (ostéosarcome). A l'inverse, les PAL
osseuses sont absentes ou anormales en cas d’hypophosphatasie. Il est intéressant
de détailler ces différentes pathologies osseuses, qu’elles traduisent une diminution

ou au contraire une augmentation de I'activité des PAL.

e L’hypophosphatasie (HPP)

L’hypophosphatasie est une maladie métabolique génétique rare due a une
mutation du gene de la TNAP (ALPL), caractérisée par une activité réduite des
phosphatases alcalines osseuses sans atteinte des autres iso-enzymes des PAL
(13). La partie mutée du gene étant impliquée dans la minéralisation squelettique
(47), cette minéralisation est défectueuse (1). Plus de 400 mutations différentes du
gene ALPL sont connues pour provoquer une hypophosphatasie, avec des
conséguences trés variables, et un continuum de gravité. En conséquence, on note
divers symptébmes allant - dans certaines formes bénignes - de simples douleurs
musculosquelettiques a I'age adulte a - dans les formes les plus graves — un défaut de

minéralisation menacant le pronostic vital dés la naissance (Tableau 2).
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Tableau 2 : Formes cliniques de I’hypophosphatasie (HPP) (continuum de gravité)

HPP périnatale létale

Hypo minéralisation importante et conduit a une

hypercalcémie et une insuffisance respiratoire.

HPP périnatale bénigne

Manifestations squelettiques prénatales qui se

résolvent lentement pour devenir non létales.

HPP infantile Rachitisme se développant entre la naissance et I'age
de six mois.

HPP juvénile Va de la faible densité minérale osseuse avec des
fractures inexpliquées au rachitisme.

HPP adulte Perte précoce de la dentition adulte et des fractures

de stress des membres inférieurs. Dans la forme la
plus lIégere, les adultes peuvent présenter uniquement
des signes non spécifigues comme des douleurs

musculosquelettiques ou de 'ostéoporose.

HPP impliquant la dentition,
ou

« odontohypophosphatasie »

Exfoliation prématurée des dents primaires et/ ou des

caries dentaires séveres.

En cas d’hypophophatasie, I'activité de la PAL sérique est nettement réduite tandis

qgue celle de son substrat, le phosphate 5'pyridoxal (phosphate de pyridoxal), est

nettement augmentée dans le sang, par défaut d’hydrolyse. De la méme fagon, la
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phosphoéthanolamine et le pyrophosphate, autres substrats de la PAL sérique,
voient leur concentration urinaire augmenter. Finalement, le diagnostic de certitude
d’hypophosphatasie est basé sur la détection par biologie moléculaire au sein du géne
ALPL, des mutations causales de la maladie. Dans les formes les plus graves, un
diagnostic prénatal peut étre effectué par recherche de la mutation aprés prélevement

de villosités choriales (47).

Ainsi, la découverte de I'hypophophatasie et de son origine génétique ont permis de
mieux comprendre le rble essentiel des PAL osseuses :

» |l s’agit de la seule situation dans laquelle les PAL ont été démontrées
comme absolument indispensables dans leur réle. L’absence de PAL
osseuses s’accompagnerait théoriquement d’'une absence de minéralisation
(comme dans les formes majeures d’hypophosphatasie).

» |l s’agit de la seule situation dans laquelle les substrats des PAL sont
connus: 'accumulation sérique de phosphate de pyridoxal et 'accumulation
urinaire de phosphoéthanolamine ainsi que de pyrophosphate indiquent que

ces métabolites sont trois substrats naturels de la PAL osseuse (6,13).

Récemment, quelques études ont testé le traitement des formes graves
d’hypophosphatasie par I'enzyme « asfotase alfa », une thérapie enzymatique
substitutive de la TNAP qui minéralise le squelette, et celle-ci améliorerait
significativement les symptémes et la survie des cas testés, (48,49). La premiére
thérapie de remplacement enzymatique reussie chez des souris modeles utilisant cette
protéine TNAP humaine modifiée a été signalée en 2008, et par la suite, un succes

chez les patients atteints d'une forme sévere de la maladie a été rapporté en 2012. En
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2015, l'asfotase alfa a été approuvée au Japon, suivie par I'UE et le Canada, puis par
la Food and Drug Administration des Etats-Unis. On s'attend & ce que le traitement par

asfotase alfa change radicalement les traitements et le pronostic de I'HPP (50,51).

e La maladie osseuse de Paget (MOP) (2,42):

La maladie de Paget est une maladie évolutive du remodelage osseux caractérisée
par une augmentation de la résorption osseuse secondaire a une activité accrue des
ostéoclastes. A cette anomalie initiale fait suite une augmentation de I'activité des
ostéoblastes (et donc des PAL) entrainant une accélération de la formation
osseuse mais qui est anarchique et désorganisée. L’os devient fragile,

déformable et trés vascularisé (hypertrophie et déformation de I'os).

Elle touche le plus souvent les hommes et son incidence augmente avec I'age. Elle
vient au second rang des ostéopathies, mais bien apres l'ostéoporose, (52). Elle peut
atteindre plusieurs os et préférentiellement les vertébres, le crane, le bassin et le
fémur. La maladie de Paget peut rester asymptomatique, et les douleurs osseuses et
articulaires ne sont pas systématiques. Elle peut se manifester par une augmentation
de la chaleur locale (par hyper vascularisation) ou bien encore par une déformation

osseuse.

Il s’agit de la maladie osseuse dans laquelle les PAL sont les plus élevées (46),
pouvant atteindre plus de 20 fois la normale. Le taux sérique des PAL constitue

ainsi le meilleur marqueur de I'activité et de I’évolution de la maladie. Dans une
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série de 88 patients porteurs de Maladie de Paget en 2014, Tan et al. rapportaient
des taux de PAL élevés dont la médiane observée était de 193 Ul/I 1Q25-75[119-237]
et qui ont pu atteindre le maximum de 4974 UI/L dans un cas (53). Dans cette
maladie, le taux des PAL semble d’autant plus élevé que les patients sont plus
jeunes - avec une activité ostéoblastique plus élevée — et que la maladie atteint
plusieurs os.

Témoignant globalement d’un remaniement osseux excessif, 'augmentation des PAL
reflete deux phénomenes indépendants : I'extension de la maladie, d’'une part,
c’est-a-dire le nombre et la taille des os atteints, et Iactivité de la maladie, d’autre
part, c’est-a-dire son évolution locale, qui peut étre variable d’un os a l'autre. Le taux
de PAL est en général suffisant pour suivre I'effet des traitements. Sa
disponibilité, son colt peu élevé et sa faible variabilité font en effet de ce dosage le
test le plus fiable et le plus utilisé pour apprécier I’activité de la maladie et
décider ainsi de la prise en charge thérapeutique. Depuis 2005, les
biphosphonates sont devenus le traitement de premiere intention de la MOP,
permettant a la fois une amélioration du contréle et du pronostic. Une réponse au

traitement est obtenue si les PAL diminuent d’au moins 25 % (42).

e L’ostéomalacie : (54)

L’'ostéomalacie est une décalcification osseuse induite par un défaut de
minéralisation osseuse. Il s’agit d’'une ostéopathie généralisée liée a une carence
en vitamine D ou bien a un déficit phosphoré, caractérisée par un défaut
de minéralisation primaire de la matrice osseuse déposée par les osteoblastes.

Il'y a donc une accumulation anormale de tissu ostéoide non minéralisé entrainant une


https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_D
https://fr.wikipedia.org/wiki/Min%C3%A9ralisation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ost%C3%A9oblaste
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tissu_ost%C3%A9o%C3%AFde&action=edit&redlink=1
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fragilité osseuse, un 0s « mou », responsable de déformations osseuses et de
tassements vertébraux. En pratique, elle est souvent responsable d'un tableau de
douleurs diffuses (lombalgie chronique, douleurs des genoux). Elle difféere
radicalement de I'ostéoporose dans laquelle la trame osseuse est raréfiée, mais la

minéralisation normale.

Au cours de l'ostéomalacie, les ostéoblastes sont actifs mais impuissants a minéraliser
correctement l'os. Les taux de PAL peuvent étre tres éleveés, reflétant 'hyperactivité
des ostéoblastes (essayant en quelque sorte de «rattraper le défaut de
minéralisation ») (46). Une étude concernant 5 cas rapporte des taux de PAL totales
moyennement élevées avec une médiane a 288 UI/L (55). On distingue plusieurs types
d’ostéomalacie :

- Ostéomalacie par carence en vitamine D (carence d'apport,
malabsorption) ; chez I'enfant, la forme la plus commune et la plus
sévére de l'ostéomalacie par carence en vitamine D est appelée
« rachitisme ».

- Ostéomalacie vitaminorésistante (défaut de production ou résistance a
la vitamine D) ;

- Ostéomalacie par fuite rénale du phosphore (forme familiale liée a I'X,

syndrome de Fanconi, acidose tubulaire, tumeur mésenchymateuse).

Les autres causes d'ostéomalacie sont rares. Le diagnostic est évoqué sur les
radiographies (hyper transparence du squelette et stries de Looser-Milkman visibles

sur les os atteints) et confirmé par I'association hypocalcémie, hypocalciurie,


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lombalgie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ost%C3%A9oporose
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hypophosphorémie et la vitamine D3 qui est effondrée. Le traitement est celui de

la cause de carence en vitamine D.

e L’hyperparathyroidie : (56)

La parathormone (PTH) active les ostéoclastes. Dans I'’hyperparathyroidie, son
hypersécrétion entraine une augmentation de résorption osseuse. L’association
hypercalcémie/hypercalciurie et hypophosphorémie doit faire évoquer ce diagnostic.
Dans ce contexte, I'augmentation des PAL s’observe du fait d’'un remodelage osseux
augmenté, en réponse a I'’hyperactivité des ostéoclastes (formes cliniques d'ostéite
fibrokystique de Von Reclinghausen, ostéodystrophie rénale des hémodialysés
chroniques...) (46).

Une étude mesurant les taux de plusieurs parameétres biochimiques avant et apres
para thyroidectomie relatait des taux de PAL totales dont la moyenne était assez

élevée avant traitement, mesurée a 559 UI/L (57).

e Lestumeurs osseuses

Les tumeurs osseuses sont primitives ou secondaires (métastatiques). Les tumeurs
primitives comprennent le myélome multiple, I'ostéosarcome, le chondrosarcome,
le sarcome d'Ewing , le fibrosarcome , lelymphome osseux, les tumeurs
malignes « a cellules géantes » ainsi que plusieurs autres sarcomes spécifiques

touchant les cellules de soutien des tissus mous.


https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/tumeurs-des-os-et-des-articulations/tumeurs-osseuses-malignes#v910179_fr
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https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/tumeurs-des-os-et-des-articulations/tumeurs-osseuses-malignes#v41359174_fr
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https://www.msdmanuals.com/fr/professional/troubles-musculosquelettiques-et-du-tissu-conjonctif/tumeurs-des-os-et-des-articulations/tumeurs-osseuses-malignes#v41359181_fr
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Les phosphatases alcalines sont utilisées en tant que marqueur tumoral de ces
cancers osseux. Elles sont utilisées comme outil diagnostique, pronostique, et de suivi
dans la réponse aux traitements (58,59). En effet, on observe une augmentation du
taux sérique des PAL (totales et des PAL osseuses) en lien avec la progression de
ces tumeurs. Elles servent donc au diagnostic (couplées a la scintigraphie osseuse)
mais également au suivi de la progression de la maladie avant et apres traitement.
Des taux élevés sont en faveur d’un pronostic défavorable dans les tumeurs osseuses

malignes (58,60).
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2. Les PAL hépatiques :

a) Rappels physiologiques concernant la sécrétion biliaire

Les cellules parenchymateuses du foie - les hépatocytes - , se groupent en lobules.
Quel que soit le plan de coupe, les lobules hépatiques sont grossierement de forme

hexagonale, reflet de leur forme polyédrique dans I'espace (61).

Pour rappel ; Figure 6 : Schéma de coupe de lobule hépatique et sa double circulation (62);
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La vue en coupe d'un lobule hépatigue montre comment le sang en provenance de l'artére et de la veine portale
hépatique circule entre les travées d'hépatocytes en direction de la veine centrale. Les cellules hépatiques produisent de

la bile qui est dirigée par I'intermédiaire des canalicules biliaires vers les conduits biliaires.
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Figure 7 : Coupe de lobule hépatique vue au microscope électronique, (61)
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L’hépatocyte est une cellule polarisée, elle possede une face exposée au sang dont elle n’est séparée que par

un endothélium, c’est sa « membrane sinusoidale », et sur la face opposée elle constitue un réseau de canalicules

biliaires par accolement aux membranes hépatocytaires voisines par leur « membrane canaliculaire ».

Ainsi, I'hépatocyte recoit a la fois le sang porte et le sang hépatique dans la partie

sinusoidale de sa membrane, et sécrete la bile au niveau de sa membrane
canaliculaire, formant des canalicules biliaires qui mesurent environ 1 um de

diametre. Les principales étapes de la formation de la bile sont I'absorption des

acides biliaires et des ions du plasma a travers la membrane sinusoidale (il s’agit de



https://fr.wikipedia.org/wiki/Endoth%C3%A9lium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Canalicule_biliaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Canalicule_biliaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(biologie)
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leur entrée dans I'hépatocyte), leur transport a travers I'hépatocyte puis leur excrétion

via la membrane canaliculaire (excrétrice).

b) Localisation des PAL hépatiques ; implication clinique

Les PAL hépatiques sont situées sur la membrane hépatocytaire, et plus
particulierement sur la membrane canaliculaire de la cellule hépatique (63). Dans la
cholestase (diminution ou arrét de la sécrétion biliaire), I'élévation du taux sérique
de PAL est principalement due a une synthese hépatique accrue des
phosphatases alcalines et a leur libération dans le flux sanguin sinusoidal. Ainsi,
contrairement a ce que I'on pourrait croire, I'altération de I'excrétion biliaire n’est pas
seule a expliquer 'augmentation des PAL (64). C’est la raison pour laquelle
'augmentation des PAL est décalée dans le temps aprés obstruction biliaire — par
exemple en cas de lithiase biliaire — car cette élévation dépend de sa synthese
biochimique et non de son excrétion biliaire. La quantité d’acides biliaires présents
dans les hépatocytes semble étre le principal déterminant de I'activité et de la
sécrétion des PAL hépatiques (65—-67). Ainsi, lors d’'une cholestase hépatique, la
rétention hépatocellulaire d’acides biliaires augmente a la fois la synthése des PAL

et leur rejet dans la circulation sanguine plutét que dans la bile (63).

En plus de cette augmentation des PAL liée a celle des acides biliaires, leur activité
sur la surface hépatocellulaire, normalement confinée a la membrane
canaliculaire, se propage atoute la membrane sinusoidale. Elle est alors exprimée
sur toute la surface membranaire de I'hépatocyte (membrane canaliculaire et

sinusoidale), et son activité augmente dans le sérum (figure 8) (66,68).
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Figure 8 : Image de localisation des PAL sur des hépatocytes de rat, en

microscopie électronique, aprés induction de colchicine (simulateur de cholestase).

On y voit une activité intense de PAL sur les membranes canaliculaire et
sinusoidale de I'hépatocyte, 20 heures apres injection de colchicine, responsable
de cholestase.

C) Implication diagnostique ;

L’augmentation des PAL peut étre observée dans la plupart des pathologies
hépatiques et/ou biliaires (2,44). Afin de distinguer les augmentations de PAL d’origine
hépatique de celles qui sont d’origine osseuse , I'examen le plus utilisé est le dosage
de la gamma glutamyl transpeptidase (GGT), enzyme d’ailleurs plus sensible que la

PAL pour le dépistage des maladies hépatiques (46,69). Au cours des maladies du



42

foie en effet, les GGT sont constamment élevées dans le sang, sauf au cours des
exceptionnelles cholestases intra hépatocytaires ou ce taux reste normal (cholestase
gravidique, maladie hépatique génétique ...). Ainsi, 'augmentation des PAL associée
a 'augmentation des GGT (gamma-glutamyl-transpeptidases) est en faveur d’une
maladie hépatique, tandis qu’'une augmentation des PAL sans augmentation des GGT
doit faire évoquer une maladie osseuse (ou une exceptionnelle cholestase intra

hépatocytaire).

L’augmentation des PAL définit 'existence d’'une cholestase (il n’existe pas de maladie
cholestatiqgue sans augmentation des PAL, alors gu'il existe des augmentations de la
GGT ou de la bilirubine sans cholestase). Cette augmentation des PAL peut atteindre
jusqu’a 20 fois la normale. Les cholestases extra hépatiques, plus fréquentes, sont
dues a 'obstruction de la voie biliaire principale et sont causées par des lithiases ou
des tumeurs (cancer de la téte du pancréas, de la voie biliaire ou de I'ampoule de
Vater). Les cholestases intra hépatiques sont liées a une obstruction des voies biliaires
intra hépatiques (VBIH) ou plus rarement a une altération hépatocytaire. Ainsi,
I'atteinte des voies biliaires intra-hépatiques conduisant a leur destruction (appelée
histologiguement ductopénie en cas de destruction supérieure a 50% des canalicules
biliaires), peut-étre secondaire a des maladies dysimmunitaires comme la cholangite
biliaire primitive (CBP) et la cholangite sclérosante primitive (CSP) ou des hépatites
médicamenteuses (exemple de I'’hépatite a 'augmentin). La cholestase provoque une
toxicité hépatocytaire responsable de cytolyse. Ainsi, la cholestase est I'une des
premieres causes de cytolyse hépatique. A moyen terme la cholestase chronique est

une cause classique de cirrhose. Le rapport ALAT/PAL est parfois utilisé afin de savoir



43

si une hépatite est cholestatique (rapport ASAT/PAL < 2), cytolytique (rapport

ASAT/PAL > 7) ou mixte (rapport ASAT/PAL entre 2 et 7) (46).

d) Fonction des PAL hépatiques ;

Malheureusement, aucune fonction précise des PAL hépatiques n’est connue a ce
jour. Etant essentiellement situées au niveau de la membrane canaliculaire de
I'hépatocyte, nous présumons que leur élévation est le témoin d’une activité

métabolique hépatocytaire intense, potentiellement liée au transport membranaire.

3. Les PAL rénales :

Au niveau rénal, les PAL sont situées au sein de la membrane micro villositaire des
cellules des tubules proximaux, la ou le transport transmembranaire est majeur, lié a
la fonction méme du rein. En effet a ce niveau, I'urine primitive est évacuée du
glomérule vers le tubule contourné proximal ou certaines substances sont

réabsorbées, d’autres sont sécrétées, créant la quasi-totalité de I'urine définitive.

Les enzymes de la bordure en brosse de ces tubules proximaux - dont les
phosphatases alcalines - ainsi que des transporteurs, assurent ainsi la réabsorption

quasi compléte d’acides aminés et de sucres de l'urine primitive.

Le réle précis de ces PAL rénales est inconnu. Bien que leur augmentation ait été

observée lors de dommages rénaux tels qu’'une nécrose tubulaire aigue ou un rejet
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de greffe rénale (8,40), leur dosage dans cette indication n’apparait d’aucune utilité

en pratique.

4. Les PAL intestinales :

a) Localisation ;

Les phosphatases alcalines intestinales (PAI) se situent au niveau des membranes
cellulaires des microvillosités de la muqueuse intestinale de lintestin gréle
(17,70). Les entérocytes sont des cellules hautes et étroites, aux noyaux allongés et
dont le pdle apical est pourvu de microvillosités afin d'augmenter la surface de contact
extérieure. Leur role est un role d'échange. Les PAIl sont situées aux poéles apical
et basolatéral de I'entérocyte ainsi que sur les membranes de ses organites intra

cellulaires (71).

b) Fonctions des PAL intestinales ;

De nouvelles fonctions importantes ont été démontrées pour les PAI :

e Reégulation de I'absorption intestinale (72) :

Il est prouvé depuis les années 1950 que les PAI augmentent dans le sang et au
niveau de la muqueuse intestinale aprés I'ingestion d’'un repas riche en graisses (72).
Il a été démontré que cette augmentation post prandiale, physiologique, des PAI était
en lien avec leur réle dans la régulation de I'absorption lipidique intestinale

(2,40,73,74). Récemment, une étude chez des souris mutées pour le gene de la PAI


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ent%C3%A9rocyte
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concluait a un réle de limitation de vitesse d’absorption des graisses par les PAI,
les souris mutées étant devenues rapidement obéses apres l'ingestion de repas gras
(géne de la PAI « désactivé »). Le mécanisme précis de cette régulation n’est pas
connu (72). On connait également un role des PAL intestinales dans I'absorption

intestinale de la vitamine D, et ainsi que dans I’absorption calcique (75).

e Protection de la muqueuse intestinale :

La muqueuse duodénale est continuellement exposée au chyme gastrique, qui est
extrémement acide. Elle est protégée a la fois par une couche adhérente de mucus
et par la sécrétion de bicarbonates. Les bicarbonates sécrétés par I'entérocyte créent
un tel gradient de pH que la surface de I'entérocyte est proche de la neutralité, tandis
que les contenus digestifs sont trés acides. Le fait que les PAL soient plus exprimées
dans le duodénum que dans les autres segments de I'intestin et que son pH optimal
d’activité soit élevé (> 8), suggere fortement 'implication de cette enzyme dans la

sécrétion de bicarbonate et dans la régulation du pH duodénal local (76,77).

e ROle protecteur contre les chocs septiques d’origine intestinale

Le LPS est un composant de la paroi des bactéries Gram négatif abondantes dans le
tube digestif (78). Si le LPS atteignait la circulation sanguine en quantité trop
importante, il induirait une réaction inflammatoire systémique et un choc septique.
Les PAI ont une action déphosphorylante du LPS des bactéries, leur conférant ainsi
un réle de prévention du choc septique par les bactéries intestinales. Cette capacité
a déphosphoryler le LPS des bacilles gram négatif a été démontrée in vitro et

in vivo, entrainant ainsi la perte de sa toxicité,(79-81). Des données récentes
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étendent ce réle a plusieurs composeés bactériens connus pour induire des réponses
inflammatoires de I'néte (la flagelline - une protéine trouvée dans les flagelles
bactériens-, ainsi que les dinucléotides de type CpG - cytosine-guanosine non
méthylés - composants de 'ADN bactérien, et divers nucléotides libres comme I'ATP)
(71). Au total, les PAI sont responsables d’une déphosphorylation efficace des
microbiens (82), ce qui limite les réactions inflammatoires induites par certaines
bactéries, conférant aux PAI un role de régulateur de l'interaction entre I'épithélium
intestinal et la microflore commensale (83). L’équilibre et I'intégrité de la barriére
intestinale sont ainsi maintenues, fonction indirecte de protection de la

mugueuse intestinale (71).

) Implication clinique et thérapeutique ;

L’administration de PAI comme traitement de nombreuses maladies intestinales
inflammatoires telles que les MICI, colites etc... est sérieusement explorée. Tous les
travaux publiés a ce jour indiquent que la PAI exogéne administrée par voie orale,
entérale, intra-péritonéale ou intraveineuse - le plus souvent d’origine intestinale
bovine - , a des effets anti-inflammatoire puissants, tant au niveau intestinal (PAI
voie orale) que systémique (toutes voies d’administration), (71,84,85). En 2019, Lallés
et al. ont mené une revue de la littérature concernant l'utilisation potentielle des PAI &
des fins thérapeutiques (84), qu'il s’agisse de phosphatase alcaline intestinale bovine
isolée (bIAP), de bIAP recombinante ou de PA intestinale-placentaire chimérique
humaine recombinante (recAP) (86,87). Les reésultats de ces études étaient
satisfaisants, et montraient une réduction de I'inflammation intestinale (76,84,88).

En 2014, il a également été montré que la PAI réduisait notre sensibilité intestinale
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face aux agents pathogénes entériques en cas d’antibiothérapie (89). En effet, ils
ont observé que la supplémentation orale en PAI pendant le traitement antibiotique
(déstabilisant la flore intestinale et la rendant plus vulnérables aux infections
bactériennes) protégeait les souris des infections par Salmonella enterica
et Clostridium difficile. Les animaux ayant recu de I'PAI ont maintenu leur poids, ont
eu une sevérité clinique et une inflammation intestinales réduites et une survie
ameéliorée. Dans un essai humain, I'administration quotidienne de PAI sur une période
de 7 jours a des patients atteints de colite ulcérante a été associée a une amélioration
a court terme des scores d'activité de la maladie, et des effets bénéfiques cliniques
ont été observés dans les 21 jours et associés a des réductions de Protéine C-réactive
et de calprotectine dans les selles. Il est intéressant de noter que le traitement par PAI

exogene a été bien toléré sans signes de toxicité chez ces patients (90).

5. Les PAL germinales :

Les PAL germinales (GCAP), retrouvées de facon physiologique au niveau testiculaire
et ovarien, sont surtout connues pour leur présence au sein de certaines cellules
cancéreuses, sans en connaitre la fonction. La découverte par Fishman et al. de
I'isoenzyme «Regan» chez un patient atteint de cancer épithélial pulmonaire
disséminé a la fin des années 1960, a inauguré un champ d’exploration des PAL dans
le cancer (91). Cette isoenzyme «Regan» a souvent eu le qualificatif de « placental
like », du fait de son homologie totale avec la PALP placentaire (92). Les techniques
biochimiques ne permettent pas toujours de différencier la PLAP de la GCALP. La

GCAP a été retrouvée dans des tumeurs malignes des poumons, gastro-
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intestinales, des ovaires, de l'utérus et d'autres tissus. Seuls certains des patients

ayant ces tumeurs malignes produisent I'enzyme.

Peu de temps apres sa découverte, une autre PAL - avec de légeres différences dans
ses propriétés physico-chimiques - a été identifiée dans certaines tumeurs malignes.
Cette enzyme a été appelée isoenzyme «Nagao» (93) et reste tres comparable a la
PALP. On ne la trouve que chez une catégorie de patients atteints de tumeurs
particulieres, comme le séminome testiculaire, qui produit de grandes quantités de

l'isoenzyme «Nagao» (93-95).

Aucune utilisation courante du dosage de la GCAP n’est faite en oncologie.
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6. Les PAL placentaires :

Le placenta est un organe transitoire de la grossesse destiné a assurer les
échanges entre le fetus et le sang maternel parvenu a I'utérus via les artéres
utérines. Le foetus envoie son sang désoxygéné par I'intermédiaire de deux artéres
ombilicales qui se ramifient a la surface de la plaque choriale. Chaque vaisseau se
divise lui-méme au sein de cette plaque, puis plonge dans la chambre intervilleuse
sous forme de villosités choriales qui baignent dans le sang maternel, permettant les
échanges (Figure 9). Les circulations fcetale et maternelle peuvent étre

schématisées de maniére assez simple (Figure 10).

Figure 9 : lllustration des échanges foeto-maternels au sein du placenta ;
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Figure 10 : Représentation schématique d’'une coupe de placenta;
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a) Localisation des PAL placentaires (PALP)

Comme dans les autres tissus de I'organisme, les PAL placentaires sont
concentrées a la surface des villosités placentaires, dans le
syncytiotrophoblaste (96) (Figure 11). Lors des premiéres études histologiques du
placenta dans les années 1945, cette localisation principalement
syncytiotrophoblastique des phosphatases alcalines placentaires a été démontrée
sans équivoque par Dempsey et Wislocki (97), avant d’étre confirmée par plusieurs
auteurs (98-105). Au sein du syncytiotrophoblaste (98-105), Hulstaert et al ont

montré en 1973 que les PALP étaient principalement situées en regard des
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membranes apicale et basale, mais également au sein de vésicules
intracellulaires. Ces auteurs ont également montré leur présence - a un niveau
moindre - au niveau des membranes plasmiques du cytotrophoblaste (105)

(Figure 12).

Figure 11 : Localisation membranaire des PAL placentaires :

. VC = villosité choriale, VT= villosité terminale, IVS = espace intervilleux, STB =
syncytiotrophoblaste.

Image représentative montrant la localisation immunohistochimique de la phosphatase
alcaline placentaire dans le placenta humain a terme. Une forte coloration brune - a la
phosphatase alcaline marquée - est observée a l'interface entre la mere et le foetus, au
niveau du syncytiotrophoblaste
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Figure 12 : Image montrant la localisation des PAL au niveau des membranes
apicale et basale du syncitiotrophoblaste (STB), au sein de vésicules
intracellulaires du STB et sur la membrane plasmique du cytotrophoblaste. La
deuxiéme image est un grossissement du STB montrant des PAL également sur
les membranes d’organites intra cellulaires.

vc.

En microscopie eléctronique (grossissement x4.424) IS = espace intervilleux, S =
syncitiotrophoblaste, C = cytotrophoblaste, ICS = espace intercellulaire, SES =
espace sous epithélial, BL = membrane basale, VC = capillaire villeux, D =
desmosome
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En 2001, ces localisations ont été totalement confirmées en immuno-microscopie
électronique par Leitner et al (31). Ainsi, principalement situées dans la membrane
apicale du syncytiotrophoblaste - en brosse -, les PALP se trouvent exactement a
I'interface entre le tissu foetal des villosités et le sang maternel de la chambre

intervilleuse.

A noter que les PAL placentaires ont également été retrouvées a minima dans
d’autres tissus tels que la muqueuse intestinale fcetale et adulte (106,107), le col

utérin, les poumons ou encore le thymus (31,108).

b)  Variations du taux sérique des PAL pendant la grossesse ;

L’expression des phosphatases alcalines placentaires apparait dés le premier
trimestre de la grossesse (109), et son expression a recemment été détectée des 5
SA (6). Les PAL totales apparaissent ensuite en constante augmentation pendant
toute la grossesse. Une revue de la littérature a permis d’établir le 97.5¢ percentile
des taux des PAL en fonction du trimestre de la grossesse : 88 Ul/l au premier
trimestre, 126 Ul/l au second trimestre, 229 Ul/l au dernier trimestre (110). En
1995, Okesina et al. ont montré que cette augmentation est principalement due aux
PAL placentaires, témoignant de la multiplication et de la maturation des villosités
placentaires, mais également aux PAL osseuses (111) (Figure 13). Alors que
'augmentation des PAL placentaires - largement majoritaire - pourrait refléter
'augmentation physiologique de la surface d’échanges syncytiotrophoblastiques au

cours de la grossesse, l'origine de 'augmentation des PAL osseuses pendant la
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grossesse n’est pas connue. Celle-ci pourrait théoriquement étre le reflet d’'une

augmentation du métabolisme osseux maternel et/ou feetal (111).

Figure 13 : Détail de la répartition des différentes isoenzymes des PAL durant la

grossesse, en fonction de I'age gestationnel (111).
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Elévation des PAL totales le long de la grossesse, majoritairement en fin de grossesse.
Puis répartition des différentes isoenzymes des PAL en fonction du terme; on y voit en
orange sur le graphique 'ascension des PAL osseuses, surtout a partir de 32SA sur le
schéma de gauche, puis une augmentation moins importante a partir de 38 SA sur le

schéma de droite.
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C) Fonctions supposées des PALP;

Malgré de nombreuses études sur le sujet, la fonction des phosphatases alcalines
placentaires reste encore totalement inconnue. Les principales hypotheses actuelles

sont leur implication dans I'immunologie foeto-maternelle et la croissance cellulaire.

e Fonction immunologique dans le transfert des immunoglobulines G

Les travaux de Makiya et al. ont montré que les phosphatases alcalines placentaires
étaient capables de se lier a la portion Fc des immunoglobulines G humaines (IgG),
et également de les internaliser dans des cellules Hep2, cellules tumorales de
carcinome laryngé humain utilisées en pratique pour I'étude d’autoanticorps. Il est
donc supposé que les PALP auraient un réle dans le transfert des IgG de la
circulation maternelle vers le feetus, assurant ainsi une immunisation passive

pendant la grossesse, (112-115).

e Fonction dans la croissance cellulaire

Une autre hypothése est celle d’'un rble des phosphatases alcalines placentaires
dans la régulation de la division cellulaire. Les travaux de She et al. ont permis en
effet de montrer que les PALP stimulaient la synthése d’ADN et la prolifération de
fibroblastes foetaux humains et embryonnaires murins (116). De plus, les
phosphatases alcalines placentaires auraient également un effet positif sur la survie
cellulaire, majoré en présence de certains cofacteurs (117). Cet effet sur la
croissance cellulaire des PALP a également été montrée sur les cellules

cancéreuses (6,118).
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Plus récemment, une étude a suggéré que les phosphatases alcalines placentaires
pouvaient agir sur la croissance placentaire par I'intermédiaire de I'|GF (Insulin-Like
Growth Factor), puissant facteur de croissance placentaire. En effet, celui-ci est
normalement inhibé par ''GFBP1 phosphorylée (IGF Binding Protein 1) (119). En
déphosphorylant 'IlGFBP1, les PAL placentaires empécheraient celle-ci d’inhiber

I'lGF et favoriseraient donc la croissance placentaire.

IGF Secrete
L < —  IGF Phosphorylé &
<——PALP
IGF Biodisponible
i IGF Déphosphoryle
Croissance placentaire

Au total, 'ensemble de ces résultats semble indiquer que les phosphatases
alcalines placentaires pourraient étre des régulateurs de la croissance fecetale

et/ou placentaire.
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d) PAL placentaires et pathologies obstétricales ;

e Phosphatases alcalines placentaires et prééclampsie ;

Dans la prééclampsie, la recherche d’'une variation des PALP a été envisagée dés
les années 1960, lors de la découverte de 'isoforme placentaire des PAL. Les
premiéres publications évoquaient des PALP en dehors de valeurs normales,
gu’elles soient basses ou élevées (120) ou seulement élevées (121), mais sans
apporter de preuves chiffrées. Dans les années 1970 et suivantes, des études
comparatives observationnelles étaient plutot en faveur d’'une baisse des PALP
parmi les femmes présentant des complications a type d’hypertension ou de
prééclampsie. Spellacy et al, puis Adeniyi et al, ont montré des valeurs de PALP
significativement abaissées en cas de prééclampsie (122,123).Tandis que d’autres
auteurs évoquaient cette diminution sans apporter d’éléments objectifs (124,125).
Les données les plus récentes n’apportaient pas d’information supplémentaire
concernant le taux de PAL chez les femmes pré éclamptiques, qu’il s’agisse des PAL

totales ou des PAL placentaires dosées dans la salive (126,127).

e Phosphatases alcalines placentaires et petit poids de naissance

Vers les années 1990, cherchant de nouveaux marqueurs de trisomie 21 et d’issue
périnatale défavorable, plusieurs auteurs mettent en évidence un pourcentage
significativement plus élevé de femmes enceintes ayant des PAL placentaires au-
dessus de 2 MoM parmi celles qui accoucheront de nouveau-nés dont le poids de

naissance sera inférieur a 2500 g a la naissance. Pour Brock, ce pourcentage atteint
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35 vs 8% (p< 0.001) , pour Best il atteint 43 vs 22% (OR 2.6 (IC95%, 1.1-2.6))

(128,129).

Finalement, en dehors d’'un cas rapporté de retard de croissance intra-utérin sévere
avec PAL totales anténatales tres élevées a 1259 UI/L, par McErlean (130), aucun
auteur n’a étudié spécifiquement le lien statistique entre taux de PAL - qu’elles soient
placentaires ou totales - et la survenue d’un retard de croissance sévere défini par
une croissance inférieure a un faible percentile. Les études que nous avons citées
précédemment font en effet référence a un seuil de 2500g comme poids a la
naissance, ce qui a I'inconvénient majeur de méler nouveau-nés prématurés et
nouveau-nés hypotrophes, anomalies dont les mécanismes sont le plus souvent tres

différents.

e Phosphatases alcalines placentaires et prématurité

En 1995, Meyer et al. ont montré une association entre une élévation du taux de PAL
placentaires sériques maternelles entre 15 et 20 SA et la survenue d’un
accouchement prématuré avant 37 SA (131). Parmi les 270 femmes ayant accouché
prématurément en effet, la fréquence des PAL placentaires supérieures ou égales a
2.0 MoM était significativement augmentée (33 vs 14%, OR 2.9, IC 95% [2.1-3.9])
(131). La nature spontanée ou induite de la prématurité n’était pas explorée dans
cette étude. En 2001, Moawad et al. faisaient la constatation d’'un taux de PAL
totales plus souvent au-dessus du 90¢ percentile en cas d’accouchement prématuré
spontané avant 35 SA, avec une association d’autant plus forte statistiquement que

I'accouchement était plus prématuré (14.9 vs 3.3 %, OR 5.1 IC 95 [1.7 — 15.8]) (132).
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e PAL et Intervillite Histiocytaire Chronique (IHC)

De facon fortuite en 2010, Marchaudon et al. ont constaté a Lille des taux tres éleves
de PAL totales (supérieurs a 600 Ul/l) chez 10 des 18 femmes enceintes chez qui
ces PAL avaient été dosées et qui avaient présenté une intervillite histiocytaire
chronique, maladie rare du placenta liée a un exces de risque de fausses couches,
de retard de croissance sévere et de déces in utero (4). Finalement, 7 des 10
patientes dont les dosages de PAL étaient trés élevés ont bénéficié d’une
électrophorése des PAL, et celle-ci a montré leur origine placentaire dans tous les
cas (4).

Dans I'HC, le mécanisme précis des issues défavorables est méconnu mais
'examen anatomo-pathologique du placenta montre la présence massive
d’histiocytes dans la chambre intervilleuse (Figure 14). Pour Marchaudon et al.,
la présence trés excessive de PAL pendant la grossesse chez ces femmes pourrait
témoigner de Iésions du syncytiotrophoblaste qui seraient responsables d’'un
relargage des PAL par le syncytiotrophoblaste |1ésé vers le sang maternel de la
chambre intervilleuse. Ces Iésions pourraient étre suivies- ou précédées - de

I'afflux d’histiocytes puis de dépbts de fibrine (4).
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Figure 14 : Aspect microscopique de coupe de placenta atteint d’intervillite histiocytaire
chronique, comparée a celle d’'un placenta normal. Nos remerciements au Dr Devisme Louise

pour ces images.

Placenta normal Intervillite d’intensité massive

2SR
A Sy
histiocytes

La chambre intervilleuse (civ) est libre Les histiocytes comblent plus de 50 % de la
chambre intervilleuse

v = villosité, civ = chambre intervilleuse.
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e) PALP et pathologies non obstétricales

Les PALP pourraient étre un marqueur potentiel de différents cancers comme le
carcinome ovarien. Une étude menée récemment a montré une surexpression des
PALP dans le cancer séreux de 'ovaire, plutot liée a un meilleur pronostic. Il pourrait

s’agir d’'un outil supplémentaire pour améliorer I'approche thérapeutique, (133,134).
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CONCLUSION :

Les phosphatases alcalines (PAL) rassemblent un groupe d’'isoenzymes largement
répandues dans la nature, de la bactérie jusqu’a ’homme. Dans notre organisme,
elles se composent principalement de PAL hépatiques, osseuses, rénales,
intestinales, germinales (ou « placental like ») et placentaires. Elles catalysent la
méme réaction de déphosphorylation et dérivent toutes d’un géne ancestral
commun, puis de modifications post traductionnelles. Elles ont en commun d’étre
situées au contact des membranes cellulaires et des organites intra cellulaires,
auxquelles elles sont fixées par leur extrémité N terminale. Méme si leur fonction
reste mal connue, il semblerait qu’elles aient un role dans le transport
membranaire. Les PAL ont également un réle anti-inflammatoire majeur de par leur
capacité a déphosphoryler, et ainsi inactiver, des molécules pro-inflammatoires que
sont les nucléotides.

Alors que les PAL humaines sont majoritairement d’origine hépatique et osseuse, la
grossesse s’accompagne d’une apparition de PAL placentaires qui s’élévent
nettement depuis le premier trimestre jusqu’a 'accouchement. Ces PAL placentaires
sont concentrées au niveau du syncytiotrophoblaste, a la surface des villosités
placentaires qui assurent les échanges materno-feetaux. Leur r6le y est mal connu.
Dans certaines maladies rares du placenta comme lintervillite histiocytaire
chronique, leur élévation excessive dans le sérum maternel pourrait provenir d’'une
surexpression localisée de I'enzyme ou bien d’'un dommage du syncytiotrophoblaste
d’origine inconnue. En plus des causes hépatiques et osseuses, leur élévation chez

une femme enceinte doit dont faire donc évoquer une cause placentaire.
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Résumé :

Position du probléme : Les phosphatases alcalines (PAL) sériques s’élévent généralement en cas
de maladie hépatique et osseuse. Elles pourraient également étre tres augmentées en cas
d’intervillite histiocytaire chronique, maladie rare et grave du placenta ; leur rble y est totalement
inconnu.

Objectif : Afin d’éclairer nos connaissances concernant le placenta, faire la revue des connaissances
concernant cette enzyme dont les fonctions sont encore mal connues.

Matériel et Méthodes : Analyse de la littérature scientifique

Résultats : Dans I'espéce humaine, les PAL sont des enzymes de type glycoprotéique
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chromosomes soient concernés par leur synthése, elles paraissent dériver d’'un seul géne ancestral
commun et présentent des isoformes différentes selon les tissus. Elles sont concentrées dans les
membranes des cellules et des organites intracellulaires, auxquelles elles sont fixées par un
groupement glycosyl-phosphatidylinositol présent a leur extrémité N-terminale. Leur localisation fait
supposer un role dans le transport transmembranaire. Les principales causes d’élévation sont
hépatiques et osseuses. Leur élévation sérique peut étre le témoin d’'une hyperactivité tissulaire (os,
intestin) ou de dommages cellulaires (foie, rein).

Discussion : Comme dans les autres tissus de I'organisme, les PAL placentaires sont des enzymes
membranaires, concentrées a la surface des villosités, dans le syncytiotrophoblaste. Leur rble y est
mal connu. Leur élévation excessive en cas d’intervillite histiocytaire chronique pourrait provenir d’'un
dommage du syncytiotrophoblaste ou bien d’'une surexpression localisée de 'enzyme.
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