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Avant-propos
de la deuxieme édition

La biologie médicale évolue en ce moment a tous les niveaux : structure et fonctionnement
du laboratoire, automatisation/robotisation des phases préanalytiques et analytiques, assu-
rance/management de la qualité, responsabilité du biologiste au sein de I’équipe médicale... |l
en est de méme pour notre caeur de métier : I'exploration biologique des états physiopatholo-
giques chez I’Homme, qui s’enrichit d’année en année de la découverte de mécanismes biolo-
giques jusqu’alors méconnus (apoptose, régulation redox intracellulaire, marquage moléculaire
endogeéne...). Simultanément, les outils analytiques nouveaux facilitent I’accées a la recherche
ou au dosage de biomolécules auparavant inaccessibles, dont la fonction de biomarqueurs est
en cours de validation. C’est ainsi que la spectrométrie de masse sera prochainement présente
dans tous les laboratoires de biologie médicale.

Cette deuxiéme édition, traitant des marqueurs biologiques actuels et de leurs perspectives,
est un document a la fois actualisé et enrichi (7 chapitres nouveaux) de la version initiale parue
il y a seulement trois ans. L’objectif de cette réédition est effectivement de mettre a jour les don-
nées concernant les marqueurs biologiques récents afin de mieux encore les utiliser dans la pra-
tique quotidienne de la biologie médicale, et de compléter I'ouvrage en abordant de nouvelles
thématiques (marqueurs tumoraux, exploration du statut vitaminique...) et des domaines inno-
vants de la biologie médicale (protéomique et métabolomique, marqueurs de réponse et de toxi-
cité des traitements pharmacologiques...). Comme dans la premiére édition, il s’agit de présen-
ter les données théoriques et expérimentales des marqueurs biochimiques, et leur intérét dans
la stratégie de soin ou de prévention des pathologies. Il s’agit aussi d’aborder les marqueurs
biochimiques validés, pertinents et utiles, tout en présentant I'intérét potentiel de nouvelles
molécules qui pourront étre proposées aux biologistes et aux cliniciens dans un proche avenir.

Bien s0r, I'esprit du livre est resté le méme, tel qu’impulsé initialement et concrétisé au sein
de ’Association des enseignants de biochimie et biologie moléculaire (AE2BM) des facul-
tés de Pharmacie. Cet ouvrage confirme, s’il en était besoin, le dynamisme des équipes univer-
sitaires et hospitalo-universitaires de biochimie des facultés de Pharmacie, qui, avec I’appui de
collegues hospitaliers, se sont a nouveau mobilisées pour sa réédition, ont mis leur compé-
tence et leur savoir-faire en commun pour renforcer sa qualité didactique, et ainsi fournir un
outil scientifique et médical dédié a I’exercice au quotidien de la biochimie médicale. Que tous
les auteurs soient chaleureusement remerciés pour leur contribution !

Jean-Louis BEAUDEUX — Genevieve DURAND
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Liste des abréviations

17 OHP 17 hydroxyprogestérone AGE Produits de glycation avancée
2-DE Electrophorése bidimensionnelle AINS Anti-inflammatoire non stéroidien
3HB 3B-hydroxybutyrate ALB Albumine
3-MH 3-méthylhistidine ALDH Aldéhyde déshydrogénase
5-HTOL 5-hydroxytryptophol ALE Produits de lipoxydation avancée
5'-NT 5'-nucléotidase ALT Alanine aminotransférase
oFP Alpha-feetoprotéine (anciennement TGP ou ALAT)
aGST Alpha-glutathion S-transférase AMM Acide méthylmalonique
1GT Gamma glutamyl transférase AMPc Adénosine monophosphate cyclique
AAs Acides aminés AMPPD Adamentyl 1,2-dioxetane arylphosphate
AAT Alpha1 antitrypsine AN Acide nicotinique o
ABM Agence de la biomédecine ANAES Agen’ce natlpnale d’acc’redltatlon
ABTS 2,2'-azino-bis(éthylbenzothiazoline-6-sulphonate) et Qevaluaﬂo_n en santé devenue HAS .
Ac anti-HBc  Anticorps (IgG et IgM) dirigés contre ANCA AntltcorrLs'Iantl-cytoplasme des polynucléaires
totaux la nucléocapside HBc du virus de I’hépatite B neu rop res .
) ) e N APP Amyloid Precursor Protein
Ac anti-HBs  Anticorps dirigés contre I’'antigéne de surface HBs . o .
du virus de Ihépatite B ARA2 Antago’nlstes del anglot_ehsme Il ou Sartans
Ac Anticorps ARC Attaché d,e recherche Cllr?IQl:Ie .
ACAG Acéto-acétate ARH Ag_encg reglon'fl.le d’hospitalisation
ACAT Acylco'enzyme'A cholgstérol acyl-transférase ﬁgmm ﬁggen:fszr;lg:relque
ACR Album/n Cr_eat/nlne ratio . . ARPDD Association régionale pour la promotion
ACTH Corticotropine (adrenocorticotropic hormone) de la dialyse & domicile (établissement de santé
ADA American Diabetes Association privé a but non lucratif de Champagne Ardenne)
ADAG ATC-derived average glucose ASAT Aspartate aminotransférase
ADN Acide désoxyribonucléique ASE Agents stimulants de I’érythropoiése
ADNc ADN complémentaire AST Aspartate aminotransférase
AdoCbl 5'-désoxyadénosylcobalamine (anciennement TGO ou ASAT)
ADP Adénosine diphosphate ASTm Aspartate aminotransférase mitochondriale
AE Activité enzymatique ATP Adénosine triphosphate
AER Albumin Excretion ratio ATS Antithyroidiens de synthése
AFDPHE Association frangaise pour le dépistage AURA Association pour I'utilisation du rein artificiel
et la prévention des handicaps de I’enfant (établissement de santé privé a but non lucratif
AFSSAPS Agence frangaise de sécurité sanitaire d’lle-de-France)
et des produits de santé AVC Accident vasculaire cérébral
Ag HBs Antigéne de surface HBs du virus de I’hépatite B AVED Ataxie avec déficience isolée en vitamine E

XXVl



Biochimie médicale — Marqueurs actuels et perspectives

AVK
AVP
BCR
BH4
BHT

BK virus
BPC
BPF
BPL
BSP

C3

Cc4
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CETP
CFTR
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CGH-array
CH50
CHC
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CLF

CLHP

CLHP-SM

Antivitamine K

Arginine vasopressine ou ADH (antidiuretic hormone)
Bureau communautaire de référence
Tétrahydrobioptérine

Butylhydroxytoluene

Polyomavirus a ADN

Bonnes pratiques cliniques

Bonnes pratiques de fabrication

Bonnes pratiques de laboratoire
Bromosulfonephtaléine

Fraction C3 du complément

Fraction C4 du complément

College of American Pathologists

Cortisol Binding Globulin

Cobalamines
Cholécystokinine-pancréozymine

Cluster of differentiation 36

Crohn’s disease activity index

Transferrine désialylée (« carbohydrate-deficient
transferrin »)

Collection d’échantillons biologiques humains
CCAAT/enhancer-binding protein alpha
Cloned enzyme donor immunoassay

Centre d’évaluation et d’information sur

la pharmacodépendance

Protéine de transfert des esters de cholestérol
Cystic fibrosis transmembrane condutance
regulator

Chromogranine A

Comparative genomic hybridization array
Fraction hémolytique 50 % du complément
Carcinome hépatocellulaire

Créatine kinase

Clairance de 'alphat antitrypsine
Chromatographie liquide basse pression
Capacité latente de fixation

Chromatographie liquide haute pression
(haute performance)

Chromatographie liquide haute performance -
spectrométrie de masse

CLHP-SM-SM Chromatographie liquide haute performance -

CLIA
CLU
CM
CMH
CMIA

CMV
CN
CNAMTS

CNIL
CNSP

COFRAC
CPG
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spectrométrie de masse en tandem
Chimiluminescent-immunoassay

Cortisol libre urinaire

Chylomicron

Complexe majeur d’histocompatibilité
Chemiluminescent magnetic microparticle
immunoassay

Cytomegalovirus

Clarté nucale

Caisse national d’assurance maladie

des travailleurs salariés

Commission nationale informatique et libertés
Commission nationale des stupéfiants

et des psychotropes (appartient a I’Afssaps)
Comité frangais d’accréditation
Chromatographie en phase gazeuse

CPG-SM

CPP
CPY2E1
CR

CRCM

CRF
CRH
CRISTAL

CRP
CS
CS-Tf
CT
CTF
Ccv
Cx

CYP2A6
CYP2A6
DA
DAP
DBP
DC
DCCT
DCP
DEAE
DFG
DG
DHEA
DIC
DIN
DIT
DMOS
DMTA1
DNN
DNPH
DOC
DoE
DP
DPA
DPCA
DPD
DPPP
DT1
DT2
DTP
DXM
EALT
EAST
EBPG
EBV
ECBU
ECG

Chromatographie gazeuse —

spectrométrie de masse

Comité de protection des personnes
Cytochrome P-450 2E1 (protéine)
Cross-réactant ou molécule interférente dans
une réaction croisée

Centre de ressources et de compétences

de la mucoviscidose

Corticotropin releasing factor

Hormone de libération de ’ACTH (corticolibérine)
Registre national des patients greffés rénaux
et de patients en attente de greffe, en relation
avec I'agence biomédecine

C-reactive protein (protéine C-réactive)
Coefficient de saturation

Coefficient de saturation de la transferrine
Cholestérol total

Capacité totale de fixation du fer par la transferrine
Coefficient de variation

Carnitine substituée avec un acide gras dont
le nombre de carbones est x

Cytochrome P-450 2A6 (géne)

Cytochrome P-450 2A6 (protéine)

Dopamine

DMT1 Associated Protein

Vitamin D binding protein

Acide dicarboxylique

Diabetes Control and Complications Trial
Décarboxyprothrombine

Diéthylaminoéthyl

Débit de filtration glomérulaire

Diabéte gestationnel
Déhydroépiandrostérone

Diabete insipide central

Diabéte insipide néphrogénique
Di-iodotyrosyl

Diverses mesures d’ordre social

Divalent Metal Transporter 1

Dépistage néonatal

Dinitrophénylhydrazine

Désoxycorticostérone

Degré d’extréme

Dialyse péritonéale

Dialyse péritonéale automatisée

Dialyse péritonéale continue ambulatoire
Dihydropyrimidine déshydrogénase
Diphénylpyrénylphosphine

Diabeéte de Type 1

Diabete de Type 2

Thiamine diphosphate

Dexaméthasone

Activité alanine aminotransférase érythrocytaire
Activité aspartate aminotransférase érythrocytaire
European Best Practice Guidelines

Epstein Barr Virus

Examen cytobactériologique des urines
Electrocardiogramme
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EDTA
EE
EER
EGF
EGR
EIA
ELISA
ELU
EMA

EMCDDA

EMIT
EPO
ERBP
ERN
ERO
ESI
EtG
ETK
EtS
FAD
FAEEs
FAV
FDA
FGF

Fl

FIA
FITC
FLU
FMN
FMOC
FSH
FT-ICR
FTIR
G6PDH
GABA
GAD
Gas
GBEA

GCK
GC-MS

GFAP
GGT
GHB
GHBP

GHD
GHR
GH-RH

GLDH
GLP1
GLUT

Acide éthyléne diamine tétra-acétique
Entéropathie exsudative

Epuration extra rénale

Epidermal growth factor

Activité glutathion réductase érythrocytaire
Enzyme-immunoassay

Enzyme linked immunosorbent assay
Substance E (cortisone) libre urinaire
Agence européenne du médicament
(European Medicine Agency)

European Monitoring Centre for drugs and drugs
addiction

Enzyme-multiplied immunoassay technique
Erythropoiétine

European Renal Best Practice

Espéces réactives de I'azote

Especes réactives de I'oxygéne
Electrospray ionization

Glucuronide d’éthyle

Activité transcétolasique érythrocytaire
Sulfate d’éthyle

Flavine adénine dinucléotide

Esters éthyliques d’acides gras

Fistule artérioveineuse

Food and Drug administration

Fibroblast growth factor

Facteur intrinseéque

Fluoro-immunoassay

Isothiocyanate de fluorescéine

Substance F (cortisol) libre urinaire

Flavine mononucléotide
9-fluorénylmethyloxycarbonyl

Hormone folliculostimulante

Fourier transform — ionic cyclotronic resonance
Fourier transform Infrared spectroscopy
Glucose 6-phosphate déshydrogénase
Acide gamma aminobutyrique

Glutamic acid decarboxylase

Growth arrest-specific protein

Guide de bonne exécution des analyses
de biologie médicale

Glucokinase

Chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse

Glial Fibrillary Acidic Protein
Gamma-glutamyltransférase

Gamma hydroxybutyrate

Protéine de liaison a la GH : Growth Hormone
Binding Protein)

Déficit en GH

Récepteur de la GH

Hormone de libération de la GH (somatolibérine ;
somatocrinine)

Glutamate déshydrogénase (EC 1.4.1.3)
Glucagon-like peptide-1

Glucose transporter

GnRH

GNRI
GO
GPX
GSH
GSSG
HAMA
HAMP
HAP
HAS
HbA1c
HbCO
HBD-2
HbS
HC
HC
hCG
hCGp
HCP1
HCS
Hcy
HD
HDL

HGF
h-GH

HGPIV
HGPO
HH
HHS
HIC

HL

HLA
HMG-CoA
réductase
HNE
HNF
HODE
HOMA
HPLC
HPODE
HSP
HSV
HTA
IA-2

IAA
IADPSG

IATA

IC

1C95 %
ICA
ICG
ICH
IDL

Liste des abréviations

LH-RH, hormone de libération des gonadotrophines
(gonadolibérine ou lulibérine)

Geriatric Nutritional Risk Index

Glucose oxydase

Glutathion peroxydase

Glutathion réduit

Glutathion oxydé

Human anti-mouse antibody

Hepcidine Antimicrobial Peptide
Hyperaldostéronisme primaire

Haute autorité de santé

Hémoglobine A1 glyquée
Carboxyhémoglobine

B-défensine 2

Hémoglobine S

Haptocorrine

Hypothyroidie congénitale

Hormone gonadotrophine chorionique
Sous-unité B libre de 'hCG

Heme Carrier Protein 1

Hyperplasie congénitale des surrénales
Homocystéine

Hémodialyse

High Density Lipoprotein — Lipoprotéines de haute
densité

Hepatocyte Growth Factor

Hormone de croissance (humaine) ou STH
(somatotropine)

Hyperglycémie provoquée par voie intraveineuse
Hyperglycémie provoquée par voie orale
Hypothalamo-hypophysaire
Hypothalamo-hypophyso-surrénalien
Hémorragie intracranienne

Hydroperoxyde lipidique

Human Leukocyte Antigen
Hydroxymeéthyl-glutaryl-coenzyme A réductase

Hydroxynonénal

Hepatic nuclear factor

Acide hydroxyoctadécadiénoique
Homeostasis model assessment

High Pressure Liquid Chromatography
Acide hydroperoxyoctadécadienoique
Heat shock protein

Herpes simplex virus

Hypertension artérielle

Insulinoma associated protein

Insulin auto-antibody

International Association of Diabetes
and Pregnancy Study Groups
International Air Transport Association
Immuncomplexe

Intervalle de confiance 95 %

Islet cell antibodies

Vert d’indocyanine

International Conference of Harmonization
Lipoprotéines de densité intermédiaire

XXIX



Biochimie médicale — Marqueurs actuels et perspectives

ID-MS Isotype dilution-mass spectrometry

IEC Inhibiteur de I’enzyme de conversion

IEF Isoélectrofocalisation

IFCC International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine

IGF Facteur de croissance analogue a I'insuline
(IGF-1 : somatomédine C)

IHC Insuffisance hépatocellulaire

IL Interleukine

IL-1 Interleukine-1

IL-1Ra Récepteur antagoniste a I'lL-1

IMAO Inhibiteur de la monoamine oxydase

IMC Indice de masse corporelle

INR International Normalised Ratio

IPE Insuffisance pancréatique exocrine

IPF Insulin promoter factor

IPG Immobilized pH gradient

IRA Insuffisance rénale aigué

IRC Insuffisance rénale chronique

IRCT Insuffisance rénale chronique terminale

IRE Iron Responsive Element

IRE-BP IRE - Binding Protein

IRM Imagerie structurale par résonance magnétique

IRMA Dosage radioimmunométrique

IRMM Institute for Reference Materials
and Measurements

IRP Iron Regulatory Protein

IRS Insulin receptor substrate

IS Immunsérum

IS International standard

ISO International Organization for Standardization

ITT Test d’hypoglycémie provoquée par I'insuline
(Insulin Tolerance Test)

IUB International Union of Biochemistry

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

v Intraveineuse

JDF Juvenile Diabetes Fundation

K/DOQI Kidney Disease Outcomes Quality Initiatives

kDa Kilodalton

KDIGO Kidney Disease Improving Global Outcomes

KGDH a-cétoglutarate déshydrogénase

LADA Latent autoimmune diabetes in adults

LAP Leucine aminopeptidase

LBA Liquide broncho-alvéolaire

LBM Laboratoire de biologie médicale

LC Liquid chromatography

LC/MS Chromatographie liquide couplée

a la spectrométrie de masse
LC/MS-MS  Chromatographie liquide couplée
a une spectrométrie de masse en tandem

LCAT Lécithine cholestérol acyl transférase

LCC Longueur cranio-caudale

LDH Lactate déshydrogénase

LDL Lipoprotéines de basse densité — Low Density
Lipoprotein

LH Hormone lutéinisante

LOCI Luminescent oxygen channeling immunoassay

XXX

Lp(@)
LPH
LPL
Lp-PLA2
LSD
LT
MA
MALDI
MAO-A
et MAO-B
MBDB
MBP
MC
MCJ
MDA
MDA
MDEA
MDMA
MDRD
MEC
MeCb
MEGX
MEOS

Met
MGP
miARN
MICI
MILDT

MIT
MMP
MODY
MoM
MRC
MS
MS/MS
MUP
NAD
NADP
NAFLD
NAM
NASH
NGAL
NGSP
NIST
NKDEP
NKF
NMN
NO
nPNA

NRI
NSE
NTP
OCT
OEDT

Lipoprotéine (a)

B-lipotropin

Lipoprotéine lipase

Phospholipase A2 associée aux lipoprotéines
Diéthylamide de I'acide lysergique
Leucotriene

Maladie d’Alzheimer

Matrix-assisted laser desorption/ionization
Mono amino oxydases A et B

Méthylbenzodioxyazolylbutanamine

Myelin Basic Protein

Maladie de Crohn

Maladie de Creutzfeldt-dakob
Malondialdéhyde
Méthylenedioxyamphétamine
Méthylenedioxyéthamphétamine
Méthylenedioxyméthamphétamine
Modification of the Diet in Renal Disease
Matrice extracellulaire

Méthylcobalamine

Monoéthylglycinexylidide

Systeme microsomal d’oxydation de I’alcool
(« Microsomal Ethanol Oxidizing System »)
Méthionine

Matrix Gla-protein

MicroARN

Maladie inflammatoire chronique de I'intestin
Mission interministérielle de lutte contre la drogue
et la toxicomanie

Mono-iodotyrosy!

Métalloprotéase matricielle

Maturity-onset diabetes of the young

Multiple de la médiane

Maladie rénale chronique

Mass spectrometry

Spectrométrie de masse en tandem
4-méthylombelliferyl phosphate

Nicotinamide adénine dinucléotide
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
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a médecine moderne, afin d’améliorer le diagnostic des mala-

dies ou leur traitement et dans un souci d’efficacité comme de
sécurité, fait de plus en plus appel a I’analyse de parameétres bio-
logiques du malade. Ces parametres constituent des indicateurs
biologiques de Iétat du sujet, appelés marqueurs biologiques. La
discipline consistant a étudier les marqueurs biochimiques est la
Biochimie clinique dite Chimie clinique pour les Anglo-Saxons.
Cette discipline dynamique est complémentaire de la biochimie
pathologique qui étudie les aspects cellulaires et moléculaires
des maladies (Delattre et al., 2003). La biochimie clinique connait
depuis des années un développement considérable, portée par
les progrés des connaissances fondamentales des mécanismes
des maladies et des méthodes de chimie analytique. L’utilisation
de ces marqueurs sort du cadre de ’homme malade pour s’inté-
resser a I’lhomme sain, soit pour définir son état physiologique ou
sa prédisposition aux maladies, soit pour des études d’impact de
I’environnement.

1 m QU’EST-CE QU’UN MARQUEUR
BIOLOGIQUE ?

Un marqueur d’une maladie devrait étre un composé présent
dans les fluides biologiques des malades mais absent de ceux
des sujets sains. Toutefois cette définition s’avére un leurre uto-
piste. Entre une cellule normale et une cellule malade il ne peut
exister que des différences quantitatives, mais qui parfois sont
suffisamment énormes pour ne permettre la détection de ce com-
posé, par des méthodes classiques, que chez les seuls sujets
malades. Un marqueur sera donc un composé biochimique dont
les teneurs chez un ensemble homogene de malades, sont statis-
tiquement tres éloignées de celles d’un ensemble de sujets sains,
donnant un caractére discriminant a sa mesure. Toutefois il faut
garder a I’'esprit qu’il ne s’agit que d’une différence statistique et
que la présence de faux positifs et de faux négatifs ne peut pas la
plupart du temps étre évitée (figure 1).

La nature de ces marqueurs est extrémement variable et
reflete toutes les catégories de molécules biologiques existan-
tes, toutefois les protéines étant les plus nombreuses de ces
molécules, la majorité des marqueurs biologiques se recruteront
en leur sein.

2m COMMENT UN PARAMETRE
BIOCHIMIQUE DEVIENT UN MARQUEUR ?

Il existe de nombreux mécanismes qui peuvent faire varier une
constante biologique lors d’une maladie et permettre son utilisa-
tion comme marqueur. Pour les métabolites en dehors des excés
de synthése ou de catabolisme, il peut s’agir d’'une anomalie d’un
transporteur membranaire empéchant son entrée dans les tissus
et donc son accumulation dans le plasma. C’est le cas du glucose
augmentant lors du diabéte par manque d’insuline activant les
transporteurs. Un cas général est celui des barrages métaboli-
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Figure 1 m Un marqueur biologique permet de différencier
statistiquement une population saine d’une population malade
avec toutefois fréequemment la présence de faux positifs

et de faux négatifs.

ques dus a des baisses importantes d’activités enzymatiques
acquises ou héréditaires qui entrainent une accumulation tissu-
laire et périphérique du métabolite non utilisé. Il passe alors par
des voies mineures du métabolisme qui, devenant prépondéran-
tes, produisent des quantités inhabituelles de métabolites rares.

Les teneurs en protéines peuvent varier aussi pour de multiples
raisons (figure 2) : anomalies de synthése par dérégulation de
I’expression de leur géne, anomalies de maturation, modifications
sous I'action d’un excés de métabolites réactifs comme lors de la
glycation, accélération de leur destruction par le protéasome.
Généralement ces anomalies sont intracellulaires et ne seront
aisément détectées dans le sang que pour les protéines de sécré-
tion. Un mécanisme général aboutissant a une augmentation
plasmatique du taux de certaines protéines est la cytolyse, méca-
nisme au cours duquel la membrane cellulaire laisse sortir les pro-
téines et parfois éclate. Le dosage d’une protéine, souvent une
enzyme, particulierement abondante dans un tissu particulier,
permettra alors un diagnostic spécifique du tissu atteint. Une
attaque par des protéases activées lors d’un processus patholo-
gique pourra aussi libérer dans la circulation des protéines
ancrées dans les membranes.

Par contre, il faut se méfier des changements d’hydratation
importants entrainant une augmentation générale des concentra-
tions apparentes de tous les constituants du plasma sanguin en
cas de déshydratation ou une dilution en cas d’hyperhydratation.

Les variations des constituants du sang se retrouveront sou-
vent dans I'urine qui constitue aussi un liquide analysé a la recher-
che de marqueurs de maladies. Le passage dans 'urine n’est pas
passif, mais régulé par le néphron qui constitue une barriere pour
les protéines et réabsorbe une grande partie des métabolites.
L’analyse de ces parameétres permettra ainsi d’avoir une idée de
I’intégrité du rein.
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Figure 2 m Quelques-uns des mécanismes pouvant expliquer la variation d’'un marqueur de type métabolite (A) ou protéine (B).

3 m LES DIFFERENTES CATEGORIES
DE MARQUEURS

3.1. Les marqueurs de risque

Les variations de ces marqueurs biologiques ne sont pas les con-
séquences des perturbations dues a une maladie, mais font sou-
vent partie des mécanismes initiaux créant la maladie. lls sont trés
importants lors d’étude sur les causes des maladies, pour
démontrer le lien réel avec le mécanisme biologique mis en évi-
dence par des questionnaires ou enquétes statistiques. C’est
pourquoi ces marqueurs sont de plus en plus utilisés lors des étu-
des épidémiologiques, car ils pourront étre prélevés dés le début
des études plusieurs dizaines d’années avant I'apparition des
symptomes.

3.2. Les marqueurs d’exposition

La biologie peut permettre de mesurer I’exposition d’un individu a
un agent toxique apporté par le comportement (tabac, alcool),
I’environnement ou le travail. Le plus souvent, on mesurera direc-
tement la teneur du composé dans les fluides biologiques (ben-
zene dans le sang), mais il est aussi possible de mesurer des
métabolites (cotidine pour I'imprégnation tabagique) ou des enzy-
mes spécifiquement induits par ce toxique (gamma glutamyl
transférase pour I'imprégnation alcoolique).

3.3. Les marqueurs des systémes de défense

Les capacités d’un sujet a se défendre contre les agents infec-
tieux, mais aussi a éliminer un agent toxique ou a en réparer les

dégats, lui permettront de présenter un plus ou moins grand ris-
que de développer des maladies au cours de sa vie. Dans I’'ana-
lyse des facteurs de risque on pourra donc utiliser la mesure de
I'immunité non spécifiqgue ou spécifique (souvent en réponse a
une vaccination), comme les capacités de détoxification (cyto-
chromes, glutathion transférases...), ou les capacités de répara-
tion (capacités de réparation de I’ADN par exemple).

3.4. Les marqueurs de statut nutritionnel

Le statut est censé étre la teneur globale du corps en un com-
posé, souvent un nutriment, dont la mesure reflétera le statut
carencé, normal ou excédentaire. Ces mesures qui permettent de
calculer un risque biologique de carence sont souvent comparées
aux apports alimentaires qui permettent de calculer un risque dié-
tétique. On distinguera les marqueurs directs de statut consistant
a doser le nutriment dans le sang, des marqueurs indirects con-
sistant a doser des métabolites ou activités enzymatiques dépen-
dant étroitement du taux de ce nutriment. On pourra aussi étudier
des conséquences plus globales du comportement alimentaire
comme la mesure des taux de glucose ou de cholestérol qui font
partie des marqueurs des risques nutritionnels, comme la mesure
de protéines a vie courte (Protéine C-réactive ou CRP, préalbu-
mine) comme reflet d’un apport protéique insuffisant.

3.5. Les marqueurs de polymorphisme
génétique

Les progrés de la biologie moléculaire et de la génétique permet-
tent de définir des variantes d’un gene retrouvées lus fréquem-
ment dans certaines maladies. L’analyse de ces polymorphismes



© Lavoisier — La photocopie non autorisée est un délit

génétiques a risque, risque plus ou moins fort selon la pénétrance
du géne, se développe trés vite en médecine. Ces polymorphis-
mes sont souvent des mutations ponctuelles sur une position
d’un nucléotide du géne et il faudra distinguer les deux sortes
d’homozygotes, des hétérozygotes. Mais il peut aussi s’agir de
délétion ou de répétition. Toutefois ces analyses génétiques sont
actuellement réservées a des familles a risque de maladies héré-
ditaires et réalisées sur la demande d’un généticien. La recherche
de la fréquence de ces polymorphismes dans les maladies est par
contre une voie de recherche actuelle trés forte particulierement
pour l'industrie pharmaceutique a la recherche de nouvelles
cibles de médicaments.

3.6. Les marqueurs prédictifs

La mesure de ces parametres est censée indiquer le risque de
maladie, qui souvent se traduira par un taux relatif d’augmenta-
tion de ce risque par rapport a I’ensemble de la population (Odd
ratio, RR). Souvent on utilisera un score calculé par la mesure
d’un ensemble de parametres, faisant souvent partie des facteurs
de risque. Par contre ces marqueurs ne possedent un caractere
prédictif fiable que lorsqu’ils sont utilisés sur un grand nombre de
sujets et ne doivent donc étre appliqué a prédire le risque pour un
seul individu qu’avec beaucoup de prudence, malgre la pression
de la médecine dite prédictive vers une telle utilisation. En effet
beaucoup de ces maladies ne relévent hélas pas d’un traitement
possible et de plus un type génétique n’est qu’un facteur insuffi-
sant a lui seul pour déclencher le processus pathogene qui
dépendra aussi d’autres génes, du mode de vie, de la nutrition et
des infections (De Bouvet et al., 2006).

3.7. Les marqueurs diagnostiques

Ce sont les plus souvent mesurées des constantes biologiques,
ceci dans le but d’aider le clinicien a établir son diagnostic, de la
méme maniére que les images obtenues par diverses sources de
rayonnements et que les examens électrophysiologiques. Il fau-
dra garder a I’esprit que de nombreux phénomeénes perturbant les
constantes biochimiques, telle I'inflammation, se retrouvent dans
des maladies diverses ; on aura alors un marqueur de syndrome
et non pas de maladie. Les marqueurs de diagnostiques se répar-
tiront aussi en marqueurs rapides, perturbés tres tot dés le début
des signes cliniques mais souvent de fagon fugace, et en mar-
queurs lents dont I'anormalité persistera plusieurs semaines
apres le début de la maladie. L’analyse simultanée de plusieurs
de ces marqueurs permettra de préciser I’évolution de la maladie
(voir exemple figure 3).

3.8. Les marqueurs de suivi thérapeutique

Il est parfois utile de suivre I'efficacité d’un traitement par des
mesures de constantes biologiques pour en moduler la dose et la
durée. Ce suivi peut étre obtenu soit en mesurant des paramétres
biochimiques reliés au mécanisme d’action du médicament ou a
I’intensité de la maladie, soit en dosant le médicament ou ses
métabolites dans les milieux biologiques.

Les marqueurs biologiques, définitions et concept
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Figure 3 m Evolution relative des marqueurs aprés

une inflammation aigué (SAA : Sérum Amyloide A ;

CRP : C-Reactive protein).

3.9. Les marqueurs de pronostic

Ces parameétres biologiques permettent d’établir un score de gra-
vité et de prédire la rapidité d’évolution et les chances de guérison
ou de survie du malade. lls seront trés utiles au clinicien pour
choisir I'acte thérapeutique en pesant le rapport bénéfice/risque.

4 m LES CRITERES ET L’EVALUATION
D’UN MARQUEUR BIOLOGIQUE

Un marqueur de qualité doit non seulement varier au cours des
maladies, mais le faire de maniére rapide, spécifique et sensible.
Mais ces qualités biologiques ne seront exploitables en clinique
que si les méthodes de mesure de ce marqueur s’averent elles-
mémes dotées de qualités analytiques suffisantes. Les qualités
analytiques ont fait I'objet de protocoles recommandés par des
sociétés savantes comme la Société Francaise de Biologie Clini-
que (SFBQC), telle la méthode d’évaluation Valtec (Vassault et al.,
1986). Les points clés d’une méthode seront sa sensibilité, sa pré-
cision, sa reproductibilité intra ou inter laboratoires, sa fiabilité. La
précision ou fidélité mesure la dispersion des résultats des mesu-
res d’un parametre dans des conditions déterminées. La préci-
sion est exprimée par le coefficient de variation CV qui est égal a
I’écart type en pourcentage de la valeur moyenne. |l serait souhai-
table de mesurer ces criteres pour des teneurs basses et des
teneurs hautes en marqueur. Selon les conditions, on distinguera
la répétabilité ou reproductibilité intrasérielle, dans laquelle I’'ana-
lyse est reproduite au moins 30 fois consécutive au sein d’'une
méme série (mMéme expérimentateur, méme réglage d’appareil,
mémes réactifs), la reproductibilité intersérielle, ou de jour en jour,
dans laquelle le méme échantillon est analysé chaque jour dans



Biochimie médicale — Marqueurs actuels et perspectives

une série de dosages différents et enfin la reproductibilité interla-
boratoire dans laquelle un méme échantillon est analysé dans plu-
sieurs laboratoires par la méme méthode. La justesse de la
méthode ou exactitude mesure la différence entre la valeur trou-
vée et la valeur «réelle » théorique. La moyenne des mesures
d’un échantillon certifié est comparée a la valeur indiquée par
I’organisme publique ou privé ayant fourni I’échantillon de réfé-
rence ou comparée a la moyenne des valeurs du méme échan-
tillon mesuré par une méthode dite de référence et exprimée par
le coefficient de récupération. En effet, a défaut d’échantillon ou
de méthode de référence, il est possible de rajouter a un échan-
tillon biologique une quantité connue du marqueur et d’en mesu-
rer la récupération. La limite de détection (ou quantité minimale
détectable non quantifiable) égale par convention a trois fois la
valeur du bruit de fond et la limite de quantification, proche de la
limite de linéarité, seront déterminées afin de préciser les limites
d’utilisation de I’analyse. La connaissance des autres pathologies
ou des traitements entrainant des faux positifs ou des faux néga-
tifs devra étre recherchée pour préciser la sensibilité et la spécifi-
cité, tout comme I'absence d’interaction pharmacologique ou
analytique avec les traitements les plus courants. Ces méthodes
tendent a étre standardisées par des commissions ou des socié-
tés savantes aboutissant a des méthodes recommandées dont la
bonne réalisation peut étre établie par I'assurance qualité, vérifiée
par des étalons de référence et suivie par un contrdle de qualité
volontaire mais aussi obligatoire réalisé sous le controle de I'AFS-
SAPS et dans une démarche qualité décrite dans un Guide de
Bonne Exécution des Analyses de biologie médicale (GBEA,
1999). Afin d’assurer une biologie de qualité, les instruments et
réactifs destinés a I’analyse des milieux biologiques humains doi-
vent disposer d’un agrément Européen, figuré par le marquage
CE (Directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs médi-
caux de diagnostic in vitro).

Enfin la méthode doit étre pratique, si possible automatisable,
et de plus en plus d’un co(t raisonnable. En effet I’évaluation du
colt de la biologie est de plus en plus surveillée aussi bien dans
les hépitaux publics que dans le privé. Les probléemes de co(t
sont rendus plus aigus par le fait que I'introduction d’un nouveau
marqueur plus performant ne supprime hélas pas assez souvent
la prescription des marqueurs préexistants et ne fait qu’alourdir la
composition des bilans biologiques. Les biologistes doivent donc
s’investir de plus en plus dans la formation des jeunes cliniciens
et I’obtention de consensus de prescription.

L’interprétation par le clinicien de la concentration d’un mar-
queur biologique nécessite de connaitre les variations physiologi-
ques de ce parameétre qui vont dépendre de I'Age, du sexe, de
rythmes biologique (heure, période), de I'état de jeun ou post-
prandial, des états de grossesse et parfois du mode de vie (tabac,
alcool, altitude...) (tableau 1) (Métais et al., 1997). On essaiera
aussi de limiter le nombre de ces variables par exemple en préle-
vant tous les sujets le matin a jeun pour éviter I'effet du rythme
nycthéméral et des repas. Le nombre de parameétres influengant
les constantes biologiques est tellement élevé qu’il est difficile de
définir un sujet sain, et qu’il faudrait un nombre de catégories
considérables. C’est pourquoi pour évaluer un marqueur biologi-
que on le comparera non pas a des valeurs dites « normales »

Tableau 1 m Facteurs de variation d’'un marqueur biologique.

variations

, . conservation du prélevement, anticoagulant
pré-analytiques

variations pré instrumentales : prise
d’échantillon, de réactifs, température

variations variations instrumentales : longueur d’onde,
analytiques détecteur...
précision intra-sérielle, inter-sérielle,
inter-laboratoire
variations intra-individuelles : repas, rythmes
. nycthéméraux, stress, exercice
variations L . s . .
. . variations inter-individuelles : taille, poids, sexe,
biologiques

age, grossesse
environnement, habitudes (tabac, alcool...)

mais a des valeurs dites « usuelles ». Lorsque ces valeurs sont
établies sur une population particulierement sélectionnée pour
éviter toute anomalie on parlera alors de valeurs de « référence »
de la constante biologique. Plusieurs ouvrages recensent ces
valeurs de référence, soit par marqueurs biochimiques (Kamoun
et Frejaville, 2002), soit par pathologie (Dore, 1994).

Ces valeurs usuelles dépendront fortement de la méthode
d’analyse utilisée et il sera donc capital de comparer les valeurs
mesurées chez le malade a des valeurs usuelles obtenues par la
méme technique.

5m LES LIMITATIONS DES MARQUEURS
BIOLOGIQUES

De nombreux facteurs limitent I'utilisation des marqueurs biologi-
ques en médecine. Il s’agit de facteurs liés a la méthode utilisée,
comme un manque de sensibilité ou de spécificité, mais surtout
de facteurs biologiques, telle la difficulté d’acces aux variations
du compartiment intracellulaire au sein duquel se produisent
pourtant I'essentiel des modifications biochimiques pathogénes.
L’acces aux tissus est trés difficile ou réduit a des biopsies de
quelques microgrammes, rendant impossible les dosages. De
plus, les tissus sont composés de nombreux types cellulaires et
la biopsie peut aussi bien ramener un tissu noble, que des vais-
seaux ou un tissu fibreux de remplacement. Or de nombreuses
anomalies sont limitées a une partie d’un tissu. Parfois il serait
méme utile d’avoir acces aux teneurs dans un compartiment de la
cellule (noyau, mitochondrie, lysosome), car la maladie est due
soit a des anomalies au sein de ces organites, soit a des anoma-
lies de translocation entre le cytosol et ces organites. On peut
espérer que les nanotechniques analytiques qui apparaissent
permettront rapidement ce type de mesure sur de petits échan-
tillons.

Enfin il existe de grandes variabilités biochimiques entre les
individus et pour une méme maladie un grand nombre de varian-
tes qui n’entrainent pas les mémes perturbations biochimiques.
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6 m LA RECHERCHE DE NOUVEAUX
MARQUEURS

La miniaturisation des méthodes chromatographiques, les pro-
grés de I’électronique appliqués a la spectrométrie de masse et
ceux de 'informatique ont permis le développement de nouvelles
technologies d’analyse biologiques permettant la mesure globale
d’un ensemble de constituants biologiques : géne (génome), ARN
(transcriptome), protéines (protéome), lipides (lipidome), métabo-
lites (métabolome). Méme si cette mode de nouvelle dénomina-
tion est parfois irritante, et si ces techniques sont utilisées parfois
comme une arme absolue sans grands discernements ni compé-
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n marqueur biologique est une molécule ou un parametre phy-
U siologique qui témoigne d’un éventuel dysfonctionnement bio-
logique. Il est choisi, compte tenu de ses qualités de sensibilité et
spécificité vis-a-vis d’un processus pathologique donné, pour ses
performances aux différents stades de I'investigation : diagnostic,
suivi thérapeutique ou pronostic. Idéalement et en I'absence de
prescription redondante tous les parameétres d’un bilan biologiques
peuvent étre considérés comme des marqueurs biologiques,
méme les plus classiques comme une simple natrémie.

Il ne saurait étre question dans ce bref exposé de revisiter toute
la biochimie analytique.

En pratique, I'appellation marqueurs recouvre un ensemble trés
hétérogene de molécules de tailles variables, e.g. stéroides, pro-
téines... Parmi leurs nombreuses propriétés physicochimiques et
biologiques utiles pour leur analyse, ces marqueurs possédent en
commun le caractére antigénique. Cette propriété a la fois univer-
selle et spécifique a chaque marqueur explique le succes de
I'immunoanalyse (IA), pour I'investigation a la fois qualitative et
quantitative de ces marqueurs.

L’IA se caractérise par la trés grande diversité de son ingénierie
et de ses domaines d’applications, e.g. biologie humaine, biologie
animale, sciences de I'environnement...

Ce bref chapitre, qui ne peut étre exhaustif, se propose de pré-
senter les principaux concepts de I'lA et leurs applications aux
automates actuels d’lA équipant les laboratoires de biologie. Le
paragraphe 5 est consacré aux principaux pieges que l'on peut
rencontrer dans l'interprétation des résultats. Le paragraphe 6 est
consacré au marché de I'lA. Il présente une bréve description des
critéres constitutifs du cahier des charges d’un automate. Le
paragraphe 7 liste les principaux biomarqueurs actuellement
dosés dans le domaine de la biochimie clinique.

N’ont pas été traitées dans ce chapitre :

- les analyses qualitatives des marqueurs en milieu gélifié qui, a
de rares exceptions, ne sont pratiquement plus d’actualité ;

— les techniques manuelles ou semi-automatiques proposées
pour les investigations au lit du malade ou chez soi.

Ces techniques, notamment celles concernant la biochimie
délocalisée ont certainement un fort potentiel d’avenir pour le bio-
logiste, mais pour I'instant la panoplie des marqueurs proposés et
leurs installations sur automates sont assez restreintes.

Nous invitons vivement le lecteur qui souhaiterait approfondir
les nombreuses facettes du vaste domaine de I'lA a consulter les
derniéres éditions de trois ouvrages tres complets (Price et New-
man, 1997, Wild, 2005, Tietz, 2006).

1 m UN BREF HISTORIQUE
DES DEVELOPPEMENTS
DE L’IMMUNOANALYSE

1.1. Période initiale (~ 1860-1935)

Au cours de cette période il a été établi que :
¢ L’injection chez un animal (immunisation) d’une entité étrangere
dénommée antigéne (Ag) induit la production dans le sérum de

Dosage des marqueurs biologiques par immunoanalyse

I’animal (immunsérum : IS) de protéines dénommées anticorps
(Ac) reconnaissant I’Ag.

e L’IS peut floculer le milieu de culture contenant la substance
étrangeére et produire ainsi une turbidité ou un précipité.

e La réaction de I’Ag avec I’Ac en milieu gélifié, produit un préci-
pité stable.

1.2. Quelques mots sur la réaction Ag/Ac
en milieu liquide : courbe de précipitation
d’Heidelberger

Les nombreux déterminants antigéniques ou épitopes d’une pro-
téine peuvent en solution s’associer avec les paratopes corres-
pondants d’Ac spécifiques pour former des agrégats (IC) de taille
variable. Ces IC pourront étre détectés/dosés par leur propriété
de diffusion (néphélométrie) ou d’atténuation (turbidimétrie) d’'une
lumiére incidente.

La taille et la masse des IC formés dépendront des concentra-
tions relatives en Ag et en Ac. Ainsi pour une concentration fixée
en Ac et pour des concentrations croissantes en Ag on distingue
3 zones en fonction de la taille des IC (figure 1).

1) Zone | : grand excés d’Ac — (Ac) >> (Ag).

Dans la partie ascendante de la courbe les molécules d’Ag ajoutées
sont rapidement saturées par les molécules d’Ac en excés. Les IC
sont en moyenne de petites tailles, e.g. Ag-(Ac), et isolés (pas ou
peu de ponts Ac entre les molécules d’Ag). On note la présence de
molécules d’Ac libres. Avec I'ajout d’Ag, la taille des IC augmente
par établissement progressif de ponts Ac entre les molécules d’Ag
et ce jusqu’a épuisement des molécules d’Ac libres.

2) Zone Il : zone d’équivalence ou d’excés modéré d’un des par-
tenaires par rapport a I'autre.

Signal mesuré
(témoin
de la précipitation)

A | i

Ag
— Ac

> [Ad]

Figure 1 m Courbe de précipitation du complexe Ag-Ac.

Zone I : zone d’exces relatif en Ac par rapport a I’Ag. Les épitopes de I’Ag
sont saturés par les paratopes de I’Ac. L'immun-complexe (IC) est de
faible taille et précipite peu.

Zone Il : zone d’équivalence. La proportion en épitopes et en paratopes
est optimale pour former un réseau tridimensionnel. L’IC est de grande
taille et précipite.

Zone III : zone d’exces relatif en Ag par rapport a I’Ac. Les paratopes de
I’Ac sont saturés par les épitopes de I’Ag. L'immun-complexe (IC) est de
faible taille et précipite peu.
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Dans cette zone les IC forment des réseaux ou agrégats qui attei-
gnent une taille et une masse maximale lorsque les concentra-
tions en Ag et en Ac sont dans un rapport d’équivalence.

NB : au point d’équivalence I'lC précipitant peut étre empri-

sonné dans les mailles d’un gel et ainsi étre visualisé. C’est le
principe de I'immunochimie en milieu gélifié.
3) Zone Il : grand excés d’Ag — (Ac) << (Ag). Les molécules d’Ag
ajoutées en saturant progressivement les molécules d’Ac entrai-
nent une décomposition des réseaux avec formation d’IC isolés et
de petites tailles, e.g. Ac-(Ag),, et présence de molécules d’Ag
libres en exceés.

Pour réesumer : considérant un IC a son point d’équivalence
(zone Il), la taille de cet IC diminuera quand on s’éloignera
du rapport d’équivalence, i.e. zones d’exces d’Ag ou d’Ac.
Cette diminution de taille de I'lC précipitant par exces d’Ag
ou d’Ac est aussi dénommée phénomene de zone.

Applications et conséquences de la courbe d’Heidelberger :
e zone 1: dosage d’Ag par immunoturbidimétrie (IT) ou
immunonéphélométrie (IN) ;

e zone 2 : immunochimie en milieu gélifié ;

e zone 3 : faux négatifs par exces d’Ag ou effet crochet.

1.3. Immunoprécipitation en milieu gélifié
(~ 1860-1935)

Cette technique inclut la période initiale jusqu’aux années 1980.

Cependant les principales applications, aussi bien qualitatives

que quantitatives, ne furent développées qu’au cours des décen-

nies 1940-1980 tout d’abord par Oudin 1946 puis successive-
ment par Ouchterlony 1948, Grabar et Williams 1953, Mancini

1963 et Laurell 1965.

e En milieu gélifié la diffusion ou migration électrophorétique de
I’Ag vers I’Ac conduit a la formation au point de rencontre d’un
immuncomplexe (IC), de stoechiométrie variable. Au-dela d’une
certaine taille, lorsque les partenaires en présence sont dans un
rapport optimal dit rapport d’équivalence, cet IC est empri-
sonné dans les mailles du gel et précipite (zone Il de la figure 1).
En dehors de la zone d’équivalence, ce précipité stable peut se
resolubiliser par exces ou défaut relatif d’'un des partenaires,
c’est le phénomene de zone (zones | et Ill de la figure 1).

A I'équilibre de la diffusion/migration, I'lC précipité dans son
rapport d’équivalence apparait dans le gel (selon les formats
expérimentaux) sous forme d’arc, de cercle, ou de pics. Cet IC
est stable et peut étre visualisé d’emblée ou apres fixation et
coloration. Dans certains formats, e.g. techniques de Mancini
et de Laurell, la surface des cercles ou des pics est proportion-
nelle a la quantité d’Ag déposée, permettant ainsi une quantifi-
cation.

L’'immunoprécipitation en milieu gélifié a été progressivement

remplacée par des techniques plus rapides et plus sensibles,

en phase liquide homogéne ou hétérogene et avec ou sans
marqueurs.

Une exception est toutefois observée pour I'électrophorese de

zone en agarose, suivie d’'une immunofixation. Cette technique
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en milieu gélifié demeure incontournable pour caractériser les
pathologies associées a une dysfonction de la synthése des
immunoglobulines (Ig) monoclonales.

1.4. Immunoprécipitation en milieu liquide
(~ 1930-2011)

Les applications cliniques de cette technique sont progressive-
ment apparues a partir de 1948 et se sont développées avec la
mise au point par les industriels d’IS et d’appareils de lecture de
plus en plus performants permettant d’atteindre des limites de
sensibilité de I'ordre du mg/L (voir paragraphe 2).

1.5. Immunoanalyses avec marqueur
(1959-2011)

La quantification d’un Ag (ou celle d’'un Ac) par la mesure d’une
marque préalablement fixée sur I'un des partenaires de la réaction
Ag/Ac, regroupe la majorité des dosages de marqueurs biologi-
ques actuellement installés sur les automates d’lA. Les différentes
facettes de cette technologie, qui constituent le corpus de ce cha-
pitre consacré aux immunodosages, seront développées a partir
du paragraphe 3. Les progres au cours des dernieres décennies
ont été multidirectionnels : production d’Ac de grande spécificité
(Ac monoclonaux), de haute affinité et de faible immunogenicité,
évolution a partir des marqueurs isotopiques traditionnels vers
des systemes hautement sensibles par amplification enzymatique
couplés a des détections par chimiluminescence ou fluores-
cence. On estime en 2011 que le développement du concept d’IA
avec marqueur a atteint sa maturité.

2m IMMUNOPRECIPITATION EN MILIEU

LIQUIDE ET DETECTION PAR
NEPHELOMETRIE OU TURBIDIMETRIE

La néphélométrie et la turbidimétrie sont des techniques apparen-
tées basées sur I'incidence de particules dispersée en solution,
e.g. immuncomplexes, sur la diffusion/transmission d’une radia-
tion lumineuse incidente (Kricka et al., 2006). En biochimie médi-
cale cette technique est essentiellement appliquée au dosage des
protéines.

2.1. Principe

Les dosages par immunoprécipitation en milieu liquide se dérou-
lent dans la zone | de la courbe d’Heidelberger (figure 1). Pour une
concentration d’Ac définie et en excés la concentration en IC aug-
mente avec la concentration en Ag. Les IC formés, compte tenu
de leur taille, ont la propriété de diffuser ou d’absorber une
lumiere incidente et cette diffusion/absorption est proportionnelle
(jusqu’a une certaine limite) a la concentration d’Ag a doser. Il en
résulte une courbe de calibration analogue a la partie ascendante
de la figure 1.
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En IN, on mesure I'intensité de la lumiere diffusée par les particu-
les en suspension (ici les IC) dans un certain angle par rapport au
rayon incident (e.g. de 70° a 5°) et a une longueur d’onde définie.
L’intensité de la lumiere diffusée dépend entre autres facteurs de la
longueur d’onde, de la taille des particules, de leur concentration...

En IT, on mesure la diminution (par réflexion, diffusion ou
absorption par les particules en suspension) de la lumiére trans-
mise dans I’axe du rayon incident (i.e. 180°). Le terme absor-
bance, bien qu’inapproprié, est souvent utilisé car la démarche
est analogue a la mesure d’une absorbance mais le phénomeéne
physique est ici complétement différent de I'absorption molécu-
laire. Le choix de la longueur d’onde tient compte des interféren-
ces par la bilirubine et les porphyrines.

Interférences possibles : par d’autres particules en solution
(poussiéres, lipoprotéines, macro protéines, agrégats non
spécifiques : donc opérer si possible en solution diluée) ou par
le bruit de fond des instruments.

Choix entre IN et IT ?

La néphélométrie est en principe plus sensible que la turbidi-
métrie donc mieux adaptée a la mesure de faibles concentrations
en Ag mais la méthodologie est plus onéreuse (source laser) et
plus délicate a mettre en ceuvre.

La plupart des automates d’analyse multiparamétriques de bio-
chimie sont équipés de spectrophotomeétres et sont donc capa-
bles de réaliser des mesures en turbidimétrie. L’optimisation est
simple et le principal souci est d’obtenir un rapport signal/bruit de
fond optimal (e.g. bruit de fond < 0,0002 unité d’absorbance).

2.2. Parameétres modulant les critéres
de performance d’un dosage en IT/IN

Signal
mesuré 1/10
A
1/20
1/30
1/40 Ad]

Figure 2 m Effet de la dilution en Ac sur la qualité du signal mesuré
en IT ou en IN.

Lorsque la concentration en Ac augmente :

e le signal mesuré augmente ;

e la zone d’équivalence se déplace vers des concentrations en Ag plus
élevées ;

— il en résulte une plage de lecture plus étendue,

— l’effet de zone par excés d’Ag est bien visible sur les 3 courbes
correspondant aux plus fortes dilutions en Ac.

Dosage des marqueurs biologiques par immunoanalyse

La plage des concentrations en Ag directement accessibles au
dosage est étroitement dépendante de la concentration en Ac
(figure 2). En situation d’excés d’Ac on constate que lorsque la
concentration en Ac augmente :
— le signal généré par I'lC augmente ;
— la 1" partie de la courbe devient de plus en plus linéaire ;
— la concentration en Ag correspondant au point d’équivalence
augmente.
Il résulte de ces 3 observations que la précision et la plage de
lecture du dosage augmentent avec la concentration en Ac.

Le domaine de mesure des concentrations en Ag doit étre le plus
large possible compte tenu des variations physiopathologiques.

L’addition de polyméres non ioniques, e.g. PEG 6000, diminue
par un phénomeéne d’exclusion le volume de solvant disponible
pour solvater les macromolécules. On observe dans le volume
réactionnel résiduel une augmentation des concentrations en Ag
et en Ac et donc du matériel immunoprécipité.

Inconvénients : le PEG diminue aussi la solubilité d’autres pro-
téines de I’échantillon augmentant ainsi la valeur du blanc échan-
tillon (qui peut parfois représenter plus de 50 % du signal).

La lecture du matériel précipité peut se faire selon les automates
en mode cinétique (lecture plus rapide) ou en mode point final.

L’IS est de préférence polyclonal, de titre et d’avidité élevés en
Ac. Le titre conditionne la dilution de travail tandis que I'avidité
conditionne la rapidité du dosage. L’utilisation d’Ac monoclonaux
n’est envisageable (si I'on souhaite une bonne agrégation) que
sous forme de mélange d’Ac monoclonaux bien défini, donc fina-
lement en reconstituant un mélange polyclonal. Dans ce cas
I’avantage serait dans une amélioration substantielle de la qualité
du dosage par une définition tres précise et reproductible de I'lS.

2.3. Avantages et inconvénients
des techniques par IT/IN

— Codt relativement faible comparé aux IA utilisant des partenai-
res marqueés.

— Rapidité.

— Nombreux protocoles en ligne (ou facile a installer) sur les auto-
mates de biochimie générale.

a) Risque de faux négatif par excés d’Ag

Le signal dans ce cas émane d’un point situé dans la zone Ill de
la courbe de précipitation (figure 1) mais est lu dans la zone I. On
observe un biais important par défaut.
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Exemple : au cours de syndrome néphrotique, certaines
albuminuries dosées sur urines non diluées peuvent étre
rendues par 'automate < seuil de détection 3 mg/L !!! Une
réanalyse sur dilution convenable permet d’obtenir la vraie
valeur (souvent > 2 000 mg/L).

Il convient donc d’étre particulierement vigilant pour les analy-
tes présentant de fortes variations physiopathologiques, e.g.
marqueurs tumoraux, étalées sur plusieurs ordres de magnitude.

Quelles sont les parades possibles ?

— Doser systématiquement sur 2 dilutions différentes (mais aug-
mentation du co(t).

— Choisir une configuration de dosage telle que le plateau corres-
pondant a la zone d’équivalence (zone Il de la figure 1) soit
déplacé vers la droite. Cet objectif peut étre atteint en choisis-
sant un IS de titre et d’avidité élevés (e.g. dosage de I'albumi-
nurie par la trousse Diasys®).

— Etre vigilant lors de la validation (historique, renseignements
cliniques...).

b) Effets de matrice

Par les particules et macromolécules de I’échantillon, e.g. lipopro-
téines, IC endogenes, agrégats d’lg (particulierement aprés
plusieurs cycles de congélation/décongélation de I’échantillon).
Ces interférences augmentent la valeur du blanc échantillon
diminuant ainsi la sensibilité du dosage.

Quelles sont les parades possibles ?

Opérer si possible sur des prélevements a jeun et dilués.
Délipider préalablement (e.g. traité par LipoclearR).

Filtrer les réactifs pour éliminer les poussieres.

Faire des lectures en mode cinétique et/ou en bi-chromatisme.

c) Sensibilité insuffisante pour beaucoup de biomarqueurs pré-

sents a faible concentration.

Quelles sont les parades possibles ?

— Améliorer la qualité de I'lS (titre et avidité).

— Utiliser la néphélométrie.

— Utiliser des polymeéres ou des particules (latex) recouvertes
d’Ac.

Actuellement la sensibilité optimale est de I'ordre de 0,2 mg/L.
Ce seuil annoncé pour le dosage ultrasensible de la CRP
correspond pour cette protéine a une concentration d’environ
1,4 nM.

2.4. Marqueurs en biochimie clinique dosés

pariINou T

La condition nécessaire pour une protéine candidate est d’étre
suffisamment concentrée dans I'échantillon, e.g. > 1 mg/L. Ainsi
sont classiquement dosés : des marqueurs de la réponse inflam-
matoire, du statut nutritionnel, du statut martial, de I'immunité
humorale, de I’hémostase, des composés du complément, des
marqueurs tumoraux, des marqueurs de la fonction glomérulaire,
de la fonction tubulaire, etc.
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La formation d’agrégats précipitant a partir d’hapténes, pas ou
peu polyvalents, e.g. stéroides, médicaments, est théoriquement
difficile. Cette formation est néanmoins rendue possible en cou-
plant préalablement I’hapténe pur a une macromolécule ou une
particule de latex pour former un haptéene traceur, puis en agglu-
tinant les particules de traceur par I’Ac. En présence d’hapténe
libre a doser, on observe une inhibition d’agglutination des parti-
cules de traceur et un signal inversement proportionnel a la con-
centration en Ag a doser. Le principe est donc ici différent d’une
immunoprécipitation classique.

L’IN et I'IT sont encore trés utilisées pour doser certaines pro-
téines classiques présentes dans le plasma, les urines ou le
liquide céphalorachidien. De nombreux protocoles sont instal-
I8s sur la plupart des automates de biochimie générale. Ils con-
cernent des protéines possédant le statut de biomarqueur et en
concentration suffisante dans leur échantillon biologique
(> mg/L) pour étre détectable par ce type de technique. Lors-
que la concentration est insuffisante, des techniques plus sen-
sibles faisant appel a des partenaires marqués, sont proposees
(voir paragraphe 3).

3 m IMMUNOANALYSES AVEC AG

OuU AC MARQUES

Le marché actuel des immunodosages est dominé par des
méthodes congues a partir d’Ag ou d’Ac marqués. Le marqueur
peut étre un atome ou une molécule plus ou moins complexe, e.g.
enzyme. Pour éviter toute confusion avec le concept de
« marqueur » biologique nous avons choisi les termes traceur ou
encore les symboles Ag* ou Ac* pour désigner un Ag ou un Ac
marqué.

Les traceurs radioactifs (RIA ou IRMA) ont dans un premier
temps largement dominé le marché des immunodosages mais les
contraintes liées a I'utilisation des radioéléments conduisent pro-
gressivement a leur remplacement par des traceurs non
radioactifs : activité enzymatique (EIA), fluorescence (FIA), chimi-
luminescence (CLIA)... Malgré tout, les dosages par RIA restent
encore utilisés (pour des raisons de co(t et de simplicité, en tech-
nique manuelle ou semi-manuelle) pour le dosage d’analytes peu
prescrits ou récemment proposés et pour lesquels il n’existe pas
d’alternative par d’autres méthodes.

Les trés nombreux schémas réactionnels proposés en IA sont
le plus souvent classés :

— en fonction du mode d’interaction entre I'analyte a doser et
I’Ac : dosages de type compétitif (Ac en défaut) versus type non
compétitif (Ac en exces) ;

— en fonction du mode de différenciation des formes libres et
liées du traceur: dosages en phase hétérogene (séparation
obligatoire des formes libres et liés du traceur) versus dosages
en phase homogene (pas de séparation nécessaire).
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3.1. Immunoanalyses en phase hétérogéne

En mode compétitif I'analyte a doser (en général un Ag de masse
moléculaire < 3 000 Da) entre en compétition avec le traceur (i.e.
Ag”) pour se fixer sur I’Ac (le plus souvent en quantité limitée par
rapport au traceur : Ac < Ag”). Apres atteinte de I’équilibre, la
quantité de traceur lié a I’Ac est inversement proportionnelle a la
concentration en analyte a doser (figure 3).

Lorsque les formes libres et liées du traceur (Ag* et Ag*-Ac) pré-
sentent la méme activité ou émettent le méme signal, une étape
de séparation de ces deux formes est indispensable pour ne
mesurer que le signal émis par la forme liée. Dans ce cas la tech-
nique d’immunoanalyse se déroule en phase dite hétérogéne, la
forme liée du traceur étant insolubilisée.

NB : lorsque les activités des formes libres et liées du traceur
sont tres différentes leur séparation n’est pas nécessaire. Dans ce
cas la technique d’immunoanalyse se déroule en phase dite
homogeéne (voir paragraphe 3.2.).

e Pour I’addition des réactifs il y a 2 fagons de procéder :

1) Addition simultanée de I'’ensemble des réactifs, e.g. Ag* + Ac
+ Ag a doser. L'analyte a doser (Ag) et le traceur (Ag*) sont en
compétition pour la fixation sur I’Ac en défaut.

Ag*Ac & Ag*+ Ac+Ag < Ag Ac

2) Addition séquentielle : I’Ac est en excés par rapport a I’'analyte
a doser mais en défaut par rapport au traceur e.g. Ag < Ac < Ag*.
Ce procédé, qui augmente la sensibilité du dosage d’un facteur 2
a 4, est particulierement indiqué pour doser de faibles concentra-
tions d’Ag.

— I'analyte a doser est d’abord ajouté a I’Ac en exces :

Ag+ ACeyces & Ag Ac+Ac

— apres atteinte de I’équilibre le traceur est ajouté :
Ag*+Ac & Ag* Ac

e Aprés insolubilisation des formes liées de I'Ag (Ag Ac et
Ag* Ac), la quantité de traceur lié est mesurée par le signal émis
par la marque* (radio-activité, activité enzymatique, fluores-
cence, chimiluminescence...).

La concentration en analyte (inversement proportionnelle a la
quantité de traceur lié) est ensuite calculée en se reportant a
une courbe d’étalonnage reliant le signal mesuré a des concen-
trations connues de I'analyte.

e Applications : le mode compétitif en phase hétérogéne est par-
ticulierement indiqué pour le dosage de petits Ag ou haptéenes de
masse moléculaire < 3 000 Da disposant de peu d’épitopes. Pour
des molécules plus grosses, e.g. protéines, possédant de nom-
breux épitopes ce mode est avantageusement remplacé par le
mode non compétitif plus sensible et plus spécifique.

Dosage des marqueurs biologiques par immunoanalyse

Ag a doser lié Ag a doser libre

Ve
20]

N 320 pxe)

SE% Ag marqué

20
pxe}
Ag marqué lié

; 0 Signal mesuré
20

B*/By*
N\ /
paces

20
>0
Ac de capture

. » [Ad]

Figure 3 m Principe du dosage compétitif en phase hétérogeéne.
L’Ac de capture est le plus souvent en défaut par rapport a I’Ag traceur
et a I’Ag a doser.

F* (free : fraction libre) : signal émis par la concentration en traceur libre.
B* (bound : fraction liée) : signal émis par le traceur lié a I’Ac de capture.
By* : signal émis par le traceur lié a I’Ac de capture en absence d’Ag a doser.
Dans cet exemple 12 molécules d’Ag a doser sont en compétition avec
4 molécules d’Ag”™ traceur. Le rapport B*/F* du traceur est doncde 1 : 3.

e L’analyte a doser (Aqg) est pris en sandwich entre deux réactifs
spécifiques introduits en exces : un Ac de capture et un Ac* tra-
ceur (ces deux Ac ont en général des spécificités différentes)
(figure 4) :

— I’Ac de capture est introduit d’emblée en phase hétérogene par
adsorption ou fixation covalente sur un support solide (micro-
cuvettes, billes de polymeére, particules aimantées...) ;

— I’Ag a doser, totalement fixé par I’Ac de capture en exces, est
aussi d’emblée insolubilisé ;

— I’Ac* traceur (ajouté en exceés), va se fixer sur un épitope libre de
I’Ag insolubilisé et former en principe autant de sandwich que
de molécules d’Ag a doser ;

— la séparation des formes libre et liée du traceur est obtenue par
simple lavage puisque la forme liée est déja insolubilisée sur le
« sandwich » ;

— aprés révélation de I'activité du traceur lié, le signal mesuré est
directement proportionnel a la concentration en Ag a doser.

* Quelle est la condition nécessaire pour ce type de dosage ?
L’Ag doit posséder au moins 2 épitopes indépendants et suffi-

samment éloignés pour éviter les phénoménes d’encombrement

stérique. Pour une meilleure spécificité il est conseillé de cibler
des épitopes structurellement différents, mais ce n’est pas une
obligation.

e Comment fixer I'’Ac de capture ?

La méthode la plus simple est une fixation directe de I’Ac sur la
phase solide ; mais ce procédé peut entrainer une diminution de
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Ac de capture fixé
sur la phase solide
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Figure 4 m Principe du dosage non compétitif en phase hétérogéne.
Les Ac de capture et Ac traceur sont en principe en excés par rapport
a I’Ag a doser.

la capacité de liaison par encombrement stérique ou par fixation

de I'Ac via son fragment Fab. Pour optimiser cette capacité de

liaison, des modes de fixation indirects ont été proposés en

recouvrant successivement la phase solide :

— par un Ac anti-Fc de I'espece produisant I’Ac de capture puis
par I’Ac de capture ;

— ou par un Ac anti-FITC (isothiocyanate de fluorescéine) puis par

I’Ac de capture couplé a FITC ;

— ou par une ancre protéine-streptavidine puis par I’Ac de cap-
ture couplé a de la biotine ;
— ou par des récepteurs bactériens du fragment Fc de I’Ac de

capture, e.g. protéine A ou protéine G.

e Choix des Ac :

Les Ac de capture et les Ac traceurs peuvent étre polyclonaux
ou monoclonaux, de spécificité identique ou différente. La ten-
dance actuelle est a I'utilisation d’Ac monoclonaux de souris de
spécificité bien définie, de qualité constante et de plus en plus
« humanisés » pour éviter les interférences par les éventuels Ac
anti-lg animales du patient (voir paragraphe 5.2.)

e Ordre d’addition des réactifs : mode simultané ou séquentiel ?

Avec deux Ac monoclonaux de spécificités différentes, il est
possible d’opérer en 1 étape (addition simultanée de I’échantillon,
de I’Ac de capture et de I’Ac* traceur) ce qui simplifie le protocole
sur automate. Cependant pour des concentrations en analyte trés
élevées (dépassant les capacités des Ac, pourtant introduits en
exces) les paratopes des Ac de capture et des Ac traceurs peu-
vent étre occupés par des molécules d’Ag différentes donc sans
formation de sandwiches. Dans ces conditions une fraction de
I’Ag lié a I’Ac traceur n’est pas fixée par I'’Ac de capture. Cette
fraction est éliminée lors du lavage ce qui entraine une sous-éva-
luation plus ou moins importante de la concentration en Ag du
patient. Ce comportement que I’on peut comparer au phénomene
de zone observé par excés d’Ag en IN ou IT (zone lll, figure 1) est
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classiguement désigné par le terme effet crochet ou «hook
effect » (voir paragraphe 5.3. et figure 14). En pratique ce type de
comportement s’observe pour les protéines caractérisées par de
fortes variations physiopathologiques, e.g. albumine urinaire,
hCG, AFP, ferritine...

Le concept du sandwich peut aussi s’appliquer au dosage ou a
la caractérisation d’un Ac témoin d’une infection ou d’un
processus auto-immun. Dans ce cas le systeme de capture
peut étre différent de celui impliqué dans un sandwich classi-
que. Des pseudo-sandwichs sont ainsi formés avec pour la
capture :

— Soit ’Ag ayant induit la réponse humorale (e.g. un antigene
de surface d’un microorganisme, tel que I'antigene HBS). L’Ac
a caractériser est ainsi pris en sandwich entre I’Ag de I'agent
infectieux fixé en excés sur la phase solide et I’Ac* traceur
dirigé contre un isotype du fragment Fc de I’Ac de la réponse
humorale (figure 5).

— Soit de la protéine A (ou G) insolubilisée. Dans ce cas I’Ac a
caractériser est pris en sandwich entre la protéine A et 'Ag*
marqué contre lequel est dirigé I’Ac.

Exemple : caractérisation au cours du diabéte des auto-Ac
anti-GAD et anti-insuline (IAA).

-~—— Ac marqué en exces

et anti-isotype de I’Ac a doser
SN T i

/>q
~

— 2 *\‘
Ac a doser

~

- 4
>l:\)

> 4

Ag R

en exces

Figure 5 m Dosage d’un Ac par une méthode de type sandwich.

Elles se répartissent en deux principaux groupes :

1) Adsorption ou fixation covalente sur un support solide (démar-

che la plus courante)

L’Ac de capture est d’emblée fixé sur un support solide :

— soit la surface intérieure de tubes en plastique ou de puits de
plaques de microtitration (dans ce cas le traceur libre est éli-
miné par une étape de lavage) ;





