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Contexte de la recherche 

Introduction 

I) La Sclérose Latérale Amyotrophique 

I.1) Présentation et caractéristiques 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (ou SLA) est aussi connue sous le nom de 

maladie de Charcot (d’après le premier médecin à avoir décrit les symptômes en 

1865). C’est une maladie neurodégénérative caractérisée par la mort des 

motoneurones supérieurs (cortex cérébral projetant dans le bulbe rachidien et la 

moelle épinière) et inférieurs (bulbe rachidien et/ou corne antérieure de la moelle 

projetant vers les muscles) conduisant à la paralysie musculaire progressive du 

patient par un phénomène d’atrophie puis à la mort. L’incidence est très faible (entre 

1 et 2,6 nouveaux cas / 100 000 habitants (1) avec un pic entre 51 et 66 ans (2). Les 

études décrivent un sex-ratio d’environ 1,5 en faveur de la population masculine (3). 
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Figure 1 : Système nerveux central et Sclérose Latérale Amyotrophique (4) 

 

Les symptômes sont variables d’un patient à un autre selon le premier site d’atteinte 

des motoneurones. La forme bulbaire (atteinte des motoneurones supérieurs) 

caractérisée par une atrophie primaire des muscles de la face. Cette faiblesse 

musculaire conduit à des troubles de la parole (dysarthrie spastique) ainsi que des 

troubles de la déglutition (dysphagies, fausses routes). L’atteinte primaire des 

motoneurones inférieurs, qui conduit à la forme spinale de la SLA, est caractérisée 

par une atrophie musculaire des membres (inférieurs ou supérieurs). Cette atrophie 

conduit à des fasciculations accompagnées de crampes amenant le patient à avoir 

des troubles de la coordination et des troubles de l’équilibre. Enfin, la forme 

pulmonaire avec une atteinte primaire des motoneurones innervant les muscles de la 
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respiration. C’est la forme la plus grave avec nécessité d’une assistance respiratoire 

très rapide (Figure 1).  

Pour chaque forme de la SLA, l’évolution est progressive avec une généralisation 

des symptômes plus ou moins rapide d’un patient à l’autre. Quelle que soit l’atteinte 

primaire, l’évolution de la pathologie tend vers une atteinte globale et une forme 

complète (spinale, bulbaire et pulmonaire) 

I.2) Diverses étiologies 

 

Environ 10% des cas de SLA sont d’origine familiale avec un mode de transmission 

autosomique dominant. Parmi les cas de SLA sporadiques, 11% sont expliqués par 

une cause génétique contre 68% des cas pour les SLA familiales (Figure 2). La 

première mutation décrite a été la mutation de SOD1 qui code la Superoxyde 

Dismutase 1 (5). D’autres facteurs génétiques ont également été découverts comme 

les mutations de FUS (6), TARDBP (7) et le nombre de répétitions d’un 

hexanucléotide dans l’intron du gène C9orf72 (8).Ces mutations ne sont cependant 

retrouvées que dans 48% des formes familiales et environ 8% des formes 

sporadiques (9). D’autres gènes ont été identifiés comme potentiellement impliqués 

dans la SLA comme CCNF, CHCHD10, MATR3, OPTN, PFN1, SQSTM1, TBK1, 

TUBA4A, UBQLN2 et VCP (10–13). 
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Figure 2 : Chronologie de la génétique dans la SLA. Le pourcentage représente la 

proportion des cas de SLA expliqués par la génétique (d’après Renton et al, 

2014(10)) 

 

 

Les connaissances sur les voies physiopathologiques potentiellement impliquées 

dans la SLA ne cessent de progresser. Le stress oxydant (14) ainsi que 

l’excitotoxicité médiée par le glutamate (15,16) semblent admis comme ayant un rôle 

prépondérant dans la pathogénicité (17). D’autres mécanismes semblent également 

impliqués comme par exemple le dysfonctionnement mitochondrial (12), la neuro-

inflammation (18,19) ainsi qu’une agrégation protéique anormale (20–22). 

Aujourd’hui, il est clair que tous ces mécanismes peuvent être impliqués dans la 

maladie mais leur rôle dans la pathogénèse et leur interaction restent non élucidés 

(23,24). L’impact de l’environnement sur l’apparition et l’évolution de la SLA a 

également été étudié. L’exposition notamment aux métaux lourds ou d’autres 

produits toxiques (pesticides, solvants) a été associée à un risque accru de 

développer la maladie (25).  
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I.3) Une prise en charge complexe 

 

Le diagnostic de cette pathologie est très difficile (délai diagnostique d’environ 9 à 12 

mois) et l'absence de traitement efficace conduit à une survie moyenne courte 

(médiane de survie : 36 mois). L’évolution de la pathologie est évaluée par le suivi de 

la capacité vitale forcée (CVF) et le score ALSFRS-R (Amyotrophic Lateral Sclerosis 

Functionnated Rating Scale-Revised) (26). Aujourd’hui, les patients sont traités par 

du Riluzole (RILUTEK®) qui permet d’augmenter leur espérance de vie de quelques 

mois (27–29). La recherche de nouvelles thérapies est très active mais en pratique 

l’amélioration de la prise en charge des patients est d’avantage basée sur un 

traitement symptomatique multidisciplinaire (gestion de la douleur, orthophonie, 

suppléance des fonctions respiratoires et digestives…). Récemment, quelques 

études ont montré l’intérêt d’une nouvelle molécule (l’Edaravone) pour ralentir la 

progression de la pathologie avec une évolution moyenne du score ALS-FRS-R de -

5.01 vs 7.50 dans le bras placebo (30). Cependant, d’autres essais cliniques n’ont 

pas démontré le moindre effet concernant l’évolution de la maladie ou la survie (31). 

Cependant,  l’EMA (European Medicines Agency) a autorisé l’utilisation de cette 

molécule en thérapeutique sous forme d’une ATU (Autorisation Temporaire 

d’Utilisation) en France depuis juin 2018 pour la bonne tolérance des patients à la 

molécule. De nombreuses autres molécules ont également été évaluées pour leurs 

propriétés anti-glutamatergiques (32), anti-inflammatoires (33), anti-oxydantes (34), 

neuroprotectrices (35), ou encore un inhibiteur du récepteur CSF1 (36). Cependant,  

avec un rationnel parfois faible et des méthodologies pré-cliniques et cliniques 

critiquables, la majorité des essais cliniques ont été décevants (Tableau I) (16). 
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Tableau I : Essais cliniques étudiant de nouvelles thérapies ciblées sur des 

anomalies identifiées par analyse métabolomique (publié par Lanznaster et coll (16)) 

 

 

I.4) La nécessité de biomarqueurs de diagnostic 

et pronostic 

I.4.1) Intérêt des biomarqueurs 

 

Selon le National Institute of Health, un biomarqueur est « une caractéristique 

biologique mesurée de façon objective et évaluée comme un indicateur soit de 

processus biologiques normaux ou pathologiques, soit de réponses 

pharmacologiques résultant d’une intervention thérapeutique » (37). Les 
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biomarqueurs les plus utilisés sont les paramètres biochimiques ou moléculaires qui 

peuvent être détectés dans les tissus ou fluides biologiques. Aujourd’hui, l’étude des 

biomarqueurs est un domaine très vaste (38,39) est devient incontournable dans le 

domaine de la santé. 

Ces biomarqueurs sont classés en catégories selon leur utilisation.  

 Les biomarqueurs physiopathologiques permettent l’amélioration des 

connaissances sur les voies impliquées dans la survenue et dans l’évolution 

de la maladie 

 Les biomarqueurs  diagnostiques permettent d’aider le clinicien dans sa 

démarche diagnostique soit directement soit par un diagnostic d’exclusion 

pour une pathologie étudiée (40) 

 Les biomarqueurs pronostiques ont pour objectif de prédire l’évolution 

probable de la pathologie ainsi que le niveau de risque associé pour un 

patient (41) 

 Les biomarqueurs prédictifs de la pharmacodynamie et de l’effet thérapeutique 

permettent de prévoir a priori l’efficacité d’un traitement (41,42). Les 

biomarqueurs prédictifs de la pharmacodynamie sont ceux qui permettent 

l’évaluation de la dose nécessaire pour obtenir l’effet thérapeutique tout en 

évitant si possible la survenue d’effets indésirables(médecine personnalisée) 

alors que les biomarqueurs prédictifs de l’effet thérapeutique permettent de 

prédire la présence ou l’absence de réponse à un traitement selon les cibles 

présentes ou par la mise en évidence de voies de shunt métabolique par 

exemple (43). 
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Les biomarqueurs peuvent être recherchés dans différents types d’échantillon, que 

ce soit des cellules isolées (44), des tissus tel que le muscle (45), la peau (46), le foie 

(47) ou les fluides biologiques tel que le sang (48), le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

(48), les urines (49) ou les larmes (50). Le choix de la matrice est basé sur sa 

proximité avec l’organe principalement touché par la pathologie. Par exemple, pour 

les pathologies affectant le système nerveux central, les échantillons provenant de 

LCR semblent être les plus adaptés. La ponction lombaire pour le recueil de LCR 

étant un acte très invasif, une alternative est l’utilisation de prélèvements de sang. 

L’analyse de cet échantillon permet également d’avoir une vision générale du 

métabolisme et de ne pas se focaliser uniquement sur un organe. Cependant, le 

manque de spécificité de l’échantillon sanguin vis-à-vis de l’organe impacté par la 

pathologie peut avoir pour conséquence la diminution de la sensibilité pour la 

détection et/ou quantification d’un biomarqueur spécifique par un phénomène de 

dilution ainsi qu’une baisse de la spécificité pour la pathologie étudiée. Pour cela, il 

est souhaitable de combiner une analyse d’échantillon sanguin à un échantillon plus 

spécifique comme le LCR lorsque cela est possible. 

 

I.4.2) Vers la médecine personnalisée 

 

La médecine personnalisée (ou médecine de précision) est apparue avec l’essor de 

la génétique et de la pharmacogénétique. En effet, cette médecine se base sur la 

personnalisation du traitement et/ou la prévention de la maladie selon le génôme du 

patient. L’augmentation du nombre de médicaments notamment d’anticancéreux et 

de biomédicaments utilisables pour le traitement de pathologies similaires sur le plan 

clinique mais différentes sur le plan biologique ou moléculaire a encouragé le 
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développement de la médecine personnalisée. En effet il a été démontré en 2001 

qu’un traitement par anticancéreux était inefficace dans 75% des cas, probablement 

à cause d’une stratégie thérapeutique inadaptée (51). Le but de la médecine de 

précision est d’utiliser différents biomarqueurs pour personnaliser qualitativement 

et/ou quantitativement le traitement médical d'un individu en fonction de son profil. 

Aujourd’hui, cette médecine a été associée à la médecine des preuves pour donner 

la médecine des 5P. Cela signifie qu’en absence de preuves scientifiques de 

l’efficacité d’un traitement curatif personnalisé et/ou d’un traitement préventif, le rôle 

de la médecine personnalisée qui permet à un individu de connaître très tôt ses 

risques génétiques est discutable. 

I.4.2.a Description des sous-populations d’une 

pathologie hétérogène 

 

L’inefficacité d’une thérapie est parfois due à un traitement inadapté à la pathologie 

ou au patient lui-même.  La médecine personnalisée s’intéresse aux caractéristiques 

du traitement, de la cible et du patient. Avant la mise en place de certains 

traitements, il est parfois nécessaire de réaliser des tests préalables pour adapter la 

posologie administrée. L’une des utilisations les plus courantes de ce principe est 

basée sur l’apport de la pharmacogénétique. Par exemple, avant une mise en place 

d’un traitement par clozapine, il est recommandé de réaliser l’étude de l’activité du 

cytochrome 2C9 qui est impliqué dans son métabolisme (52). La posologie pourra 

être alors adaptée d’emblée dès l’instauration du traitement. Dans le même principe, 

l’utilisation d’un ou de plusieurs biomarqueurs endogènes pourrait permettre 

d’évaluer l’efficacité du traitement voire de l’adapter qualitativement (changement de 

molécule) ou quantitativement (modification de la posologie) (48,53).  
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Cette approche s’applique également dans des contextes de pathologies complexes 

et hétérogènes comme la SLA pour lesquelles plusieurs étiologies ont pour 

conséquence une symptomatologie similaire. Le défi de la médecine personnalisée 

est de décrire plus finement ces pathologies afin de définir des sous-groupes 

homogènes et permettre de proposer une thérapie plus adaptée et plus efficace 

(Figure 3). Cependant, face à la difficulté de discriminer ces sous-groupes par 

l’examen clinique, il devient nécessaire de trouver un ou plusieurs biomarqueurs 

permettant de les différencier et de les identifier. Dans ce contexte, les approches 

« omiques » sont des outils puissants pour déterminer des combinaisons de 

biomarqueurs spécifiques des mécanismes physiopathologiques selon les stades de 

la maladie et selon les individus. 

 

Figure 3 : Schéma représentant l’approche thérapeutique « classique » en A et 
l’approche de la médecine de précision en B (d’après Balashova et coll, 2018 (54)) 
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I.4.2.b Suivi de l’évolution de la maladie 

 

De manière similaire aux applications mentionnées ci-dessus, l’efficacité de 

l’approche thérapeutique peut être évaluée par la comparaison de la signature 

métabolique avant et après l'exposition au médicament. Cette stratégie peut être 

ciblée sur une voie d'intérêt ou non ciblée. En effet, la correction des anomalies du 

profil métabolique pourrait être un marqueur indirect de l’amélioration de la 

pathologie et donc de l’efficacité du traitement. Ce type de suivi pourrait permettre 

d’évaluer très tôt si le traitement est adapté qualitativement et/ou quantitativement. 

L’obtention de ces profils de signature métabolique est basée sur l’utilisation d’un ou 

plusieurs biomarqueurs généralement issues d’études basées sur des approches 

« omiques ». 

I.4.3) Modalités de recherche de biomarqueurs 

I.4.3.a) Les approches « classiques » 

 

La plupart des méthodologies évaluant les biomarqueurs sont des approches 

ciblées, axées sur des perturbations biochimiques connues et identifiées par des 

expériences in vivo, ex vivo et in vitro. Une analyse ciblée est une analyse 

développée spécifiquement pour un biomarqueur ou une liste déterminée de 

biomarqueurs  (protéine, métabolite, gène…). Elle a pour avantage de permettre 

l’obtention d’un résultat rapide, tout en restant spécifique et sensible. L’inconvénient 

de ce type d’approche est une vision étroite et avec a priori de l’état métabolique du 

patient. L’autre type de méthode est l’approche globale : l’approche « omique ». 

Cette approche repose sur l’analyse de l’ensemble des constituants de l’échantillon 
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(que ce soit un tissu, un fluide biologique ou des cellules en culture) à un instant 

donné. L’approche globale se divise en deux stratégies différentes :  

 l’analyse globale ciblée, sans a priori permettant l’analyse d’un grand nombre 

de composés pour lesquels les paramètres d’identification sont déjà connus et 

recensés dans une base de donnée. Ce type d’approche permet également 

de comparer les profils obtenus mais comportant spécifiquement un panel de 

molécules identifiées. Les autres molécules non présentes dans la base de 

données ne seront pas analysées, ce qui implique une information incomplète. 

 l’analyse non ciblée qui repose sur l’analyse de l’ensemble de tous les 

constituants sans identification préalable. L’objectif de ce type d’analyse n’est 

pas d’identifier chacune des molécules observées mais de comparer les 

profils obtenus. Les paramètres pré-analytiques et analytiques doivent être 

suffisamment peu sélectifs pour permettre une vision complète sans perdre 

d’informations. Les composés d’intérêts nécessitent ensuite d’être identifiés et 

pourront être confirmées voire quantifier par des analyses ciblées pour 

comprendre les voies physiologiques perturbées. 

 

I.4.3.b) Les approches « omiques » 

 

Parmi les approches « omiques », on recense quatre approches reflétant le 

patrimoine génétique et son expression : la génomique (ensemble des gènes), le 

séquençage de l’exome complet (ensemble des zones codantes du gène (ou 

exons)), la transcriptomique (ensemble des séquences génétiques codantes 

transcrites sous forme d’ARN messager (ou transcrits)) et la protéomique (ensemble 

des protéines) (Figure 5). Deux autres approches globales de plus en plus utilisées 
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sont la métabolomique (ensemble des métabolites) qui permet d’obtenir une 

signature métabolique composée d’une combinaison de petites molécules (<1000 

Da) et la lipidomique, ciblée sur l’étude des lipides (Figure 4).  

De plus, l’utilisation de ces méthodes complémentaires (55) (Figure 5) a permis 

a) d’améliorer la compréhension de nombreuses pathologies dans des domaines 

variés (56–58) 

b) de découvrir de nouveaux biomarqueurs mais également étudier l’impact des 

modifications génétiques (59,60), de l’environnement (60), ou de toxiques exogènes 

(55,61)). 

 

 

Figure 4: Nombre de publication annuel traitant de génomique, transcriptomique, 

protéomique et métabolomique ces 20 dernières années (source PubMed ; 07/2021) 
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Figure 5 : Cascade « omique » (reproduit d’après Dettmer et al, 2007) : de ce qu’il 

peut se passer jusqu’à ce qu’il se passe et s’est passé 

L’analyse de l’échantillon passe par une première étape de préparation (phase pré-

analytique), puis par l’étape d’analyse (phase analytique).  

 

Phase pré-analytique 

L’étape pré-analytique est l’étape de préparation d’échantillon. Elle consiste à purifier 

l’échantillon en éliminant les composants de la matrice qui ne sont pas compatibles 

avec l’analyse comme les globules rouges ou les protéines dans le cas d’échantillons 

sanguins ainsi que les composants pouvant interférer avec les analytes. Cette étape 

de préparation doit également permettre d’extraire un maximum de métabolites et de 

les concentrer selon la sensibilité de l’équipement utilisé pour réaliser l’analyse. Pour 
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cela, un des grands défis de cette phase est d’extraire un maximum de métabolites 

en les concentrant tout en éliminant un maximum d’interférents. En pratique, il 

n’existe pas de protocole de préparation permettant de respecter toutes ces 

contraintes. Pour cela, le défi est de trouver un équilibre entre la quantité de 

composés extraits, du rendement d’extraction de ces différents composés et 

l’élimination des autres éléments de la matrice. 

 

Phase analytique 

L’analyse métabolomique s’applique à l’ensemble des métabolites parmi un large 

spectre de concentrations, polarités et masses (62), grâce à des techniques 

puissantes telles que la Résonnance Magnétique Nucléaire du proton (RMN-1H) 

sans séparation préalable (63) ou la spectrométrie de masse couplée à différents 

types de technique séparative (électrophorèse capillaire (64), chromatographie 

gazeuse (65), chromatographie liquide phase inverse ou par interaction hydrophile 

(HILIC) (49)), différents modes d’ionisation (positive et négative (49)). Chacune de 

ces techniques est caractérisée par des avantages et des inconvénients. Aujourd’hui, 

aucune ne permet une vision complète du métabolome, et de nombreuses études les 

utilisent en combinaison. Malgré tout, cela conduit à une augmentation du cout et de 

la difficulté à traiter les données recueillies. 

I.5) Les méthodes conventionnelles 

 

Actuellement, plus de 114 000 métabolites appartenant à plus de 52 classes 

différentes et plus de 20 000 protéines ont été décrits en biologie humaine (66,67). 

L’analyse métabolomique est complexe due à la variabilité des métabolites en terme 

de classes chimiques (lipides, sucres, acides aminés, acides organiques, 
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nucléotides…) mais aussi en terme de concentration (du picomolaire au 

millimolaire) (68,69). Cette complexité d’échantillon qualitative et quantitative 

nécessite l’utilisation d’outils différents adaptés à chaque famille de molécules. 

L’utilisation des approches « omiques » a nécessité le développement d’outils 

analytiques capables d’analyser un grand nombre de molécules en un temps 

relativement court. Ces technologies sont caractérisées par des critères de 

performance, d’exigence, et permettent de détecter, d’identifier et de quantifier des 

molécules à l’aide de propriétés physico-chimiques distinctes. Le tableau II recense 

les différentes technologies utilisées ainsi que leurs caractéristiques.  

 

Tableau II : Caractéristiques et spécificités des techniques d’analyses 

métabolomiques (d’après Verpoorte et al) (70) 

 

 

La RMN : 

La RMN est une technologie très utilisée dans l’analyses métabolomique pour sa 

capacité d’analyse des échantillons sans préparation préalable, et sa forte 

reproductibilité (70,71) à moindre coût. De plus, cette analyse est non destructrice, 

ce qui permet également une analyse dans des tissus intacts  (biopsies (72)). De 

nombreuses études réalisées sur différents fluides biologiques (sérum (73), urine 

(74), LCR (75), salive (76)) ont démontré la place de la RMN dans l’analyse 

métabolomique. 
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L’utilisation de la RMN permet une quantification ou semi-quantification des 

composés identifiés avec une préparation d’échantillon simple. La RMN ne permet 

pas de détecter simultanément plus de quelques centaines de molécules (70). De 

plus, sa sensibilité de l’ordre du micromolaire rend cette technique insuffisante pour 

une vision complète du métabolome (77). Ce type d’analyse étant réalisé sans 

séparation des différents composés de l’échantillon, il peut donner lieu à des 

superpositions de signaux rendant l’identification et/ou la quantification plus difficile. 

La RMN à deux dimensions (RMN 2D) peut être utilisée pour surmonter le problème 

du chevauchement des résonances en séparant les signaux dans une deuxième 

dimension basée sur une autre propriété physique «orthogonale» de l'atome ou des 

atomes d'intérêt (par exemple, un voisin attaché de manière covalente, un temps de 

relaxation, une constante de couplage, etc.). La résolution supplémentaire disponible 

par RMN 2D permet potentiellement de détecter et d'identifier plus de métabolites 

que ne le permet la RMN à une dimension (RMN 1D). 

 

La spectrométrie de masse : 

La spectrométrie de masse est une technologie reconnue pour sa grande spécificité, 

sa haute sensibilité et sa capacité à quantifier les différents composés. La séparation 

préalable des composés permet d’accroitre sa sensibilité, et ses capacités 

d’identification et de quantification. De nombreuses études ont démontré l’intérêt de 

la spectrométrie de masse dans l’analyse métabolomique de divers types 

d’échantillons biologiques tels que le plasma (78), l’urine (79), le LCR (80), la 

salive (81) ou encore le tissu cérébral (82) ou musculaire (83). 

A l’inverse de la RMN, la spectrométrie de masse connue pour sa grande sensibilité 

nécessite une préparation d’échantillon au préalable (précipitation des protéines, 
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dérivation pour une analyse par GC-MS), ainsi qu’une séparation chromatographique 

des différents composés. La sélectivité de ces étapes mène à une perte 

d’information. Pour cela, l’analyse par spectrométrie de masse nécessite de 

combiner plusieurs analyses avec différents protocoles de préparation d’échantillon. 

De plus, les signaux par spectrométrie de masse ne sont pas toujours corrélés aux 

concentrations des métabolites. En effet, la spectrométrie de masse est 

particulièrement sensible aux effets matrice et à une instabilité inter-jour nécessitant 

l’ajout d’étalons internes pour corriger ces variations. Malheureusement, dans une 

analyse globale de type métabolomique, il n’est pas possible de proposer un étalon 

interne pour chaque métabolite étudié. 

RATIONNEL ET OBJECTIFS 

La recherche de biomarqueurs représente actuellement un enjeu majeur dans le 

contexte de pathologies en impasse diagnostique et pronostique, telle que la SLA. 

Les progrès dans ce domaine sont accompagnés de développements 

technologiques au niveau pré-analytique et analytique mais les limites nécessitent 

d’adapter les stratégies d’utilisation.  

I) Applications des méthodes conventionnelles à la 

recherche de biomarqueurs dans la SLA 

 

Devant la multitude de paramètres potentiellement impliqués dans l’étiologie de la 

SLA, il n’existe pas de marqueurs biologiques validés ni même de panels de 

biomarqueurs pour aider au diagnostic. Certains biomarqueurs diagnostiques et/ou 

pronostiques potentiels ont été identifiés comme la créatinine plasmatique (84) et le 
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neurofilament dans le sang et le liquide céphalo-rachidien (LCR) (85). En effet, une 

diminution de la créatinine a été rapportée dans plusieurs études (86–88). 

Cependant, cette baisse semble plus être une conséquence de l’atrophie musculaire 

qu’une cause pathologique. Ainsi, la créatinine plasmatique semble plus être un 

marqueur de suivi de la dégénérescence musculaire. Les neurofilaments sont 

reconnus comme les biomarqueurs indispensables à explorer chez tous patients 

suspects de SLA. Il faut noter la présence de chaînes légères de neurofilament au 

niveau plasmatique et dans le LCR de patients dans différentes pathologies 

caractérisées par une atteinte neuronale comme la maladie de Parkinson (89), la 

sclérose en plaque (90), ou encore lors de phénomènes de neurodégénération (91). 

Le manque de standardisation des méthodes de dosage et l’absence de validation 

rigoureuse sur une cohorte limitent son utilisation, mais il est aujourd’hui évalué dans 

tous les essais cliniques pour suivre la réponse aux traitements (92). Ainsi les 

biomarqueurs les plus utilisés aujourd’hui dans la SLA souffrent d'un manque de 

spécificité. 

Par ailleurs, les références pour juger de l’évolution clinique des malades peuvent 

être discutées car leur sensibilité ne permet pas de déceler rapidement une 

amélioration clinique subtile. Les échelles fonctionnelles utilisées pour évaluer la 

motricité chez les patients SLA (ALSFRS-R, capacité vitale forcée et tests 

musculaires) peuvent ne pas être suffisamment adaptées pour le suivi de la réponse 

médicamenteuse. Ainsi, la recherche et l'identification de biomarqueurs fiables pour 

le diagnostic et le pronostic de la SLA sont de la plus haute importance, car leur suivi 

aiderait à l'identification des phénotypes de réponse aux médicaments, améliorant 

ainsi l'évaluation de l'efficacité du traitement.  
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Dans ce contexte, les études utilisant les approches omiques se sont succédées 

depuis plus de 10 ans. Les perturbations du métabolisme du glutamate ainsi que 

l’impact du  stress oxydant restent les mécanismes physiopathologiques qui sont le 

plus souvent retrouvés (93–96). En effet, des augmentations du glutathion (97) et 

des radicaux ascorbiques (98) ont été retrouvées, ces deux molécules étant 

fortement impliquées dans la défense au stress oxydatif. Tohgi et coll ont également 

observé une augmentation des nitrates (97), produit de la réaction du NO et des 

espèces réactives de l’oxygène, et de la 3-nitro-tyrosine (99), produit final de 

l’oxydation des peroxynitrites. Des altérations du métabolisme lipidique ont 

également pu être mises en évidence (100). Bien que ces études aient démontré des 

perturbations dans les mêmes voies métaboliques, elles n’ont pas permis d’identifier 

un ou plusieurs métabolites communs entre ces travaux (101,102).  

Ainsi, malgré les efforts déployés, aucun profil métabolique n'a encore été validé en 

tant que biomarqueur pronostique ou diagnostique et aucune thérapeutique ciblant 

un biomarqueur ou une voie métabolique impactée n’a montré son efficacité 

(Tableau I, p10). Cet échec souligne le besoin urgent de progrès dans les stratégies 

« omiques » en combinant les informations issues de différentes analyses (103) 

provenant de différentes matrices chez les patients SLA, comme le LCR, le sang et 

le muscles (104) en combinant différentes approches (protéomique, 

transcriptomique, lipidomique, etc.) (105). 

 

II) La spectroscopie vibrationnelle en biologie 

 

Les techniques de spectroscopie vibrationnelle, que ce soit l'absorption infrarouge 

(IR) ou la diffusion Raman, ont été largement explorées au cours des deux dernières 
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décennies pour obtenir la composition biochimique de fluides corporels dans le 

domaine de l'analyse biomédicale (106–115). Leur application aux biomolécules et 

les tissus a été réalisée pour la première fois dès les années 1960 et très rapidement 

dans les années 70 des applications dans le domaine biomédical ont été 

documentées (116–118).  

Les deux techniques sont rapides, peu couteuses, faciles à utiliser, non destructives 

et permettent d’obtenir une signature moléculaire unique à partir d’un faible volume 

d’échantillon sans étape de préparation et sans utilisation de solvants ou autres 

réactifs. Le développement d’approches analytiques basées sur ces techniques sont 

particulièrement attractives pour l'analyse de routine de divers fluides corporels 

(106–110). La spectroscopie d’absorption infrarouge et la spectroscopie de diffusion 

Raman sont des approches complémentaires qui permettent d’enregistrer des 

signatures spectrales spécifiques de la composition moléculaire de l’échantillon 

(aussi appelée empreinte moléculaire). Les avancées technologiques dans le 

domaine de l’instrumentation  et le perfectionnement du traitement chimiométrique de 

données (analyses statistiques multivariées) ont renforcé leur positionnement sur des 

problématiques de détection et de quantification de biomarqueurs dans des matrices 

biologiques complexes. Ainsi, une analyse rapide et peu invasive pourrait permettre 

le dépistage précoce de pathologies (119–125). Les techniques sont communément 

décrites comme complémentaires, ce qui se justifie par les phénomènes physiques 

fondamentaux très différents qui les régissent avec des défis techniques spécifiques 

pour leur mise en œuvre clinique (111).  

 

La sensibilité pour détecter les changements subtils dans la composition biochimique 

peut être utilisée pour identifier des biomarqueurs spécifiques pour le diagnostic 
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précoce de diverses pathologies comme par exemple pour la malaria ou la maladie 

d’Alzheimer (126,127). De plus certaines études ont démontré que cet outil pouvait 

également être utilisé dans le cadre de la surveillance des thérapeutiques (128–133).  

  



23 
 

III) OBJECTIFS 

Ainsi, l’objectif de ce travail était d’optimiser l’utilisation de la métabolomique pour 

la recherche de biomarqueurs, en prenant l’exemple de la recherche de 

biomarqueurs dans la SLA par 1) l’évaluation de l’intérêt de la combinaison des 

méthodes conventionnelles, 2) l’exploration de nouvelles méthodes analytiques et 3) 

l’application de ces méthodes dans la SLA.  

 

 

Objectif 1 (Partie I) 

La première partie de ce travail consiste à évaluer si une combinaison de différentes 

techniques analytiques permet d’avoir un profil métabolique plus riche et plus 

robuste. Nous avons étudié 4 analyses différentes : une méthode d’analyse ciblée 

par FIA-MSMS (Flow Injection Analysis–MSMS), une méthode d’analyse non ciblée 

par GC-MS, une méthode d’analyse ciblée par LC-HRMS et une méthode d’analyse 

par RMN. Les résultats obtenus nous ont confirmé l’intérêt de combiner différents 

protocoles analytiques pour augmenter la couverture métabolique.  

 

Objectif 2 (Partie II) 

Pour pallier ce déficit inhérent à la préparation de l’échantillon et aux méthodes 

d’analyse utilisées, nous nous sommes orientés vers de nouvelles technologies qui 

permettent d’obtenir une vision complète de la composition de l’échantillon et qui ont 

démontré leur intérêt dans cette approche complexe. Nous avions aussi l’ambition 

d’évaluer l’intérêt d’une nouvelle technique analytique pouvant être complémentaire 

des outils standards, à utiliser en première approche ou en combinaison. Dans ce 

but, nous avons travaillé dans un premier temps sur l’optimisation de l’analyse du 
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plasma humain par spectroscopie infrarouge par réflectance totale atténuée (Article 

n°2 et études n°3 et 4). Nous avons ensuite appliqué le protocole déterminé à des 

échantillons patients dans la troisième partie de ce travail pour évaluer l’apport des 

données spectroscopiques vis-à-vis de celles obtenues par les méthodes 

conventionnelles seule ou en combinaison (Etude n°5). Pour finir, une collaboration 

avec une équipe de recherche de Dublin nous a permis de commencer cette même 

étude en utilisant la spectroscopie Raman (Projets en cours). 
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MATERIEL ET METHODES 

I) Les méthodes conventionnelles 

I.1) La RMN 

 

La RMN (ou résonnance magnétique nucléaire) est basée sur le comportement des 

atomes sous l’influence d’un champ magnétique. Le noyau d’un atome est constitué 

de protons et de neutrons. Chacune de ces particules est considérée comme un 

micro-aimant caractérisée par un spin (grandeur quantique). Le spin correspond au 

mouvement intrinsèque d’une particule élémentaire de l’atome (neutron, proton et 

électron) et correspond au moment magnétique de la particule. On observe 

généralement le spectre RMN du proton (1H) mais peuvent également être réalisés 

des spectres RMN sur le 13C, 15N, 31P. 

En absence de champs magnétique, la répartition des moments magnétiques des 

spins est aléatoire et le moment magnétique total résultant est nul. Lorsque 

l’échantillon est placé dans un champ magnétique B0, l’ensemble des spins 

s’alignent parallèlement à l’axe B0 soit dans la même direction que B0 (spin positif) 

ou dans la direction opposé (spin négatif). La phase d’excitation correspond à 

l’application d’un second champ B1 perpendiculaire à B0 (onde radio fréquencée).  
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Figure 6 : Schéma représentant la polarisation des spins et leur relaxation 

permettant l’analyse en RMN.A gauche, avant l’impulsion RF, la petite flèche 

noire représente l’aimantation microscopique, parallèle au champ B0. Au 

centre et à droite, le pulse RF produit à la fréquence de Larmor provoque un 

déplacement de l’axe de rotation du proton de z vers y (134) 

 

Dans un troisième temps, à l’arrêt du champ magnétique, les spins vont relaxer sous 

la forme d’un signal spécifique par son temps de décroissance et sa fréquence de 

rotation (Figure 6). Ce signal émis est capté par une bobine de direction 

perpendiculaire à B0. Le signal recueilli sous forme d’une onde magnétique donne 

ensuite un spectre RMN par un processus mathématique (la transformée de Fourier) 

qui déconvolue l’onde mesurée en plusieurs ondes de fréquences de résonances 

différentes.  

En RMN, chaque signal est caractérisé par un déplacement chimique, une constante 

de couplage, une multiplicité et une intensité (Figure 7).  
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Figure 7 : Schéma des paramètres d’identification en RMN : le déplacement 

chimique δ en abscisse (en ppm), la multiplicité (ou constante de couplage) et 

l’intensité (proportionnelle à la concentration) 

 

Le déplacement chimique (δ) définit la position du signal selon l’axe des abscisses 

(fréquence mesurée). Il s’exprime en ppm (partie par million) et est normalisé par le 

déplacement chimique du TSP (acide trimethylsilylpropanoïque) qui est  un analyte 

de référence universel. La multiplicité d’un signal correspond au nombre de pic 

appartenant à un seul atome. Il dépend de l’environnement chimique de l’atome 

(Figure 8).La constante de couplage correspond à l’écart entre les différents 

déplacements chimiques d’un massif de signaux correspondant à un seul atome 

(doublet, triplet…). Enfin, l’intensité dépend du nombre de proton ou d’atome qui 

possède le même signal mais également à la concentration de la molécule dans 

l’échantillon analysé.  
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Figure 8 : Représentation des multiplicités de signaux visibles en RMN 1H 

 

 

Un des inconvénients de la RMN est la superposition de signaux provenant de 

différents métabolites rendant l’identification et la quantification plus difficile. De plus, 

sa sensibilité de l’ordre du micromolaire ne permet pas une étude complète du 

métabolome.  

 

I.2) La chromatographie 

 

I.2.1) Détection 

 

En chimie analytique, la partie chromatographique de l’analyse permet uniquement la 

séparation des composés. Il est alors nécessaire de coupler un détecteur après la 

colonne chromatographique pour pouvoir identifier et/ou quantifier le ou les 
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molécule(s) d’intérêt.  En fonction des caractéristiques du ou des analytes 

concernés, il est possible de coupler des détecteurs spectroscopiques (détecteur 

d’absorption UV-visible, détecteur à fluorescence, détecteur d’absorption infrarouge), 

des détecteurs électrochimiques (ampérométriques, coulométriques, 

potentiométrique), un détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) ou des 

détecteurs spectraux (spectrométrie de masse ou spectres atomiques). Dans ce 

travail, seul le détecteur par spectrométrie de masse a été utilisé et sera détaillé. 

 

La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse basée sur le comportement 

d’une particule chargée dans un champ magnétique en fonction de sa charge 

électrique et de sa masse. Un spectromètre de masse est capable de détecter, 

identifier et/ou quantifier les composants d’un échantillon en les ionisant puis en 

séparant les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z). Quel que soit 

l’analyseur, la spectrométrie de masse nécessite une source d’ionisation pour 

produire les ions moléculaires, un sélecteur de masse (selon le rapport m/z) puis un 

détecteur. 

 

Le rôle de la source d’ionisation est de transformer les molécules présentes en 

phase liquide, solide ou gazeuse en un mélange d’ions en phase gazeuse. 

Différentes sources d’ionisations sont utilisables en spectrométrie de masse, 

chacune ayant ses avantages et ses inconvénients. Certaines sources permettent 

une ionisation douce (ex : ionisation par électrospray, MALDI) tandis que d’autres 

sont plus énergétiques (ionisation par impact électronique).  

 

Les ions générés dans la source sont ensuite conduits au sélecteur puis au 

détecteur. Dans ce travail, seul le sélecteur de type quadripôle a été utilisé. Le 
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quadripôle est un sélecteur de masse constitué de quatre électrodes en forme de 

barreaux. Un courant alternatif parcourt chaque barreau de manière à créer un 

champ magnétique tournant au centre du quadripôle. L’intensité du courant ainsi que 

la fréquence d’alternance permet la sélection des ions d’un rapport m/z choisi. En 

effet, les ions du rapport masse/charge souhaité ont une trajectoire en spirale entre 

les quatre barreaux métalliques du quadripôle jusqu’au détecteur tandis que les 

autres rentrent en contact avec un barreau et sont annihilés (Figure 9). 

 

Figure 9 : Schéma d’un sélecteur de masse de type quadripôle 

 

I.2.2) Séparation chromatographique 

 

La chromatographie est une technique d’analyse chimique et/ou de purification qui 

vise à séparer les différents composants d’un mélange en exploitant leurs propriétés 

physico-chimiques. La séparation est réalisée grâce à l’utilisation d’une phase 

stationnaire (colonne chromatographique) et d’une phase mobile (liquide ou 

gazeuse). Il existe différentes techniques chromatographiques qui s’appuient sur la 

polarité (chromatographie d’adsorption), l’encombrement stérique (chromatographie 

d’exclusion stérique), les interactions hydrophiles (chromatographie par interactions 

hydrophiles), la volatilité (chromatographie en phase gazeuse) ou encore des 
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affinités antigène-anticorps (chromatographie d’affinité) pour séparer les constituants 

de l’échantillon. Dans le contexte des analyses métabolomiques, les techniques 

couramment utilisées sont la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la 

chromatographie d’adsorption et la chromatographie par interactions hydrophiles 

(HILIC). Seule la chromatographie d’adsorption sera évoquée par la suite. 

I.2.2.a) La phase stationnaire 

 

La chromatographie d’adsorption utilise un phénomène de partage entre deux 

phases : la phase mobile et la phase stationnaire. La phase stationnaire est 

constituée de microparticules de silice greffées. La phase stationnaire est 

apparentée à un film liquide non miscible à la phase mobile. Elle permet la 

séparation de composés qui possèdent une affinité pour la phase stationnaire 

permettant la rétention et pour la phase mobile permettant leur élution. Les 

composés se répartissent entre les deux phases selon leur polarité. Ce partage 

dépend du facteur K qui correspond au rapport des activités chimiques d’un soluté 

entre deux phases non miscibles. Dans ce cas, l’activité chimique correspond à la 

concentration du soluté dans chacune des deux phases. Ce coefficient de partage 

est dépendant des conditions chromatographiques telles que la température, et la 

composition des phases mobile et stationnaire. 

 

Equation 1 : Relation entre le coefficient de partage et les concentrations dans 

la phase mobile (CM) et dans la phase stationnaire (CS) 
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Il existe deux modes de séparation qui reposent principalement sur les propriétés de 

la phase stationnaire (colonne) : 

- La chromatographie en phase normale 

- La chromatographie en phase inverse 

 

Dans le cas de la chromatographie en phase normale, la phase stationnaire est 

constituée de silice greffée avec des groupements polaires de type amine (NH2), 

nitrile (CN) ou dialcool (CHOH-CH2OH). Cette phase a la particularité de retenir les 

molécules ayant un caractère plutôt polaire. 

Dans le cas de la chromatographie en phase inverse, la phase stationnaire est 

constituée de silice greffée avec des chaînes carbonées (C8, C18). Cette phase 

possède plus d’affinité pour les composés apolaires. 

 

En biologie, les composés d’intérêt sont majoritairement polaires. Ils sont fortement 

retenus par les colonnes utilisées en chromatographie en phase normale, ce qui rend 

leur séparation difficile et longue. Au contraire, la chromatographie en phase inverse 

les retient faiblement et permet une séparation plus rapide et plus efficace.  

Cependant la chromatographie en phase inverse n’est pas adaptée pour l’analyse 

des lipides. Pour cela, lors des analyses métabolomiques, ce mode d’analyse est 

parfois complété par une séparation en mode HILIC (49). 

 

I.2.2.b) La phase mobile 

 

En chromatographie en phase liquide, la phase mobile est généralement composée 

d’un mélange d’un solvant fort (minoritaire) favorisant l’élution et d’un solvant faible 

(majoritaire) ayant peu d’affinité pour les composés à séparer alors qu’en 
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chromatographie en phase gazeuse, la phase mobile est un gaz vecteur neutre 

(généralement de l’hélium). En phase normale, la phase mobile est composée 

majoritairement d’un solvant organique (par exemple l’hexane) dit solvant faible et 

minoritairement d’un solvant polaire (eau). En phase inverse, la phase mobile est 

composée majoritairement d’eau et minoritairement de solvant organique (méthanol, 

acétonitrile).   

 

Deux modes de séparations existent : le mode isocratique pour lequel la composition 

de la phase mobile reste identique pendant toute la durée de l’analyse et le mode 

gradient pour lequel la proportion de solvant fort (ou la température du gaz vecteur) 

augmente progressivement au cours de l’analyse. Ce dernier permet de modifier la 

composition de la phase mobile au cours de l’analyse et donc de modifier le 

coefficient de partage. Ainsi l’analyse de composés très différents devient possible 

sur une durée d’analyse relativement courte. Pour les analyses métabolomiques, la 

complexité de la matrice et le nombre de métabolite à analyser nécessite l’utilisation 

du mode de séparation en gradient.  

 

II) La spectroscopie vibrationnelle 

II.1) Principes 

 

La spectroscopie vibrationnelle fait partie des spectroscopies optiques mettant en jeu 

des interactions entre un rayonnement électromagnétique et un échantillon. 

Lorsqu’un faisceau lumineux est envoyé sur un échantillon, celui-ci subit plusieurs 

phénomènes physiques : des phénomènes de transmission, d’absorption, de 

diffusion, et de réfraction (Figure 10). L’absorption peut ensuite induire des 
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phénomènes de désexcitation non-radiatifs mais également une photoluminescence 

(fluorescence ou phosphorescence). 

 

Figure 10 : Schéma des différents phénomènes physiques impactant le trajet 

lumineux  

 

Le terme de spectroscopie vibrationnelle fait référence principalement à trois 

techniques de spectroscopie (spectroscopie d’absorption infrarouge, spectroscopie 

de diffusion Raman et spectroscopie Rayleigh).  

Ces technologies sont basées sur une absorption ou une émission d’un signal 

lumineux impliquant un phénomène de vibrations de liaisons covalentes. Pour qu’une 

vibration soit active en infrarouge, un changement du moment dipolaire doit se 

produire alors qu’il faut un changement de polarisabilité en spectroscopie Raman. En 

effet les liaisons polaires ont un signal de forte intensité en infrarouge alors que les 

liaisons apolaires « symétriques » ont un meilleur signal en Raman. Par exemple, 
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l’absorbance de la molécule d’eau est très forte en infrarouge alors que le signal 

Raman est très faible en comparaison. 

Bien que la spectroscopie infrarouge mesure directement l’absorption des rayons 

infrarouge et nécessite donc une source d’émission dans l’infrarouge, la 

spectroscopie Raman doit utiliser une source laser monochromatique dans l’UV, 

dans le spectre visible ou proche infrarouge. Cependant, il est parfois préférable 

d’utiliser une source d’émission dans le proche infrarouge pour limiter les 

interférences dues à la fluorescence ou la photo dégradation (135). 

II.2) Les modes de vibrations 

 

Les modes vibrationnels sont classés en deux catégories : vibrations d’élongation et 

vibration de déformations angulaires. Les vibrations d’élongation concernent les 

vibrations pour lesquelles la longueur de la liaison covalente varie. Elles regroupent 

les vibrations d’élongation symétriques et asymétriques. Les vibrations de rotations 

concernent les vibrations pour lesquelles l’angle entre les liaisons covalentes varie. 

Elles regroupent les vibrations de torsion, de bascule, d’agitation et de cisaillement 

(Figure 11). Chaque liaison possède des énergies spécifiques de vibration pour 

lesquelles elles vibrent ou tournent. Ces énergies sont dépendantes des masses 

atomiques des atomes, de la force des liaisons (simple, double, triple) ainsi que 

l’environnement chimique. 
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Figure 11 : Modes de vibrations des liaisons covalentes (Cameron et al, 2020 

(136)) 

 

Lorsqu’une liaison reçoit un photon dont l’énergie est équivalente à la différence 

énergétique entre deux niveaux d’excitation, il existe une probabilité que ce dernier 

soit absorbé et que l’amplitude de la vibration de la liaison augmente (Figure 12).  

Concernant les rayons réfléchis, on peut voir que l’effet Raman Stokes est d’abord 

constitué d’une phase d’excitation du système de l’état fondamental à un niveau 

d’énergie virtuel. Ensuite, le système se désexcite vers un niveau vibrationnel 

différent de celui de départ. Le système retourne ensuite à son état initial par une 

dissipation de l’énergie restante par des phénomènes vibrationnels. Concernant 

l’effet Raman anti-Stokes, le système doit être dans un état vibrationnel excité. Puis, 

le système se désexcite jusqu’au niveau énergétique fondamental. La probabilité que 

le système soit dans un état fondamental est toujours plus forte que la probabilité 

qu’il soit dans un état vibrationnel excité. En conséquence, en spectroscopie Raman, 
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l’intensité de la diffusion Raman Stokes est toujours supérieure à celle de la diffusion 

Raman anti-Stokes. 

Figure 12 : Diagramme de Jablonski représentant les phénomènes d’absorption  

infrarouge, de diffusion Raman Stokes, Raman anti-Stokes et Rayleigh (adapté de 

Baker et al, 2016 (108)) 

 

 

Niveau 
fondamental 
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Figure 13 : Spectre d’absorption ATR-IR obtenu à partir d’un plasma humain 
 

 

Le spectre ATR-IR d’un plasma humain peut être divisé comme suit (Figure 13): 

 

- L’absorption entre 2000 cm-1 et 4000 cm-1 est due aux vibrations d’élongation. 

La présence d’une forte et large bande avec un maximum à 3280 cm-1 qui peut 

être attribuée aux vibrations d’élongation des liaisons N-H des groupements 

amides. Les groupements CH2 des chaines carbonées à 2855 cm-1 et 2926 

cm-1 représentent respectivement les vibrations d’élongation symétrique et 

asymétrique. Dans cette zone du spectre, on observe également une large 

bande entre 3100 et 3600 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongation des 

fonctions OH. 

- Les bandes amides I et II se caractérisent par deux pics de forte intensité à 

1640 cm-1 et 1580 cm-1.  

- La région de l’empreinte digitale rassemble également d’autres types de 

vibrations d’élongation et de déformation pouvant se trouver entre 600 cm-1 et 
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1500 cm-1. Le pic à 1447 cm-1 peut être attribué aux vibrations de déformation 

dans le plan (cisaillement) des CH2 et des CH3. Les groupements carboxylates 

ainsi que les déformations des liaisons CH3 peuvent être responsables de la 

bande d’absorption à 1395cm-1. Les liaisons amides provoquent également 

une bande d’absorption de faible intensité vers 1250 cm-1. Les vibrations 

d’élongations des liaisons C-C se caractérisent pares pics à 1108 cm-1 et 938 

cm-1. 

 

Figure 14 : Spectre  Raman obtenu à partir d’un plasma humain 
 

Le spectre Raman d’un plasma humain peut être divisé comme suit (Figure 14): 

 

- Le signal observé à 780cm-1 est associé aux vibrations d’élongations de liaison 

PO2-.  
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- La présence d’un signal de forte intensité à 1004 cm-1 est due aux vibrations 

d’élongation de cycles aromatiques tels que présents dans la phénylalanine est 

peut donc être associé aux protéines.  

- On observe également un signal à 1340 cm-1  

- Les bandes amides I et II se caractérisent par deux pics de forte intensité à 

1640 cm-1 et 1580 cm-1.  

- La région de l’empreinte digitale rassemble également d’autres types de 

vibrations d’élongation et de déformation pouvant se trouver entre 600 cm-1 et 

1500 cm-1. Le pic à 1447 cm-1 peut être attribué aux vibrations de déformation 

dans le plan (cisaillement) des CH2 et des CH3. Les groupements carboxylates 

ainsi que les déformations des liaisons CH3 peuvent être responsables de la 

bande d’absorption à 1395cm-1. Les liaisons amides provoquent également 

une bande d’absorption de faible intensité vers 1250 cm-1. Les vibrations 

d’élongations des liaisons C-C se caractérisent pares pics à 1108 cm-1 et 938 

cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

II.3) Complémentarité de la spectroscopie IR et 

Raman 

 

Toutes les molécules possèdent des signatures spectrales spécifiques en 

spectroscopie Raman et infrarouge selon les groupements chimiques qui les 

composent. Les spectroscopies infrarouge et Raman s’utilisent de manière 

complémentaire mais les principes physiques impliqués restent très différents. En 

pratique, il est observé que les molécules possèdent généralement des signatures 

spectrales très différentes en infrarouge et en Raman, ce qui est un plus pour affiner 

une caractérisation sélective de celle-ci. Il existe des règles de sélection qui 

caractérisent des modes de vibration moléculaire qui sont plus actifs en IR ou en 

Raman. Certains modes peuvent même être inactifs, donc non détectable, pour l’une 

ou l’autre des approches. Brièvement, les liaisons pourvues d’un fort moment 

dipolaire, généreront des absorptions infrarouges importantes, alors que les liaisons 

covalentes, plus polarisables, participeront à des modes de vibration avec une 

activité Raman significative. Ces deux types de spectroscopies permettent donc de 

révéler les niveaux énergétiques de vibration par des mécanismes différents et 

apportent souvent des informations complémentaires. De plus, lors de l’étude d’une 

molécule solubilisée dans un solvant, le choix de ce solvant se fait par rapport à la 

technique vibrationnelle utilisée. On essaiera a priori d’éviter l’eau pour une analyse 

infrarouge (trop forte absorption), et si l’eau est inévitable pour cette étude, on 

préférera la spectroscopie Raman, le signal Raman de l’eau étant faiblement intense.  
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II.4) Spectroscopie infrarouge (IR) 

II.4.a) Principe 

La spectroscopie infrarouge (ou spectroscopie IR) est une méthode d’analyse 

appartenant à la catégorie des spectroscopies d’absorption. En effet, elle étudie la 

réaction vibrationnelle de l’échantillon après absorption de photon de longueur 

d’onde spécifique. La spectroscopie infrarouge utilise les rayonnements du moyen 

infrarouge (2,5-25µm) qui sont suffisamment énergétiques pour amener les liaisons à 

un niveau énergétique correspondant aux niveaux vibrationnels. 

 

Ce phénomène d’absorption est mis en évidence par la mesure de l’intensité du 

faisceau transmis à travers l’échantillon. La transmittance est calculée par le rapport 

entre l’intensité du faisceau lumineux transmis et celle du faisceau lumineux incident 

(Figure 15). Il est ensuite possible de convertir la transmittance en absorbance selon 

la relation suivante : 

 

 

 

Figure 15 : Phénomène d’absorption et mise en évidence par le calcul de la 

transmittance 

𝐴 = log(𝑇)   
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II.4.b) Spectroscopie infrarouge et identification 

 

Historiquement, la spectroscopie infrarouge n’était utilisée qu’en astronomie  et 

astrophysique (137). Il a fallu attendre les années 1900 pour qu’Abney et Festing 

enregistrent les spectres d’absorption infrarouge de 52 composés et établissent une 

corrélation entre des bandes d’absorbances avec des structures moléculaires (138). 

Les spectromètres infrarouges dispersifs ont été peu utilisés en biologie jusqu’au 

développement dans les années 1970 des spectromètres infrarouge à transformée 

de Fourrier (FTIR) ainsi que celui des microscopes FTIR dans les années 

1980 (139,140) qui ont désormais remplacés les équipements traditionnels à 

dispersion (141). 

 

Le moyen infrarouge est préféré dans le domaine médical du à la capacité de la  

majorité des molécules biologiques à absorber entre 4000 et 400cm-1 (142). La 

spectroscopie d’absorption infrarouge mesure l’ensemble des vibrations moléculaires 

(élongation et rotation) actives dans le domaine de l’infrarouge. La spécificité des 

bandes d’absorption permet une analyse qualitative des spectres IR par 

identifications des groupements fonctionnels ou par comparaison à une librairie de 

spectre existante. 

II.4.c) Spectroscopie infrarouge et quantification 

 

La spectroscopie d’absorption infrarouge est soumise à la loi de Beer Lambert. 

Intrinsèquement il existe une relation entre l’absorbance (A), la longueur du trajet 
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optique dans l’échantillon (l), le coefficient d’absorption molaire (ε) et la concentration 

de l’échantillon sous la forme : 

 

La loi de Beer Lambert est le principe de base qui démontre une relation linéaire 

entre l’absorbance (A) et la concentration (C) si les autres paramètres restent 

constants. Notamment, la longueur du trajet optique (l) dans l’échantillon qui est le 

paramètre critique qui reste souvent difficile à maitriser en spectroscopie IR. Il est 

encore très courant de retrouver dans la littérature scientifique que la technique est 

semi-quantitative (proportion des constituants dans un mélange) puisqu’une 

quantification au sens stricte du terme demandera des conditions expérimentales 

parfaitement maitrisées.  

II.4.d) Modes de mesure 

 

Les spectromètres FTIR peuvent utiliser trois modes de mesures : le mode 

transmission, le mode réflexion externe et le mode réflectance totale atténuée 

(Figure 16). 

 

Historiquement, l’analyse infrarouge était principalement réalisée en mode 

transmission. Dans ce type d’analyse, le faisceau incident doit traverser l’échantillon. 

Cette technique permet la réalisation d’analyses sur des pastilles de type CaF2, ou 

KBr. Cette analyse est adaptée pour les composés sous forme de poudre qui 

peuvent être comprimés pour la fabrication de la pastille échantillon. La pastille 

réalisée doit être suffisamment fine pour que le faisceau traverse la totalité de 

l’échantillon sans phénomène de saturation du signal. De plus, cette étape de 

préparation est sujette à une variabilité dans la fabrication de la poudre ainsi que 

dans la mesure si le mélange n’est pas suffisamment homogène. En effet, plus la 

𝐴 = 𝜀 × 𝑙 × 𝑐 
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pastille est épaisse, plus le faisceau va être absorbé, ce qui rend cette analyse peut 

utilisable pour des analyses quantitatives. A l’inverse, ce mode d’analyse est limité 

pour les solutions aqueuses étant donné le signal intense de l’eau (143), ce qui 

nécessite une étape préalable de séchage pour former un film fin. Ces 

problématiques rencontrées font que le mode de transmission n’est pas utilisé 

aujourd’hui pour des analyses de fluides biologiques. 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Schéma représentant les différents modes d’analyse en FTIR : le mode 

transmission (a) et le mode réflectance totale atténuée (b) 

 

Le mode réflectance totale atténuée (ATR) est apparu comme une alternative au 

mode de mesure par transmission. Dans ce mode de mesure, l’échantillon est 

déposé directement sur la zone de mesure appelée cristal ATR sous forme liquide ou 

solide. Ce mode d’analyse repose sur les mises en en œuvre des conditions de 

réflexion totale. Le rayonnement incident arrive par le dessous de l’échantillon. 

Lorsqu’un rayon passe d’un milieu d’incidence de réfraction n1 supérieur à l’indice n2 

de l’échantillon, il y a réflexion totale pour un angle incident supérieur à un angle θ tel 

que sin θ = n2 / n1. Cette condition peut être vérifiée en plaçant l’échantillon au 

contact d’un cristal de fort indice de réfraction (germanium, diamant ou silicone) 

appelé élément de réflexion interne (IRE). Malgré le nom de réflectance totale, une 

partie du rayonnement pénètre dans l’échantillon sur une profondeur de l’ordre du 

micromètre sous la forme d’une onde évanescente. L’onde évanescente subit les 

phénomènes d’absorption énergétique et permet d’obtenir le spectre des composés 

a 

b 
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qu’elle a traversé. Le reste du rayon est réfléchit vers le détecteur qui mesure 

l’intensité résiduelle.  

Par opposition au mode transmission pour lequel le rayon doit traverser l’échantillon, 

il n’existe pas de phénomène de saturation en ATR.  

Une des limites de cette approche est le nettoyage du cristal ATR pour éviter les 

contaminations inter-échantillons. L’utilisation du diamant est préférée pour éviter 

l’usure de la surface. En effet, des éraflures sur la surface de réflexion sont connu 

comme impactant le contact entre l’échantillon et l’IRE diminuant la pénétration de 

l’onde évanescente et donc la sensibilité du système (138). Par opposition à 

l’analyse par transmission, le mode ATR ne nécessite pas de préparation 

d’échantillon puisque celui-ci peut être analysé directement sous forme liquide ou 

solide. Ce mode permet l’analyse des échantillons liquides, pâtes et films souples. 

De plus, la longueur du chemin parcouru par le rayon lumineux étant relativement 

petite, l’absorbance due à la présence d’eau est plus faible qu’en mode transmission 

(144).  

 

II.5) Spectroscopie Raman 

II.5.a) Principe 

 

Cet effet a été observé pour la première fois en 1928 par Chandrashekhara 

Venkata Râman et lui a valu l’obtention du prix Nobel en 1930 (146). Le phénomène 

physique qu’utilise la spectroscopie Raman est la diffusion de la lumière. Il peut être 

séparé en trois phénomènes distincts : la diffusion Rayleigh, la diffusion Raman 

Stokes et la diffusion Raman anti-Stokes (Figure 17). 
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La diffusion Rayleigh est une diffusion de type élastique. C’est-à-dire que l’énergie 

du photon diffusé est la même que celle du photon incident. Ce phénomène 

concerne la majorité des photons diffusés. En pratique, le photon entre en contact 

avec la molécule analysée qui va absorber l’énergie hυexc et passer d’un état stable à 

un état virtuel excité. Puis, elle se relaxe pour retourner à l’état initial en réémettant 

un photon de même énergie hυem= hυexc (Figure 17). 

 

 

Figure 17 : Schéma représentant les phénomènes de diffusion inélastique Stokes, 

inélastique anti-stokes et de diffusion élastique Rayleigh (adapté de Cameron et coll 

(136)) 

 

La diffusion Raman est une diffusion de type inélastique basée sur l'effet Raman, 

c'est-à-dire le couplage des polarisabilités électroniques oscillantes de la liaison 

moléculaire avec le champ électromagnétique de la source (145). Brièvement, 

l’énergie du photon diffusé est différente de celle du photon incident. Ce phénomène 

concerne une minorité des photons diffusés (environ 1/1 000 000). Dans les deux 

cas, il existe un décalage d’énergie entre le photon émis et le photon incident. Ce 
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décalage peut être un gain d’énergie (décalage anti-Stokes) ou une perte d’énergie 

(décalage Stokes). On parlera respectivement de diffusion Raman anti-Stokes et de 

diffusion Raman Stokes (Figure 17). 

 

Dans le cas de la diffusion Raman Stokes, le photon incident rentre en contact avec 

une molécule dans un état stable. Cette dernière absorbe l’énergie hυexc et passe 

dans un état excité virtuel. Ensuite, elle relaxe pour redescendre à un niveau 

énergétique équivalent à un niveau vibrationnel en émettant un photon d’énergie 

hυem<hυexc. L’énergie résiduelle hυ final est ensuite éliminée par la vibration de la 

molécule qui revient à l’état initial stable (Figure 17). L’énergie mesurée en 

spectroscopie de diffusion Raman Stokes est l’énergie hυem. Le signal est ensuite 

converti en hυ final, également appelée Raman shift selon l’équation suivante : 

Δhυ final= hυexc – hυdiff 

 

Dans le cas de la diffusion Raman anti-Stokes, le photon incident entre en contact 

avec une molécule dans un état de transition vibrationnel. Cette dernière absorbe 

l’énergie hυexc et passe dans un état excité virtuel. Ensuite, elle relaxe pour 

redescendre à son niveau énergétique stable en émettant un photon d’énergie 

hυem>hυexc (Figure 15). L’énergie mesurée en spectroscopie de diffusion Raman 

Stokes est l’énergie hυem. Le signal est ensuite converti en hυ final, également appelée 

Raman shift selon l’équation suivante :  

Δhυ final = hυdiff - hυexc 
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II.5.b) Application de l’effet Raman 

 

Cette technologie est restée relativement peu utilisée jusqu’au développement des 

lasers dans les années 1960 ainsi que des détecteurs à transfert de charge 

(« charged coupled detector » ; CCD) dans les années 1980. De plus, l’apparition 

des lasers monochromatiques à bande étroite a permis l’éviction des 

monochromateurs pour un temps d’acquisition plus court mais également un meilleur 

rapport signal/bruit et donc une meilleure sensibilité (147). De nos jours, la 

spectroscopie Raman est principalement utilisée dans des domaines tels que le 

contrôle de production, de matières premières, ou la caractérisation de cristaux 

(analyse de la structure précise, présence éventuelle de défauts). Les récentes 

avancées technologiques ont néanmoins permis l’utilisation des spectromètres 

Raman dans les domaines de la biologie ou encore de la médecine légale (148).  

 

II.4.c) Spectromètre Raman 

 

Un spectromètre Raman classique est composé d’une source d’excitation, d’un 

réseau dispersif et d’un détecteur (Figure 18). Pour les équipements dédiés à la 

miscrospectrométrie Raman, la source est montée sur un microscope.  

II.5.1) Source d’excitation 

 

L’effet Raman nécessite l’utilisation d’une lumière d’excitation polarisée 

monochromatique. De ce fait, l’excitation est réalisée à l’aide de lasers. Une large 

gamme de laser peut être utilisée comme source d’excitation en fonction de la 

longueur d’onde souhaitée. Classiquement, les lasers utilisés sont des lasers bleus 

(488 nm), vert (532 nm), rouge (633 nm) ou dans le proche-infrarouge (785 nm). En 
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biologie, les lasers de longueur d’onde 633 nm et 785 nm sont les plus utilisés pour 

réduire les phénomènes de fluorescence.  

II.5.2) Détection 

Le rayon diffusé est dans un premier temps focalisé par des lentilles optiques sur un 

filtre bande-coupante (« notch filter » en anglais) qui permet d’éliminer la longueur 

d’onde d’excitation du laser tout en laissant passer le signal de diffusion Raman. Le 

signal filtré est ensuite redirigé à l’aide de miroirs vers un réseau dispersif (grating en 

anglais). Ce réseau permet de séparer les différentes longueurs d’ondes diffusées. 

Les  réseaux  de  diffraction  principalement  utilisés  contiennent  1800  traits/mm  ou  

600 traits/mm. L’utilisation d’un réseau dispersif qui possède un nombre de traits/mm 

plus important permet d’obtenir une meilleure résolution spectrale. L’intensité des 

rayons diffractés est ensuite mesurée par un détecteur CCD pour afin de reconstruire 

le spectre (Figure 20). 

 

Figure 18 : Représentation schématique du trajet optique dans un 

spectromètre Raman (Cameron et al, 2020 

(136)) 
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RESULTATS 

Partie I : Evaluation de la combinaison des méthodes 

conventionnelles 

 

I) Recherche de biomarqueurs musculaires 

dans la SLA 

 

La SLA est une pathologie complexe très hétérogène avec dérèglement métabolique 

important (80,149). Les études publiées ont permis de mettre en évidence des 

perturbations dans le métabolisme des acides aminés (150), des glucides (151), ainsi 

que des lipides (80). Dans la physiopathologie de la SLA, il est reconnu que la mort 

des motoneurones a pour conséquence l’atrophie des muscles qu’ils innervent. 

Cependant, il semble que le muscle ait également un rôle actif dans ces mécanismes 

de mort cellulaire et qu’il soit à l’origine de la mort des motoneurone par le 

phénomène de dying-back (152).  

Les voies métaboliques principales sont différentes entre les différents 

tissus/organes, de même que les compositions biochimiques varient entre les 

différents fluides biologiques (Tableau III). Par exemple, le muscle squelettique a une 

plasticité métabolique lui permettant d’adapter son métabolisme énergétique entre le 

métabolisme du glucose ou des acides gras selon la disponibilité des différents 

substrats (153–155). Les principales voies métaboliques utilisées pour la production 

de l’énergie sont celle de la créatine kinase, la glycolyse et la lipolyse qui conduisent 

à la synthèse d’ATP grâce à la chaîne respiratoire mitochondriale. Ce phénomène 

implique également le métabolisme des purines. De plus, la synthèse protéique très 
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active au niveau du tissu musculaire implique également un métabolisme et un 

catabolisme des acides aminés importants. Finalement, bien que le muscle puisse 

être une source de biomarqueurs potentiels, celui-ci a été très peu étudié. 

Quelques acteurs pathologiques identifiés comme biomarqueurs de diagnostic ou de 

pronostic putatifs, ou impliqués dans les mécanismes de neurodégénérescence ont 

cependant été identifiés dans des échantillons musculaires de patients SLA, tels que 

les protéines Nogo-A (150), SCD1 (140), Akt et le facteur XIIIB (151), la protéine 

UCP1 (152), SOD1 (153), neurotrophine 4 (154), protéines BMP (155) ou les Smads 

(156). Aucun de ces biomarqueurs n'a été validé à ce jour pour le diagnostic ou le 

pronostic. 

 

Tableau III : Biomarqueurs identifiés dans la Sclérose Latérale Amyotrophique à 

partir de prélèvements sanguins ou de LCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biomarqueur LCR Sérum Plasma Références 
Pyruvate ↑  ↑ (23,156) 
Ascorbate ↑   (98,156) 
Glutamine ↓ ↓ ↓ (24,157,158) 
Aspartate ↑  ↑ (159,160) 

Sérine ↑  ↑ (24,159) 
Glucose ↑   (161,162) 
Créatine ↑  ↑ (23,24,161) 

Créatinine ↓  ↓ (23,24,161) 
Alpha-

hydroxybutyrate 
↑  ↑ (23,24,161) 

Cholestérol ↑  ↑ (24,163,164) 
Homocystéine ↑ ↑ ↑ (165–167) 

Glutamate  ↑ ↑ (158,160,168) 
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Il nous parait donc primordial d’avoir une vision métabolique la plus large possible 

avec une couverture de l’ensemble des métabolismes cités précédemment pour 

observer les perturbations métaboliques dues à la maladie au niveau musculaire. 

 

II) Intérêt de la combinaison de différentes 

méthodes analytiques lors d’une analyse 

métabolomique 

 

Une des solutions analytique permettant l’augmentation de la couverture 

métabolique est la combinaison des différents outils décrits précédemment. L’équipe 

d’Anton Ribbenstedt et coll. a montré l’intérêt de combiner la chromatographie en 

phase inverse (C18) et la chromatographie HILIC pour augmenter la couverture 

métabolique de l’analyse (Figure 19) sur deux tissus différents (169). Cette 

combinaison a permis d’augmenter le nombre de métabolites analysés. En effet, 

dans cette étude, le nombre de métabolites observés a été doublé lors de l’étude du 

métabolisme cérébral et multiplié par 1,5 environ lors de l’étude du métabolisme 

hépatique. La combinaison des différents modes d’ionisation positive et négative en 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse a par exemple permis 

de doubler le nombre d’analytes sur les deux tissus. 
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Figure 19: Impact de la séparation chromatographique et de l’ionisation sur le 

nombre de pics d’intérêts obtenu à partir d’un même échantillon analysé selon 

4 modes différents (C18(+), C18(-), HILIC(+) and HILIC(-)) (d’après 

Ribbenstedt et al (169)). 

 

Ce résultat s’explique par les techniques analytiques mises en place. En effet, les 

techniques chromatographiques actuelles (phase inverse ou HILIC) ont des 

sélectivités différentes en termes de polarité des molécules analysées. Cette 

particularité technique implique de s’affranchir d’une partie des composés (les 

composés non retenus sur la colonne chromatographique). Pour cela, la 

combinaison de plusieurs méthodes séparatives couplées à la spectrométrie de 

masse semble conseillée. En effet, de par leur structure, la majorité des molécules 

biologiques ainsi que des médicaments sont analysées par chromatographie en 

phase inverse mais la combinaison des deux modes de séparations est susceptible 

de permettre à la fois une analyse des molécules hydrophiles et à la fois des 

molécules lipophiles. Ajoutée à cela, l’association de ces techniques avec la RMN est 

prometteuse car elle permet d’étendre la gamme de molécules détectées (170).  
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Ces résultats nous amènent à penser qu’il est primordial de combiner un maximum 

de différentes méthodes à disposition pour ce type d’analyse. D’autres études ont 

également montré l’intérêt d’utiliser la chromatographie en phase gazeuse couplée à 

la spectrométrie de masse en combinaison avec la RMN (171) ou à la 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (172). Les auteurs ont 

cependant décrit un manque dans la détection de certaines voies métaboliques et la 

nécessité de compléter l’analyse. 

Finalement, les différentes méthodes évaluées dans ces différentes études ne 

permettent pas de détecter les mêmes familles de produits chimiques ni les mêmes 

concentrations de composés selon les spécificités de techniques analytiques 

utilisées. L’utilisation de l’ensemble des techniques en combinaison semble 

intéressante mais mène à plusieurs écueils tels que l’augmentation du coût et du 

temps des analyses et de la quantité d’échantillon nécessaire ainsi que les difficultés 

d’analyses et de traitement de l’information obtenue.  

III) Article 1 : Exploration du métabolome du 

muscle squelettique à travers la combinaison 

de 4 méthodes analytiques : meilleure 

couverture métabolique ou argument 

commercial ? 

 

Dans cette étude, nous avons analysé des échantillons musculaires de souris 

sauvages à l’aide de différentes méthodes analytiques : la chromatographie ultra-

haute performance couplée à la spectrométrie de masse haute résolution (UPLC-

HRMS), la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), 

la RMN ainsi qu’une méthode en injection directe couplée à la spectrométrie de 
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masse en tandem (Flow injection Analysis-MSMS ; FIA-MSMS). La qualité et la 

fiabilité de l’analyse étant directement dépendantes de l’étape de préparation 

d’échantillon, nous avons étudié différents protocoles d’extraction pour chaque 

technologie étudiée. Pour chaque méthode, nous avons déterminé le nombre de 

métabolites observés ainsi que le nombre de métabolites quantifiés avec une 

variabilité de mesure acceptable pour ce type d’analyse (CV <30%). Le protocole 

permettant la meilleure couverture métabolique a ensuite été conservé pour l’analyse 

en combinaison.  

Pour évaluer l’intérêt de combiner l’ensemble des techniques analytiques utilisées 

dans cette étude, nous avons évalué la spécificité et la redondance de chaque outil 

vis-à-vis de l’ensemble des métabolites observés. 
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Discussion et perspectives 

 Une bonne couverture métabolique  

Notre étude nous a permis de proposer une préparation d’échantillon qui permettait 

une bonne extraction des acides aminés, des purines, des aminoacyls-t-RNA, des 

intermédiaires du cycle de Krebs et des métabolites impliqués dans la réponse au 

stress oxydatif. Les résultats obtenus en FIA-MSMS nous ont par ailleurs confirmé la 

bonne reproductibilité de l’analyse. En effet, les concentrations mesurées sont très 

satisfaisantes pour 37 métabolites sur les 42 présents dans la méthode (CV = 15.5% 

+/- 6.1%). Cette étude a permis d’observer un total de 132 métabolites répartis entre 

58 voies métaboliques. Sur les 132 métabolites, 80 sont détectés par l’HPLC-HRMS, 

34 par la FIA-MSMS, 38 par la RMN et 18 par la GC-MS. Au vu de la redondance 

des métabolites détectés par chaque technique lors de cette étude et du faible 
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nombre de métabolites spécifiquement détectés par la GC-MS (7 métabolites), son 

intérêt a été remis en question pour l’analyse du métabolisme musculaire. Malgré 

cela, nous avons pu mettre en évidence l’importance de combiner différents outils. 

Cela confirme les résultats de Ribbenstedt et coll bien que, dans cette étude,  

l’absence d’identification des métabolites ne permettait pas de juger de la 

redondance entre les différentes analyses (169). 

Le second point majeur relevé est la bonne couverture de l’ensemble du 

métabolisme énergétique via notamment le métabolisme des acides aminés, le 

métabolisme glucidique, le métabolisme des purines, synthèse des aminoacyls-t-

RNA, le cycle de Krebs mais aussi le métabolisme oxydatif. Les voies métaboliques 

observées correspondent aux voies métaboliques retrouvées perturbées dans le 

plasma, ce qui nous conforte dans la pertinence du protocole analytique 

proposé (149) dans le contexte de la SLA.  

 

Un manque de couverture du métabolisme lipidique 

 

L’ensemble des méthodes d’analyse utilisées ne nous ont pas permis d’accéder aux 

informations concernant le métabolisme lipidique et phospholipidique. Or des 

dérèglements du métabolisme lipidique ont été retrouvés dans le liquide céphalo-

rachidien (80) ainsi qu’au niveau plasmatique (173). En effet, la stéatose hépatique 

rapportée chez 16% des patients SLA suggère une perturbation globale du 

métabolisme lipidique (164). De plus, Certains auteurs ont rapporté une 

hyperlipidémie (cholestérol total, LDL) chez des patients SLA (164,174), l'association 

entre l'hyperlipidémie et la survie reste controversée (175–179). Une étude a 

rapporté qu’un rapport LDL / HDL élevé était associé à une meilleure survie (164), 



65 
 

mais une autre étude a trouvé une relation entre la diminution des lipides sanguins 

ou le rapport LDL / HDL et une insuffisance respiratoire (175).En revanche, certaines 

études n'ont pas confirmé cette association entre l'hyperlipidémie et la survie ou la 

progression de la maladie (174,180–182). Une étude récente a également montré 

une signature lipidique différente entre les patients SLA et un groupe contrôle au 

niveau du LCR (80). De plus d’autres lipides comme le TG (16:0/16:0/18:1) et le TG 

(18:0/16:0/18:1) étaient associés à une meilleure survie pour des concentrations plus 

basses. 

 

Vers une amélioration de la préparation d’échantillon 

 

La qualité et la fiabilité des données analytiques recueillies lors d’une analyse 

dépendent fortement de la préparation d’échantillon. Des études ont montré que la 

préparation d‘échantillon pouvait modifier la composition de l’échantillon par des 

réactions chimiques (hydrolyse, oxydation…) (183) ou n’extraire qu’une partie des 

métabolites d’intérêt. Par exemple, une étude publiée récemment combinant une 

analyse métabolomique et une analyse lipidomique a dû utiliser deux protocoles 

d’extraction différents (184). En effet, l’analyse lipidomique nécessitait une extraction 

par le méthanol suivi d’une étape d’estérification alors que l’extrait pour l’analyse 

métabolomique était préparé à partir d’un mélange composé à 50% de méthanol et 

50% d’acétonitrile sans étape de dérivation. De plus, dans cette étude, l’analyse 

métabolomique n’a pas permis d’observer de lipides, de même que l’analyse 

lipidomique n’a pas permis d’observer de métabolites polaires.  Une seconde étude a 

également montré l’impact de la préparation d’échantillon sur les métabolites 

détectés ainsi que sur la  variabilité de l’analyse (185). Les auteurs ont notamment 
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observé que les oxystérols, glycerophosphatidylcholines et les sphingomyélines sont 

significativement mieux extraits par un solvant éthanol/dichlorométhane alors que 

d’autres classes plus polaires comme les acides aminés, les amines biogènes et les 

acylcarnitines sont significativement mieux extraits par un tampon PBS ou un 

mélange PBS/méthanol. Cette étude confirme l’impact de la préparation d’échantillon 

sur l’analyse. Malgré tout, elle n’a pas permis de déterminer un protocole d’extraction 

compatible avec l’ensemble des métabolites. Il apparaît que la préparation 

d’échantillon, nécessaire avant de réaliser une analyse par spectrométrie de masse, 

est l’une des étapes limitant la couverture métabolique. Dans notre étude, la 

préparation d’échantillon a été réalisée par du méthanol uniquement, ce qui peut être 

l’une des raisons à l’absence de couverture du métabolisme des lipides. Il est donc 

envisageable de réaliser une analyse supplémentaire avec une extraction de type 

éthanol/dichlorométhane pour compléter la couverture métabolique. 
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Partie II : Optimisation de l’analyse de plasmas 

humains par ATR-IR et évaluation de la capacité à 

quantifier spécifiquement un/des biomarqueur(s) 

 

I) Utilisation de la spectroscopie 

infrarouge comme outil diagnostic: état de 

l’art 

I.1) La complexité de l’analyse 

La spectroscopie infrarouge et la spectroscopie Raman sont deux techniques qui ont 

l’avantage de nécessiter peu ou pas de traitement des échantillons avant analyse et 

qui permettent d’avoir une vision globale de la composition biochimique. De plus, la 

rapidité d’acquisition des spectres permet d’envisager cette technologie pour des 

analyses nécessitant un haut débit analytique telle que le contrôle de production 

dans l’industrie ou l’analyse de plasmas en routine en milieu hospitalier pour des 

analyses de dépistage « au lit du malade » de la même manière qu’un glucomètre 

avec un rendu de résultat de quelques secondes. 

I.2) La place de la spectroscopie infrarouge dans le 

diagnostic biologique 

 

La majorité des publications traitant de la spectroscopie vibrationnelle dans le 

domaine biomédical est basée sur l'analyse de tissus humains, avec des études 

pilotes montrant qu'il est possible de différencier les tissus sains et cancéreux, ainsi 

que les tumeurs bénignes et malignes (186). Plus récemment, l’intérêt pour la 

spectroscopie dans l’analyse des fluides biologiques s’est développé en raison de la 

facilité de manipulation, et de préparation des échantillons. Backhaus et al. ont utilisé 
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la spectroscopie infrarouge sur des sérums de patientes pour différencier celles en 

bonne santé de celles atteintes d'un cancer du sein. En appliquant des méthodes de 

traitement de données non supervisées et supervisées, ils ont rapporté des 

sensibilités et des spécificités >92% (187). Dans le domaine des maladies 

neurodégénératives, Paraskevaidi et al. ont démontré que l'ATR-IR était capable de 

différencier les patients atteints de certaines pathologies. La maladie d'Alzheimer 

(MA) a été identifiée avec une sensibilité et une spécificité de 70 %, et les patients 

atteints ont été séparés de ceux atteints de démence avec une précision de 90 % 

(188). D’autres  études  ont  montré  l’intérêt  de la spectroscopie infrarouge dans  la  

détection sérologique   de   l’encéphalopathie   spongiforme   bovine   (189),   dans   

le   diagnostic   de   la polyarthrite  rhumatoïde  (190)  et  comme  outil  pronostique  

pour  déterminer  la  sévérité  des pancréatites aigues (191). Malgré tout, bien que 

ces études aient démontré leur intérêt, la majorité a été réalisée sur de faibles 

effectifs sans validation externe sur une seconde population indépendante. Ces 

résultats doivent donc être interprétés avec précaution. De plus, le manque 

d’harmonisation des protocoles utilisés complique la standardisation pour une 

utilisation multicentrique permettant la constitution de cohortes plus importantes 

(192).  

 

 

Ces outils peuvent être utilisés seules (119–125) mais pourraient également être 

utilisées comme méthode de screening de classes de molécules (lipides, glucides, 

acides aminés, nucléotides…) potentiellement impactées dans la physiopathologie. 

Une dernière approche pourrait également être d’utiliser ces technologies en 

combinaison avec les méthodes conventionnelles (193).  
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II) Article n°2 : Quantification des protéines 

dans le sérum humain par ATR-IR. 

 

Dans cette étude, nous avons analysé différents protocoles de mesures et évalué 

leur capacité à quantifier les protéines dans le plasma humain. L’analyse sous forme 

liquide permet de réaliser une acquisition du spectre rapide en quelques secondes et 

ainsi de réaliser un grand nombre d’analyse en peu de temps. De plus, le dépôt d’un 

volume d’échantillon sous forme liquide peut être facilement standardisé à l’aide 

d’équipements contrôlés ou par l’utilisation de capillaires standardisés. La 

spectroscopie IR étant très sensible à l’interférence de l’eau, certaines études 

préconisent de réaliser l’analyse après une étape de séchage permettant 

l’élimination de l’eau présente dans l’échantillon. Ce séchage permet d’augmenter la 

sensibilité de l’analyse. Cependant, la standardisation de l’étape de séchage est 

complexe à cause de la nécessité de maitriser différents paramètres influençant tel 

que la température et l’hygrométrie. De plus, une inhomogénéité chimique et 

physique peut en résulter, due à l’effet «coffee ring» ou encore l’effet de craking. Un 

manque de maitrise de cette étape peut conduire à une hétérogénéité du film pour 

un même échantillon ou entre plusieurs échantillons, ce qui peut engendrer des 

incohérences dans les résultats obtenus (194–196). De plus, l’absorption en 

spectroscopie infrarouge ATR sous forme séchée est régie par la loi de Beer-

Lambert, or une variation de l’épaisseur du film pourrait avoir pour conséquence une 

augmentation de la variabilité de mesure. 

 

Dans la littérature, peu d’études comparent les résultats obtenus en fonction des 

différents modes d’acquisition. La majorité des études sont réalisées sur des 
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prélèvements après une étape de séchage sur sang total ou sur plasma (98,143). 

Cependant, Perez-Guaita et al ont montré que l’analyse sous forme liquide permettait 

également la quantification d’albumine, d’hémoglobine et d’immunoglobuline (133). 

 

Dans ce contexte, nous avons souhaité évaluer la capacité de la spectroscopie 

infrarouge par ATR-IR à quantifier des biomarqueurs selon différents protocoles 

étudiés. Etant donné l’impact potentiel de la préparation de l’échantillon sur une 

analyse globale, notre volonté était de proposer une étape pré-analytique la plus 

simple possible. 

 

Les objectifs de cette étude sont  

1) L’optimisation des conditions d’acquisition des spectres ATR-IR sous forme 

liquide et après séchage à l’air libre 

2) L’évaluation de la quantification des protéines par spectroscopie infrarouge en 

mode ATR selon ces deux modes de mesures 

3) L’application de la régression partielle des moindres carrés pour comparer les 

résultats quantitatifs obtenus dans les deux conditions. 

 

II.2) Etude préliminaire : protocoles analytiques en mode ATR 

II.1.a) Influence du volume de dépôt sur le signal collecté 

 

Le volume déposé sur le cristal ATR influence l’intensité du spectre infrarouge 

enregistré.  La figure 20 présente l’aire sous le spectre (1800-1492 cm-1) pour des 

volumes de 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 7,5 et 10µL d’un sérum commercial poolé analysés 

sous forme liquide et après séchage. Sous forme liquide, on observe une 
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augmentation linéaire du signal jusqu’à un volume de 2µL à partir duquel l’intensité 

est maximale. L’épaisseur de la goutte étant largement supérieure à la pénétration 

de l’onde évanescente, l’augmentation de l’intensité est probablement reliée à 

l’augmentation de la surface de contact entre l’échantillon et la zone de mesure. Lors 

de l’analyse après séchage de différents volumes de plasma déposés, on observe 

également une intensité croissante jusqu’à un volume de 2µL. Le temps de séchage 

augmentant considérablement avec l’augmentation du volume de dépôt, la condition 

conservée pour la suite de l’étude est le volume le plus petit avec lequel nous avons 

obtenus la plus grande intensité, soit  2µL. 

 

Figure 20: Évaluation de la linéarité du signal des spectres infrarouge de plasmas 

humains sous forme liquide (carrés) et séchée (triangles) en fonction des volumes 

d'échantillon déposés 

 

II.1.b) Relation concentration/signal en fonction de la 

concentration en protéines 
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L’absorption en spectroscopie infrarouge ATR étant régie par la loi de Beer-Lambert, 

il était également nécessaire d’évaluer une éventuelle saturation du signal et donc 

d’évaluer le domaine de linéarité pour l’analyse du plasma humain. Pour mettre en 

évidence une éventuelle saturation du signal, nous avons étudié l’évolution du 

spectre ATR-IR en fonction de la concentration en protéines d’un mélange 

commercial de sérum humains (Figure 21). Plusieurs échantillons de concentrations 

différentes (de 1.875 g/L à 120 g/L) ont été réalisés en diluant le mélange 

commercial dans de l’eau MilliQ. 

 

Sous forme liquide, on observe une augmentation linéaire du signal quelle que soit la 

concentration en protéine dans le domaine étudié. Lors de l’analyse des sérums 

après séchage, on observe également une intensité croissant jusqu’à une 

concentration de 15g/L puis un phénomène de plateau. L’épaisseur du film formé est 

probablement supérieure à la profondeur de pénétration de l’onde évanescente pour 

les échantillons dont la concentration en protéines est supérieure à 15 g/L.  
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Figure 21: Évaluation de l’intensité des spectres infrarouge de plasma humain sous 

forme liquide (carrés) et séchée (triangles) en fonction de la concentration en 

protéines   

 

II.2) Mesures des échantillons « patients » 

II.2.a) Préparation des échantillons par la 

méthode des ajouts dosés 

 

Dans un premier temps, nous avons analysé un mélange commercial de plasma 

auquel nous avons ajouté des quantités connues d’albumine et d’immunoglobuline G 

selon la méthode des ajouts dosés. L’albumine humaine et les immunoglobulines G 

ont été achetées auprès de Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, États-Unis). Des 

solutions ont été préparées à des concentrations respectives de 70 g/L et 30 g/L. 

Ensuite, cette solution a été utilisée pour obtenir des concentrations de 46, 66, 76, 
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86, 96, 106 et 116 g/L en albumine et 13, 18, 24, 29, 33, 39 et 44 g/L en 

immunoglobuline G. 

II.2.b) Obtention des valeurs de référence 

 

Dans cette étude, nous avons évalué la fiabilité du résultat en termes de linéarité 

entre le signal mesuré et la concentration de l’échantillon ainsi que la variabilité de 

mesure. Pour cela, la collaboration entre notre unité et le laboratoire de Biochimie et 

Biologie Moléculaire du CHU de Tours nous a permis d’obtenir 20 échantillons de 

sérum recueillis dans le cadre de leur prise en charge. La quantification des 

protéines totales, de l’albumine et des immunoglobulines G a été réalisée sur 

l’ensemble de ces échantillons par des méthodes de mesures validées et accréditées 

sur des chaînes automatisées cobas® c501 de chez Roche® (Bâle, Suisse). 

L’ensemble des méthodes respecte les critères de validation de méthodes publiées 

par la Société Française de Biologie Clinique (SFBC) (197). Les concentrations 

mesurées sont considérées comme concentrations de référence pour l’étude. Puis, 

nous avons appliqué le même protocole aux échantillons patients. Les 

concentrations prédites sont ensuite comparées aux concentrations de références. 

Les résultats obtenus ont ensuite été mis en regard de l’interprétation biologique qui 

en découle.  

II.2.c) Analyse par ATR-IR 

 

Pour chaque échantillon, le spectre d’absorption ATR a été enregistré en triplicat 

sous forme liquide, séchée et séchée après avoir réalisé une dilution au dixième. 

Ensuite, la moitié des spectres mesurés a été utilisée pour construire le modèle 

PLSR (Partial Least Square Regression). Les concentrations en protéines, albumine 
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et immunoglobuline G sont ensuite prédites en appliquant le modèle de PLSR sur la 

moitié des spectres restante. Les concentrations prédites sont ensuite comparées 

aux concentrations théoriques. 
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Discussion et perspectives 

 

Analyse des échantillons par la méthode des ajouts dosés 

 

Analyses sur échantillons liquides : Les essais réalisés au cours de ce travail sur 

l’analyse liquide montrent une corrélation entre l’augmentation de l’intensité mesurée 

et la concentration en protéines dans l’échantillon analysé. Les analyses réalisées 

sur les échantillons enrichies en IgG et en albumine ont mis en évidence un RMSE 

moyen de 3,06 g/L pour l’albumine et 2,365 g/L pour les immunoglobulines G sous 

forme liquide. Ces résultats montrent une erreur de mesure supérieure à celles 

recommandées par les sociétés savantes pour la quantification de ces deux 

paramètres (respectivement 1,83 g/L et 1,04 g/L).Ce résultat est probablement dû à 

la forte contribution de l’eau dans le spectre infrarouge venant interférer avec le 

signal des protéines.  
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Analyses sur échantillons séchés : Le séchage de l’échantillon avant analyse a 

permis d’améliorer la précision de mesure des immunoglobulines G (RMSECV 4,59 

g/L en liquide vs 0,49 g/L après séchage). En effet, les erreurs moyennes calculées 

par le modèle PLSR pour les analyses réalisées après séchage et après dilution et 

séchage sont inférieures à 1 g/L. Or, la précision des concentrations en protéines 

totales et en albumine rendues par un laboratoire de biologie médicale n’excède pas 

1 g/L. Ces résultats sont donc tout à fait comparables à ceux obtenus par les 

méthodes de références. 

 

Analyses des échantillons patients  

 

Les analyses réalisées sur les échantillons patients montrent une bonne corrélation 

entre les concentrations de référence et celles estimées par l’analyse infrarouge. 

Concernant la quantification de l’albumine, c’est l’analyse sur échantillon dilué après 

séchage qui a permis d’obtenir l’erreur moyenne de mesure la plus faible de 0,86 g/L. 

Ces résultats sont très satisfaisants en regard des recommandations SFBC. Par 

ailleurs, ces résultat ont été obtenus sur un petit échantillonnage (n=20) et pourraient 

être améliorés en augmentant le nombre d’échantillons utilisés (133). 

L’erreur moyenne de quantification des immunoglobulines G est de l’ordre de 3 g/L 

sous forme liquide et 1,95 g/L après dilution et séchage. Ce résultat montre les 

limites de la spectroscopie infrarouge pour quantifier les immunoglobulines G dans le 

plasma. Comme pour les échantillons dopés, on observe une amélioration de la 

précision de mesure grâce à l’étape de séchage. Cependant, l’erreur de mesure 

obtenue sur les échantillons après dilution et séchage est supérieure à celle 

retrouvée sur les échantillons dopés. Cette erreur est probablement due à la 

complexité de l’échantillon. En effet, les immunoglobulines G ne sont pas les seules 
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présentes dans le sérum. Or le spectre d’absorption des différentes 

immunoglobulines est similaire. Il est également possible que d’autres composants 

du sérum interfèrent. Lors de l’analyse des échantillons dopés, seules les 

concentrations en albumine et immunoglobulines changent, alors que sur les 

échantillons patients, la totalité des composants peuvent être présents dans des 

concentrations différentes. Ces variations ne sont probablement pas prises en 

compte dans le modèle de prédiction, probablement dû à un effectif trop petit pour 

avoir « rencontré » les différentes combinaisons de concentrations en 

immunoglobulines. En effet, la PLSR est un modèle basé sur un apprentissage puis 

d’application sur une seconde population. Plus le nombre d’échantillons est 

important, plus la composante principale extraite pour quantifier un biomarqueur sera 

spécifique. Ainsi la quantification des échantillons sera également plus précise car 

sujette à moins d’interférence. 

Finalement, la dilution préalable de l’échantillon ne permet pas d’améliorer la 

prédiction des concentrations vis-à-vis de l’analyse sur sérum séché. De plus, cette 

étape préliminaire peut également avoir pour conséquence une diminution de la 

sensibilité et pourrait avoir un effet néfaste sur l’analyse de composés moins 

concentrés.  

 

 

 

 



87 
 

III) Etude n°3 : Quantification simultanée des 

protéines et de petites molécules dans le 

plasma humain 

 

INTRODUCTION 

Ces dernières années, les études cherchant à quantifier précisément une ou plus 

molécule dans un fluide biologique se sont succédées. En 2014, Bonnier et al. ont 

montré que les intensités des bandes d’absorbances sur une spectre ATR-IR sont 

reliées aux concentrations en protéines de l’échantillon (198). La même équipe a 

ensuite démontré dans une seconde étude la relation entre les intensités 

d’absorbance et les concentrations de glucose dans un plasma dopé à des 

concentrations connues (199). Au vu des résultats satisfaisants obtenus sur la 

fraction protéique, nous avons souhaité évaluer la capacité de la spectroscopie 

infrarouge par ATR-IR à quantifier des biomarqueurs de bas poids moléculaire en 

suivant le protocole utilisé lors de la première étude. En effet ces molécules sont 

présentes en quantité plus faible dans l’échantillon et sont moins accessibles que les 

protéines. 

L’objectif de cette étude est de confirmer les résultats encourageants de l’étude 

précédente et ceux retrouvées dans la littérature en évaluant la quantification de 

plusieurs biomarqueurs dans le plasma.  
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MATERIEL ET METHODES 

1) Produit de référence 

Les solutions de référence sont des solutions aqueuses à une concentration de 1g/L, 

réalisées à partir de poudres d’albumine humaine, d’immunoglobulines G, de D-

glucose et d’urée provenant de chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, Etats-

Unis).  

 

2) Echantillons patients et valeur de références 

Pour cette étude, nous avons obtenu 20 échantillons de plasma de patients du CHU 

de Tours, recueillis dans le cadre de leur prise en charge. La quantification des 

protéines totales, de l’albumine, des immunoglobulines G, du glucose, de l’urée et de 

l’acide urique a été réalisé sur l’ensemble de ces échantillons par des méthodes de 

mesures validées et accréditées sur des chaînes automatisées cobas® c501 de chez 

Roche® (Bâle, Suisse). L’ensemble des méthodes respecte les critères de validation 

de méthodes publiées par la Société Française de Biologie Clinique (SFBC) 

(197).Les concentrations mesurées font office de concentration de référence pour 

l’étude (Tableau IV). 
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Tableau IV : Concentrations de références des échantillons patients 

 

 

 

 

Protéines 

totales 

(g/L) 

Albumine 

(g/L) 

Immunoglobuline 

G (g/L) 

Glucose 

(mmol/L) 

Urée 

(mmol/L) 

Acide 

urique 

(µmol/L) 

Concentrations 

normales 

(197) 

60-76 35-55 8-18 4.0-5.8 2.5-7.5 150-500 

1 47 22 5.73 5.9 8.64 157 

2 62 34 10.18 3.2 38.35 644 

3 56 30 6.89 6.8 8.99 238 

4 58 26 8.53 4.0 2.93 136 

5 60 27 9.71 8 6.4 12 

6 59 34 6.31 16.6 2.68 65 

7 53 30 5.62 13.9 6.3 450 

8 58 37 7.07 7.9 5.89 207 

9 57 36 6.75 14.1 2.89 103 

10 54 32 7.24 4.7 6.29 141 

11 69 38 9.65 6.2 9.74 526 

12 58 34 7.25 4.4 6.84 351 

13 36 18 5.35 8 7.9 99 

14 97 31 40.54 4.8 5.64 177 

15 81 45 19.6 3.5 4.18 254 

16 59 38 6.38 12.7 3.34 280 

17 93 40 42.96 12.9 12.13 277 

18 69 33 5.29 2.8 43.42 644 

19 88 32 33.94 4.8 1.09 139 

20 58 32 4.88 4.8 1.41 144 
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3) Paramètres d’acquisition : 

Les spectres IR ont été acquis en mode de réflectance totale atténuée (ATR) à l'aide 

d'un spectromètre infrarouge Frontier (Perkin Elmer, France) entre 4000-400 cm-1 

avec une résolution spectrale à 4 cm-1. Un spectre de référence de l'air a été 

enregistré (4 scans) et automatiquement soustrait du spectre de l'échantillon (4 

scans moyennés) par le logiciel. Chaque échantillon a été déposé 5 fois et 3 

spectres ont été acquis à chaque fois. Enfin, 15 spectres ont été enregistrés à partir 

de chaque échantillon, permettant d’évaluer la variabilité inter-dépôt et intra-dépôt. 

Les spectres de référence obtenus à partir de solutions de composés purs ont 

également été collectés en utilisant des paramètres similaires. 

 

4) Prétraitement et analyses des données 

 

Le logiciel Matlab® a été utilisé pour construire le modèle PLSR (Partial Least 

Square Regression) à partir des concentrations de référence connues. Le modèle 

prédictif est construit en 2 temps avec la mise en place d’une validation croisée. La 

première étape d’apprentissage ou de calibration est réalisée sur la moitié des 

données sélectionnées de manière aléatoire. La deuxième étape consiste à 

déterminer les concentrations à partir de la 2ème moitié des données qui sont utilisées 

projetées en aveugle. La qualité de la régression linéaire est évaluée par les valeurs 

R2 et  RMSECV (Root Mean Square Error of Cross Validation) qui reflète l’erreur 

moyenne dans les concertations estimées.  Les résultats obtenus ont ensuite été mis 

en regard de l’interprétation biologique qui en découle.  
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RESULTATS 

 

1) Caractérisation des signatures spectrales de référence 

 

 

Figure 22 : Spectres ATR-IR obtenu après séchage des solutions à 1g/L d’albumine 
(rouge), d’immunoglobulines (bleu), de glucose (orange) et d’urée (vert). Les 

spectres sont volontairement décalés pour clarté. 
 

Le spectre ATR-IR de l’immunoglobuline peut être divisé comme suit (Figure 22 

bleue): 

 

- La présence d’une forte et large bande avec un maximum à 3280cm-1 peut être 

attribuée aux vibrations N-H des liaisons amides. Les groupements CH2 des 

chaines carbonées se caractérisent par les pics à 2855 cm-1 et 2926 cm-1 qui 

représentent respectivement les vibrations d’élongation symétrique et 

asymétrique. Dans cette zone du spectre, on observe également une large 

bande entre 3100 et 3600 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongation des 

fonctions OH. 
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- Les bandes amides I et II se caractérisent par deux pics de forte intensité à 

1630 cm-1 et 1520 cm-1.  

- Le pic à 1447 cm-1 peut être attribué aux vibrations de déformation dans le plan 

(cisaillement) des CH2 et des CH3. Les groupements carboxylates ainsi que les 

déformations des liaisons CH3 peuvent être responsables de la bande 

d’absorption à 1395cm-1. Les liaisons amides provoquent également une 

bande d’absorption de faible intensité vers 1250 cm-1. Les vibrations 

d’élongations des liaisons C-C se caractérisent pares pics à 1108 cm-1 et 938 

cm-1.  

 

Le spectre ATR-IR de l’albumine est relativement proche de celui des 

immunoglobulines (Figure 22, rouge) : 

 

- La présence d’une forte et large bande avec un maximum à 3280cm-1 qui peut 

être attribuée aux vibrations des liaisons amides. Les groupements CH2 des 

chaines carbonées à 2855 cm-1 et 2926 cm-1 représentant respectivement les 

vibrations d’élongation symétrique et asymétrique sont également visibles. 

Dans cette zone du spectre, on observe également une large bande entre 

3100 et 3600 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongation des fonctions OH. 

- Les bandes amides I et II se caractérisent par deux pics de forte intensité à 

1640 cm-1 et 1580 cm-1. On observe cependant une déformation de ces deux 

bandes. Le maximum de la bande amide I se trouve à 1645 cm-1 contre 1630 

cm-1pour les immunoglobulines et celui de la bande amide II à 1536 cm-1 contre 

1520 cm-1. 
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- Le pic à 1447 cm-1 peut être attribué aux vibrations de déformation dans le plan 

(cisaillement) des CH2 et des CH3. Les groupements carboxylates ainsi que les 

déformations des liaisons CH3 peuvent être responsables de la bande 

d’absorption à 1395cm-1. Les liaisons amides provoquent également une 

bande d’absorption de faible intensité vers 1250 cm-1. Les vibrations 

d’élongations des liaisons C-C se caractérisent pares pics à 1108 cm-1 et 938 

cm-1. Dans cette région, on observe cependant certaines différences dans les 

intensités des bandes d’absorbances. On voit que l’absorbance à 1305 cm-1 

est plus importante pour l’albumine que pour les immunoglobulines. A l’inverse, 

les bandes d’absorption à 1235 cm-1 et 1075 cm-1 sont plus intenses pour les 

immunoglobulines que pour l’albumine.  

 

Le spectre ATR-IR du glucose peut être divisé comme suit (Figure 22, orange) : 

 

- Dans la première partie du spectre, on observe une large bande entre 3000 et 

3600 cm-1 correspondant aux vibrations d’élongation des fonctions OH. 

Comme pour les spectres précédemment décrits, les vibrations d’élongation 

symétrique et asymétrique des groupements CH2 des chaines carbonées sont 

visibles à 2855 cm-1 et 2926 cm-1. 

- Dans la région de l’empreinte digitale, on observe une bande d’absorption à 

1645 cm-1 qui peut être due à de l’eau résiduelle après séchage ainsi qu’aux 

vibrations d’agitationliaisons O-H. On peut également voir 2 massifs 

d’absorption entre 1500 et 1180 cm-1 et entre 1180 et 940 cm-1. Le premier de 

ces massifs peut être attribué aux vibrations de cisaillement des groupements 

CH2, d’élongation des liaisons C=O et C-C ainsi qu’aux vibrations d’agitation 



94 
 

des liaisons C-O. Le deuxième massif entre 1180 et 940 cm-1 peut être attribué 

aux vibrations d’élongation des groupements C-O et C-OH. 

 

Le spectre ATR-IR de l’urée peut être divisé comme suit (Figure 22, vert): 

 

- Dans la première partie du spectre, on observe une première bande avec un 

maximum d’absorption à 3440 cm-1, une seconde à 3344 cm-1 et une à 3260 

cm-1. Ces trois bandes peuvent être attribuées aux vibrations d’élongations des 

liaisons N-H. 

- Dans la région de l’empreinte digitale, on observe une bande d’absorption à 

1678 cm-1 pouvant représenter les groupements carbonyle (C=O) de l’urée. 

Les liaisons C-N et C-C sont probablement responsables de la présence de 

deux bandes à 1630 cm-1 et 1600 cm-1. Finalement, une dernière bande 

d’absorption est visible à 1466 cm-1. Cette bande peut être attribuée aux 

vibrations d’élongation asymétrique des groupements CH3.  

 

2) Caractérisation des signatures spectrales du plasma 

 

L'analyse du plasma avec ATR-IR permet l’obtention de caractéristiques spectrales 

définies (tableau II). En effet, chaque pic spectral peut être affecté à une ou plusieurs 

catégories de biomolécules. En raison de la forte absorbance de l'eau, la plupart 

d'entre eux ne sont pas visibles sur les spectres liquides (Figure 23). Cependant, on 

peut observer les bandes amide I et amide II de protéines (1650 et 1550 cm-1) et une 

faible déformation spectrale entre 1480 et 1000 cm-1. Les spectres de plasma 
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humain séché présentent les caractéristiques spectrales attendues et les affectations 

associées au plasma humain (Tableau V). 

 

 

Figure 23 : Spectres  ATR-IR obtenu à partir d’un plasma patient analysé sous forme 
liquide (A) et après séchage (B) 
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Tableau V : Attribution des signaux spectraux aux catégories moléculaires (186,200–203). ν: 

élongation, δ : cisaillement , γ : agitation, torsion et bascule, as: asymétrique, s: symétrique ; 

def : déformations 

Nombre d’onde Vibration Attribution biochimique 
3300 ν(N-H) Amide A des protéines/peptides 
3100 ν(N-H) Amide B des protéines/peptides 
2957 ν as(CH3) Lipides 
2920 ν as(CH2)   
2872 ν s(CH2)   
2850 ν s(CH2)   
1740 ν(C=O) Esters de phospholipides 

1715-1680 ν(C=O) Acides nucléiques 

1650 
ν(C=O) Amide I des protéines 

ν(C-N), δ(N-H)   
1645 γ(HOH) Eau 

1550 
ν(C-N), δ(N-H) Amide II des protéines 
ν(C-C), δ(C-O)   

1453 γ(CH2) Cisaillement CH2  
1450 δ as(CH3) Lipides/protéines 
1395 δ s(CH3) Lipides/protéines 
1395 ν(C=O) Carboxylates COO- 
1380 γ s(CH3) Phospholipides/triglycérides 

1350-1250 
ν(C-N), δ(N-H) Amide III-

peptides/protéines/collagène 
ν(C-C), γ(C-O)   

1242 ν as(PO2) ADN/ARN/phospholipides 
1170 ν as(C-O) Esters 

1150 ν(C-O), ν (C-
OH) Sucres 

1090 ν s(PO2) ADN/ARN/phospholipides 
1086 ν(C-O), ν(C-C),  Sucres 
1079 ν(C-C),  Glycogène 
1065 ν(C-O),  ADN/ARN/ribose 
1050 ν(C-O),  Estersde phosphate 
1028 def (CHO) Glycogène 
965 ν(PO3) ADN/ARN/ribose 

710-620 def (O=C-N) Amide IV 
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La figure 23 présente les spectres obtenus par l’analyse d’un sérum sous forme 

liquide (A) ou après l’étape de séchage (B). Le spectre liquide est composé d’une 

large bande d’absorption entre 3800 et 2800 cm-1 pouvant être principalement 

associée au liaisons O-H de l’eau, 2 bandes d’absorbances à 1650 et 1550 cm-1 

reliées aux vibrations d’élongations des liaisons N-H des fonctions amides des 

protéines (Tableau IV).  

En comparant le spectre du sérum séché (Figure 23) et celui de l’albumine et des 

immunoglobulines, on observe une grande ressemblance, signe que les protéines 

sont les composants de l’échantillon qui contribuent le plus à sa signature spectrale 

avec le  pic amide I à 1650 cm-1 qui domine.  

Ceci s’explique en partie par leur présence en concentration élevée par rapport aux 

autres composants de faible poids moléculaire (voir tableau IV).  

 

2) Analyses quantitatives 

a) Validation de la population utilisée : 

 

Les concentrations de référence en protéines, albumine, immunoglobuline G, 

glucose, urée et acide urique ont été mesurées respectivement entre 36 et 93 g/L, 18 

et 45 g/L, 4,88 et 42,96 g/L, 2,8 et 16,6 mmol/L, 1,09 et 43,42 mmol/L et 12 et 644 

µmol/L (Tableau V). Excepté pour l’albumine, ces différentes plages de 

concentrations recouvrent les valeurs usuelles retrouvées au niveau plasmatique de 

qui regroupent des populations saines et pathologiques couramment rencontrées en 

milieu hospitalier en routine. (197).  

Une attention particulière a été donnée à l’absence de corrélation entre les différents 

marqueurs étudiés afin d’éviter les biais dans les résultats de la PLSR. Si les 

concentrations de tous les marqueurs évoluent avec les mêmes tendances, les 
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bandes spectrales identifiées ne seront pas spécifiques à un seul des composés et 

les résultats PLSR « optimistes ». La figure 24 présente des projections qui illustrent 

l’absence de corrélation entre les différents biomarqueurs (p> 0,05). 

L’ensemble des résultats ci-dessus valident le lot d’échantillons pour l’étude. 

 

Figure 24 : Exemple de corrélations obtenues entre les concentrations de référence 

des différents métabolites étudiés 

 

b) Quantification des protéines et des métabolites dans les échantillons de 

patients par ATR-IR sous forme liquide 

 

La figure 25 présente d’une part les régressions linéaires entre les concentrations 

prédites (en ordonnées) par l’analyse par ATR-IR entre 1800 et 900 cm-1 sur les 

échantillons liquides (protéines totales (A) et glucose (C)) et les concentrations 

mesurées selon les méthodes de référence (en abscisse) entre 1800 and 900 cm-1. 
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Une comparaison entre le coefficient de régression de la PLSR et du spectre de 

référence pour la prédiction des protéines totales et du glucose est également 

proposée. Les similarités entre les spectres sont surlignées en gris. 

 

Analyse de la fraction protéique 

 

L’analyse des protéines totales, de l’albumine et des immunoglobulines G a permis 

d’obtenir des coefficients de corrélation respectivement de 0.941, 0,923 et 0,873. 

Dans le tableau VI les valeurs de RMSECV en valeur absolue et en valeur relative 

sont données pour les différents analytes composants de la fraction protéique 

(protéines totales, albumine et Ig). Le modèle construit dans cette étude a permis de 

prédire les concentrations en protéines, en albumine et en immunoglobulines G avec 

des erreurs moyennes respectives de 4,55%,  3,87% et 33,7% (3,72 g/L et 1,68 g/L 

et 4,22 g/L). 

 

Tableau VI : Erreurs moyennes des concentrations prédites par les modèles de 

régression partielle des moindres carrés en analyse liquide pour la fraction protéique 

 

 

 

 

De plus, la concentration la plus basse a été mal prédite par le modèle avec une 

erreur de 9 g/L ainsi que 2 échantillons pour lesquels la concentration sont de 53 et 

54 g/L et pour lesquels les concentrations prédites sont surestimées de 5 g/L. La 

 Protéines 

totales  
Albumine Immunoglobuline G 

RMSECV (g/L) 

RMSECV (%) 

3.72 

4.55 

1.68 

3.87 

4.22 

33.7 



100 
 

comparaison entre les coefficients de régression et les spectres de référence a 

montré que les modèles prédictifs sont basés sur les bandes d'absorption 

spécifiques et non sur d'autres signaux interférents d’autres composants de la 

matrice (Figure 24). Les bandes d’absorption sur le coefficient de régression aux 

nombres d’onde de 1580 et 1640 cm-1 qui sont assimilables aux bandes amide I et 

amide II identiques à celles du spectre de référence de l’albumine. De plus, on 

observe d’autres similarités entre ces deux spectres entre 1500 et 1000 cm-1. 

 

 

 

Figure 25 : A) Régression PLSR  pour les protéines totales ; B) Coefficient de régression 

(bleu) comparé au spectre de référence de d’albumine (rouge) ; C) Régression PLSR  pour le 

glucose ; B) Coefficient de régression (bleu) comparé au spectre de référence du glucose 

(rouge). .Pour chaque échantillon, le cercle représente la moyenne des concentrations 

prédites et la barre représente l’erreur moyenne absolue.  
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Analyse de la fraction de bas poids moléculaire 

Dans cette étude, l’analyse de la fraction de bas poids moléculaire est réalisée via 

l’analyse du glucose, de l’urée et de l’acide urique. La prédiction des concentrations 

a été moins bonne avec des coefficients de corrélation respectifs de 0.8288 (Figure 

25 C), 0.962 et 0.854. Concernant le glucose, les concentrations basses sont 

généralement surestimées alors que les valeurs fortes sont plutôt sous-estimées. 

Pour l’acide urique, les concentrations hautes sont généralement surestimées alors 

que les valeurs basses sont plutôt sous-estimées. 

Contrairement à l’étude de la fraction protéique, les similitudes entre le spectre de 

référence du glucose et le coefficient de régression de la PLSR sont moins 

évidentes. La présence d’une bande d’absorption entre 1800 cm-1 et 1500 cm-1 qui 

ne correspond pas à l’absorbance du glucose. Ce signal indique la présence d’une 

interférence avec un autre composant de l’échantillon. Cette bande d’absorption 

ayant un maximum aux alentours de 1640 cm-1, celle-ci peut être assimilée à la 

bande amide I des protéines ou à l’eau et indique probablement une influence d’au 

moins un de ces paramètres sur la quantification du glucose sous forme liquide. 

Néanmoins….on discerne le massif d’absorption entre 1180 et 940 cm-1 du glucose 

tel que décrit précédemment (Figure 25).  

Dans le tableau VII les valeurs de RMSECV en valeur absolue et en pourcentage 

sont données pour les différents analytes composants de la fraction de bas poids 

moléculaire (urée, glucose, acide urique). A l'inverse des protéines, les petites 

molécules comme le glucose, l’urée et l'acide urique sont mal prédites avec des 

erreurs moyennes respectives de 23,7%, 47,7% et 50,4% (Tableau VII). Selon les 

recommandations SFBC, les erreurs totales admissibles en biologie pour ces 
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paramètres sont respectivement de 5,5%, 15,55% et 11.97% pour une analyse 

ciblée quantitative (204).  Pour l’ensemble de ces paramètres, les erreurs moyennes 

calculées sont largement supérieures aux recommandations. Cependant, concernant 

l’urée, nous observons des erreurs respectives de 549,9%, 44,3%, 28,99% et 

128,4% pour les échantillons les moins concentrés (respectivement 1,04 mmol/ L, 

1,41 mmol/L, 2,68 mmol/L et 3,34 mmol/L). Ces résultats démontrent une incapacité 

de la méthode à prédire correctement ces faibles concentrations. Lorsque nous 

retirons ces échantillons du modèle, l'erreur moyenne calculée diminue fortement à 

9,8%. Cela suggère que la limite basse de quantification de l'urée dans cette 

condition pourrait être proche de 4 mmol/L. De plus dans ces conditions, les erreurs 

moyennes mesurées sont inférieures à l’erreur totale admissible. Toutefois, les 

valeurs physiologiques de l’urée étant comprises entre 2,5 et 7,5 mmol/L (197), cette 

méthode ne serait en mesure que de mettre en évidence une hyperurémie et ne 

permettrait pas un suivi fin dans les valeurs physiologiques ou inférieures. 

 

Tableau VII : Erreurs moyennes des concentrations prédites par les modèles de 

régression partielle des moindres carrés en analyse liquide la fraction de bas poids 

moléculaire 

 

 

 

 

 

 Glucose Urée Acide urique 

RMSE 

RMSECV (%) 

1.76 mmol/L 

23.7 

2.17 mmol/L 

47.7 

72 µmol/L 

50.4 
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c) Quantification des protéines et des métabolites dans les échantillons de 

patients par ATR-IR après séchage 

 

La figure 26 présente d’une part les régressions linéaires entre les concentrations 

prédites (en ordonnées) par l’analyse par ATR-IR entre 1800 and 900 cm-1 sur les 

échantillons patients après séchage (protéines totales (A) et glucose (C)) et les 

concentrations mesurées selon les méthodes de référence (en abscisse). On peut 

également observer grâce, à la comparaison entre les coefficients de régression et 

les spectres de référence, que les modèles prédictifs sont basés sur les bandes 

d'absorption spécifiques et non sur d'autres signaux interférents d’autres composants 

de la matrice. Les similarités entre les spectres sont surlignées en gris.  

 

Analyse de la fraction protéique 

 

L’analyse des protéines totales a permis d’obtenir un coefficient de corrélation de 

0,9751 avec une erreur moyenne de 2,46 g/L. En outre, la comparaison entre la 

composante principale et le spectre de référence a montré que les modèles prédictifs 

sont basés sur les bandes d'absorption spécifiques et non sur d'autres signaux 

interférents d’autres composants de la matrice (Figure 26). Comme pour l'analyse 

liquide, les modèles PLS sont basés sur des bandes d'absorption spécifiques (1645 

cm-1, 1535 cm-1 et 1245 cm-1) (Figure 26).  Les similarités observées sont beaucoup 

plus marquées que celles observées lors de l’analyse sous forme liquide.  

Dans le tableau VIII, les valeurs de RMSECV en valeur absolue et en pourcentage 

sont données pour les différents analytes composants de la fraction protéique 

(protéines totales, albumine et Ig). Le modèle construit dans cette étude a permis de 

prédire les concentrations en protéines et en albumine avec des erreurs moyennes 
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respectives de 4,55% et 3,87% (3,72 g/L et 1,68 g/L). Les erreurs moyennes 

calculées de prédiction des concentrations en protéines totales, albumine et 

immunoglobulines G sont respectivement de 2,46%, 2,95% et 15,7%. Ces résultats 

confirment le pouvoir prédictif élevé de l'ATR pour les protéines. On observe une 

meilleure justesse des concentrations prédites concernant les protéines totales 

(2,46% vs 4,55%), l’albumine (2,95% vs 3,87%) et les immunoglobulines G (15,7% 

vs 33,7%) (Tableau VIII). Ces valeurs sont inférieures à celles recommandées pour 

la quantification de ces analytes excepté les immunoglobulines G, pour lesquelles, 

malgré l’amélioration de la prédiction, l’erreur de mesure reste largement supérieure 

aux recommandations (8,0%).  

 

Tableau VIII : Erreurs moyennes des concentrations prédites par les modèles de 

régression partielle des moindres carrés en analyse sous forme séchée pour la 

fraction protéique 

 

 

 

Fraction de bas poids moléculaire 

Comme pour la fraction protéique, nous observons une meilleure corrélation avec un 

coefficient de corrélation de 0,9609 pour le glucose, 0,967 pour l’urée et 0,900 pour 

l’acide urique. De la même manière que pour l’étude de la fraction protéique, on 

observe des similitudes entre le spectre de référence du glucose et le spectre 

vecteur du modèle PLSR. En effet, on discerne le massif d’absorption entre 1180 et 

940 cm-1 du glucose tel que décrit précédemment (Figure 26). Par rapport aux 

 Protéines Albumine Immunoglobuline G 

RMSE (g/L) 

RMSECV (%) 

2.46 

2.46 

1.69 

2.95 

3.12 

15.7 



105 
 

modèles liquides, nous avons observé moins de variations spectrales non 

spécifiques sur le spectre de la composante principale. 

Dans le tableau IX, les valeurs de RMSECV en valeur absolue et en pourcentage 

sont données pour les différents analytes composants de la fraction de bas poids 

moléculaire (urée, glucose, acide urique). Les acquisitions réalisées après séchage 

permettent d’améliorer les concentrations prédites en glucose, urée et acide urique. 

Les erreurs moyennes calculées sont respectivement de 6,89%, 26,55% et 56,0% 

(Tableau IX). Pour l’ensemble de ces paramètres, les erreurs moyennes calculées 

restent supérieurs aux recommandations (204). Comme pour l’analyse sous forme 

liquide, nous observons des erreurs de prédiction particulièrement importantes pour 

les échantillons les moins concentrés en urée (152% pour l’échantillon contenant 

1,09 mmol/L d’urée et 251% pour celui contenant 1,41 mmol/L d’urée).  
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Figure 26 : A) Régression PLSR  pour les protéines ; B) Coefficient de régression (bleu) 

comparé au spectre de référence de d’albumine (rouge) ; C) Régression PLSR  pour le 

glucose ; B) Coefficient de régression (bleu) comparé au spectre de référence du glucose 

(rouge). Pour chaque échantillon, le cercle représente la moyenne des concentrations 

prédites et la barre représente l’erreur moyenne absolue.  

 

 

Ces résultats suggèrent une incapacité de la méthode à prédire correctement ces 

faibles concentrations. Lorsque nous retirons ces échantillons du modèle, l'erreur 

moyenne calculée diminue fortement à 7,1%. Cela suggère que la limite basse de 

quantification de l'urée dans cette condition pourrait être entre 1,5 et 2,5 mmol/L. De 

plus dans ces conditions, les erreurs moyennes mesurées sont inférieures à l’erreur 

totale admissible. 
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Tableau IX : Erreurs moyennes des concentrations prédites par les modèles de 

régression partielle des moindres carrés en analyse sous forme séchée pour la 

fraction de bas poids moléculaire 

 

 

 

 

 

 

d) Comparaison entre l’analyse sous forme liquide et l’analyse après séchage 

 

L’analyse du plasma après séchage montre des résultats intéressants concernant la 

quantification des protéines totales et de l’albumine. Cependant, nous avons 

également observé les limites de cette analyse pour détecter des variations faibles 

dans le spectre infrarouge tel que le décalage de la bande amide I pour l’analyse des 

immunoglobulines G (Figure 26). En effet les déformations spectrales au niveau de la 

bande amide I des protéines dues aux immunoglobulines G sont probablement 

masquées par l’intensité de la bande d’absorption de l’eau entre 1800 cm-1 et 1500 

cm-1. L’analyse après séchage a permis d’améliorer la prédiction des protéines 

totales, de l’albumine et des immunoglobulines G. Par exemple, celle des protéines 

totales diminue de 2,45 à 3,72 g/L. L’élimination de l’eau et l’intensification des 

signaux propres aux protéines qui en a découlé est probablement à l’origine de ces 

résultats. Les erreurs de prédictions observées avec les protéines totales et 

l’albumine sont compatibles avec des analyses quantitatives. En revanche, celle 

calculée à partir des concentrations prédites en immunoglobulines G reste trop 

importante pour ce type d’examen. Nous supposons que cette difficulté à prédire 

correctement les concentrations en immunoglobulines G peut venir d’une 

interférence avec les autres protéines telles que l’albumine. En effet, les différences 

 Glucose Urée Acide urique 

RMSE 

RMSECV (%) 

0.85mmol/L 

6.89 

2.27mmol/L 

26.55 

58 µmol/L 

56.0 
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entre les deux spectres infrarouges sont minimes (Figure 22). Barth et al ont 

démontré que cette différence est due à une composition différente des protéines en 

feuillets béta et en hélice alpha (205). Le plasma étant plus concentré en albumine 

qu’en immunoglobuline, il est possible que le décalage de la bande amide ne soit 

pas suffisant pour être détecté. 

 

Concernant l’analyse de la fraction de bas poids moléculaire, les modèles de 

prédictions réalisés à partir des spectres obtenus sur l’échantillon sous forme après 

séchage ont permis de mettre en évidence une erreur moyenne de mesure plus 

faible suggérant une meilleure prédiction avec moins de variations spectrales non 

spécifiques.  

Par exemple, celle du glucose a diminué de 1,76 à 0,85 mmol/L. De plus les résultats 

obtenus sur l’urée suggèrent une limite basse de quantification entre 1,5 et 2,5 

mmol/L après séchage au lieu d’environ 4 mmol/L sous forme liquide. Ceci est en 

faveur d’une meilleure sensibilité de la spectroscopie ATR-IR sur dépôt séché. 

 

DISCUSSION 

1) Performances actuelles de l’analyse par ATR-IR 

 

Bien que l’ensemble de ces résultats soient en défaveur de la capacité de l’ATR-IR à 

quantifier l’ensemble des composants dans des échantillons complexes tels que le 

plasma dans ces conditions, les imprécisions de mesures sont relativement faibles 

(de l’ordre de 15%). De plus le protocole analytique utilisé est composé de plusieurs 

étapes pour lesquels certains paramètres ne sont pas maitrisés et qui augmentent la 

variabilité de la mesure. D’une part, 2µL d’échantillon est déposé manuellement sur 
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le cristal de mesure à l’aide d’une micropipette. Nous nous sommes rendu compte 

qu’entre les dépôts, la forme de la goutte n’est pas toujours identique malgré un 

volume supposé constant. Lorsqu’une goutte est déposée sur un solide, celle-ci va 

soit s’étaler, soit former une lentille plus ou moins bombée selon les tensions 

superficielles qui s’y appliquent. Ces tensions superficielles vont dépendre des trois 

phases en contact : le liquide (l’échantillon), le solide (le cristal) et le gaz (l’air de la 

pièce). Or cette tension superficielle varie en fonction de la température, de la 

densité du liquide et des constituants d l’échantillon. D’autre part, le taux d’humidité 

de l’air influence également la mouillabilité du cristal ATR et donc la forme de la 

goutte (Figure 27). Dans notre cas, la densité de l’échantillon liquide déposé dépend 

directement de sa composition notamment en protéines. Les paramètres de 

température et d’humidité de la pièce n’étant pas régulés et donc pas maitrisés, 

ceux-ci variaient fortement au cours de la journée ou entre les différentes journées 

d’acquisitions. D’après la loi de Beer-Lambert qui s’applique à l’absorption infrarouge, 

la mesure de l’absorbance dépend directement de l’épaisseur de l’échantillon. Or 

cette variabilité de la forme de la goutte a pour conséquence une variation de 

l’épaisseur du film ainsi formé après séchage, ce qui impacte directement les 

absorbances mesurées lors de l’acquisition du spectre ATR-IR. Une automatisation 

de ces étapes de dépôts et séchage en maitrisant ces différents paramètres ou 

l’utilisation d’un étalon interne qui permettrait de corriger cette variabilité semblent 

être nécessaires pour la quantification de biomarqueurs par ATR-IR.  
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Figure 27: Impact du mouillage de la zone de mesure sur la forme de la goutte et sur 

la surface de dépôt 

 

 

2) L'infrarouge comme outil diagnostique en biologie 

 

La Société Française de Biologie Clinique (SFBC) publie régulièrement des 

recommandations concernant les performances des méthodes analytiques pour 

chaque biomarqueur comme les protéines totales, l'albumine, l'immunoglobuline G, 

le glucose, l'urée et le glucose (197). Malheureusement, nous n'avons pas pu tester 

notre protocole sur des échantillons très faibles ou très concentrés pour chaque 

biomarqueur comme l'exige la société de biologie clinique pour une analyse 

spécifique. Néanmoins, les bons résultats trouvés sur ces plages de mesure 

conduisent à une interprétation biologique sans ambiguïté. Concernant l’analyse des 

différentes protéines étudiées et du glucose, malgré l’imprécision de la mesure, 

chaque échantillon analysé prédit conduit à une interprétation biologique correcte. 

De plus, vis-à-vis de l’urée, seuls quatre échantillons ne respectent pas les 

recommandations biologiques appliquées à des analyses spécifiques pour une 

utilisation quotidienne dans un laboratoire accrédité. Malgré tout, les performances 
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analytiques dans ces conditions ne permettent pas d’utiliser cet outil pour la 

quantification de ces biomarqueurs dans un laboratoire d’analyse médicale (197). 

Cependant, ces résultats démontrent le potentiel de l’ATR-IR pour une analyse semi-

quantitative qui peut être utilisée comme outil de dépistage. En effet, nous avons 

démontré que la capacité à classer les concentrations de protéines, 

d'immunoglobuline G, de glucose, et d'urée en concentrations physiologiques, 

anormalement augmentées ou anormalement abaissées. De plus, l'analyse ATR-IR 

est capable d’obtenir ces résultats semi-quantitatifs pour plusieurs biomarqueurs en 

une seule analyse par opposition au processus actuel de laboratoire. Cela positionne 

l’ATR-IR comme outil potentiel dans la réalisation d’un dépistage biochimique. En 

effet, cette technologie pourrait être utilisée pour réaliser un bilan d’entrée en 

hospitalisation et obtenir un premier résultat en quelques minutes et à moindre coût. 

De plus, mis à part le manque de sensibilité mis en évidence sur l’urée dont la limite 

basse de quantification est estimée entre 1,5 et 2,5mmol/L après séchage, les 

résultats obtenus en termes de variabilité est en faveur de l’utilisation de ce type 

d’outil pour une approche métabolomique pour lesquelles les limites classiquement 

utilisées sont de 30%.  

Ajouté à cela, ce résultat permet d’envisager la quantification de ces biomarqueurs 

en corrigeant la variabilité en maitrisant les paramètres environnementaux durant 

l’étape de séchage. 
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IV) Etude n°4 : Impact de l’ultrafiltration 

centrifuge sur la composition qualitative et 

quantitative du plasma humain 

 

INTRODUCTION 

 

En raison de la composition complexe du plasma (qualitative et quantitative), la 

quantification d'un biomarqueur de bas poids moléculaire reste difficile en ATR-IR 

sans une étape pré-analytique de préparation des échantillons. Dans ce travail, nous 

avons montré que même si l’ATR-IR est capable d'estimer les concentrations de 

protéines totales et d'albumine dans le plasma sous forme liquide, la contribution 

importante de l’eau interfère avec la détermination des concentrations de glucose, 

d'urée et d'acide urique. A titre d'exemple, les concentrations de glucose sont 

difficiles à estimer sous forme liquide avec une erreur moyenne de 23,7%. 

Cependant, les représentations spectrales des coefficients de régression ont montré 

que les modèles PLSR sont capables d’extraire des variations spectrales spécifiques 

à partir d’échantillons sous forme liquide. De plus, après séchage et élimination de ce 

signal dû à l’eau, la justesse de mesure est fortement améliorée et permet d’obtenir 

une erreur moyenne de 6,89%. En revanche, les prédictions des concentrations 

d'acide urique par les modèles PLSR conservent une erreur moyenne importante de 

l’ordre de 58 µmol/L pour la plage habituelle entre 150 et 500 µmol/L même après 

séchage à l'air. De plus, les échantillons les moins concentrés en urée sont très mal 

prédits et ont été exclus du modèle pour en améliorer les performances. Ces 

résultats suggèrent que les biomarqueurs faiblement concentrés ont une faible 

contribution dans le spectre plasmatique global ou que les signaux spécifiques de 
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ces biomarqueurs sont complètement masqués par celui des composants 

majoritaires de la matrice tel que les protéines. La superposition des spectres 

d’absorbance de l’urée et de celui des protéines montre que les bandes d’absorption 

de l’urée entre 1700 cm-1 et 1600 cm-1 sont masquées par la bande amide I des 

protéines, de la même manière que la forte contribution de l’eau dans le spectre 

infrarouge masquait les signaux des immunoglobulines G et du glucose lors de 

l’analyse du plasma sous forme liquide. De ce fait, éliminer les protéines de 

l’échantillon est une étape qui pourrait améliorer la détection et la quantification des 

composants de la fraction plasmatique de bas poids moléculaire. Nous suggérons 

donc une étape de déplétion des protéines avant de réaliser l'analyse pour une 

meilleure quantification des petites molécules.  

 

Notre hypothèse est que l’élimination des protéines de l’échantillon pourrait améliorer 

la sensibilité et la spécificité de l’infrarouge pour ces composés minoritaires. A cet 

effet, différents modes de préparations d'échantillons physiques et chimiques ont été 

proposées dans la littérature pour éliminer les protéines et améliorer la précision et 

l'exactitude. Bonnier et al (199) ont utilisé l’ultrafiltration à l’aide de filtres de 10KDa 

pour isoler la fraction de faible poids moléculaire. Ils ont montré que la précision et 

l'exactitude des modèles quantitatifs construits à partir de l'analyse PLS étaient 

fortement améliorées après ce prétraitement. Cependant, cette démonstration n'a été 

faite que sur le glucose et devrait être étendue à différents métabolites. D'autre part, 

Kuligowski et al (206) ont utilisé des réactifs chimiques pour précipiter les protéines. 

Malheureusement, cette étude a montré que l'acétonitrile, le méthanol ou l'acétone 

interfèrent avec l’interprétation des variations spectrales attribuées aux biomolécules 

du sérum. De plus, ces modifications ont été confirmées sur LC-MSMS suggérant 

que ce prétraitement élimine les protéines de l’échantillon mais modifie également la 
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concentration d'autres métabolites. Par exemple, la plupart des concentrations 

d'acides aminés, de monosaccharides, d’imidazopyrimidines et d’indoles identifiés 

étaient plus faibles sur les échantillons prétraités à l'acétone, tandis que les 

intensités d'acides gras et de glycérophospholipides étaient plus élevées. Des 

travaux précédemment publiés sont en faveur d'une séparation physique qui pourrait 

induire moins de modification de la composition de la fraction de bas poids 

moléculaire du plasma que la précipitation chimique des protéines par l’utilisation de 

solvants organiques. L’objectif de cette étude est donc d’évaluer les modifications de 

la composition du plasma suite à une étape de préparation par ultrafiltration 

centrifuge. Nous avons également comparé ce protocole de déprotéinisation 

physique à un protocole chimique à l’acide sulfosalicylique pas encore publié à notre 

connaissance. 

 

MATERIEL ET METHODES 

 

1) Echantillons 

 

Un pool de plasma a été constitué à partir d’échantillons sanguins de patients 

recueillis sur des tubes héparinés au sein du laboratoire de biochimie et biologie 

moléculaire du CHU de Tours dans le cadre de leur prise en charge. Pour la 

première étape d’optimisation de l’étape de filtration, nous avons préparé 35 aliquots 

identiques pour comparer les différentes conditions testées.  

Dans un second temps, nous avons également recueillis 8 échantillons sanguins de 

patients qui ont été centrifugés 3 minutes à 10 000g. Les plasmas ont été récupérés, 

aliquotés en deux exemplaires puis congelés à -20°C jusqu’à analyse. 
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I.2) Elimination de la fraction protéique 

 

I.2.a) Ultrafiltration centrifuge 

 

Dans cette étude, nous avons testé différents dispositifs de filtration centrifuges 

munies de différents types de membrane (Tableau X) pour fractionner le plasma 

(Figure 28) : 

- filtres Amicon Ultra-0,5 ml (Millipore Merck, Allemagne), avec un seuil à 30 kDa 

- filtres HY-2mL (Sartorius, France) avec un seuil à 20 kDa 

- filtres PES-2mL (Sartorius, France) avec un seuil à 20 kDa 

- filtres CTA-2mL (Sartorius, France) avec un seuil à 20 kDa 

- filtres Centrisart-2,5mL (Sartorius, France) avec un seuil à 20 kDa 

 

Les filtres Amicon, HY, PES et CTA permettent l’ultrafiltration des plasmas selon le 

sens de la force centrifuge. Dans un premier temps, l’échantillon est déposé dans la 

partie supérieure du filtre. Ensuite, l’ultracentrifugation permet le passage de 

l’échantillon à travers le filtre. Le filtrat est recueilli dans le tube collecteur (Figure 28 

A). 

Le filtre Centrisart fonctionne différemment. En effet, l’échantillon est déposé dans le 

tube puis l’insert est rajouté (Figure 28 B). La centrifugation permet le passage de 

l’échantillon au travers du filtre dans le sens opposé à la force centrifuge. Le filtrat est 

recueilli dans l’insert. 

 

 

 



116 
 

 

 

Tableau X : Caractéristiques des filtres utilisés pour l’ultrafiltration lors de l’étude 

 
Type de 

membrane 

Direction de 

l’ultrafiltration 

(Figure 28) 

Volume 

filtré 

Temps et vitesse de 

centrifugation 

Amicon 
Cellulose 

régénérée 

Sens de la force 

centrifuge 
0,5mL 15min, 12000g 

HY 
Cellulose 

régénérée 

Sens de la force 

centrifuge 
2mL 15min, 12000g 

PES Polyethersulfone 
Sens de la force 

centrifuge 
2mL 15min, 12000g 

CTA 
Cellulose 

triacétate 

Sens de la force 

centrifuge 
2mL 15min, 12000g 

Centrisart 
Cellulose 

triacétate 

Sens inverse de la 

force centrifuge 
2,5mL 15min, 12000g 

 

 



117 
 

 

Figure 28 : Schéma représentant les différents systèmes d’ultrafiltration 

 

L’étape de filtration a été réalisée selon les paramètres recommandés par les 

fournisseurs qui sont recensées dans le tableau X.  

 

I.2.b) Déprotéinisation chimique 

 

Une solution d’acide sulfosalicylique à 10% dans de l’eau ultrapure à l’aide d’acide 

sulfosalicylique acheté chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, États-Unis). 50µL 

de cette solution sont ajoutés à 500µL de plasma. L’échantillon a ensuite été vortexé 

pendant 1 minute puis centrifugé 5 minutes à 10000g. Le surnageant a ensuite été 

transvasé dans un tube secondaire et congelé à -20°C jusqu’à analyse. 

 

I.3) Analyse par des méthodes de référence 

 

Pour évaluer le comportement du filtre vis-à-vis de l’ensemble des composants du 

plasma, nous avons sélectionné des molécules avec des masses allant de 90 g/mol 

à  155 kDa (155 000 g/mol). Pour cela nous avons mesuré les concentrations des 
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molécules suivantes : l’acide urique, l’acide lactique, la bilirubine, la créatinine, le 

glucose, l’urée, l’albumine, la ferritine, l’haptoglobine, l’insuline, les immunoglobulines 

G, le NT-proBNP, le peptide C, la préalbumine, la protéine C réactive, les protéines 

totales, la transferrine, la troponine, la béta2-microglobuline ainsi que les activités 

enzymatiques de l’amylase, de la créatine kinase, de la lactate déshydrogénase, et 

de la lipase ont été quantifiées sur l’ensemble des échantillons préparés tel que 

décrit précédemment ainsi que sur 5 échantillons de sérum par des méthodes 

validées et accréditées sur Cobas c501® (Roche, Bâle, Suisse).  
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Tableau XI : Masse molaire et concentrations des biomarqueurs mesurées par 

méthodes de référence 

Biomarqueur Masse molaire 
Concentration/Activité  mesurée 

avant déprotéinisation 

Urée 60,06 g/mol 4,0 mmol/L 

Acide lactique 90,08 g/mol 8,3 mmol/L 

Créatinine 113,12 g/mol 84 µmol/L 

Acide urique 168,11 g/mol 352 µmol/L 

Glucose 180,16 g/mol 4,0 mmol/L 

Bilirubine 584,66 g/mol 5,8 µmol/L 

Peptide C 3 kDa 0,30 nM 

Insuline 5,8 kDa 320 mUI/L 

NT-proBNP 8,5  kDa 19,6 ng/L 

Béta2-microglobuline 11,8 kDa 1,7 mg/L 

Ferritine 27,5 kDa 129 µg/L 

Troponine T 30,5 kDa 3,2 ng/L 

Préalbumine 35 kDa 0,27 g/L 

Haptoglobine 45 kDa 0,96 g/L 

Lipase 50 kDa 29,6 UI/L 

Amylase 58 kDa 106 UI/L 

Albumine 65 kDa 48 g/L 

Transferrine 77 kDa 2,9 g/L 

Créatine kinase 85 kDa 141 UI/L 

Protéine C réactive (CRP) 115 kDa 1,5 mg/L 

Lactate déshydrogénase 140 kDa 133 UI/L 

Immunoglobulines G 155 kDa 13,7 g/L 

 

 

I.4) Analyse par LCMSMS 

 

Seize échantillons de plasma de patients ont été séparés en deux aliquots. Selon les 

résultats obtenus lors de la première étape de cette étude, nous avons éliminé la 

fraction protéique d’un aliquot en le centrifugeant pendant 10 minutes à 12000g à 

travers le filtre Centrisart®. Le surnageant a ensuite été transvasé puis conservé à -

20°C jusqu’à la réalisation de l’analyse. Les  échantillons (16 filtrats et 16 plasmas) 
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ont ensuite été analysés en LC-MSMS à l’aide du kit AbsoluteIDQ® p180 (Biocrates 

Life Science AG, Innsbruck, Autriche). Brièvement, les échantillons ainsi que des 

échantillons de calibration et de contrôle sont déposés sur une plaque munie de 

filtres dans chaque puit. Après séchage sous azote, les échantillons sont dérivés au 

phénylisothiocyanate (PITC). Après une incubation de 30 minutes, les échantillons 

sont séchés sous azote puis élués dans une plaque de collection. Les échantillons 

sont ensuite injectés sur un système LC-MSMS de type TQS (Waters, Milford, 

Massachussets, Etats-Unis). L’analyse par LC-MSMS permet l’obtention des 

concentrations de 180 métabolites dont des acides aminés, des amines biogènes, 

des lipides et dérivées nucléotidiques. 

 

I.5) Analyse par ATR-IR 

 

L’analyse par ATR-IR de l’ensemble des échantillons étudiés a été réalisée tel que 

décrit précédemment. Brièvement, 2µL de plasma ou de filtrat a été déposé sur le 

cristal ATR en diamant. Après séchage à l’air ambiant, nous avons réalisé les 

acquisitions spectrales de 3 dépôts entre 4000cm-1 et 400 cm-1. 

 

I.6) Analyses statistiques 

 

Pour chaque protocole d’élimination des protéines, 5 échantillons ont été préparés et 

analysés. Les valeurs mesurées sur le sérum sont considérées comme la valeur de 

référence. Nous avons calculé les pourcentages de recouvrement moyen de cette 

valeur de référence ainsi que les coefficients de variations pour chacun des autres 

modes de préparation d’échantillons. Le protocole choisi est celui qui élimine la 

totalité des protéines (recouvrement = 0%), avec la meilleure robustesse. Le dernier 
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critère de choix est le meilleur recouvrement sur les autres paramètres (le glucose, 

l’acide urique, l’urée, le lactate, et la créatinine). 

Pour les analyses par LC-MSMS, les concentrations ont été calculées à l’aide du 

logiciel MetIDQ®. Pour les analyses par spectroscopie infrarouge, une matrice 

contenant l’ensemble des intensités de chaque échantillon pour chaque nombre 

d’onde a été réalisée à l’aide du logiciel Matlab®.  

Les données recueillies en spectroscopie IR et par LC-MSMS ont été analysées par 

une approche multivariée en utilisant Simca P + version 13.0 (Umetrics, Umeå, 

Suède). Des analyses multivariées par composante principale ou discriminantes par 

régression des moindres carrés partiels (OPLS-DA ou PLS-DA) ont ensuite été 

réalisées. L’OPLS-DA identifie les variations des intensités ou des concentrations en 

métabolites entre les groupes : la variation des données mesurées a été partitionnée 

en deux blocs par le programme, l'un contenant des variations qui correspondent à 

l'identifiant de classe et l'autre contenant des variations orthogonales au premier bloc 

et donc non contributives à la discrimination de groupe. 

 

RESULTATS 

a) Elimination des protéines  

 

L’ensemble des pourcentages de recouvrement calculés dans les différents 

échantillons sont représentées dans la figure 29. Quel que soit le protocole utilisé, la 

totalité des protéines ayant une masse molaire supérieure ou égale à 40kDa a été 

complètement éliminée de l’échantillon. L’ensemble des filtres ayant un seuil à 

20kDa (HY, CTA, PES, Centrisart) se comportent de la même façon vis-à-vis de 

l’ensemble des paramètres. Ils permettent d’éliminer la majorité des protéines 

testées de l’échantillon dont l’insuline, la β2-microglobuline et la préalbumine de 
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masses molaires respectives 5,8kDa, 11,8kDa et 16kDa. A l’inverse, entre 10 et 30%  

de certaines protéines de masse molaire plus faible comme le peptide C (3kDa) ou le 

NT-proBNP (3,5kDa) sont conservés dans le filtrat. 

Le filtre Amicon a un seuil de 30kDa, ce qui est supérieur à celui des autres filtres 

étudiés. En utilisant ce filtre, les protéines de masse molaire supérieure ou égale à 

16kDa ont été retenues en totalité dans le concentrat. Celles ayant une masse 

molaire intermédiaire tel que le peptide C, le NT-proBNP, l’insuline et la préalbumine 

sont restées quantifiables dans le filtrat avec également des concentrations 

supérieures à celles mesurées dans les autres filtrats pour le peptide C et le NT-

proBNP.  

La précipitation des protéines en condition acide a permis d’éliminer l’ensemble des 

protéines excepté la ferritine, le peptide C et le NT-proBNP qui sont restées 

quantifiables. 

Au final, l’élimination des protéines de notre filtrat semble moins bonne en utilisant le 

filtre Amicon. Cependant, les seuils de filtration n’étant pas les mêmes entre les 

différents produits, il est difficile de conclure quant à l’impact de la chimie de 

membrane.  
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Figure 29 : Histogramme représentant les pourcentages de recouvrement des 

composants de la fraction protéique pour chaque protocole d’élimination des 

protéines 

 

b) Absence de modifications de la fraction de bas poids moléculaire 

 

L’ensemble des pourcentages de recouvrement calculés dans les différents 

échantillons sont représentées dans la figure 30. Pour l’ensemble des protocoles de 

préparation utilisés, les molécules de faible poids moléculaire sont conservées dans 

le filtrat avec un recouvrement proche de 100% à l’exception de l’acide urique pour 

lequel le recouvrement est de 80%. Les recouvrements observés des molécules de 

bas poids moléculaire avec le filtre Amikon est supérieur à celui observé avec les 

autres filtres d’environ 20% avec des recouvrements dépassant les 100% pour l’urée, 

le lactate, la créatinine et le glucose. Les coefficients de variations calculés pour les 

paramètres de la fraction de bas poids moléculaire sont tous inférieurs à 7%, ce qui 

démontre une bonne reproductibilité du processus de filtration. 
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La déprotéinisation acide a permis de conserver l’ensemble des molécules de bas 

poids moléculaire excepté l’acide urique.  

 

 

Figure 30 : Histogramme représentant les pourcentages de recouvrement des 

composants de la fraction de bas poids moléculaire pour chaque protocole 

d’élimination des protéines 

 

 

 

 

c) Discrimination entre les échantillons patients avant et après filtration 

 

Les bandes principales d’absorption des protéines comme les bandes amide I et 

amide II à 1640cm-1 et 1550cm-1 sont absentes sur le spectre d’absorbance mesuré 

par analyse ATR-IR d’un filtrat obtenu à l’aide d’un dispositif de type Centrisart® 

(Figure 31).  
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Figure 31 : Spectres  ATR-IR mesuré à partir d’un sérum humain en noir, d’une 

solution d’albumine en rouge et d’un filtrat préparé à l’aide du filtre Centrisart® en 

bleu 

 

Les résultats obtenus par l’analyse en LC-MSMS montrent une modification de la 

composition de l’échantillon due à l’étape de filtration. En effet, l’analyse par 

composante principale montre (Figure 32) que les métabolites dont la concentration 

est modifiée sont des acides aminés (alanine, citruline, glutamine, histidine, 

isoleucine, leucine, lysine, methionine, ornitine, sérine, tryptophane, tyrosine et 

valine) ainsi que l’acétylcarnitine avec une diminution des concentrations pour la 

condition filtrée. Les concentrations sont globalement divisées de moitié pour 

l’ensemble des prélèvements. Cependant les  proportions entre les échantillons 

restent conservées, ce qui confirme la compatibilité de la préparation d’échantillon et 

l’analyse. 
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Figure 32 : Analyse en composantes principales (ACP) mettant en évidence une 

modification de la composition de l’échantillon avant ultrafiltration (rouge) et après 

ultrafiltration (noir) 

 

 

 

DISCUSSION 

 

a) Précipitation acide de la fraction protéique 

 

Les résultats obtenus dans cette étude ont confirmé la bonne élimination globale de 

la fraction de haut poids moléculaire alliée à une bonne conservation de la fraction 

de bas poids moléculaire. De façon surprenante, la précipitation des protéines à 

l’aide d’acide sulfosalicylique n’élimine pas la totalité des protéines testées. En effet, 

les pourcentages de recouvrement du peptide C, de la préalbumine et de l’insuline 

sont respectivement de l’ordre de 50%, 105% et 25%. Les conditions de pH ne 

semblent pas être suffisamment dénaturantes pour ces protéines et il est 

envisageable que ce soit également le cas pour d’autres protéines. La limite de 
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quantification des protéines totales étant de 2g/L, nous n’avons pas pu déterminer la 

fraction protéique restante dans notre échantillon. Il serait nécessaire de compléter 

ces résultats par une autre méthode de quantification des protéines plus sensible. 

Concernant la fraction non protéique de l’échantillon, l’ensemble des molécules 

d’intérêt a été conservé excepté la bilirubine. La bilirubine est un composé peu 

soluble dans l’eau qui est présent soit sous forme libre (liée à l’albumine) soit sous 

forme conjuguée en formant un éther. Or l’ajout de l’acide dénature l’albumine et 

rompt les liaisons éther, libérant la bilirubine et la rendant insoluble dans notre 

échantillon. 

 

b) Validation de l’ultrafiltration 

 

Les concentrations mesurées pour chaque paramètre montrent une bonne 

élimination globale de la fraction protéique exceptée pour le peptide C et le NT-

proBNP qui restent quantifiables dans le filtrat. Les masses molaires respectives de 

ces deux protéines sont de 3 et 3.45kDa, ce qui est inférieur à la valeur seuil 

indiquée par le fournisseur. La membrane du filtre ne devrait pas du tout retenir ces 

protéines et les recouvrements attendus étaient proches de 100%. Cependant, ces 

filtres sont commercialisés comme des concentrateurs de fraction protéique et la 

valeur seuil certifie la masse molaire à partir de laquelle la totalité des protéines est 

retenue dans le filtre. Il existe également des filtres avec un seuil de 3 kDa qui 

pourrait être intéressant pour éliminer la totalité de la fraction protéique. 

 Les recouvrements mesurés sur les différents composants de la fraction de bas 

poids moléculaire testés sont cependant satisfaisants (entre 80 et 100%). Le 

recouvrement plus important du filtre Amicon est probablement dû à une rétention 

d’eau plus importante dans le filtre ou dans le concentrat. La faible variabilité de 
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l’étape de préparation est compatible avec la réalisation d’une analyse quantitative et 

semi-quantitative. L’analyse par LC-MSMS a cependant mis en évidence une 

différence entre les profils métaboliques obtenus sur les échantillons filtrés et non 

filtrés. Ces différences ne concernent que 4 métabolites sur les 180 analysés. 

L’impact sur le profil métabolique complet est donc faible. Ce résultat est un 

argument supplémentaire en faveur de l’utilisation de cette préparation d’échantillon 

pour l’analyse du métabolome. De plus, la compatibilité avec la méthode d’analyse 

en LC-MSMS nous permet également d’envisager l’utilisation d’un protocole de 

préparation unique pour les deux analyses réalisées séquentiellement ou combinées.  

 

 

V) Etude n°5 : Discrimination d’échantillons 

plasmatiques de patients SLA et de témoins 

 

Les résultats obtenus lors de l’étude précédente nous ont permis de démontrer un  

meilleur accès à la fraction de bas poids moléculaire sans altération de sa 

composition. Dans ce contexte, nous avons étudié la discrimination de plasmas de 

patients atteints de la SLA et de plasmas témoins grâce à la spectroscopie IR en 

mode ATR. Pour cela, nous avons analysé les plasmas sans préparation 

d’échantillon et les plasmas après élimination de la fraction protéique. 
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MATERIEL ET METHODES 

 

1) Echantillon 

 

Dans cette étude, nous avons utilisé 5 échantillons de patients et 3 échantillons de 

témoins provenant d’un essai clinique. Les échantillons sanguins ont été collectés au 

diagnostic, centrifugés 10 minutes à 3000 g puis le plasma a été transvasé puis 

congelé à -80°C jusqu’à analyse. 

 

2) Elimination de la fraction protéique 

 

Le fractionnement du plasma a été réalisé à l’aide des filtres Centrisart-2,5mL 

(Sartorius, France) avec un seuil à 20 kDa selon le protocole décrit précédemment. 

 

3) Analyse par ATR-IR 

 

L’analyse par ATR-IR de l’ensemble des échantillons étudiés a été réalisée tel que 

décrit précédemment. Brièvement, 2µL de plasma ou de filtrat a été déposé sur le 

cristal ATR en diamant. Après séchage à l’air ambiant, nous avons réalisé les 

acquisitions spectrales de 3 dépôts entre 4000cm-1 et 400 cm-1. 

 

4) Analyses statistiques 

 

Les données recueillies en spectroscopie IR et par LC-MSMS ont été analysées par 

une approche multivariée en utilisant Simca P + version 13.0 (Umetrics, Umeå, 

Suède). Des analyses multivariées par composante principale ou discriminantes par 

régression des moindres carrés partiels (OPLS-DA ou PLS-DA) ont ensuite été 

réalisées. L’OPLS-DA identifie les variations des intensités ou des concentrations en 
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métabolites entre les groupes : la variation des données mesurées a été partitionnée 

en deux blocs par le programme, l'un contenant des variations qui correspondent à 

l'identifiant de classe et l'autre contenant des variations orthogonales au premier bloc 

et donc non contributives à la discrimination de groupe. 

 

RESULTATS 

 

L’analyse du plasma complet par spectroscopie infrarouge ATR-IR et le traitement 

statistique des données par analyse en composantes principales a permis d’obtenir 

une discrimination imparfaite entre les échantillons témoins et les échantillons 

patients (Figure 33 A). En effet, l’un des trois témoins analysés a été prédit comme 

un échantillon malade. 

L’analyse réalisée sur les échantillons après l’étape d’ultrafiltration et le traitement 

statistique des données par analyse en composantes principales permet d’améliorer 

la discrimination des deux groupes d’échantillon. En effet, l’ensemble des 

échantillons analysés sont correctement prédit par le modèle (Figure 33B). 
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Figure 33 : Amélioration de la discrimination par ATR-IR après filtration. Les cercles 

noirs représentent les échantillons témoins et les cercles rouges les échantillons 

patients. A : Score scatter plot : PCA des échantillons avant filtration. B : Score 

scatter plot : PCA des échantillons après filtration 
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L’ATR-IR et l’analyse globale  

 

L’analyse par spectrométrie infrarouge associée à l’analyse en composantes 

principales semble être un outil pertinent pour la construction de modèle permettant 

de discriminer des échantillons provenant de populations différentes. Les essais 

réalisés ont cependant montré la limite de l’analyse sur plasma brut. En effet, l’un 

des trois échantillons était mal prédit pas le modèle. Cependant, le protocole 

d’ultrafiltration que nous avons utilisé a amélioré le modèle et permis de prédire 

correctement l’ensemble des échantillons analysés. Cependant, cette étape 

d’ultrafiltration conduit à perdre l’information contenue dans la fraction de haut poids 

moléculaire. De ce fait, la combinaison des deux types d’analyse augmenterait 

l’information extraite de l’échantillon et pourrait améliorer le modèle permettant la 

discrimination entre les deux groupes. En effet, la fusion de données mène à une 

amélioration de la séparation des groupes mais pose également la question de la 

prise en compte des redondances entre les différentes analyses. Le spectre 

d’absorbance du plasma complet dépend aussi de la composition de la fraction de 

bas poids moléculaire, il serait pertinent d’analyser le filtrat et le concentrat obtenus 

par l’ultrafiltration. Cela permettrait de fusionner les informations contenues dans 

chaque fraction du plasma tout en limitant la redondance des données. Or dans la 

littérature, plusieurs biomarqueurs protéiques de la SLA ont été décrits dans le 

plasma (Tableau XII). La préalbumine (ou transthyréthine) a notamment été 

retrouvée diminuée dans le LCR des patients SLA ainsi que la CRP augmentée dans 

le sérum et le LCR.  
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Tableau XII : Biomarqueurs protéiques identifiées dans la Sclérose Latérale 

Amyotrophique à partir de prélèvements sanguins ou de LCR  

Biomarqueur LCR Plasma Sérum 
Leucocyte

s 
Références 

Transthyrethine ↓↓    (207,208) 

Cystatine C ↓↓↓↓↓    (207–211) 

CRP ↑ ↑   (208,212) 

Chaîne lourde phosphorylée du 

neurofilament 
↑↑↑↑ ↑ ↑  

(210,213–

216) 

Chaînelégère du neurofilament ↑↑    (213,217) 

Chitotriosidase ↑↑    (210,218) 

MCP1-alpha  ↑ ↑  (219,220) 

TDP43    ↑↑ (221,222) 

 

Lors de nos essais de filtration, nous avons établi que ces différents biomarqueurs 

sont retenus par le filtre et ne passent pas dans le filtrat. L’équipe de Dai a 

également démontré que la fusion de données obtenues par ATR-IR et par LC-

HRMS permettait d’améliorer les modèles OPLS-DA de prédiction (193). Il se pose 

cependant la question de la bonne stratégie pour fusionner des données de 

concentrations de métabolites et des intensités d’absorbances. L’ensemble de ces 

résultats est très encourageant pour l’utilisation de l’ATR-IR pour une analyse de 

type métabolomique seule ou combinée à des outils conventionnels tel que la 

spectrométrie de masse. Ces résultats restent néanmoins préliminaires et 

nécessitent une confirmation sur un nombre d’échantillon plus grand. 
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DISCUSSION GENERALE 

La combinaison des méthodes conventionnelles 

permet une amélioration de la couverture métabolique  

 

Les différentes analyses réalisées ont mis en évidence l’importance de la LC-HRMS 

qui a permis l’identification de 80 métabolites dont 58 qui n’ont été observés par 

aucune autre technique. L’ensemble de ces métabolites permet de couvrir 

principalement le métabolisme des acides aminés et le métabolisme des purines. 

L’étude menée dans ce travail a également pu démontrer la spécificité de chaque 

méthode utilisée malgré le faible apport de la GC-MS dans ce contexte. Cependant, 

certaines molécules sont également observées et/ou quantifiées par différentes 

méthodes avec parfois des concentrations mesurées différentes. Dans ces 

conditions, la combinaison de ces différents outils pose la question de la manière de 

traiter l’ensemble des données obtenues. 

Le second résultat majeur de cette étude est la couverture incomplète du 

métabolome. En effet, nous avons pu observer un défaut de couverture au niveau du 

métabolisme lipidique. Pour pallier à ce déficit inhérent à la préparation de 

l’échantillon et à la séparation chromatographique, il est possible de rajouter une 

analyse avec un protocole d’extraction dédié (185).Une seconde alternative est de 

proposer de nouvelles méthodes d’analyse à celles utilisées. Dans la littérature, 

l’analyse des lipides peut être envisagée à l’aide de la spectroscopie Raman, la 

spectroscopie infrarouge ou encore par spectrométrie de masse avec une séparation 

préalable par électrophorèse capillaire (223). Finalement la combinaison des outils 

utilisée doit également être adaptée au type d’échantillon utilisé. Dans notre étude, 
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nous avons observé un faible apport de l’analyse par GC-MS et ce, malgré 

l’utilisation d’un protocole d’extraction adapté au acides aminés, acides organiques, 

acides gras et nucléotides (224). Cependant d’autres études ont également montré 

un grand nombre de métabolites observés avec cette même méthode d’analyse. 

Finalement la combinaison à utiliser est différente selon l’échantillon étudié et 

nécessite une étude préalable pour simplifier l’analyse des données et diminuer la 

quantité d’échantillon nécessaire. 

Quantification de biomarqueurs plasmatiques par 

spectroscopie vibrationnelle 

 

Analyse sous forme liquide et sous forme séchée 

 

L’ensemble des études menées dans ce travail a permis de démontrer le potentiel de 

la spectroscopie infrarouge par réflectance totale atténuée (ATR-IR) en tant qu'outil 

bioanalytique pour détecter de faibles variations spectrales dans des échantillons 

biologiques complexes comme le sérum. 

Dans ce travail nous avons démontré l’intérêt d’analyser le sérum en ATR-IR sous 

ses différentes formes (liquides et après une étape de séchage). L’analyse des 

échantillons après séchage permet d’augmenter la sensibilité de l’analyse en 

éliminant l’eau présente dans l’échantillon. En revanche, bien que la plupart des 

études utilisant la spectroscopie ATR-IR soient réalisées sur les échantillons séchés, 

nous avons démontré que l’analyse sous forme liquide permet d’avoir accès à la 

fraction protéique. Ces deux acquisitions sont complémentaires et nécessitent d’être 

utilisées en combinaison. En effet, nous avons pu observer une meilleure fiabilité de 

l’analyse de la fraction protéique sous forme liquide. A l’inverse, les concentrations 
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des molécules de faible poids moléculaire sont mieux estimées lors de l’analyse de 

l’échantillon sous forme séchée. 

Utilisation de la spectroscopie vibrationnelle 

comme outil diagnostique en biologie 

 

Malgré les résultats satisfaisants observés, la spectroscopie ATR-IR et la 

spectroscopie Raman ont toutes les deux montré des limites dans la quantification 

spécifique de biomarqueurs. En effet, les erreurs de prédictions des concentrations 

sont supérieures aux valeurs recommandées par les sociétés savantes pour une 

analyse quantitative ciblée. Ces résultats démontrent l’incapacité de ces deux 

techniques à remplacer les outils analytiques utilisés actuellement pour la réalisation 

des analyses quantitatives de biomarqueurs dans le domaine médical dans les 

conditions actuelles. En revanche, ces imprécisions n’ont pas eu d’impact sur 

l’interprétation biologique des résultats. Cependant, ces outils permettent une 

analyse rapide avec l’obtention d’un spectre représentatif de la composition complète 

de l’échantillon. Cet avantage associé aux résultats obtenus dans ce travail permet 

de positionner ces technologies comme outils de dépistage permettant une 

orientation rapide du patient lors de son entrée à l’hôpital.   

De plus ces résultats ont été obtenus après une étape de dépôt non automatisée et 

une étape de séchage qui est sensible aux conditions environnementales. La 

standardisation de cette dernière étape est complexe à cause de la nécessité de 

maitriser différents paramètres tel que la température et l’hygrométrie ainsi que 

l’inhomogénéité chimique et physique de l’échantillon qui en découle. Cette 

inhomogénéité de la préparation d’échantillon pourrait être levée par une 

automatisation du processus et une maitrise de ces facteurs environnementaux. Pour 
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finir, le fractionnement du plasma et l’analyse de la fraction de bas poids moléculaire 

pourrait permettre d’améliorer les performances analytiques en éliminant 

l’interférence des protéines. 

Finalement, l’automatisation des étapes de dépôts et de séchage des échantillons 

voire de fractionnement de l’échantillon permettraient d’améliorer la précision de la 

mesure, ce qui pourrait permettre d’envisager la quantification simultanée de 

plusieurs biomarqueurs en quelques secondes. En comparaison, une analyse 

quantitative d’un seul biomarqueur par une technique automatisée peut durer entre 

une trentaine de secondes et une trentaine de minutes. 

La spectroscopie vibrationnelle dans une approche 

métabolomique 

 

Dans ce travail, l’analyse de plasma par ATR-IR a permis de discriminer les 

échantillons de patients témoins et ceux de patients atteints de la SLA. Cependant, 

contrairement aux autres outils disponibles, la détermination de bandes 

d’absorbances discriminantes en ATR-IR ne permet pas d’identifier les molécules. 

Malgré cela, la spécificité de certaines bandes pour des liaisons particulières permet 

d’identifier une classe de molécule impactée. Dans cet objectif, la spectroscopie 

infrarouge pourrait être utilisée comme test préalable. Cette analyse permettrait 

d’identifier des classes de molécules perturbées et de réaliser par la suite une 

analyse métabolomique ciblée sur ces différentes familles. Ce processus conduirait 

ainsi à une analyse plus simple et moins couteuse combinant moins de méthodes 

analytiques sans perdre d’information pertinente.  

Elle permet également d’obtenir des données qualitatives et semi-quantitatives à 

partir d’un très faible volume de liquide biologique (225). Cette caractéristique rend 
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cet outil particulièrement attractif pour l’analyse de fluides biologiques précieux 

comme le LCR, les larmes, l’humeur aqueuse, la sueur ou encore la salive. En effet, 

les études métabolomiques sur des liquides biologiques présents en faible quantité 

sont de plus en plus fréquentes. Malgré tout, la problématique de ce genre d’analyse 

est la faible quantité d’échantillon disponible. Yazdani et al ont récemment publié que 

le volume de larme prélevé est de l’ordre de100µL, ce qui limite grandement le 

nombre d’analyse pouvant être réalisée (226). Selon Travo et al, une analyse des 

larmes par ATR-IR serait possible sur seulement 2µL d’échantillon, ce qui rend cet 

outil particulièrement intéressant dans ce contexte. 

D’autres études ont également développé des senseurs pour une analyse ciblée par 

ATR-IR. En 2019, Budde et al ont développé un outil de diagnostic de la maladie 

d’Alzheimer réutilisable à partir d’un diamant de germanium sur lequel étaient fixées 

des immunoglobulines ciblant la protéine Tau (227). Dans cette étude, les auteurs 

ont pu détecter la présence de protéine Tau anormale à partir de 100µL de LCR 

contre plusieurs centaines de microlitres par une méthode ELISA. 
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AUTRES PROJETS 

Optimisation de l’analyse de plasmas humains par 

Spectroscopie Raman et évaluation de la capacité à 

quantifier spécifiquement un/des biomarqueur(s) 

 

Etude n°1 : Analyse des fluides biologiques à 

l'aide de la spectroscopie vibrationnelle : une 

comparaison directe des spectroscopies de 

diffusion Raman et d'absorption infrarouge pour 

le cas du glucose dans le plasma 

 

 

Similairement à la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman permet une 

caractérisation moléculaire des fluides biologiques pour accéder à une information 

biochimique. Intrinsèquement, la spectroscopie Raman est plus adaptée à l’analyse 

d’échantillons sous forme liquide ce qui lui donne un petit avantage expérimental et 

une meilleure transférabilité en milieu clinique. Cependant, les spectres obtenus 

peuvent présenter un bruit de fond important avec des déformations de la ligne de 

base. Des études complémentaires doivent donc être menées sur les fluides 

biologiques et dans ce cas sur le plasma pour évaluer la capacité de la spectroscopie 

Raman à extraire les informations cliniquement pertinentes.  

Le but de cette étude est de comparer les résultats obtenus précédemment par 

spectroscopie ATR-IR et ceux par spectroscopie Raman. Nous avons donc souhaité 
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mettre en place en spectroscopie Raman la même étude que celle réalisée 

précédemment par ATR-IR. 

Comme pour la spectroscopie infrarouge, le spectre obtenu par l’analyse d’un 

échantillon de plasma est la somme des contributions spectrales de l’ensemble des 

composants de l’échantillon Bien que la réponse des molécules diffère entre IR et 

Raman, la problématique de la fraction de haut poids moléculaire et des protéines 

abondantes reste applicable. Les spectres Raman seront aussi dominés par les 

protéines. Les échantillons utilisés dans cette étude ont donc également été filtrés 

pour ne récupérer et analyser que la fraction de bas poids moléculaire du sérum. 

Dans cette étude, nous avons dans un premier temps suivi l’évolution du signal 

mesuré par spectrométrie Raman selon les concentrations de glucose dans des 

solutions aqueuses pures. Le modèle obtenu a ensuite été confirmé à l’aide de 

sérum chargé par des concentrations connues de glucose. Pour finir, nous avons 

appliqué le même protocole sur 25 échantillons patients dont les concentrations 

étaient comprises entre 2,9 et 24,1 mmol/L. Nous avons finalement comparé les 

concentrations prédites par l’analyse Raman à celles obtenues à l’aide d’une 

méthode enzymatique à l’hexokinase sur un automate Cobas c501 (Roche), validée 

et accréditée qui fait office de méthode de référence. 

 



141 
 



142 
 



143 
 



144 
 



145 
 



146 
 



147 
 



148 
 



149 
 



150 
 



151 
 



152 
 



153 
 

 

 

 

 

 

 



154 
 

Discussion et perspectives 

 

Analyse en solutions aqueuses  

 

Le spectre Raman d’une solution de glucose a montré plusieurs modes vibrationnels 

à 450cm-1, 911cm-1, 1125cm-1, 1340cm-1 et 1460cm-1. Nous avons observé que 

l’intensité des modes vibrationnels augmente avec l’augmentation des 

concentrations en glucose des solutions. Le modèle permettant de prédire les 

concentrations de solutions contenant entre 1 g/L et 10 g/Lde glucose a montré une 

erreur de 109,3 mg/L. De plus, la composante principale du modèle confirme que la 

prédiction est basée sur bandes spectrales spécifiques du glucose. On retrouve en 

effet les 5 signaux décrits précédemment.  

 

Méthode des ajouts dosés  

 

Dans un deuxième temps, nous avons surchargé un sérum commercial avec du 

glucose. Les concentrations des échantillons obtenus variaient de 0 g/L à 2,2 g/L. 

Lors de l’analyse sur les échantillons plasmatiques surchargés, le modèle de 

prédiction a permis d’obtenir une meilleure prédiction avec une erreur moyenne de 

16,6 mg/L. Le modèle de prédiction n’utilisait cette fois-ci que le mode vibrationnel à 

1125cm-1. Ce résultat met en évidence un manque de sensibilité de la technique 

pour les autres modes de vibration et/ou une interférence de la matrice. En effet, les 

concentrations inférieures testées en solution aqueuses étaient nettement 

supérieures à celles des échantillons surchargés. 
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Analyse des échantillons patients  

 

Le résultat obtenu sur les échantillons surchargés a été confirmé par ceux obtenus 

par l’analyse des échantillons patients. Nous avons observé 3 modes de vibrations à 

1060cm-1, 1125 cm-1et 1360cm-1. Malgré une difficulté supérieure pour extraire les 

informations spécifiques du spectre d’émission Raman, l’erreur moyenne de 

prédiction mesurée de 18,4 mg/L, soit environ 1 mmol/L. Ce résultat montre une 

imprécision de mesure similaire entre la spectroscopie d’émission Raman sur 

échantillon liquide après ultrafiltration centrifuge et la spectroscopie d’absorption 

ATR-IR sous forme séchée sans préparation préalable (0,85 mmol/L).Comme pour la 

spectroscopie infrarouge, l’analyse par spectroscopie Raman semble intéressante 

pour la réalisation d’une analyse de type métabolomique mais montre ses limites 

dans ces conditions pour une analyse quantitative. En effet, les imprécisions de 

mesures sont supérieures à celles recommandées pour le suivi du glucose en 

routine (197) mais l’absence d’impact sur l’interprétation biologique permet de 

positionner cette technologie comme un outil de dépistage. 
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Etude n°2 : Analyse par spectroscopie Raman des 

fractions de bas poids et de haut poids 

moléculaires du plasma humain 

 

 

Lors de nos essais de filtration en ATR-IR, nous avons établi que parmi les différents 

biomarqueurs analysés, les protéines ayant un poids moléculaire supérieur au seuil 

des filtres sont complètement retenus par le filtre et ne passent pas dans le filtrat. 

D’autre part, nous avons également observé que les molécules de bas poids 

moléculaires sont peu retenues. L’étude précédente a permis de mettre en évidence 

des résultats satisfaisants pour une analyse semi-quantitative du glucose par 

spectroscopie Raman. Cependant, la qualité de l’analyse de la fraction de bas poids 

moléculaire ne peut pas être estimée uniquement par une étude réalisée sur le 

glucose. Cette étude nécessite donc la confirmation sur un panel de biomarqueurs 

plus large. D’autre part, l’analyse de la fraction de haut poids moléculaire est 

également une source d’informations importante en biologie ainsi que dans le 

contexte de la recherche de biomarqueurs dans la SLA. Dans ce contexte, il est 

important d’évaluer la relation entre les signaux mesurés et les concentrations 

protéiques de l’échantillon, d’autant plus que la perte d’eau dans le concentrat est 

susceptible de faire varier les concentrations sans conservation des proportions.  

Nous avons donc réalisé une étude similaire à la précédente en étudiant cette fois-ci 

d’autres composants de la fraction de bas poids moléculaire ainsi que des 

biomarqueurs de haut poids moléculaire. Pour ce faire, nous avons mesuré les 

concentrations en protéines totales, albumine, immunoglobulines G, glucose et urée 

de 25 échantillons de patients par des méthodes de mesures validées et accréditées 

sur des chaînes automatisées cobas® c501 de chez Roche® (Bâle, Suisse). 
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L’ensemble des méthodes respecte les critères de validation de méthodes publiées 

par la Société Française de Biologie Clinique (SFBC) (197). Les concentrations 

mesurées font office de concentration de référence pour l’étude. 

Ces mêmes échantillons ont été également filtrés puis analysés par spectroscopie 

Raman à celles mesurées selon le protocole utilisé dans l’étude précédente. Ensuite, 

la moitié des spectres mesurés a été utilisée pour construire le modèle PLSR (Partial 

Least Square Regression). Les concentrations correspondantes à l’autre moitié des 

spectres ont ensuite été prédites et comparées aux concentrations de références. 
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Discussion et perspectives 

 

Quantification des protéines 

 

Caractéristiques spectrales des composés protéiques 

 

Les spectres Raman obtenus par l’analyse de solutions d’albumine et de 

gammaglobulines sont similaires. On retrouve notamment des modes vibrationnels 

communs à 760 cm-1, 1450cm-1 et 1650 cm-1. A l’inverse, on retrouve des signaux 

spécifiques de chaque protéine (940cm-1 pour l’albumine et 1240cm-1 et 1550cm-1 

pour les gammaglobulines). L’ensemble des signaux observés permet d’envisager la 

quantification de l’albumine et des gammaglobulines grâce aux bandes spectrales  

spécifiques mais également la quantification des protéines totales grâce aux signaux 

communs entre les différents spectres.  

 

Quantification de l’albumine dans le concentrat 

 

Les bandes du spectre Raman de l’albumine situées à 900 cm-1, 940 cm-1,   

1000 cm-1, 1100 cm-1, 1340 cm-1, 1450 cm-1et 1650 cm-1sont visibles sur le 

coefficient de régression du modèle PLSR. De plus l’absence de signal à 1240 cm-1et 

1550 cm-1est en faveur de l’absence d’interférence avec les immunoglobulines de 

l’échantillon. Dans cette étude, le modèle PLSR construit à partir des spectres 

Raman a permis de prédire les concentrations en albumine des échantillons avec 

une erreur moyenne d’environ 0,9 g/L. Cette erreur de moyenne est faible au regard 

des recommandations pour une analyse quantitative, d’autant plus que la précision 

des valeurs de références sont de l’ordre de 1 g/L. Ce résultat permet d’envisager 

l’utilisation de ce protocole et de cet outil pour une analyse quantitative d’albumine. 
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Ce résultat permet également de confirmer la conservation de la proportionnalité 

entre la concentration d’albumine du sérum avant filtration et celle du concentrat 

après filtration. 

 

Quantification du glucose et de l’urée dans le filtrat 

 

Caractéristiques spectrales des composés  

 

Le spectre de référence de l’urée par spectroscopie Raman est composé de modes 

vibrationnels à 540 cm-1, 600 cm-1, 1000 cm-1, 1180 cm-1, 1470 cm-1. Le pic de plus 

grande intensité étant celui situé à 1000 cm-1, imputable aux vibrations d’élongations 

des liaisons C-N (228)). Pour l’étude de l’urée, le modèle PLSR a été construit à 

partir de la région spectrale allant de 800 à 1030 cm-1. 

 

Le spectre de référence du glucose par spectroscopie Raman est composé d’un 

grand nombre de modes de vibrations. La majorité se situe entre 1000 cm-1 et 

1500 cm-1. Les intensités maximum sont observées à 1030 cm-1, 1100 cm-1,1380 cm-

1 et 1450 cm-1. Pour s’affranchir de l’interférence potentielle avec l’urée à 1000 cm-1, 

le modèle PLSR pour l’étude du glucose a été construit à partir de la région spectrale 

allant de 1030 cm-1à 1400 cm-1. 

 

Quantification dans le filtrat 

 

Les modèle PLSR construit à partir des spectres Raman ont permis de prédire les 

concentrations en glucose et en urée des échantillons avec des erreurs moyennes 

respectives d’environ 18 mg/L et 11 mg/L. Ces erreurs de prédiction sont faible au 

regard des recommandations pour une analyse quantitative. Ce résultat permet 
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d’envisager l’utilisation de ce protocole et de cet outil pour une analyse quantitative 

de la fraction de bas poids moléculaire. Ce résultat permet également de confirmer la 

conservation de la proportionnalité entre la concentration de glucose et d’urée du 

sérum avant filtration et celle du filtrat après filtration. Bien que la spectroscopie ATR-

IR et la spectroscopie Raman soient toutes les deux des spectroscopies 

vibrationnelles, les intensités des signaux mesurés ne sont pas identiques entre les 

deux techniques. En effet les liaisons polaires ont un signal de forte intensité en 

infrarouge alors que les liaisons apolaires « symétriques » ont un meilleur signal en 

Raman. Les études menées dans ce travail ont confirmé ce phénomène. En effet, les 

concentrations en urée ont été mieux prédites par spectroscopie Raman que par 

spectroscopie ATR-IR (respectivement 0,18 mmol/L et 2,7 mmol/L). A l’inverse, la 

spectroscopie ATR-IR a permis de prédire avec une grande précision la 

concentration en protéines totales dans le sérum, contrairement à la spectroscopie 

Raman. 

 

Conclusion 

 

L’analyse des différentes sous-fractions du plasma a montré que la spectroscopie de 

diffusion Raman est capable d’extraire des informations spécifiques d’une matrice 

complexe à l’aide des modèles de traitement statistiques par PLS. En effet, les 

modèles de prédiction des concentrations de glucose et d’urée sont construits à 

partir de signaux spécifiques. Cette étude démontre que la spectroscopie Raman, 

associée à l'ultrafiltration et à l'analyse PLSR, peut être utilisée pour détecter les 

variations de plusieurs analytes à partir d’un unique échantillon de plasma avec une 

bonne précision. Comme précédemment démontré pour l’analyse par spectroscopie 

ATR-IR (Partie II, Etude n°2, Bonnier, 2017 (199)), le fractionnement du sérum a 
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considérablement amélioré la capacité de la spectroscopie Raman à détecter et 

quantifier les analytes de la fraction de bas poids moléculaire. L’approche proposée 

a permis de construire des modèles de prédiction à partir du plasma entier (protéine 

totale, gammaglobuline), du concentrat (albumine) et du filtrat (urée et glucose) des 

échantillons de patients tout en améliorant les performances analytiques. Ces 

résultats confirment également l’intérêt d’analyser les différentes fractions du plasma 

pour obtenir l’information la plus complète sur sa composition. Compte tenu de son 

faible coût, de sa mise en œuvre facile, de ses résultats rapides et de sa sensibilité 

et spécificité plus élevées, cette technique pourrait devenir une alternative aux 

méthodes de quantification en laboratoire existantes et proposer un bilan de 

dépistage global. 

Hackshaw et coll ont récemment réussi à mettre en évidence des différence de 

composition du plasma chez des patients atteints de fibromyalgie, de lupus 

érythémateux disséminé et de polyarthrite rhumatoïde à l’aide de la spectroscopie de 

diffusion Raman (229). Selon les auteurs, les signaux discriminants sont 

principalement dus aux vibrations du squelette carboné des protéines. Or d’après 

nos résultats concernant la spectroscopie infrarouge mais également la 

spectroscopie de diffusion Raman, l’analyse du plasma sans préparation est limitée 

pour l’analyse des composés minoritaires dont les signaux sont masqués par celui 

des protéines. L’acquisition des spectres provenant des différentes sous fractions 

permettrait d’obtenir une vision plus complète de la composition de l’échantillon et 

d’augmenter le pouvoir discriminant de ces outils. Une étude a confirmé cette 

hypothèse en étudiant le plasma, ainsi que les petites et grosses vésicules 

extracellulaires circulantes (sEV et lEV) dans le plasma chez le patient SLA et en 

comparant les spectres de diffusion Raman à ceux obtenus sur les mêmes sous 
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fractions de plasmas témoins (230). Les résultats obtenus ont mis en évidence une 

complémentarité des analyses réalisées sur les sEV et sur les lEV. En effet, malgré 

les similarités observées sur les spectres Raman mesurés sur chaque fraction, on 

peut observer également des différences représentatives de variations dans leur 

composition (Figure 34).   

 

 

Figure 34 : Spectres de diffusion Raman des fractions sEV et lEV des échantillons 

patients SLA (SALS) et témoins (HC). Les spectres SALS-HC représentent les 

différences retrouvées entre les deux groupes (adapté de Morasso et coll (230)) 

 

De plus, des différences concernant la composition protéique dans la bande amide I 

(1670cm-1) n’a été retrouvé que dans la fraction sEV et des différences concernant la 

composition des protéines en phénylalanine (621cm-1, 1002cm-1, 1604cm-1) n’a été 
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retrouvé que dans la fraction lEV. Les courbes ROC obtenues montrent une AUC 

comprise entre 64% pour les fractions sEV et le plasma et 85% pour la fraction lEV. 

Malheureusement, les auteurs n’ont pas essayé de combiner les données provenant 

des différentes fractions pour améliorer le modèle. 
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CONCLUSION 

Au cours de ce travail, trois axes majeurs ont été abordés à savoir : (1) l’étude de 

la combinaison des outils analytiques conventionnels utilisées dans une approche 

métabolomique, (2) le développement d’approches quantitatives basées sur les 

spectroscopies vibrationnelles (Raman et ATR-IR), couplées aux méthodes 

prédictives quantitatives, et (3) l’application de l’ATR-IR dans la SLA.  

 

Dans le cadre du premier axe, nous avons déterminé qu’il n’y a pas actuellement de 

méthode universelle basée sur les techniques conventionnelles. De plus l’utilisation 

d’un grand nombre de méthodes d’analyse permet d’augmenter la couverture 

métabolique mais avec l’inconvénient d’augmenter le coût et la difficulté pour 

interpréter les données. Nous avons également pu montrer que la combinaison 

considérée comme le meilleur compromis est différente d’un tissu ou d’un fluide 

biologique à l’autre. La spectroscopie vibrationnelle telle que la spectroscopie ATR-

IR et la spectroscopie Raman nécessitant peu de préparation d’échantillon, elle nous 

a paru comme étant intéressante comme analyse préalable ainsi qu’en complément 

de la spectrométrie de masse. 

 

Dans le cadre du deuxième axe, différents aspects ont été abordés du point de vue 

des conditions expérimentales et de l’analyse de données spectrales. Les 

potentialités des spectroscopies Raman et moyen IR couplées à des méthodes 

statistiques multivariées ont été mises en évidence, pour l’analyse quantitative 

directe des molécules présentes dans le plasma. L’intérêt du prétraitement des 

spectres a également été soulevé dans le cadre de ce travail. Nous avons également 
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pu observer l’intérêt des différentes analyses sous forme liquide, séchée ou après 

fractionnement du plasma. Il a été mis en évidence que la précision des modèles 

prédictifs quantitatifs peut être influencée par la quantité de données spectrales 

présentes dans la base de référence ainsi que leur qualité. 

 

Pour finir, dans le troisième axe de ce travail nous avons confirmé le potentiel de la 

spectroscopie ATR-IR à discriminer deux populations différentes selon leur 

composition chimique, et ce malgré l’absence d’identification des molécules d’intérêt.  

Les résultats obtenus dans cette dernière partie nécessitent une confirmation sur un 

nombre d’échantillons plasmatiques plus important. De plus, l’utilisation de l’ATR-IR 

pour l’analyse de fluides précieux tels que le LCR semble prometteuse, notamment 

dans le cas d’une pathologie neurodégénérative comme la SLA. Combiner les 

données obtenues sur les échantillons plasmatiques et ceux de LCR pourrait 

permettre la mise en évidence de corrélation entre les différentes matrices. Dans la 

SLA, il est également connu que la protéine TDP-43 s’agrège dans les cellules 

motoneuronales. Dans ce contexte, l’ATR-IR et la spectroscopie Raman seraient 

également capables d’observer ces agrégats à l’aide de microscopes confocaux. 

 

En dernier lieu, un des principaux atouts de ces techniques est la faible quantité 

d’échantillon nécessaire pour l’analyse. Elles sont des candidates très intéressantes 

pour l’analyse de fluides rares tels que les larmes ou la périlymphe. En effet, le 

liquide de périlymphe est présent en volume particulièrement faible puisque seuls 

quelques microlitres d’échantillon peuvent être récupérés lors de l’ouverture de la 

cochlée et que ce liquide n’est pas régénéré. 
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Une étude préliminaire a été réalisée à Tours dans le cadre d’un Master 2 en 

partenariat avec le service d’Ophtalmologie-ORL et a montré une très bonne 

reproductibilité analytique ainsi qu’une excellente capacité à observer des 

différences entre plusieurs échantillons. De plus, le service d’Ophtalmologie-ORL 

s’intéresse également à l’approche métabolomique pour l’analyse du liquide de 

périlymphe. Les résultats encourageants se sont confrontés à une limite de 

sensibilité de la spectrométrie de masse qui pourrait être palliée par l’utilisation de 

l’ATR-IR ou de la spectroscopie Raman. 
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Résumé en français 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative 
caractérisée par la mort des motoneurones. L’absence de biomarqueurs et de 
thérapies a pour conséquence un retard au diagnostic. Actuellement, la recherche de 
biomarqueur s’appuie principalement sur des approches globales comme l’approche 
métabolomique, cet outil permettant une vision complète du métabolisme. Cependant 
les techniques utilisées actuellement nécessitent de multiplier et combiner des 
analyses pour augmenter la couverture métabolique de l’analyse, sans pour autant 
parvenir à une couverture totale. Malgré un grand nombre d’étude réalisées, les 
analyses métabolomiques n’ont pas permis de valider un ou une combinaison de 
biomarqueurs. Des études récentes ont montré l’émergence de nouveaux outils tels 
que la spectroscopie infrarouge et la spectroscopie Raman avec des applications 
directes sur le plasma ou d’autres matrices biologiques. Ils permettent d’obtenir un 
spectre représentatif de la totalité des composants de l’échantillon sans nécessiter 
d’étape de préparation au préalable. Le développement méthodologique réalisé dans 
le cadre de cette thèse a mis en évidence le potentiel de la spectroscopie infrarouge 
ATR-IR et de la spectroscopie Raman dans la quantification de différents 
biomarqueurs plasmatiques. D’autre part, nous avons montré l’amélioration des 
performances analytiques dans l’analyse des métabolites par l’ultrafiltration. Pour 
finir, nous avons appliqué la méthodologie mise en place à des échantillons de 
patients témoins et de patients atteints de SLA et démontré la capacité de la 
spectroscopie infrarouge à discriminer les profils métaboliques des patients de ceux 
des témois. En conclusion, les travaux réalisés ont permis de montrer l’utilisation 
potentielle de ces outils dans une approche globale pour améliorer la prise en charge 
du patient, cela dans un but diagnostique et/ou pronostique. 
 
Mots-clés : spectroscopie infrarouge, spectroscopie Raman, métabolomique, SLA 

 

Résumé en anglais 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease caracterized by 
motoneuronal death. The lack of biomarkers and therapeutic solutions lead to 
diagnosis and prognosis delays. Actually, biomarker research is principally based on 
global approach as for example metabolomics approach. The objective of these tools 
is the obtention of a complete metabolism vision. However, conventional approach 
needs to multiply and combine different analytical methods. Recent studies showed 
infrared spectroscopy and Raman spectroscopy as emergent tools in biology. 
Spectra obtained by infrared and raman spectroscopy represents the whole sample 
composition without a sample pre-treatment before analysis. Firstable, methodology 
developed in this work highlighted Fourier transformed infrared spectroscopy and 
Raman spectroscopy capacity for some plasmatic biomarkers quantification. 
Furthermore, we showed that splitting sample in high molecular weight and low 
molecular weight fractions should improve analytical performances for metabolites. 
Finally, developed methodology was applied to control and ALS patients’ sample in a 
metabolomics approach. To conclude, this work demonstrated the potential interest 
of these analyses as diagnosis and/or prognosis tools in global approach in health 
field. 
 
Keywords: infrared spectroscopy, Raman spectroscopy, metabolomics, ALS 


