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INTRODUCTION

Dans un rapport récent « Rapport du Groupe de itraua la métrologie du futur »,
I’Académie des technologies soulignait la croissagic'importance des analyses de biologie. Elles
représentent environ 2% des dépenses de santéapceFd’ou l'intérét de disposer de résultats
fiables (justes et dont I'incertitude serait ma#g).

Actuellement, on constate que, contragneinaux autres domaines de la mesure, les résultats
des analyses de biologie médicale ne sont pasuiujmacables a des références reconnues
internationalement (comme par exemple des matémgureférence certifiés ou des méthodes de
référence) et que les incertitudes de mesure nepEEsystématiquement évaluées, ce qui peut
conduire a un manque de confiance dans les résultat

Cette situation peut amener a répéter inutilementathalyses, a ne pas disposer de données
fiables pour les études épidémiologiques et a irayee peu de moyens de comparer des études
cliniques entres elles faute de références commutesn l'absence d'une évaluation des
incertitudes.

La qualité des résultats d'analyse est donc esdlentia la fois pour des raisons
thérapeutiques mais également pour l'utilisatiorcele résultats dans des études épidémiologiques.
Les dosages de glycémie utilisés pour le diagndstidiabéte et son suivi s’effectuent selon les cas
par auto-surveillance ou au laboratoire. Il estadordispensable de disposer de contrbles de la
gualité des analyses pratiques. AuBsipremier chapitre de ce manuscrit de thése auraqur
objectif de décrire I'organisation des contrbles dda qualité en France.Les laboratoires de
biologie médicale doivent répondre aux exigencedifiérents référentiels internationaux, comme
par exemple la norme internationale 1ISO 15189 «otabire d’analyse de biologie médicale —
Exigences concernant la qualité et la compétenteengrme ISO 17511 « Mesurage des grandeurs
dans des échantillons d’origine biologique — Tragabmétrologique des valeurs attribuées aux
agents d’étalonnage et aux matériaux de contréleu»encore le Guide de Bonne Exécution des
Analyses (GBEA). Les exigences de ces différentéreétiels seront décrites en détail et une
attention toute particuliere sera portée a la ndi®@ 15189. Les laboratoires de biologie médicale
accrédités selon ce référentiel ne sont actuellemeiine centaine en France (sur plus de 4000
laboratoires) mais la réforme de la biologie méidicpii entrera en application en 2010 prévoit de
rendre obligatoire I'accréditation de I'ensembles digboratoires selon ce référentiel, qu’ils soient
privés ou hospitaliers. Nous verrons en quoi ceaitale these concourt a fournir a 'ensemble des
professionnels de santé concernés des outils pamhed’améliorer la qualité des analyses
pratiguées, une des principales exigences de raet80 15189.
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Il concerne en particulier le développement de naig de référence et la fourniture de
valeurs de référence pour les échantillons utildéss le cadre des évaluations externes de la
gualité. En effet, dans les essais d’'aptitude dsganactuellement, la valeur de référence adoptée
est trés souvent la valeur moyenne de tous lesciparits. Cette facon de pratiquer est la
conséquence de l'absence de valeurs de référeetienmmént tracables aux unités du Systeme
International d’unités SI.

Actuellement, des démarches importantes sont eisespa I'échelle internationale pour
assurer la tracabilité des analyses a des réfé&yeacennues au plan international afin de permettre
la comparabilité des résultats et donner des ford&srscientifiques aux études épidémiologiques.
En outre, de nombreuses réglementations tellesaggieective IVD de I'Union européenne exigent
que les produits de diagnostitvitro soient tragables aux étalons de mesure d'ordrelogigue
supérieur. Pour répondre a ces préoccupationsCTeM (Joint Commitee for Traceability in
Laboratory Medecine) a été créé en 2002 par le @oimiernational des Poids et Mesures (CIPM),
I'International Federation for Clinical ChemistrgcaLaboratory Medecine (IFCC) et I'International
Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC). Le JOM est constitué de deux groupes de travail
visant, d’'une part a I'élaboration de deux liste®i{hodes de référence et matériaux de référence)
et, d’autre part, a l'identification de laboratairde référence au plan international. Actuellement,
on dénombre environ 400 matériaux de références@triéthodes de référence, pour des entités
chimiques et biologiques dont le mesurande peet@airement défini et dont les valeurs peuvent
étre tracables aux unités du systeme internatioGatte liste comporte des électrolytes, des
enzymes, des hormones, des acides nucléiques,&tiksaments, des protéines et des métabolites.

La France est membre du JCTLM a trasersLaboratoire national de métrologie, mais était
absente des activités techniques de ce comitéattenal jusqu’a I'initiation du présent travail de
these. Les contacts établis avec différents hGpigaavec les autorités de santé publique ont mis e
evidence que le LNE avait trés certainement un féd€érateur a jouer dans le développement et
l'utilisation de méthodes de référence et le dguadmnent de matériaux de référence avec I'objectif
d’améliorer la qualité des résultats.

Il est évident qu’il n'est pas possible de mettre mace rapidement des méthodes de
référence pour 'ensemble des analyses biologi(eregron 500 analytes). Une étape en amont de
la thése a donc consisté a établir une premiete dimnalytes pouvant étre considérés comme
prioritaires, c’est a dire ayant un intérét éleve bologie clinique et pour lesquels un apport
métrologique constitue une réelle valeur ajoutée.clivix a également été effectué en prenant en
compte la faisabilité technique, c’est a dire ensterant les compétences existant au LNE en

matiere d’analyse chimique et biologique. Il fanteffet garder présent a I'esprit que la métrologie

13



en biologie est une discipline relativement récanie ne concerne actuellement qu’'un nombre
restreint de laboratoires nationaux de métrolodgs :méthodes de référence développées jusqu’a
présent dans les autres laboratoires nationauxéfelwgie concernent essentiellement des petites
molécules, dont le dosage est plus simple a metireeuvre que des composés complexes comme
les protéines ou les acides nucléiques. Ainsi, dartadre du BIPM, des campagnes CCQM ont
tout d’abord porté sur I'analyse du glucose, deréatinine et du cholestérol dans le sérum humain.
Ces analytes constituent d’une certaine maniérgdesbiomarqueurs incontournables sélectionnés
par le CCQM pour évaluer la capacité d’'un laboratai développer des méthodes de référence et

des matériaux de référence pour d’'autres biomarguetien particulier des petites molécules.

Le choix du premier projet mené au LNE dans le doenhiomédical s’est finalement porté
sur le dosage du glucose, le développement de nedhde référence pour le dosage de la
créatinine et du cholestérol ayant été initié pasuite.Le second chapitre du manuscrit aura
donc pour vocation de décrire en détail les enjeukkés a la mesure de la glycémie en biologie
clinique et d’'une maniere plus générale les enjeusanitaires relatifs au diagnostic du diabete
et au suivi des patients.Nous verrons notamment que le diabéete de typet dires maladie
chronigue et évolutive, qui représente une vértadgidémie liee a la transformation du mode de
vie et a l'allongement de I'espérance de vie. Labitité et la mortalité cardiovasculaires des
patients atteints de cette pathologie sont muiigdipar un facteur 2 a 3. En outre, plus de 3596 de
patients diabétiques de type 2 présentent uneopztthie apres 20 ans d’évolution. Cette maladie
constitue aujourd’hui la premiere cause de miselialyse en France, pathologie dont le colt est
estimé a 1,5 milliards d’euros par an. A I'heurd¢uette, le diagnostic de diabéte de type 2 est
souvent trop tardif : 50 % des patients recemmegnestiqués présentent déja des complications
micro ou macrovasculaires.

Le troisieme chapitre du manuscrit aura pouobjectif de décrire d'une part les méthodes
de référence existantes pour le dosage du glucosand le sérum sanguin et d’autre part les
meéthodes les plus utilisées en routiné\fin d’assurer la tracabilité des analyses ardéérences
reconnues internationalement et de permettre la pacabilité des résultats, des accords
internationaux sont intervenus trés récemment esuohbix des méthodes de référence permettant
d’atteindre les meilleures exactitudes. Cellesaat fappel & des méthodes métrologiques rarement
disponibles dans les laboratoires de biologie nadeljanéme dans le milieu hospitalier, alors que
ces moyens et ces compétences sont présents ddrableratoires Nationaux de Métrologie ayant
développé une activité de métrologie chimique fomelatale. Les méthodes de référence pour le
dosage du glucose ayant fait I'objet d’un consermuplan international sont référencées par le
JCTLM (Tableau 1.
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Tableau 1:Ensemble des méthodes en DI-CG/SM préconisées gaTLM
http://www.bipm.org/jctim/

Base de données de matériaux/methodes
(TE,_ de mesure/procédures et services de
3 e L. ¢
BIPM reférence d’ordre supérieur HICTLM

JCTLM Database
Bureaw Interaational des Poids el Mesures Laberatery medicias 3ad ia vifro diagaestics

Méthodes de dilution isotopique [ spectrométrie de masse pour le glucose dans le sérum
sanguin

DGKL: Méthode de référence pour le glucose

o O R O Y ivophilisée, fraiche ou congelée
Description compléte de technique(s) [»[J (<5

171,11 | Concentration en quantité de substance
LU EE 10,5 mmol/l @ 20 mmol/|
LT L EEL G L T Jusqu'a 1% [dépende de la matrice et des propriétés
(ORI P L A  spécifiques de analyte]
LGN | Biomedical Mass Spectrometry, 1982, 9 345-405
o uluie e Vincertitude étendue est relative
Numéro d’identification DB JCTLM [e=1i{" "3 €)
NIST: méthode définitive pour le glucose sérique
Matrice(s) applicable(s) |,/

Description compléte de technique(s)

Quantité
Intervalle applicable [/,
Incertitudes attendues
(niveau de confiance 95%)
Références |
Etudes d’évaluation dela |
comparabilité |

Commentaires | 4[]
Numéro d'identification DB JCTLM _
Université de Gand : méthode de référence pourle glucose

Matrice(s) applicable(s)
Description compléte de technique(s) |»///(<<//0

Quantité |

Intervalle applicable |:
Incertitudes attendues
(niveau de confiance 95%)

Références |

.....

Commentaires | &

Numéro d'identification DB JCTLM [T IR _
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Ces trois techniques reposent sur la idiluisotopique, une méthode primaire de haute
exactitude permettant de s’affranchir des effetsnaérice et d’obtenir de trés faibles incertitudes.

Une premiére étape du travail de thése a doncsté@resisélectionner I'une de ces méthodes.

Un quatrieme chapitre s’attachera a décrie le développement, I'optimisation et la
validation de la méthode sélectionnée. Un cinquiemehapitre concernera la participation a
des essais interlaboratoiregpour lesquels des valeurs de référence serontiedgidr utilisation
des méthodes de référence développées et validées.

Ces résultats seront ensuite discutés emiperspective, notamment en proposant des pistes
a suivre pour le développement de méthodes deeréférconcernant d’autres analytes mesurés en

Biologie Médicale.
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| - Assurance gualité en biologie médicale

I-1 Enjeux relatifs a la fiabilité des analyses médales

Dans le rapport €he value of diagnostics : innovation, adoption aliifusion into health
care» publié en juillet 2005, le Lewin group souligneeq60 a 70% des prises de décisions
meédicales s’appuient sur le résultat de tests agnaisticin vitro [1]. En France, la consommation
de soins et de biens médicaux par les patientsvsidlen 2006 a 157 milliards d’euros, alors que
les dépenses liées aux analyses médicales ne erf@iésnt que 2,6 % de ce montant. Celles-ci
constituent donc un levier potentiel. Ces donnéa¥itnent des études antérieures menées a
I'étranger. Ainsi, en 2001, les dépenses de samt&mts-Unis étaient estimées a 1 300 milliards de
dollars par an, soit environ 14 % du PIB améric@n. estime que 10 % a 15 % de ces dépenses
étaient liées aux mesures. Le Washington PostMeltical Laboratory Observer ont rapporté que
25% a 30% des mesures liées a la santé étaientusfés pour des raisons autres que le diagnostic
(répétition d’examens, prévention et détectionetesurs), ce qui correspond a 10 a 30 milliards de
dollars d'économies réalisables chague année. Emadgine, le colt de la répétition des mesures
est estimé a 1,5 milliard d’euros par an.

Ces données sont a mettre en regard de la situatipmétante dans laquelle se trouve la
Sécurité Sociale en France. Selon cet organisiss,l'on projette les dépenses d'assurance
maladie a I'horizon 2015, sur la base des tendarmdeservées sur la période 1998-2004, on estime
gu’elles devraient atteindre 210 milliards d’eurcentre 140 milliards actuellement soit une hausse
de 50%. [...] L'analyse des principales dynamiquessysteme de santé permet d’identifier trois
axes prioritaires pour faire évoluer notre systesheépondre a ces enjeux-clés :

- Prévenir I'aggravation des pathologies chroniques

- Accroitre I'efficience du systéme de soins

- Organiser le mode de recours aux soins en fonatembesoins des assurés »

L’amélioration de la qualité des analyses médical@scrit pleinement dans ce contexte de
rationalisation des dépenses de santé. Or, emrdisa manque de tracabilité et d’équivalence des
méthodes cliniques en médecine, le nombre de pstiéctimes d’'une erreur de diagnostic, aussi

minime soit-il, est encore trop éleve.
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En termes dsanté publique un manque de fiabilité des analyses médicalesquaguire a
une prise de décision médicale inappropriée susbtepde compromettre la santé du patient :
certains patients seront traités a tort, augmerenisque de développer une maladie iatrogene.

Inversement, certains patients ne seront pasdralt#s que leur état de santé le nécessite.

D'un point de vue scientifique le manque de données fiables pour les études
epidémiologiques et les études cliniques constituéein a la compréhension de la pathologie et a

sa prise en charge optimale par le corps médical.

D’un point de vue économiquele manque de fiabilité des analyses médicalesluibia
une répétition inutile des analyses, ce qui gédésedépenses de santé publique évitables. A celles-

ci viennent s’ajouter celles liées a la prise eswrgh inappropriée des patients.

Il est donc indispensable de réaliser des contiddela qualité pour les analyses pratiquées
dans les laboratoires de biologie médicale. Leagraphes qui suivent s’attacheront a décrire le
principe de ces contrbles, qu’ils soient obligasirou adoptés dans le cadre d’'une démarche

volontaire.

[-2 Organisation des controles de qualité en France

I-2-1 Contrbles internes et contrbles externes da lualité

Deux types d’approches qualité existent de faconptémentaire :

- les contréles de la qualité interne (CQI) effectpaésles laboratoires eux-mémes, qui sont

volontaires.

- les évaluations externes de la qualité (E.E.Q.), squnt réalisées par des organismes

extérieurs, dont certaines sont obligatoires [2].
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I-2-1-1 Les contrbles de qualité interne

Les regles auxquelles doit se conformer un Laboeate biologie médicale sont énoncées
dans le GBEA (Guide de bonne exécution des anatisdsologie meédicale) [3]. Le GBEA est un
texte réglementaire : « arrété relatif a la boexécution des analyses de biologie médicale » du 26
Novembre 1999 modifié le 26 avril 2002, s'appliquan’ensemble des laboratoires de biologie

meédicale de France, privés ou publics.

Les régles et recommandations contenues dansde gtont pas pour objet dimposer une
méthode plutdt qu’une autre pour une analyse donieést au biologiste qu'incombe le choix de
méthodes optimisées, utilisées dans un grand nowiriaboratoires et recommandées par les
sociétés scientifiques nationales ou internatiandk biologie ou, le cas échéant, validées par lui-
méme a condition qu'elles permettent, dans la reedurpossible, le transfert des résultats. Ces
régles et recommandations constituent le plus sduwe rappel de tout ce qu'il convient de se
procurer, d'organiser, de vérifier, de respectétudier, de conserver pour obtenir I'exactitudia et
précision des résultats. Selon ce guide, I'enmegsnt écrit des procédures opératoires concerne
toutes les étapes de I'analyse, depuis le prélévesied'échantillon biologique jusqu'a la remise de
résultats. Ces procédures opératoires associéesntdle de qualité sont un élément du systéme
d'assurance de qualité des laboratoires réalissstadalyses de biologie médicale. Leur mise en
place peut étre vérifiee par les autorités saeailes dispositions contenues dans le guide
s'appliquent a I'ensemble des laboratoires réaldas analyses de biologie médicale, publics ou

privés, quelle que soit la forme juridique d'exfaton.

I-2-1-2 Les évaluations externes de la qualité

Le GBEA préconise de mettre en place des contédésrnes de la qualité. L'évaluation
externe de la qualité correspond au contrble pamrganisme extérieur de la qualité des résultats
fournis par un laboratoire. Ce contréle rétrospgmrmet une confrontation entre les laboratoires
en vue d'améliorer la qualité du travail de I'ensiendes participants. L'organisme extérieur adresse
les mémes échantillons aux différents laboratoisdlecte les résultats obtenus, en fait un
traitement statistique dont le but est de défime waleur consensuelle et sdre, puis transmet les

résultats accompagnés de commentaires aux lab@esfmrticipants.
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Le principal contréle externe est celui réalisé |paFSSAPS (Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé). Le contrble maltide qualité (CNQ) a pour vocation d’analyser
les résultats obtenus dans I'ensemble des laboratde biologie médicale sur le plan national, en
vue d’améliorer la qualité du service rendu parbiedogistes. Tous les laboratoires sont tenus d'y
participer. Tout refus ou toute insuffisance ddip@ation peut entrainer des sanctions pénales [1
2]. Les résultats obtenus par le laboratoire sstaurnés a I'organisateur du programme, qui évalue
le niveau de performance du laboratoire par rapposies pairs et selon les techniques et les

appareils utilisés.

Parallélement, les laboratoires ontdagibilité de participer a d’autres controles dalidg
externes organisés par des organismes agréésatiupr chaque laboratoire participant recoit des
échantillons sur lesquels doivent étres détermimésu plusieurs parametres. Sur le plan natiohal, i
existe différents organismes ayant pour objectipdemouvoir et de coordonner des programmes

de contréle et d’assurance qualité destinés awrdadires d’analyses de biologie médicale :

- le CTCB (Centre toulousain pour le contrble quaditébiologie clinique),

- Pro Bio Qual (Association pour la promotion du ¢Olg de qualité en biologie),

- L’association Asqualab (ASsurance QUAIité des LA&oires d’analyses de biologie
meédicale),

- L’association « Biologie Prospective ».

Des organismes internationaux organigagalement des comparaisons interlaboratoires

volontaires:

- UK Nequas (United Kingdom National External Qualtysessment Service);
- ENIVD (European Network for Diagnostics of Importéatal Diseases);
- QCMD (Quality Control for Molecular Diagnostics);

- OMS (Organisation mondiale de la sante).
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|-2-2 Accréditation des laboratoires de biologie ndicale

L’accréditation est une procédure visant a meeitre la compétence technique d’'un
laboratoire pour effectuer des taches spécifigGésst une démarche volontaire du laboratoire. En

N 7

France, seul I€ofrac (comité francais d’accréditation) est habilitécaraditer les LBM [4].

Actuellement, I'accréditation n’est pas délivréaipbensemble des activités du laboratoire
mais par champ d’activité (biochimie, hématologie C’est le biologiste qui choisit les analyses a
accréditer, ainsi que la portée de l'accréditatioest-a-dire la description des activités pour
lesquelles le laboratoire est accrédité (champ omaihe, produit ou matrice, grandeur ou
caractéristique, méthode, technique d’essai ou e&urd. Cette disposition est amenée a évoluer
prochainement dans le cadre de la réforme de ldodde® prévue par la loi HPST, rendant

l'accréditation de tous les secteurs de tous begddoires obligatoire.

Le Cofrac met a disposition des laboratoires dédegutechniques explicitant les exigences

des référentiels d’accréditation, en I'occurrereedeux guides suivants:

— Guide de validation des méthodes en biologie méadica
Document LAB GTA 04
Révision 00 — Juin 2004 [5]

— Les contrdles de la qualité analytique en biolagélicale.
Document LAB GTA 06
Révision 00 — Juillet 2005 [6]

Apres soumission et acceptation du dossier, unt &itlal est pratiqué pour s’assurer que
les dispositions prises par le laboratoire sontfaomes aux différentes exigences du référentiel
d’accréditation. A l'issue de I'évaluation, les roonformités sont relevées et le laboratoire doit

proposer dans les jours qui suivent une actiorectvie aux différents écarts.

La décision d’accréditation est prise par une cissimn technigue d’accréditation au sein
du Cofrac santé, aprés examen du rapport d’audit.laboratoire récemment accrédité pour une

période de 4 ans et 9 mois est soumis a des a@aditbers tous les douze ou quinze mois. Un audit
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de renouvellement d’accréditation pour 5 ans esuiém réalisé et suivi d'audits réguliers tous les

quinze moisfigure 1).

Audits de
: survelllance
Audit Audit de
Initial renouvellement
—CIE 15 mais 15 mois 15 mois
AQ4ETs Période de 4 ans P “y,
15 maois %

et 9 mois

. Examen de l'ensemble

f
¥

4 15 mois \
¥
i |
|:.
i

Cycle de 5 ans

des exigences de |a
narme 1ISQICEI 15189

L
. .
W15 mos

Examen allégé 15 mais ||
Audits de V
, surveillance J,er’
Cycle d’accréditation (Attestation N
d'aceréditation)
| Suspsnsion

Figure 1 : Périodicité des audits et cycles d’accréditation
Cofrac, LAB REF 05 [5]

Les laboratoires de biologie médicale ont le chamtre deux normes selon lesquelles ils
peuvent se faire accréditer: la norme ISO 1702805 « Exigences générales concernant la
compétence des laboratoires d'étalonnages et id'es§d], et la norme ISO 15189 : 2007 [7]

« Laboratoires d’analyses de biologie médicale ig&xces particulieres concernant la qualité et la
compétence » [8].

Ces deux normes sont assez proches, dans la mesuohacune d’elles integre les
exigences de la certification ISO 9001 relativesnaanagement de la qualité. Les démarches
d’accréditation ont pour objectif la reconnaissadeela compétence tandis que les processus de

certification visent a attester de la conformit& axigences décrites par le référentiel.

La norme ISO 17025 : 2005 établit les exigencegdes de compétence pour effectuer
des essais et/ou des étalonnages, y compris |#thamage. Elle couvre les essais et les
étalonnages effectués au moyen de méthodes nogemlms non et de méthodes élaborées par les

laboratoires. Cette norme n’est donc pas spécifxdaboratoires de biologie médicale.

ISO 15189

particulieres concernant la qualité et la compétencspécifie les exigences de qualité et de

La norme «Laboratoires d’'analyses daobie médicale — Exigences
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compétence spécifigues aux laboratoires d’analgsediologie médicale. Il s’agit du premier

référentiel normatif spécifique qui couvre la tagabte I'activité des laboratoires.

La norme ISO 15189 conjugue les exigences du sygstamlité de la norme 1ISO 9001 :
2000 et les exigences techniques propres aux @sakys biologie médicale. Avec une partie
« Exigences relatives au management » et une paliegences techniques » qui prend en compte
I'ensemble de I'analyse y compris les phases grésttanalytiques, son sommaire est trés voisin de
celui de la norme ISO 17025. Les themes abordés darpartie « Exigences relatives au
management » sont déja cités dans la norme ISO @ibns préventives, actions correctives,

revue de direction, audits, ....) (véirgure 2 ci-dessous).

4. Exigences relatives au management
4.1 Organisation et mangement
4.2 Systéme de mangement de la qualité
4.3 Maitrise des documents
4.4 Revue de contrats
4.5 Analyses transmises a des laboratoires sous-traitants
4.6 Services externes et approvisionnements
4.7 Prestations de conseils
4.8 Traitement des réclamations
4.9 ldentification et maitrise des non conformités
4.10 Actions correctives
4.11 Actions préventives
4.12 Amélioration continue
4.13 Enregistrements qualité et enregistrements technigques
4.14 Audits internes
4.15 Revue de direction

5. Exigences techniques
5.1 Personnel
5.2 Locaux et conditions environnementales
5.3 Mateériel de laboratoire
5.4 Procédures pré analytiques
5.5 Procédures analytiques
5.6 Assurer la qualité des procédures analytiques
5.7 Procédures post analytigues
5.8 Compte rendu des résultats

Figure 2 : Exigences de la norme 1SO 15189[7]

Les chapitres « Analyses transmises a des labmateous-traitants », « Services externes
et approvisionnement » et « Prestation de conseslent en revanche spécifiques de la norme ISO
15189. Les exigences techniques concernent quaetlea les procédures pré analytiques,
analytiques, post analytiques et le compte-rendurdsultats, mais également le personnel, les

locaux et conditions environnementales, le matéedaboratoire [8].
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Une adaptation de la norme ISO 15189 est dédiéelahoratoires dits « de référence »
(« calibration laboratories») et aux instituts nationaux de métrologies’dgit de la norme ISO
15195 : 2003 « Médecine de laboratoire - Exigemmas les laboratoires réalisant des mesures de
référence », qui décrit les exigences spécifiqaqaises a I'égard des laboratoires qui effectuent d
mesures de référence dans le domaine de la bicloggkcale.

L’ensemble de ces démarches qualité sont a I'heetreslle volontaires. Néanmoins, la loi
portant réforme de I'hdpital et relative aux paser la santé et aux territoires, promulguée au
Journal Officiel du 22 juillet 2009, prévoit de o obligatoire I'accréditation de tous les
laboratoires de biologie médicale. En particulierticle 20 « Réforme du statut des laboratoires d
biologie médicale » vise a « Mieux garantir la @ealdes examens de biologie médicale,
notamment en mettant en place une procédure diitatién des laboratoires » (publics et privés).
La loi a pour objectif général de permettre a chatavoir accés a une biologie médicale de qualité
prouvée, payée a juste prix dans un cadre eurof@&8]. Pour cela, il s’agit de développer la
culture qualité dans le domaine de la santé etguiure I'effort de rationalisation des dépenses de
santé qui a été initié pour préserver la pérerthitéysteme de santé francgais. Afin de garantir une
gualité prouvée pour les examens réalisés, I'adatémh selon la norme EN 15189 sera obligatoire
pour tous les laboratoires, en ville comme a I'tdlpeet ce dans un délai de 5 ans. Les laboratoires
devront faire la preuve de leur engagement danpreeessus dans les 2 ans. lls devront non
seulement étre accrédités mais seront soumis @uation permanente de I'accréditation par le
COFRAC avec une fréequence d’évaluation de 15 mdislaboratoire de biologie médicale non
accrédité ou dont I'accréditation est suspendupaugra plus exercer son activité. Ceci se traduit
par la participation des laboratoires de biologédinale a des opérations d’évaluation externe de la
gualité pour toutes les analyses réalisées.

En conclusion, les référentiels sur lesquels seeriase principe d’accréditation, les
démarches de qualité interne et externe, conduisgdboratoires d’analyses médicales a s’assurer
de la fiabilité et de la tracabilité de leurs résid. Pour cela, des méthodes de référence et des

matériaux de référence seront nécessaires.
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I-3 Valeur ajoutée d’'un apport métrologique en biobgie médicale

Le 23 septembre 2008, le Dr Michel Ballereau, citlesegénéral des établissements de
santé, a remis a Madame la Ministre de la SantélfRes Bachelot un rapport détaillant les
réformes nécessaires au maintien de la compéditolét la biologie médicale en France et a sa
modernisation. Parmi les propositions figurant de@gapport, et dont certaines seront prises en
compte dans l'ordonnance "Biologie" de la Loi HP8Test indiqué que ta réforme prévoit la
définition de méthodes de références pour touteshalyses, ce qui débute avec la définition du
metre étalon. Le laboratoire national d’essais ()NiSt désigné par les textes généraux pour cette
mission ».

Par ailleurs, le Professeur Didier Houssin (Diract&énéral de la Sant€) estime prioritaire
«la mise au point d’'analyses de référence, couvpanir I'instant le champ des analyses courantes
pratiguées dans les laboratoires de biologie méddicaroposant pour un paramétre donné la
technique de référence, permettant ensuite de idédin accord avec les experts médicaux de la

discipline, les valeurs normales

Ainsi, les laboratoires peuvent fournir aux patemkes résultats dont lqualité a été
rigoureusement prouvée et dont I'incertitude esitnisée. Assurer la tracabilité des mesures par
leur raccordement a une méthode de référence péarnetnparaison des résultats d’analyses dans

le temps, et ce quel que soit le laboratoire degsél elles ont été réalisées [14].

Disposer de méthodes et de matériaux de référeragep a la fois de réduire :

- les erreurs de diagnostic et [@$ses de décisions médicales inappropriées

- les dépenses de santé inutilekées a la répétition d’analyses dont le manque de

fiabilité conduit & une remise en question du rt@sul

Les techniques analytiques pouvant considérablensatdr d’'un laboratoire a un autre, il
est nécessaire de disposer de références métnodsgadpirement établies pour assurer la tracabilité
des résultats au systéme international d’unités (®k méthodes de référence et les matériaux de
référence sont deux outils qui permettent d’attedroet objectif [15].
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Dans le cadre des contréles externes de la quiagénéthodes de référence permettent de
fournir des valeurs de référence tracables au @drér de processus analytiques présentant des
gualités métrologiques élevées. Celles-ci sont aidrées par le biais d’essais inter laboratoires
organisés par le Comité Consultatif pour la Quéardie Matiere-Métrologie en Chimie (CCQM),

auxquels participent exclusivement des instituteonaux de métrologie [16].

Les méthodes de référence fournissent non seuledentvaleurs de référence avec les
incertitudes associées, mais permettent égalem@assigher des valeurs aux matériaux de
référence. Ces matériaux sont généralement destéldms dont la matrice est proche de celle des

échantillons du laboratoire.

On distingue les matériaux de référence (MR), quvent a étalonner des appareils et
évaluer une méthode de mesurage, et les matérawaf@ence certifies (MRC), pour lesquels des
certificats sont fournis et attestent des valetrdes incertitudes associées selon une procédure
donnée. Les matériaux de référence permettent I[dévéa justesse des méthodes d’analyse, au
méme titre que les essais inter laboratoires pEaguels la valeur de référence a été déterminée en

utilisant une méthode de référence [17, 18].

Dans les essais inter laboratoires actuels, lauvale référence adoptée est le plus souvent
une valeur consensuelle comme la valeur moyenn@wieles participants. Cette pratique est la
conséquence de l'absence de valeurs de référeetiemént tracables aux unités du systeme
international d’'unité<Or, I'évaluation des performances d’un laboratbasée sur une comparaison
dite « par groupe de pairs » peut étre a l'origihen manque de capacité a déceler un biais
systématique de I'ensemble des laboratoires ount&bodes mises en ceuvre. Elle peut aussi
conduire a une conclusion erronée dans le casuwwgdaible nombre de laboratoires fournirait les
résultats les plus justes : on pourrait conclutersaa un défaut de justesse de ces laboratoires en

raison d’'une valeur de référence elle-méme biaisée.

En biologie médicale, le Joint Commitee for Trackgtin Laboratory Medecine (JCTLM),
qui réunit les métrologues, les biologistes médioatues organismes d’accréditation, comme nous
'avons indiqué dans lintroduction, a pour vocatide répertorier les difféerentes méthodes de

référence et matériaux de référence existants [19].
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Actuellement, on dénombre environ 400 matériauxréérence et 150 méthodes de
référence, pour des entités chimiques et biologigiomt le mesurande peut étre clairement défini et
dont les valeurs peuvent étre tracables aux udités/steme international. Cette liste comporte des
électrolytes, des enzymes, des hormones, des auid&sques, des médicaments, des protéines et
des métabolites. Une seconde liste, en phase di@ldn, devrait comprendre des analytes dont la

tracabilité au Sl n’est pas établie, mais qui falijet d’'un consensus.

Dans ce projet de these, il s’agit de participeetde volonté d’améliorer la fiabilité des
analyses médicales dans le cas concret du diab@eteaanment en proposant une application au

dosage du glucose. Les raisons de ce choix sexpfitités dans le chapitre suivant.

28



Il - Diabéte sucré et métabolisme du glucose en p&igpathologie

[I1-1 Les chiffres-clés

L’'Organisation mondiale de la Santé (OMS) estimél gua plus de 180 millions de

patients diabétiques dans le monde et qu'il y ea plus du double en 2030.

Le diabéete et ses complications ont d’importantesséquences économiques pour les
malades, leurs familles, les systemes de santésetdonomies nationales : par exemple, 'TOMS
estime qu’en Chine, les cardiopathies, les accadeasculaires cérébraux et le diabéte entraineront
a eux seuls une perte de 558 milliards de dollarsestenu national au cours de la période 2006-
2015.

Selon les projections de 'OMS, le nombre de dgmasdiabéte va doubler entre 2005 et
2030, si des mesures urgentes ne sont pas pried & déces risquent d’augmenter de plus de 80

% dans les pays a revenu moyen entre 2006 et 2015.

Malgré I'ampleur de ce qui s’apparente a une épiegégalement en France (environ deux
millions d’individus atteints), la prévalence dwabéte traité est estimée a seulement 3,8 % de la

population [20, 21].
Au vu de ces données, il apparait donc que lesieg@nitaires et économiques inhérents au

diabéte poussent a mieux comprendre la physiopagleoet & améliorer la prise en charge de cette

maladie.
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[1-2 Définition du diabéte sucré

Le diabéte sucré est caractérisé par une hyperglgcéhronique due soit a un défaut de
sécrétion d’'insuline, soit a un défaut d’action’aesuline, soit a la combinaison des deux.
Cette hyperglycémie occasionne a long terme desplocations touchant de nombreux

organes : les yeux, les reins, ainsi que le systeameux et I'appareil cardiovasculaire [22, 23].

Selon les recommandations de 'OMS, le diabétel&fsni par [24, 25] :

- une glycémie a jeun supérieure a 7 mmol/l (1,26 mbsurée consécutivement a deux
reprises,
ou

- une glycémie supérieure a 11,1 mmol/l (2 g/l)itnpbrte quel moment de la journée.

La correspondance entre ces deux critéres a égtva@lesen terme de prévalence du diabéte
et de rétinopathie, lors d'études épidémiologiq{2&-30]. En effet, le risque de rétinopathie
diabétique augmente nettement pour des glycémjearasituées entre 6,66 mmol/l (1,20 g/l) et
7,16 mmol/l (1,29 g/l) et équivaut a celui occasi@mpar une glycémie a 11,1 mmol/l (2 g/l) a la
deuxieme heure d’'une hyperglycémie provoquée per omle (HGPO). Par ailleurs, le taux de
mortalité di aux complications vasculaires du dialzssocié a une glycémie a jeun supérieure a 7
mmol/l (1,26 g/l) est voisin de celui associé a ghgémie supérieure a 11,1 mmol/l (2 g/l) a

n'importe quel moment de la journée.

[1-3 Classification des diabétes sucrés

La nomenclature internationale distingue deux fpiguex types de diabéte [23]:
- le diabéte de type 1, anciennement appelé diabstéino-dépendant

- le diabéte de type 2, anciennement appelé dialoéténsulino-dépendant
Outre ces deux formes majeures, il existe le dealggtstationnel, ainsi qu'une catégorie

regroupant tous les autres cas de diabéte ne popaarétre classés ni dans le type 1, ni dans le
type 2 [23].
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[1-3-1- Diabéte de type 1

Le diabete de type 1 concerne environ 15% desssdjabétiques en France. Cette maladie
est liée a une destruction auto-immune des cslimigulino-sécrétrices, les cellules 3 des ilots de
Langerhans du pancréas. Le processus auto-immuymonggble de la déficience pancréatique
commence plusieurs années avant I'apparition d@é&rhglycémie, et les symptébmes se manifestent
lorsque environ 80% des cellules 3 ont été désyi1l].

Cette affection se développe chez des individusmtayme prédisposition génétique a
laguelle viennent s’ajouter des facteurs envirorer@aux (infection virale, facteur diététique,

facteur toxique).

Le diabete de type 1 touche plus particulieremeastihdividus jeunes. L’apparition des
manifestations cliniques est brutale et est margagaine série de symptémes spécifiques tels que
polyurie, polydipsie, polyphagie, amaigrissement asthénie, cétonurie accompagnée d'une

glycosurie.

[1-3-2 Diabéte de type 2

Contrairement au diabéte de type 1, il est rarelguiabete de type 2 soit révélé par des
symptomes classiques liés a I'hyperglycémie. Lgrmliatic est souvent fait a I'issue d’'un examen
fortuit, sur la seule base d’une hyperglycémiet&derniere peut s’accompagner d’'une glycosurie
généralement modérée [31].

Le diabéte de type 2 représente plus de 80% desleatiabéte, et est essentiellement
rencontré chez I'adulte. Le risque d’en étre attaugmente avec I'age. Il est causé a la fois par u
résistance de l'organisme a l'action de l'insulifiesulinorésistance) et par une diminution de
linsulinosécrétion pancréatique. Ce diabete esb@é a plusieurs genes de susceptibilité dont
'expression dépend de facteurs environnementaux, peemier rang desquels figurent la
consommation de graisses saturées et de sucretesaminsi que la sédentarité. L'insulino-
déficience est précédée dune phase dhyperségréiissulinique, secondaire a une
insulinorésistance des tissus périphériques, pduharer de 10 a 20 ans. Les principaux facteurs
cliniques associés a l'insulinorésistance sontddité, la sédentarité, une prédisposition génétique
l'age, I'hypertension artérielle, combinés a l'awgmtation des triglycérides et la baisse du
cholestérol-HDL.
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[1-4 Métabolisme glucidique physiologigue et au cots du diabéte

sucré

I1-4-1 Classification des glucides

Dans l'organisme, les glucides interviennent danaambreux métabolismes et constituent
une source énergétique majeure. lls sont prégants un grand nombre d'aliments sous forme, par
exemple, d’'amidon ou de saccharose. Apres absorpitestinale, ils sont distribués a toutes les
cellules par l'intermédiaire du flux sanguin [32 existent sous forme de molécules simples,
principalement de glucose, dont I'assemblage aineb complexes linéaires et/ou ramifiées peut
conduire a des structures biologiques importaniegliquées dans les phénoménes de
reconnaissance intermoléculaire et intercellulgiBd]. Nous décrirons successivement ces

différentes structures.

[I-4-1-1 Les oses simples

Les oses simples, également appelés « monosaaharicsont des molécules dont la
formule générale est (GB),, d’ou I'ancienne appellation kiydrates de carbone

lls sont caractérisés par la présence soit d'unetitm cétone, soit d'une fonction aldéhyde,
ce qui définit deux sous-familles d'oses :détose®t lesaldoses

Les oses les plus simples sont les trioses, quipodent trois carbones,. Ce sont le
glycéraldéhyde (aldose) et la dihydroxyacétonméed Figure 3) [34].

[I-4-1-1-1 Stéréoisomérie et épimeérie : série et

Le glycéraldéhyde comporte un carbone asymétrigest-a-dire un carbone avec quatre
substituants différents. En positionnant la fonttaddéhyde en haut, les trois autres substituants
s'inserent aux autres sommets d&inaedre dont learbone constitue le centriéigure 4). L'image
de cette molécule obtenue dans un miroir n'estspperposable a l'original. Ces deux molécules
(stéréoisomeres) sont degrantiomeres, des molécules chimiquement semblables mais ldont

configuration dans l'espace est différente.
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Figure 3 : Classification des oses simples en aldosesteses. Exemples des trioses et des pentoses [33].

Ces deux formes sont denommées D-glycéraldehydegbtcéraldéhyde. La projection
linéaire en deux dimensions des deux molécules,pddjection de Fisher, permet de les distinguer
par I'écriture. Par convention, la forme D estec@ll la fonction hydroxyle est écrite a droite, la

forme L est celle ou la fonction hydroxyle est t&cé gauche.

Carbone asymétrique
/

Figure 4 : Stéréoisomeres D et L du glycéraldéhyde et praecdle Fisher [33]
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Les oses dont le nombre de carbones est supéritoisapossédent plusieurs carbones
asymétriques, ce qui induit I'existence de plusiésomeres possibles. Le carbone de référence est
le carbone asymétrique le plus éloigné de la foncéildéhyde ou cétone, il définit une forme D et
une forme L pour chaque ose simple. Ainsigliecosepeut exister sous forme d@eglucoseet de
L-glucose Seul le D-glucose est retrouvé dans l'organisetela plupart des oses naturels
appartiennent aussi a la série Biguire 5). La classification sous le terme de « série I etest

utilisée pour les sucres et les acides aminés reeunie

Le glucose contient trois autres carbones asymsigPour chaque carbone asymétrique, la
projection de Fisher permet d'écrire deux moléculeirentes, dans lesquelles la fonction

hydroxyle est positionnée a droite ou a gauche.isteseres sont appelépimeéres.
Il existe sept épiméres du glucose, dont certaors garticulierement abondants dans

l'alimentation ou dans I'organisme humain comme®4galactose (épimere en 4) ou le D-mannose

(épimére en 2).

Figure 5: Trois épimeres de la série des D-aldohexose$ohetion hydroxyle marquant I'appartenance a laes® est
portée par le carbone 5 [33].
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[I-4-1-1-2 Cyclisation, anomeres et mutarotation

La molécule de D-glucose a la possibilité de sdisscpar réaction de la fonction aldéhyde
portée par le carbone 1 avec la fonction hydropgidée par le carbone 5, ce qui donne un cycle a si
cotés de typpyrane Tous les aldohexoses forment pgsanoses
En ce qui concerne les cétohexoses comme leofeicta fonction cétone portée par le carbone 2
réagit avec la fonction hydroxyle portée par leboae 5 pour former un cycle a cing cotés de type
furane Les céto-hexoses forment donc fizanoses

La projection de Haworth={gure 6) permet d'écrire ces molécules cycliques dandam pa
formation du cycle crée un carbone asymeétriqueléopmtaire qui est, pour le glucose (et les alddses
carbone 1 et pour le fructose (et les cétosesardeone 2. Ce carbone est dit anomérique et, par
convention, dansdhomereq, la fonction OH hémiacétalique portée par le cagbanomérique est
orientée en bas, alors que daasdmeres, elle est orientée en haut. Les deux formes peLdtee
converties l'une en l'autre en passant transit@ntrpar la forme linéaire selon le phénomeéne dit

de mutarotation.

Rotation

Carbone anomérique

a et 3- D-glucopyranose

D-glucose

Figure 6 : Cyclisation du D-glucose et formation des anomeres? du glucopyranose [36]

Le suffixe pyranose ou furanose est ajouté au neni'ade pour indiquer la structure
cyclique formée. Les formes cycliques du D-glucesske D-fructose sont désignées respectivement

sous les dénominations de D-glucopyranose et dei@efuranose.
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[1-4-1-1-3 Conformations «chaise» et «bateau»

Les molécules comportant des cycles pyranose @ndse ne sont pas strictement planes.
Elles peuvent adopter deux configurations spatidites « chaise » ou « bateauFiglre 7). La
configuration « chaise » est thermodynamiquemenbrisée, étant une forme de plus basse

énergie.

Configuration - chais¢ » Configuration - bateai »

Figure 7 : Formes « chaise » ou « bateau »MD-glucose [36]

[I-4-1-2 Les oligosides

Ces molécules glucidiques résultent de la comnade deux ou plusieurs oses simples,
aprées formation d’une liaison osidique par condeéosale la fonction hémiacétalique portée par le
carbone anomérique et d’une fonction hydroxyle duxieme ose, avec libération d’'une molécule

d’eau.
[I-4-1-3 Les polyosides

Ce sont des structures polycondensées d’oses. assemblage, tout comme celui des
oligosides, s’établit par des liaisons osidiques.

Il en existe de deux sortes :

lI-4-1-3-1 Les polyosides homogénes

Ce sont des polycondensés composés uniqguemens.ddamidon et le glycogene en sont
des exemples. Lglycogeneest formé de chaines de plusieurs milliers deludsili-D-glucose liés

par des liaisons (1->4), portant des ramifications constituées de clsdides aux précédentes par
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une liaisoro (1->6). Son importance réside dans le fait qu’il repnés une réserve de glucose dans
les cellules animales, alors que I'amidon est ésenve de glucose dans les cellules végétales.

lI-4-1-3-2 Les polyosides hétérogénes

Les polyosides hétérogénes loéteropolysaccharidesomportent plusieurs types d’oses et
jouent un réle important dans les tissus de sowdtda matrice extracellulaire de I'organisme. lls
constituent de longues chaines d'oses, indépersglantiéées a un noyau protéique (I1-4-1-4). Dans

ce dernier cas, le volume des chaines osidiquesiploortant que celui de la partie protéique.

lI-4-1-3-3 Les glycoprotéines et les glycolipides

Certains oses simples constituent des chainesaggiogient avec les protéines et les lipides,
formant des structures appelées "glycoconjuguésg’s €haines glycanniques ou « glycannes »
jouent un réle essentiel dans les phénoménes @mnmaissance cellulaire [35]. La fixation des

chaines glycanniques est souvent étroitement liadanction des protéines.

[1-4-2- Métabolisme du glucose

Le glucose est lI'ose simple le plus abondant dgafosme, fourni en majeure partie par les
glucides alimentaires absorbés au niveau intesetatockés dans le foie sous forme de glycogéne.
C'est a partir du glucose que sont formés les sagiteides de 'organisme [36]. Différentes voies
meétaboliques sont mises en jeu selon les circoossarpour assurer une relative constance de la
concentration sanguine de glucose. Des variatiaps rapides et trop importantes de la glycémie
perturberaient de fagon aigué l'activité métabdigies tissus avant que ne soit mise en jeu la
production de métabolites de substitution (acidas tjbres, glycérol, corps cétoniques).

lI-4-2-1 La glycolyse
La glycolyse est la voie principale d'utilisation dlucose Figure 8) [33]. Cette voie métabolique
cytosplasmique, présente dans toutes les cellpdgmet la production d'énergie sous forme d'ATP

(adénosine triphosphate). Elle conduit a la fororatie deux molécules de pyruvate (composé a

trois carbones) a partir d'une molécule de glucmss,en produisant deux molécules d'ATP.
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Figure 8: Voie de la glycolyse conduisant du glucose atuyste. Chaque molécule de glucose étant clivée en

deux molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate, sgulation anaérobie en pyruvate fournit 4 ATP pour u

investissement initial de 2 ATP [36].
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Le bilan global de la transformation du glucosegruvate est le suivant :

Glucose + 2NAD + 2 Pi + 2ADP-> 2 Pyruvates + 2 NADH + 2H+ 2ATP + 2HO

Trois étapes de la glycolyse sont soumises a deamsénes de regulation : les réactions

catalysées par I'hexokinase, la fructose-6-phosphdinase, et la pyruvate kinase.

Elles sont régulées par le niveau énergétique dellale. Si le niveau énergétique est bas
(concentration d’AMP élevée), I'augmentation dedacentration intracellulaire d'AMP, qui est un
activateur allostérigue de la fructose-6-phospligkarase, entraine une augmentation de la
concentration intracellulaire de fructose-1,6-bisgphate. L'élévation de ce dernier active la
production de pyruvate, et donc du flux glycolyggd l'inverse, si le niveau énergétique est élevé
(concentration d'ATP élevée), l'augmentation dedacentration intracellulaire d'ATP, inhibiteur
de la pyruvate kinase et de la fructose-6-phosgh&iease, entraine une augmentation de la
concentration intracellulaire du glucose-6-phosphathibiteur de I'hexokinase ; cette derniere va
donc bloquer [l'utilisation du glucose. Il existeauttes mécanismes de régulation, notamment

hormonale, qui ne seront pas évoqués dans ce n&moir

[I-4-2-2 Néoglucogenése et métabolisme du glycogene

lI-4-2-2-1 La Néoglucogenése

La néoglucogenese correspond a la transformatiorpyduvate en glucose, a linverse de la
glycolyse. Trois réactions de la glycolyse étaméviersibles, des enzymes spécifiqgues a la
néoglucogenese sont nécessaires pour transfoengrdolécules de pyruvate en une molécule de
glucose Figure 9):
- la phosphoénolpyruvate carboxykinase, qui, en #&ssme avec la pyruvate carboxylase,
catalyse la transformation du pyruvate en phosptipgruvate ;
- la fructose-1,6-bisphosphate-1-phosphatase quiysatda transformation du fructose-1,6-
bisphosphate en fructose-6-phosphate ;

- la glucose-6-phosphatase, qui catalyse la transfitomdu glucose-6-phosphate en glucose.

De plus, il faut également de I'énergie, sous fodMd P, et du NADH, pour assurer la réversibilité

de la réaction catalysée par la glycéraldéhydepihate déshydrogénase.
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lI-4-2-2-2 Le métabolisme du glycogene

Le glycogene est la forme principale de réservayldaose chez 'homme dans le foie et le

muscle.

Svynthese du glycogéne

L'addition successive de glucose dans la moléailghydtogene permet de former des chaines
linéaires constituées de molécules de glucoseesepar des liaisons1,4. Le glycogene étant une
molécule ramifiée, sa synthése fait égalementveter une réaction permettant la formation de

liaisonsa-1,6. L'enzyme-clé de la régulation de la syntlthsglycogene est la glycogéne synthase.

Figure 9 : La néoglucogenese (du pyruvate au glucose) paioconement des étapes irréversibles de la
glycolyse (a gauche)[36].
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Dégradation du glycogéne

La dégradation du glycogéne, ou « glycogénolyseest pas la voie inverse de sa synthése.
Un ensemble d'enzymes déstructure les ramificatiionglycogéne. La glycogene phosphorylase,
en présence de phosphate inorganique, hydrolysdaisonsa-1,4. Un autre systeme enzymatique
appelé « enzyme débranchante » hydrolyse lestiais1,6. Ce sont des molécules de glucose-1-
phosphate qui sont directement formées. L'enzymede la régulation de la dégradation du

glycogéne est la glycogene phosphorylase.

lI-4-2-3 Régulation coordonnée de la néoglucogengde la glycolyse et du

meétabolisme du glycogene

Quel que soit I'état nutritionnel, il est nécessaie maintenir un apport suffisant en glucose
pour certains types de cellules qui l'utilisentfdeon exclusive pour produire leur énergie [37].
C'est le cas par exemple des cellules cérébidliesioins dans le cadre d'un jeline de courte durée
(inférieur a 24 heures).

Le foie joue donc un rdle central dans le maintienla glycémie, soit en mobilisant son
stock de glycogéne (glycogénolyse), soit en syighiét du glucose a partir d'autres substrats
(néoglucogenése).

Le signal initial est la concentration de glucosiée-méme. En effet, la glycémie
conditionne les flux de diffusion du glucose etnieeau de sécrétion des deux hormones du
pancréas endocrine essentielles pour le métabmldmglucose, l'insuline et le glucagon. Le
glucagon, de méme que les catécholamines prochareles corticosurrénales, assure la libération
du glucose par le foie et le maintien de la gly@rmen période de jedne, en stimulant la
néoglucogenese, en inhibant la glycolyse, en sinmuh glycogénolyse et en inhibant la synthese
du glycogene par un jeu d'inhibitions ou d'activasi d'enzymes-clés de ces voies métaboliques.
L'insuline, quant a elle, assure I'utilisation nbélegue du glucose en stimulant la glycolyseeEll
inhibe la néoglucogenése, stimule la synthése guogkne et inhibe la glycogénolyse. Les

mécanismes de régulation mis en jeu par ces deuxdmes ne sont pas exposés dans ce manuscrit.

I1-4-3- Glycation non enzymatigue des protéines étémoglobine glyguée

lI-4-3-1 Glycation des protéines
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[I-4-3-1-1 Etapes de la glycation

La glycation non enzymatique est I'une des modifices post-traductionnelles tardives des
protéines. Il s'agit d’'une réaction chimique s@odée entre le groupement aldéhyde ou cétonique

d’'un ose, ou d’'un dérivé d’ose, et un groupemermu s-aminé d’une protéine [38, 39].

Le glucose est l'ose le plus abondant chez I'hommags demeure I'un des moins réactifs

par comparaison a d'autres oses physiologiquessg@ilfructose, mannose) [40].

Le processus de glycation comporte plusieurs étapesis un premier temps, une
condensation réversible donne une base de Schifilile Figure 10). Celle-ci subit ensuite un
réarrangement moléculaire, appelé réarrangemental®ri, qui aboutit a un composé stable

caractérisé par une liaison cétoamine (ou fruotirsa) Figure 11).

Protéine

Figure 10: Premiére étape de la glycation d’une protéine lgaD-glucose. La fixation du glucose sur le greoent
NH, de la protéine forme une base de Schiff instadié. [

cétoamine
Figure 11 : Réarrangement d'Amadori [41].
La glycation est une réaction cumulative et irréide, qui, a long terme, occasionne la

formation de composés complexes par oxydation owc@adensation de produits d’Amadori. Ces
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composeés peuvent étre des hétérocycles azotésulieuc brune, parfois fluorescents, appelés
produits de Maillard ou AGE («advanced glycatiamd eproducts », traduit littéralement par
« produits de glycation avancés ») [41].

Différentes structures d’AGE ont été identifieeselles que la pentosidine, le carboxy-

méthyl-lysine (CML), la pentosidine et le méthyigkal lysine dimére (MOLD) [42-44]Rigure
12).

Pentosidine

Carboxyméthyllysine (CML)

Méthylglyoxal lysine dimere (MOLD)

Figure 12: Structure de quelques AGE [27]

La glycation est susceptible de modifier la suetdes protéines, en générant notamment
la formation de liaisons croisées avec d’autres§mes. Leur activité enzymatique ou biologique
peut également étre affectée, ainsi que leurs actiens, par exemple avec les cellules

inflammatoires [45].
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[I-4-3-1-2 Glycation et oxydation

La formation des AGE est associée a de nombreurgohénes oxydatifs, de sorte que les
deux mécanismes sont souvent regroupés sous letesend de « glycoxydation » (ou "glyco-
oxydation").

La production de radicaux libres oxygénés est afégenussi bien lors des étapes initiales
gu’intermédiaires et avancées de la glycation. iAles protéines glyquées forment avec I'oxygéene
moléculaire I'ion superoxyde a pH physiologique][4&insi que HO, [47]. De méme, le glucose
peut former des radicaux libres oxygénés par ayttettion [48].

Ces réactions conduisent a la formation d’aldéhyddestifs comme le méthylglyoxal
(MGO) et assurent des liens étroits entre plusieaiss métaboliques conduisant a la formation des
AGE (Figure 13) [44].
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Figure 13: La formation des AGE est possible par la voidalglycation, mais aussi par la voie des polyolgatir

de I'a-oxoaldéhydes, du méthylglyoxal (MGO) ou du 3-dgloxypsone [44].
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[I-4-3-1-3 Récepteurs et des produits avancés geatbn

Les AGE peuvent se fixer sur des protéines membremsgpécifiques : RAGE (récepteur

des AGE), les AGE-récepteurs 1, 2 et 3 ou encaredleepteurs scavengeksgure 14).

Figure 14 les différentes protéines membranaires capabéefx@r les AGE. Le récepteur RAGE est le récepteur
principal des AGE [45].

Le récepteur le mieux caractérisé est RAGE, glyaidime membranaire exprimée a la
surface de trés nombreuses cellules dont les eslehdothéliales, les cellules musculaires lisses,

les monocytes, les polynucléaires et les neurdrigsife 15).

Figure 15: RAGE : le récepteur des AGE [27]

La fixation des AGE sur les récepteurs RAGE en&dine signalisation intracellulaire
caractérisée par un stress oxydant et [I'exmessie genes impliqués dans la réponse

inflammatoire [49]. Toutefois, il faut noter queslAGE ne sont pas les seuls ligands de RAGE, car
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d’autres composeés peuvent se lier a ce réceptelgctncher les mémes voies de signalisation, ou

d'autres, selon les facteurs [4B]dure 16).

Figure 16 : Le récepteur RAGE est capable de fixer plusieyresyde ligands conduisant a plusieurs types denggm
cellulaires [45]

Les produits de glycation plus précoces comme fledyits d’Amadori paraissent également

capables de déclencher des réactions cellulaiflesrimatoires [50].

lI-4-3-2 Hémoglobine glyquée et HbA

L’hémoglobine est une protéine tétramérique compake quatre chaines polypeptidiques
identigues deux a deux. L'hémoglobine A (HbA), fermnajeure d'hémoglobine chez l'adulte,
comporte deux chaineset deux chaine$ (a2 f2). Elle représente environ 97% de I'hnémoglobine
humaine adulte. On trouve aussi environ 2,5% d'lggobine a2 (0262) et 0,5% d’hémoglobine F
(02y2)

Contenue dans les globules rouges, 'hémoglobipeua réle de transporter I'oxygéne des
poumons vers I'ensemble des cellules de I'organisme

Structurellement, une sous-uniiéest en contact direct avec une sous-upjtéormant un
seul bloc. Les «diméres » ainsi formés s'assembleé@éte-béche, par un jeu d’interactions

électrostatiques entre les acides aminés qui iepasent Figure 17).
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Figure 17: Structure tridimensionnelle de la molécule d'héfobine (représentation en sphéres)

L'hémoglobine est librement accessible au glucqse,diffuse passivement a travers la

membrane des globules rouges.
Les sites de fixation du glucose sur 'hémoglolspat les fonctions-aminées des résidus

de lysine et les extrémités N-terminales des clsairez3. Le nombre de sites de fixation possibles
pour les oses génere la formation d’'une multitueléodmes d’hémoglobines glyquées [51].

L'affinité des sites pour les agents de glycatié@téacaractérisée. Le site le plus réactif est la

valine N-terminale des chainsle globine [Figure 18) [52].

Figure 18: Sites préférentiels de glycation de 'hémoglelis2]

La glycation de la valine en position N-termindks chaine{ modifie significativement
les proprietés physico-chimiques de I'hémoglobinee qui permet sa séparation par
chromatographie d'échange ionique ou électropholese hémoglobines éluées rapidement en

chromatographie d'échange cationique ont été aggpbiEmoglobines AHbA,) (Figure 19).
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Figure 19 : Les différentes fractions de I'hnémoglobine obtemqpaschromatographie d'échange ionique [51]

L’hémoglobineA; est composée de plusieurs fractions qui ont éténm&es en fonction de
leur ordre d’élution HbAla]_, HbAlaz, HbAlb, HbAlc.

- Les hémoglobineA a1 et Ao résultent respectivement de la fixation de fruetbs-
bisphosphate et de glucose-6-phosphate sur laevhlliterminale des chain@sCes deux
formes représentent environ 0,5 % de I'ensemblé&émoglobine. LHbA 1, est caractérisée

par la fixation de pyruvate.

- L’hémoglobineAy, fraction majeure, résulte de la fixation de glecasl'extrémité N-
terminale des chaineB. Elle représente environ 80% de I'HbA&t de 4 a 6% de

I’lhémoglobine totale.

Le Tableau 2résume les principales formes d’hémoglobinesugeg et leur nomenclature:
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Tableau 2 :les différentes formes d’hémoglobines glyquéessatifférentes techniques de séparation/révéldbah

HbA Tétrameren232 Techniques de séparation
- Composant majeur de I'HbA - Chromatographie
HbA d’échange d'ions
0 - Comprend I'Hb non glyquée et I'Hb glyquée sur gdes
sites autres que la valine N-terminale des chgines | - Electrophorese
- Hémoglobine(s) rapide(s) dasthemoglobins - Chromatographie
d’échange d’ions
HbA - Hb glyquées sur des sites modifiant le pHi
- Electrophorese
- HDbAja: + HbA > + HbA), + HDA .
- Hb glyquée formée par fixation de glucose sur gr?;:;nﬁ;%%gp;fa&g
HbA . I'extrémité N-terminale des chaingsle I'HbA pression (HPLC)
- Fonction cétoamine stable - Electrophorése capillaire
- Synonyme : HbA labile - Chromatographie en
phase liquide a haute
Hb pré-A. |~ Forme labile (instable) de I'Hb4 caractérisée par pression (HPLC)
P le une fonction aldimine (base de Schiff)
- Ne doit pas étre évaluée en méme temps que LHbA - Electrophorése capillaire
- Synonyme glycohémoglobine - Chromatographie
d’affinité
- Caractérisée par toute fixation non enzymatiqug de
. glucose (ou d’autres oses) sur I'Hb
Hb glyquée
- Fraction dosée par les méthodes de chromatographie
d’affinité, souvent appelée «hémoglobine glyquée
totale » ou HbG

La dénomination d'HbA ne préjuge pas de la glycation d'autres sitesl'gurémité N-
terminale d’'une ou des deux chaiified] existe donc une hétérogénéité supplémentarei les

hémoglobines dénommées "HRA

La formation de I'hémoglobine glyquée, et en paligc de I'HbA,, est étroitement liée a la
concentration du glucose dans le sang. La glycateobhémoglobine étant irréversible pendant les
120 jours de durée de vie des globules rouges ldaganisme, le dosage de I'HRApermet une

évaluation cumulative et rétrospective des vanetide la glycémie sur une période représentant les
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guatre a huit semaines précédentes. Le pourcedidlgd ;. ne varie pas au cours de la journée, et

ne dépend pas d'une récente modification de régime.

Le dosage d'HbA constitue un parametre majeur de suivi du diabeteé. Il permet une
surveillance rétrospective de I'équilibre du diab&n complément de la glycémie classique ou

capillaire, qui permet une évaluation instantanée

lI-4-4- Complications dégénératives et traitement diabéte sucré

Les complications dégénératives du diabete suamé laorésultante d’'une hyperglycémie
chronique liée a un diabéte non traité ou a un migwontréle thérapeutique, que le diabéte soit de
type 1 ou 2. Le traitement du diabete de type losepsur des injections d’insuline
(insulinothérapie) [53] Les schémas d’insulinotipgeavisent a reproduire au mieux l'insulino-
sécrétion physiologique. Des essais d'administratimsuline par voie nasale sont en cours.

Ce traitement est purement palliatif, puisqu’il né¢ablit pas la sécrétion physiologique de
’hormone. Le caractere auto-immun de la maladisséa I'espoir d'une thérapie utilisant des
substances immunosuppressives pour freiner laudisin des cellules R et permettre d’éviter
l'insulinothérapie chez certains sujets.

Le traitement du diabéte de type 2 vise non seuiende faire baisser les valeurs
glycémiques, mais aussi a corriger les facteurasdgie associes, surtout cardiovasculaires. Il est
basé sur un régime alimentaire adapté (normoglyeedet modérément lipidique), combiné a une
activité physique et a des prises de médicamemsdhycémiants (metformine, insulinosécréteurs)
[54].

Dans tous les cas, le traitement des patients titigie§ nécessite une éducation
thérapeutique, permettant au malade de compremndrassurer lui-méme une partie de sa prise en
charge.

Les principales complications dégénératives du edebsont macroangiopathiques,
microangiopathiques et neuropathiques. Certaines |gf®s a I'augmentation de la glycation non

enzymatique des protéines.
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lI-4-4-1 Les complications macroangiopathiques

Le terme de macroangiopathie désigne l'atteinte até&res allant de l'aorte aux petites arteres
distales d'un diametre supérieur a 200 pum [31]. mbacroangiopathie artérielle associe
artériosclérose et athérosclérose [55]. Ces dewanmEmes entrainent un depbt progressif de
lipides (cholestérol) dans les parois vasculaiessocié a un remaniement matriciel, créant un
épaississement pariétal, voire une obstructionutase [56-59].

Ces dépobts sont en relation avec la glycation demes circulantes comme les LDL (lipoprotéines
de faible densité). En effet, leur glycation stinld production de radicaux libres et de molécules
d’adhésion des cellules épithéliales, et augmenie daptation par les macrophages résidents des
parois artérielles, qui se transforment en cellsfggneuses [60, 61].

lI-4-4-2 Les complications microangiopathiques

lI-4-4-2-1 La rétinopathie diabétique

Cette pathologie correspond a une atteinte de ¢aogirculation rétinienne et choroidienne due a
I'nyperglycémie chronique. En effet, 'hyperosmiatarcausée par I'hyperglycémie chronique du
diabéte occasionne une hyperhydratation cellutpiiefragilise les cellules de la rétine et entraine
leur nécrose.

La rétinopathie diabétique est associée a dewstgjamomalies physiopathologiques principales :

- Modifications de la paroi des capillaires (plusiépe, plus fragile, plus perméable)
- Augmentation de la viscosité sanguine (hyperagiégaplaquettaire et érythro-

cytaire)

Un certain nombre d’événements, tels des exsudessmicroanévrysmes, des hémorragies
et un décollement rétinien, associés ou non atlaae, conduisent a une altération plus ou moins
importante de la vision.

La rétinopathie diabétique se développe souversg aanoun symptome. La survenue d’une

baisse de I'acuité visuelle témoigne de Iésiondai@s trés avancées.
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lI-4-4-2-2 La néphropathie diabétique

Le diabete mal équilibré peut conduire a une glamoeéclérose, dont la principale
manifestation biologique initiale est 'augmentatide I'élimination d’albumine dans les urines. Ce
dysfonctionnement entraine a terme une insuffisaécale.

La néphropathie diabétique est caractérisée pacuiaulation de produits de glycation
avances, comme la CML (carboxyméthyllysine) etpéatosidine, au niveau du glomérule. Aux
premiers stades de la néphropathie, les AGE saali$és dans I'espace mésangial et dans les

parois des capillaires. A un stade plus tardifsiégecumulent dans les glomérules [62, 63].

lI-4-4-3 Les complications neuropathiques

On distingue plusieurs types d'altérations nenepseiphériques dues au diabéte [31]. Les
mononeuropathies représentent 10 a 15% des nehniepatiiabétiques. Elles se traduisent
essentiellement par des déficits moteurs (attedl@® nerfs oculomoteurs, amyotrophie) et des
douleurs des membres inférieurs et supérieurs.

Les polyneuropathies diabétiques se traduisentuparabolition des réflexes achilléens et
parfois rotuliens, une altération de la sensibpitéfonde, des troubles de la sensibilité supeilfei
tactile, thermique et douloureuse.

La neuropathie végétative se caractérise par utentat des nerfs périphériques, et

s'accompagne d'une dégénérescence avec inflamreatiégradation de la myéline [64].
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Il — Méthodes de détermination du glucose

Les dosages de glycémie assurant le diagnosticathéte et le suivi des patients diabétiques
s’effectuent, selon les cas, par des analyseshemd#ire ou par auto-surveillance. Les techniques
employées pour doser le glucose en laboratoires ditde routine », sont nombreuses. Le choix de
celles-ci est dicté par des considérations sciqon8s (performances et qualité des méthodes),
pratiques (facilité d’utilisation), logistiques fidité, encombrement des appareils) ou financieres
(colt de l'analyse). Ces techniques nécessiterd@ntacement du patient. Par ailleurs, elles ne
permettent pas I'obtention du résultat instantaméme

Aussi, pour répondre a la nécessité pour certatismis diabétiques (type 1) de suivre leur
glycémie a n’importe quel moment de la journée afamdapter le traitement, des techniques de
dosage délocalisées ou a usage personnel ont etdopiéées et sont disponibles [65]. Cette
détermination permet I'obtention d’une glycémiegerelgues minutes, mais peuvent étre sujettes a
plus d'interférences. Ces dernieres peuvent étitensd&dicamenteuses ou iatrogenes, soit liees a
I'état physiologique ou pathologique du patient][86

Les analyses pratiquées en laboratoire se doiv@&ttedtracables, conformément aux
référentiels [3, 6, 7]. Cette tracabilité peut &&alisée via des méthodes de référence définide pa

JCTLM ou développées en interne par des laboratoméonaux de métrologie.

I11-1 Méthodes de référence pour la détermination di glucose

Pour la détermination du glucose, le JCTLM propddgé&rentes méthodes analytiques
basées sur deux principes difféerents: la specttopmétrie UV-VIS et la dilution isotopique
associée a la chromatographie en phase gazeudéeaup spectrométrie de masse (DI-CG/SM).

Si la premiére méthode, basée sur la spectrophatientBabsorption, nécessite plusieurs
réactions enzymatiques successives bien définies ¢ littérature, les autres (DI-CG/SM),
proposent plusieurs protocoles de préparation toiiut est identique : I'analyse du glucose en
chromatographie en phase gazeuse nécessite satidérigour le transformer en composé stable
thermiquement. Les dérivés décrits dans les méthddeéférence du JCTLM sont : le DAG (1,2 :
5,6-di-O-isopropylidene~D-glucofuranose), le BBA ofD-glucofuranose cyclique 1,2 : 3,5-bis
(butylboronate)-6-acétate) et le GPA (glucose pmgdétate aldonitrilé).
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Avant de réaliser une synthese sur les avantagesagtvénients de ces techniques, celles-ci

seront décrites brievement.

I1I-1-1 Méthode de référence reposant sur deux rédimns enzymatigues

avec détection finale par spectrophotométrie d’absption

Cette méthode a été décrite en 1976 par une équipeCenter for Disease Control and
Prevention » (CDC), qui est un organisme d'étasdiai partie du « Department of Health and
Human Services » (HHS) de I'agence gouvernemedtdectats- Unis [67]. Elle est basée sur deux
réactions enzymatiques successives ; une réactitatysée par I'hexokinase et une autre par la
glucose-6-phosphate déshydrogén&sgure 20 et Figure 21) :

Figure 20: Réaction de phosphorylation ddD-glucose en glucose-6-phosphate catalysée paxdkinase

Figure 21 : Réaction d’oxydation du glucose-6-phosphate endsphoglunatecatalysée par la glucose-6-phosphate
déshydrogénase

Lors de la premiére réactioRigure 20), I'hnexokinase catalyse la phosphorylation du ghec
a partir d’adénosine triphosphate (ATP). C’est ué&ction irréversible. Au cours de la seconde
réaction Figure 21), le glucose-6-phosphate formé est oxydé en 6qdtazguconolactone en
présence de nicotinamide adénosine dinucléosidspblace (NADP). Cette réaction est catalysée
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par lI'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénasexydation du glucose-6-phosphate
s’accompagne de la réduction du NADEn NADPH,H. Le NAD" (nicotinamide adénosine
dinucléoside), réduit en NADH,Hpeut également étre utilisé comme coenzyme de @itdion Si

'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase ptodleme souche de levure particuliére,

Leuconostoc mesenteroides

Techniques de détection

La technique de détection couramment associée arékction enzymatique de
I’hexokinase/glucose-6-phosphate déshydrogénada sgectrophotométrie UV-VISElle se base
sur la propriété d’'absorption du rayonnement U\Vibles(340 nm) par les molécules de coenzymes
réduits (NADH,H ou NADPH,H).

Cette technique de détection permet de détermmeagiucose dans toute la gamme des
concentrations habituellement rencontrées chepaéents (1,6 mmol/l a 22,2 mmol/l), avec un
temps de réponse trés court. Toutefois, sa pritecipaitation réside dans le fait qu’elle peut étre
sujette a des interférences liées aux conditiongdakage (pH, température, composition des
réactifs).

En effet, il a été démontré que cette réaction pisouffrir de la présence d’interférents dans le

milieu réactionnel comme [67] :

» les autres sucres, parmi lesquels le fructose malenose, en tant que compétiteurs,
* leau: qui peut entrainer I'hydrolyse immeédiate ddphosphogluconolactone,
empéchant la réduction du NAINADP",

* les contaminants du réactif enzymatique.

[11-1-2 Méthodes de référence reposant sur la Dilubn Isotopique

associée a la Chromatographie Gazeuse couplée dlaectrométrie de
Masse (DI/GC-MS)

La DI/GC-MS est reconnue par le BIPM comme étarg uméthode primaire. Selon la
définition du CIPM (comité international des poetsmesures), c’est une méthode qui possede les
plus hautes qualités métrologiques, dont la misesaare est parfaitement décrite et comprise, pour
laquelle Tl'incertitude est établie en terme d'usitBl. Cette méthode comprend peu d’erreurs

aléatoires et aucune erreur systématique.

56



La dilution isotopique Kigure n°22) consiste a déterminer la concentration d’un cas®apo
contenu dans un échantillon par ajout dans I'édl@mtd’'une quantité connue de ce méme
composé mais « marqué », c’est a dire dont un usiqairs atomes ont été remplacés par un isotope
stable (H pafH, *°C par®C, '°0 par*®0 par exemple). Lors de la fragmentation des maécu
dans le spectrométre de masse, la déterminaticraghort de l'intensité de signal des fragments
caractéristiques de la molécule non marquée et deolécule marquée permet d’obtenir le rapport
de quantité de matiére entredemposé a doser et le composé marqueé, et doncdéenire la
concentration. Selon le nombre de composés a diesgrniveau de concentration et la quantité

d’échantillon disponible, il sera possible de salisoit :

— Un point unigue d’étalonnage :

Quel que soit le nombre de composés a doser dagshantillon, une quantification par un
point unique de calibrage peut étre réalisée sctexentrations de tous ces composés sont trés
proches. Si le nombre de composés est éleve, awgaprtains, des concentrations du méme ordre
de grandeur, il peut étre réalisé plusieurs painigues de calibrage dans la mesure ou la quantité

d’échantillon est suffisante.

— Une courbe d'étalonnage :

Si, dans un échantillon, le nombre de composésngsbrtant, avec, pour certains, des
concentrations trés différentes, il est réalisérpiague composé une courbe d’étalonnage. Il en est
de méme lorsque I'échantillon présente des coratms tres différentes malgré un nombre de
composes faible et que la quantité d’échantilloeshpas suffisante pour réaliser plusieurs points

unigues d’étalonnage.
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*’ * Echantillon *
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lonisation tr.i Détection des
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SPECTROMETRIE DE MASSE
CHROMATOGRAPHIE

Figure 22: Principe de la dilution isotopique

La détermination du glucose par DI-CG/SM peut étfgematisée de la maniére suivante :

Préparation des 1% étape
échantillons

'

eme 4
Séparationde la 27" etape
molécule dosée
Détectionde la N
. . 3™ étape
molécule dosée

Figure 23: Les grandes étapes de la détermination du gludases le sérum

1%"® étape :Une préparation de I'échantillon consistant & @jpan premier lieu la molécule
marquée (dilution isotopique), puis a déprot@net/ou purifier le sérum et enfin,
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dériver le glucose afin d’obtemne molécule stable thermiquement pouvant étre
analysée par chromatographipherse gazeuse,

2éme

étape :Une séparation des différents composés présenssi’datrait,
3°M &tape :Une identification et quantification par spectrarigéde masse.

Les méthodes référencées par le JCTLM differemicgalement par la premiére étape et
plus particulierement sur la maniére de déprotéinét/ou purifier I'échantillon, et sur le produit

final dérivé du glucose :

[11-1-2-1 Méthode de référence ou la réaction derdétion conduit a la la
formation de 1,2 :5,6-di-O-isopropylidene-D-glucofuranose (DAG) [68]

La molécule de glucose subit deux réactions d'aadion Eigure 24). Un mélange
réactionnel contenant du sulfate de calcium anhydwesulfate de cuivre anhydre, de lI'acétone
anhydre et une faible quantité d’acide sulfuriggeagouté a un échantillon de sérum sanguin. Le

bilan de la réaction est le suivant :

H sulfate de calcium
. + sulfate de cuivre anhydre
H + 2 molécules >
g  dacétone + acétone anhydre
H + acide sulfurique
a-D-glucost

1,2 :5,6-di-O-isopropylidene-D-glucofuranose (DAG)

Figure 24 : Dérivation du D-glucose en DAG par double acétiora

Aprés 48h, la réaction est arrétée par du carbamatsodium. Le mélange est filtré. Les
différents constituants du concentré obtenu sqmargés par chromatographie en couche mince. En
effet, la molécule de 1,2 :5,6-di-O-isopropyliden®-glucofuranoselAG) attendue peut subir les
interférences des diacétones des autres oses fuinsnt. La purification est faite par une sére d
chromatographies successives sur couche mincedilnation de I'échantillon.

Le DAG est ensuite extrait et récupéré dans durgfdome avant analyse en CG/SM. Les

informations de la détermination par CG/SM sontoagées dans [Eableau 3 :
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Tableau 3: Paramétres de CG/SM pour la détermination de DAG

Volume injecté
. . , o Temps de o
Mode Type de Dimensions de | Température Débit . ou quantité
CG S rétention L
d’injection colonne colonne de colonne colonne injectée ul ou
(DAG)
Mg
1,5m de long
3mm de
Colonne )
o ] ) diamétre 170°C ) )
Non indiqué | remplie en acier . ] 14ml/min 5,5 min 2 ug
. Epaisseur de | (isotherme)
inoxydable
phase non
indiquée
SM Mode Température lons Mode Température lons
d’ionisation de la source | caractéristiques| d'ionisation | de la source | caractéristiques
) 245 m/z (DAG) o 261 m/z (DAG)
El (impact ClI (ionisation| Entre 130°-
i ) 200°C 250m/z (DAG o 266 m/z (DAG
électronique) i chimique) 150°C i
marqué) marque)

La suite de purifications par chromatographie swrcbe mince et par chromatographie échangeuse
d’'ions permet d’obtenir une solution de produit DAIBbarrassée de nombreux interférents. La
séparation d'une faible quantité de composé (2eggpossible en 5,5 min. Une faible masse de
composeé peut-étre injectée (2ug). Il est d’aillefaslement ionisable sous une température de
source a 200°C en mode impact électronique et soastempérature comprise entre 130°C et

150°C en ionisation chimique.

[11-1-2-2 Méthode de référence ou la réaction derdétion conduit a la la formation
dea-D-glucofuranose cyclique 1,2 : 3,5-bis(butylboroted-6-acétate (BBA) [68]

Cette préparation, contrairement a la précédembzede a la purification de I'échantillon
avant toute réaction de dérivation. L'échantill@h @ protéinisé par neuf fois son volume d’éthanol
a 80%. Aprés centrifugation a 2400 g pendant 15 teisurnageant est récupéré et concentré par
évaporation de I'éthanol puis passé sur résine ngghese d’ions. Une fois cette purification
réalisée, lea-D-glucose contenu dans I'échantillon est butyllbaeté par ajout d’'une solution
d’acide butylboronique dans la pyridine a une temafge de 95°C pendant 35 min. Le dérivé
dibutylboronate obtenu est ensuite acétylé a ungpéeature de 95°C par ajout d’anhydride
aceétique pour obtenir deaFD-glucofuranose cyclique 1,2 :3,5-bis(butylbor@)ed-acétateBBA)
(Figure 25). Le bilan de la réaction s’écrit comme suit :
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acide butylboronique/pyridine

»

+ anhydride acétique

a-D-glucose a-D-glucofuranose cyclique 1: 3,5-bis(butylboronate-6-acétat (BBA)

Figure 25 : Dérivation dua-D-glucose par butylboronation et acétylation

La pyridine est ensuite évaporée sous vide. L'gtlan ainsi débarrassé de la pyridine est
repris dans de l'iso-octane contenant en volumedEthydride acétique. La solution résultante est

analysée en CG/SM. Les informations décrivant terdéinationpar CG/SMsont regroupées dans

le Tableau 4:
Tableau 4 :Parameétres de CG/SM pour la détermination de BBA
Volume
_ _ ) . Temps de injecté ou
Mode Type de Dimensions de | Température Débit . »
L rétention quantité
d’injection colonne colonne de colonne colonne L
(DAG) injectée
pl ou pg
Colonne 100 m de long
capillaire en | 0,8 mm de
_ .| verre (phase| diamétre 196°C ) )
Non indiqué ) ) _ ) 4 ml/min 45 min 10 pug
stationnaire =| Epaisseur de (isotherme)
polymere | phase non
siliconé) indiquée
SM Mode Température lons Mode Température lons
d’ionisation | de la source | caractéristiques | d’ionisation de la source | caractéristiques
) 297 m/z (BBA) o 355 m/z (BBA)
El (impact Entre 230°- Cl (ionisation Entre 185°-
i ) 302m/z (BBA o 361 m/z (BBA
électronique) 240°C i chimique) 195°C i
marqué) marqué)

La solution de produit BBA étant chargée en régatine colonne capillaire de 100 m est utile pour
effectuer une séparation chromatographique efficaeale débit est plus faible, la migration plus

longue et le produit BBA nécessite une tempéraplws élevée pour son ionisation par impact
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électronique (entre 230-240°C) et par ionisatiommaue (185°C-195°C). Malgré sa facilité
d'excrétion, cette détermination du BBA est la plugue.

[11-1-2-3 Méthode de référence ou la réaction derdétion conduit a la la formation

de Glucose penta acétate aldonitrilé (GPA) [69]

Cette réaction de dérivation a été développée paguipe de recherche de I'Université de
Gand, en Belgique (Stockl et Reinauer) [69-71]. Eebantillons sont déprotéinisés par ajout de
méthanol puis centrifugation. Le méthanol déstabiles interactions électrostatiques des protéines
qui agregent et précipitent. Les échantillons semtrifugés et le surnageant récupéré. Le glucose
contenu dans [l'extrait déprotéinisé est deérivé paux réactions successives, une réaction
d’aldonitrilation puis une réaction d’acétylatioh’aldonitrilation est réalisée par ajout d'une
solution de chlorhydrate d’hydroxylamine dans laigipe et chauffage a 90°C pendant 30 min
(Figure 26). La réaction d’acétylation s’accomplit graceadut d’anhydride acétique et chauffage
a 90°C pendant 1 heure, et aboutit a la formatiergldcose pentaacétate aldonitrilé (GPA). Le

bilan de la réaction s’écrit comme suit :

(1)

//O //N

H OH OCOCH, (2)
HO—r—H Aldonitrilation (1), Acétylation (2) (2Yn,coc 0

H——OH Chlorhydrate g ococH, (2)
H——OH d’hydroxylamine/pyridine OCOCH, (2)

~ + Anhydride acétique

OH OCOCH, (2)

D-glucose Glucose pentaacétate aldonitrilé (GPA)

Figure 26 : Dérivation du D-glucose en glucose pentaacétateratdlé par aldonitrilation et acétylation

L’échantillon est évaporé sous flux d’azote afiglahiner la pyridine. Le résidu obtenu est
repris dans du dichlorométhane avant analyse pa6KIG_a méthode développée par cette équipe
a été adaptée de la méthode publiée par Magni ®tcskaborateurs [72]. La méthode de
'Université de Gand en Belgique (Stockl et Reimaufe9] differe sur deux points: la
déprotéination se fait avec du méthanol plutét ded’acétonitrile et la réaction d’acétylation est

prolongée en I'exécutant a 90°C pendant 60 mineaude 30 min initialement.
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Une méthode publiée par une équipe de recherchsesen 1997 [73], utilisée pour le dosage

du glucose par dautres LNM étrangers,

comporte dgormations complémentaires a la

publication référencée dans le site du JCTLM [6B}: est indiqué que les étapes d’évaporation

sous azote se font a des températures de I'ordd®dB0°C. Le premier temps de chauffage dure

40 min au lieu de 30 min.

Les informations de la détermination par CG/SM segtoupées dans Tableau 5

Tableau 5 :Paramétres de CG/SM pour la détermination de GPA

Volume
| | , Temps de injecté
Mode Type de Dimensions  de| Température . o ou
CG o Débit colonne | rétention »
d'injection colonne colonne de colonne quantité
(DAG) inectd
jectée
pl ou pg
Colﬁrhe 20 mde long 170°-230°C
capillaire en -
Split _I_p 0,18 mm de . o .
silice (phase | 4ismatre (gradient de | Non indiqué 8,3 min 1-2 l
1:180 stationnaire = . )
A 0,4 um €épaisseur| températures)
polymére
S de phase
siliconé)
. . lons
Mode Température | lons Mode Température L
SM o . o caractéristiq
d’ionisation | de la source | caractéristiques | d’ionisation de la source
ues
261 m/z
, o (GPA)
El (impact 314 m/z (GPA) | Cl (ionisation| Entre  130°-
) _ 170°C o 266 m/z
électronique) 242m/z (GPA*) | chimique) 150°C
(GPA
marqué)

Tout comme le BBA, la préparation de GPA peut edgenbeaucoup d’interférents a partir des

réactifs. Une colonne capillaire plus courte espleyee (20 m), puisqu’un split de 1/180 est

appligué. De plus petits volumes de solutions dé\ GBnt autorisés. Le temps de rétention est

assez court (8,3 min). La température d’ionisasipplicable est de 170°C. Bien que la préparation

soit un peu longue, la détermination du GPA, estd’ des plus rapides et des moins colteuses en

produit.
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[1I-1-2-4 Synthése des différentes méthodes de réfé&e reposant sur la DI-CG/SM

Le Tableau 6 résume les caractéristiques des différentes mé&amleéférence du JCTLM :

Tableau 6 :Synthése des performances de chacune des méthadgamme de concentrations permises par chaque
méthode est indiquée. Chaque temps de préparasioestimé. Les incertitudes associées a chacunenétfsodes ont
été évaluées. Pour la facilité de mise en ceuvrdatilité moyenne, ++ : facilité élevée. Pour legerférences, - : pas
d’interférence, +++ : interférence élevée. Pourdedt, + : colt moyennement élevé, ++ : codt élevé.

Hexokinase/G6PDH -
Spectrophotométrie DI-CG/SM
d’absorption
Molécule
i NADH,H/NADPH,H" BBA DAG GPA
analysée
Concentrations 2,782 22,2 2a20 1a20
mmol/l (0,59g/la4 gl (0,36 g/l & 3,6 g/l) (0,18 g/l a 3,69/1)
Temps de
_ 24h 48h 96h 6h
préparation
Incertitudes 0,3-1,7 0,24 - 0,53 0,21 -0,89 -4
Facilité de mise
+ ++ ++ +
en oeuvre
- sérum
_ ) - plasma )
Matrice - Sérum _ - Sérum
- urine
- sang total
Interférences +++ - - -
Colt + ++ ++ ++

La premiere méthode (Hexokinase/G6PDH- Spectrophétite UV-VIS) référencée par le
JCTLM, a pour avantage d’étre la moins colteuda ptus facile a mettre en oeuvre. La méthode
DI-CG/SM est la moins longue, ce qui constitue vangage si on favorise I'économie de temps.

Les incertitudes associées a chaque méthode smitgs, mais la méthode DI-CG/SM/DAG
permet de quantifier des concentrations plus bgdsesnol/l).

En terme de milieux biologiques, un plus grand narde matrices ont été analysées avec la
DI-CG/SM, alors que la méthode enzymatique de e@igg n'a été mise en ceuvre que sur du sérum
[67-73].
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I1I-2 Les technigues et méthodes de guantificatiomu glucose en

routine

Dans les laboratoires de biologie médicale, lehou#s utilisées pour quantifier le glucose
font principalement appel a des réactions enzymeasiqcouplées a des techniques de détection
majoritairement spectrophotométriques. Deux gramdéthodes enzymatiques dominent : celle a
I’hexokinase et celle a la glucose oxydase.

Chacune d’elle sera explicitée et nous détailletessechniques de détection associées [74-77].

I11-2-1- Méthodes utilisant I’'hexokinase

Le principe de cette réaction est le méme que déleloppé dans la méthode de référence
préconisée par le JCTLM [67]. Il s’agit d'une sussien de deux réactions enzymatiques. La
transformation du D-glucose en glucose-6-phosppatel’hexokinase est suivie d’une seconde
réaction catalysée par la glucose-6-phosphate déstgnase (G6PDH), transformant le glucose-6-
phosphate en 6-phosphogluconate :

) o hexokinase R ™
D-glucose + ATF » |lugpse-6-phosphate + ADP

G6PDH

v

glucose-6-phosphate + NADP 6-phosphogluconatd ADPH,H"

Comme dans la méthode de référence, les molécalé¢ADPH,H sont quantifiées a la
longueur d’'onde de 340 nm. Sur le plan expérimertgeite méthode differe par le temps de
préparation des échantillons. En effet, I'utilisatid’automates, dans les laboratoires de biologie
médicale réduit le temps d’analyse d’'une journégi€lques minutes. Les échantillons sont traités
directement, les réactifs et solvants étant dépamés.

La technique de détection employée est la mémecelle utilisée dans la méthode de

référence [67].
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I11-2-2- Méthodes utilisant la glucose oxydase

Ce sont les méthodes les plus couramment utiliskes les laboratoires de biologie
médicale.
La glucose oxydase (GOD) est une enzyme spécifiqueD-glucose ; elle catalyse

I'oxydation du glucose selon la réaction suivante :

glucose oxydase
D-glucose + @+ H,O (GOD) > B, + Acide gluconique

En fonction de la technique de détection employaelg suite, une deuxieme réaction peut
étre associée. Le peroxyde d’hydrogengdhl formé est alors dégradé par une peroxydase (POD),
en présence d’'un chromogéne:

peroxydase

H,O,+ Chromogéne* incolore » Chromogene* coloré + 20

(POD)

* Chromogeéne : substance incolore réagissant ay®g ¢h se colorant. Le chromogéne le plus courammidisiuest
la 4-amino phénazone qui se colore en rouge.

On parle donc de méthode « glucose oxydase-PODwndgene ». L'intensité de coloration

du chromogéne est proportionnelle a la concentrateoglucose.

Différentes techniques permettent de quantifigméeluit issu de la réaction a la glucose oxydase :

[11-2-2-1 Détection par spectrophotométrie d’absdrpn

L’absorbance du chromogéne, liée a la concentral#oglucose, est mesurée a une longueur d’'onde

donnée (souvent 505 nm). Les avantages et lesvao@Ents de cette technique, sont les mémes

gue ceux de la méthode a I’hexokinase : bonnelsétésiinterférences.
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[1I-2-2-2 Détection avec une électrode a oxygene

Cette technique consiste a mesurer la concentrdéagiucose d’'un échantillon a I'aide d’'une
électrode permettant de mesurer la consommatiotygéme. La seule réaction prise en compte est
I'oxydation du glucose par la glucose oxydase (GQIR)dioxygene ayant réagi sert de substrat a
I'électrode a oxygene, encore appelée électrodéladx, plongée dans le milieu réactionnel. Cette
électrode est formée d'une cathode de platineuaedinode d'argent entre lesquelles on maintient
une différence de potentiel de 0,7 V.

L'oxygene dissous daihes milieu est ionisé en hydroxyle au contact dedthode suivant la

réaction:

O,+2HO +4¢ » 40H

Au contact de lI'anode a lieu une autre réaction :

y

4ClI +4Ag > 4AgCH€

Il en résulte un courant tres faible, proportionaadd concentration en dioxygene du milieu
dans lequel baigne I'électrode. Il est amplifieravdiétre mesuré. L'électrode a oxygéne détecte
donc dans le milieu la baisse de la teneur en og/gessous, due a la consommation de dioxygene
par la réaction d’oxydation du glucose. L'électrowessite une maintenance adaptée, et cette

technique est consommatrice de temps.

I11-2-3- Traitement du signal

Quelle que soit la cinétique de la réaction enzignat la mesure peut s’effectuer selon

différents procédés :

- par le suivi de la cinétique : cette approche «iasa effectuer la mesure a intervalles
réguliers pendant le temps de réaction. La muttpion des points expérimentaux permet

d’atteindre le résultat avec une précision maximale

- par la mesure en point final avec blanc : la messteréalisée uniguement au niveau du
plateau de la courbe apres la fin de la réactiarprocédure est plus simple, mais le résultat
est moins slr qu’en mode cinétique. Un blanc réalisant le dosage est soustrait du signal

de réaction spécifique.
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- par la mesure en point final sans blanc : commeé&a@mment, la mesure est réalisée a la
fin de la réaction, mais aucun blanc n’est réalide.procédé est moins satisfaisant que la

mesure en point final avec blanc et est moinssetijue les précédents.

Conclusion

Les méthodes de dosage du glucose au sein dest@ibes de biologie médicale sont
nombreuses. Elles doivent étre tracables a uneouetthe référence.

Comme il a été décrit au paragraphe l1ll-1 de I'étdmbliographique, les méthodes de
référence du JCTLM sont basées sur deux technidaeslyse dont le principe est différent : la
spectrophotométrie d’absorption [67] et la chrorgedphie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM) [68-71]. La premitzehnique peut étre sujette a des
interférences liées aux produits utilisés lors aledaction de coloration ou a d’autres composeés
présents dans la matrice de I'échantillon [67]. @eerférences peuvent induire un biais sur les
résultats.

Il a donc été décidé de développer une méthodefdeence basée sur la CG/SM associée a la
dilution isotopique (DI-CG/SM). Cette méthode, plaélective, accompagnée d'un protocole
meétrologique (par gravimétrie, répétition de mepumésente les plus hautes qualités
métrologiques. La dilution isotopiqgue employée damsprotocole métrologique fait partie des

méthodes primaires.
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B — PARTIE EXPERIMENTALE
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| - Détermination du glucose par DI-CG/SM

| -1 Matériel et Méthodes

I-1-1 Sélection de la méthode de référence

Le JCTLM propose actuellement trois méthodes déreéte par DI-CG/SM pour la
détermination du glucose dans le sérum, qui corapbttois étapes distinctegigure 27):

@ @ ®

Préparation des Séparation de la Détectionde la
échantillons molécule dosée molécule dosée

Figure 27: Les étapes d’'une méthode de référence par DI-®IG/8ur la détermination du glucose dans le sérum

1% étape : Une préparation de I'échantillon consistant & @wjpen premier lieu la molécule
marquée (dilution isotopique), puis a déprotéinisgou a purifier le sérum, et enfin a dériver le
glucose afin dobtenir une molécule stable thermmant pouvant étre analysée par
chromatographie en phase gazeuse.

2éme

étape :Une séparation des différents composés présenssi’datrait.

3°M gtape :Une identification et une quantification par spectétrie de masse.

Les étapes de purification par chromatographiecsuiche mince ou par déionisation sur
résine échangeuse d’'ions décrites pour les pro&8B#s et DAG peuvent entrainer des pertes de
lanalyte ; elles sont longues et peuvent allonBerprotocole. Aussi, nous avons décidé de
développer le mode de préparation des échantilidésit par 'équipe de Stockl et Reinauer en
1993 [69].

Quel que soit le mode de préparation de I'échamtiltoutes les méthodes de dosage par DI-
GC/MS, nécessitent un « pré-dosage » du glucoss tansérum afin de permettre I'ajout
equimolaire du glucose marqué. Cette étape estssice a la mise en ceuvre de la dilution

isotopique et a I'obtention d’incertitudes faibles.
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I-1-2 Protocole de préparation des échantillons

1-1-2-1 Ajout de molécule marquée

La dilution isotopique nécessite I'ajout a I'echbom de la molécule marquée correspondant
a 'analyte d'intérét. Une quantité de solution@tg *Cq]-glucose est ajoutée a une aliquote de
sérum en fonction de la concentration estimée eglubese de I'échantillon (sur automate,
chromatographie liquide a haute pression [HPLO]h de respecter un rapport de concentration

équimolaire D-glucoseHCg]-D-glucose.

I-1-2-2 Déprotéinisation des échantillons

Le sérum contient des concentrations élevées déipes (plus de 70 g/l). Ces dernieres
peuvent étre source d’interférence lors de I'arealgs CG/SM [78]. Il est donc nécessaire de les
éliminer des échantillons (purification) tout erégervant l'intégrité de la molécule dosée. Le
protocole sélectionné propose de réaliser cetfieéda déprotéinisation par précipitation a l'aiée d
meéthanol. Ce dernier sert a déstabiliser les Imsélectrostatiques de la protéine et crée de
nouvelles interactions entre les protéines, qujrggent entre elles et précipitent.

Suite a cette déprotéinisation, 'agrégat est €egarl’extrait par centrifugation, et le surnagessit

7

récupéré.

[-1-2-3 Réactions de dérivation

Il n'est pas possible d’analyser directement la éoole de D-glucose en CG/SM. Ce
composé n’est pas volatil et est instable aux teatpees élevées appliquées lors de I'analyse
chromatographique. Pour permettre son analysepléame est modifiée en substituant sa fonction
aldéhyde par une fonction imine et en ajoutantsagseupements polaires d’autres groupements qui
lui conferent une stabilité thermique. Cette ré&actst une dérivation. Elle comporte deux étapes
successives, a la suite desquelles le D-glucostermordans les échantillons sanguins purifiés est

dérivé en glucose pentaacétate aldonitrilé (GPAS).c6mposé, stable thermiquement, peut alors

72



étre vaporisé dans la chambre d’injection du chtographe en phase gazeuse et étre analysé
(Figure 28).

Au cours de cette réaction, la molécule de D-glacaghit une aldonitrilation suivie d’'une
acétylation. La fonction aldéhyde est substituéeyree fonction nitrile grace a une solution de
chlorhydrate d’hydroxylamine dans la pyridine (aldolation) et les fonctions alcools sont

aceétylées grace a une solution d’anhydride acétigcétylation).

_0 N (1)

L Aldonitrilation (1) Acétylation (2) ococH, (2)
T onitrilation cetviation
"o " > Y » (2n,coco
H—1—OH . (2)
H—on Solution de Anhydride acétique O COCH;,
’Chlorhydrat_e O COCH, (2)
" d’hydroxylamine
OH dans la pyridine 0COCH, (2)

D-Glucose Glucose pentaacétate aldonitrii@PA)

Figure 28 : Réaction de dérivation du glucose en glucose pacésate aldonitrilé: aldonitrilation puis acétylain

Lors de ces deux réactions, il est nécessaire dffrasichir de toute trace d'eau par
déshydratation sous flux d'azote afin d’éviter toutydrolyse des différents groupements de

substitution.

[-1-2-3-1 Réaction d’aldonitrilation

En fonction de la concentration de glucose prédans I'échantillon, 20 a 50 ul de sérum
déprotéinisé sont préleves et déshydratés sougdhit d’azote a 40°C pendant 15-20 min. Un
dépb6t blanchatre se forme. 150 ul de solutioohderhydrate d’hydroxylamine (0,19 M) dans la
pyridine sont ajoutés dans le but d’effectuer lbassitution du groupement aldéhyde du D-glucose
par un groupement nitrile. Aprés agitation au warte tube bouché est mis a chauffer a 90°C dans
un bain-marie pendant 30 min, afin de catalyseé&ation. Ce temps de chauffage differe (30 min
ou 40 min) selon les sources bibliographiques &), et il a fait I'objet d’'une optimisation dans
cette étude. L’arrét de la réaction est réalis&etinant le tube du bain-marie et en le laissant a

température ambiante.
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I-1-2-3-2 Réaction d’acétylation

Au milieu réactionnel précédent, 200 ul d’anhydrideétigue sont ensuite ajoutés.
L’anhydride acétigue permet d’assurer l'acétylatides groupements polaires restants, les
groupements alcool. Le milieu réactionnel est hodméisé au vortex puis la réaction catalysée par
chauffage au bain-marie a 90°C pendant 1 heuretube a essais est récupéré et porté a
température ambiante. Afin d’étudier la robustelséa réaction d’acétylation en fonction du temps

de chauffage, cette étape a fait également I'abjete optimisation dans cette étude.

[-1-2-3-3 Changement de solvant

Apres les réactions de dérivation, le GPA est segans un solvant qui permet de le
solubiliser tout en étant compatible avec la phaséthylpolysiloxanée de la colonne
chromatographique. Auparavant, le milieu réactidfinal est mis a évaporer a sec sous flux réduit
d’azote a 40°C pendant 80 min. Le résidu obtenu repris et dissous dans 500ul de
dichlorométhane. L’échantillon est prét a étre gs@lmais, s’il n'est pas possible de réaliser
'analyse immédiatement, celui-ci peut étre congervd°C pendant 1 mois ou a — 80°C pendant 4
mois maximum, conformément a la vérification expémtale effectuée au cours de cette étude.
Les solutions étalons subissent exactement le n@notecole que les échantillons sanguins, y

compris I'étape de déprotéinisation.

I-1- 3 Analyse en GC/MS

Nous décrirons succinctement les conditions chrographiques et spectrométriques
répertoriées dans les différentes publicationsespondant a la méthode de référence sélectionnée.

I-I- 3-1 Conditions en chromatographie gazeuse
I-1- 3-1-1 Choix de la colonne chromatographique

Afin de mieux orienter le choix de colonne, les ditions révélées dans les trois
publications mettant en ceuvre la méthode qui ad@tktionnée [69-71], ont été prises en compte.
Les longueurs des colonnes de chromatographientadae 20 a 25 meétres avec des diamétres de
0,18 a 0,20 mm et des épaisseurs de phase statodead,33 a 0,40 um. Toutes les publications
s’accordent sur une phase constituée a 100% detdilpélysiloxane, soit une colonne apolaire.

Nous avons donc décidé de travailler dans un pretamaps sur une colonne apolaire de faible
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longueur et disponible au laboratoire : 5SMS (95 @&hylpolysiloxane, 5 % phényl), de dimensions
30m x 0,25 mm et 0,25 um d’épaisseur de phase.

I-1-3-1-2 Injecteur

Les différentes publications font référence a yedteur programmable en température (de 60
a 280°C a 12°C/s [69, 71]) avec un split variantLdd0 [71] a 1/180 [69]. Une seule étude utilise
une injection en mode split. Le volume injecté gate 1 a 2 pl. Nous avons fait le choix d’injecter

en mode split ; notre injecteur étant alors a 270°C

I-1- 3-1-3 Programmation de la température du four

Comme les parameétres d’injection, la programmadtieria température du four est variable
selon les auteurs : 60°C a 120°C a 20°C/min [7IP°C a 230°C a 10°C/min [69, 72]. Si elle
n'apparait pas comme un parameétre critique, elletdatefois étre optimisée afin d’éviter toute
coélution entre les différents oses pouvant éteeguts dans I'échantillon.

Les parametres chromatographiques ont donc éténisps au cours de ce travail, afin
d’obtenir la meilleure séparation possible entse ddférents constituants de I'échantillon tout en

assurant des temps d’analyses les plus courtdyessi

I-1-3-2 Conditions en spectrométrie de masse

La ligne de transfert qui assure la liaison erdredlonne chromatographique et la source du
spectrometre de masse doit étre a une températfirgante pour éviter toute recondensation de
I'échantillon. Les ions caractéristiques du GPAri{dedu D-glucose) et du GPA marqué (dérivé du
[°C¢]-D-glucose) produits suite & leur fragmentatioséectionnés sont les suivants :

- pour le D-glucose : lesions 314 m/z et 242 m/z :

75



100 Abondance (%) 145

115
] 1 212
50 '
L 187 3i4
E | ! i
: gs | 127 . |
1 7 ‘ | | 200
0 l JF L L) -_l TR AT {
100 200

Figure 29 : Spectre de masse du glucose pentaacétate aldéngsii du D-glucose [69]

- pour le D-f3C¢]-glucose : les ions 319 m/z et 246 m/z

Figure 30 : Spectre de masse du glucose pentaacétate aldémitdrqué ad®Cs issu du f°Cgl-glucose [69]

I-1-4 Produits et matériel

Les produits peuvent étre divisés en trois catégari

» Les produits purs nécessaires a I'étalonnagediliion isotopique,



* Les réactifs nécessaires aux réactions de dépisaon, de dérivation et les
solvants,

» Les matériaux de référence qui permettent de Saisde la justesse de la méthode.

Dans ce paragraphe, la préparation des soluticmenét ou des réactifs sera également
décrite. Toutes les préparations des solutionsorétalet des échantillons sont réalisées par

gravimétrie.
[-1-4-1 Produits purs

- D-[**Cg]-glucose, pureté minimale de 99 %, Cambridge s®td aboratories (C.I.L.).
Conservation dans un endroit sec a températureaauebi
- D-(+)-glucose (ACS reagent), pureté minimale 99,%¥¢gma. Conservation dans un endroit sec

a température ambiante.

I-1-4-2 Solutions meéres de glucose et de glucosequéa
Les deux composeés précédents permettent de prégmsmiutions meres associees :

- Solution mere de D-glucose a 22,2 mmol/l : 200 radpdglucose sont introduits dans une fiole
jaugée de 50 ml dont le volume est complété avesédum physiologique (NaCl 0,15mol/L).

Cette solution doit étre conservée a 4°C pendam demaines maximum.

- Solution mere de D-[13C6]-glucose a 11,1mmol/I0 by de D-[13C6]-glucose sont introduits
dans une fiole jaugée dans laquelle sont exacteajentés 50 ml de sérum physiologique

(NaCl 0,15mol/L). Cette solution doit étre conseraé4°C pendant deux semaines maximum.

[-1-4-3 Solutions étalons

Les solutions étalons sont préparées a partir olesians meres de glucose et de glucose
marqué de maniére & obtenir un rapport de quateitéatiére D-glucose / B3Cq]-glucose, variant
entre 0,8 et 1,2,. Le volume final de chaque sotuéitalon est de 1ml. Le volume de solution de D-
[°C¢]-glucose est fixe ; celui de la solution de D-glse varie. Ces solutions étalons peuvent étre

stockées a 4°C pendant 2 semaines maximum.
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[-1-4-4 Matériau de référence

Parmi les matériaux de référence certifies (MRGgreicés par le JCTLM, nous avons
sélectionné le MRC suivant car il se présente dau®rme de sérum dont les concentrations
permettent de valider le domaine d’application alenéthode développée (de 1,92 mmol/l a 16,25
mmol/l) :

- SRM 965a glucose in frozen serum [Certificat: Arméx
I-1-4-5 Echantillons sériques

Dans cette thése, nous avons pu utiliser plustgpes d’échantillons :
- Sérums de patients provenant de sang veineux préletube sec,
- Sérum humain lyophilisé reconstitué avec de I'eatiliée,
- MRC.

Les sérums lyophilisés sont conservés a 4°C pendaahs s’ils ne sont pas encore
reconstitués. Une fois reconstitués, ils peuveart &@nservés a — 80°C pendant un an maximum, au

méme titre que les échantillons se présentantfsoume de sérum congelé.

I-1-4-6 Réactifs

- Sérum physiologique (NaCl, 0,15 M, Cooper). Congéon a 4°C, au maximum une semaine
apres ouverture.

- Méthanol : 99,9 %, qualité spectrophotométriquerfsi-Aldrich).

- Anhydride acétique : pureté 98 % (Sigma-Aldrich).

- Dichlorométhane : pureté 99,5% (Sigma-Aldrich).

- Chlorhydrate d’hydroxylamine : pureté minimale %o (Sigma-Aldrich). Stockage dans un
endroit sec a température ambiante.

- Pyridine anhydre : pureté minimale 99,9 %,(Sigmdrih). Elle doit étre anhydre pour éviter

toute hydrolyse du GPA, et conservée dans un ergloi

La préparation des solutions de chlorhydrate d’bydamine dans la pyridine a 0,19 M est
réalisée par gravimétrie a chaque série d’anabtysda maniere suivante : 333 mg de chlorhydrate
d’hydroxylamine sont pesés dans une fiole jaugé@%lenl et le volume est complété avec la

pyridine.
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[-1-4-7 Matériel

- Congélateur a — 80 £ 10°C (stockage des échargiBanguins et des matériaux de référence)
- Réfrigérateur a + 4 + 3°C (stockage des solutionsoairs de préparation)

- Evaporateur thermostaté sous flux réduit d’azotagération des solutions)

- Vortex

- Bain-marie SWV 22 Julabo, température jusqu’a 100°C

- Tubes a essais : 6 ml

- Fioles jaugées : 50 ml et 25 ml, classe A

- Balances de précisioi ébleau 7:

Tableau 7 :Caractéristiques des balances de précision utiisée

Balance Pesée de 100 mg a 2g Peséede2ga200g
Portée 20 g 200 g
Résolution 0,001 mg 0,01 mg

- Chromatographe en phase gazeuse couplé a un spéetteade masse Agilent, 6890N (CG) et
5975B (SM)
- Colonne chromatographique capillaire apolaire 595 % méthylpolysiloxane, 5 % phényl) de

dimensions 30m x 0,25 mm et 0,25 um d’épaissephdse.

Le matériel décrit ci-dessus nécessite parfois a@actérisations préliminaires, comme
’lhomogénéité des températures dans une enceifrigérée ou chauffée, ou la vérification de
'exactitude des rapports m/z du spectrométre desma_es caractérisations sont mises en ceuvre
dans le cadre de I'assurance qualité. En revamhetmin-marie, outil dédié a cette étude, n'a j@mai
été caractérisé a la température utilisée.

Cette caractérisation est réalisée en laissanaile $e stabiliser a la température définie pendant
1h30, puis :

* En vérifiant I'adéquation entre la température chiie sur le régulateur et celle mesurée

dans I'enceinte.

* En s’assurant de I’'homogeénéité de la températutewdrpoint du bain.
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Bien que 'eau du bain soit homogénéisée par umeppoil est nécessaire de s’'assurer que
la température est homogéne en tout point du feirsurface et en profondeur. Pour cela, une

cartographie a été définieigure 31) et la température a été mesurée cing fois enuehpgint.

XA x B
X E Résistance bain-marie
xC xD
Thermométre
bain-marie

/

En suspension

Fond

Figure 31 : Points de vérification du bain-marie

Les résultats sont regroupés dangdeleau 8:

Tableau 8 :Températures mesurées dans le bain-marie. Lesngademt la moyenne des cing mesures et leur

incertitude.
Zones du baint Température Température « en
marie « fond » suspension »
Zone A 90,0 +0,8 °C 90,0+ 0,8 °C
Zone B 90,0 +0,8 °C 90,0+ 0,8 °C
Zone C 90,0 +0,8 °C 90,0+ 0,8 °C
Zone D 90,0+0,8 °C 90,0+0,8 °C
Zone E 90,0 +0,8 °C 90,0 +0,8 °C
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En travaillant par itération, nous avons pu montyee pour obtenir une température de
90°C dans le bain, il était nécessaire de régidficheur a 93°C. Une fois la température de 90°C
atteinte dans le bain, il n’existe pas de difféeengnificative de température aux différents point

testés. L’homogénéité du bain a donc été vérifiée.
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[-2 Optimisation de la méthode

La méthode de référence que nous avons retenuelgalétermination du glucose repose
sur la dérivation du glucose en glucose pentaacéldbnitrilé (GPA) puis sur une détermination
par DI-CG/SM.

Chague étape a été optimisée afin d’obtenir undaodétjuste présentant les incertitudes les

plus faibles possibles.

a) Préparation des échantillons

La préparation de I'échantillon peut étre décompaseéquatre étapésigure 32) :

© @ ® @

Dilution isotopigue

[lséj]ou;[ de _ Déprotéinisation Aldonitrilation Acetylation
s]-glucose

Es) >

Figure 32 Différentes étapes de la préparation de I'échidomi pour la détermination du glucose par DI-CG/SM

Les différentes références bibliographiques déntiva méthode de référence sélectionnée
proposent des temps de réactions de dérivatiorantade 30 a 40 minutes pour la réaction
d’aldonitrilation [68-73]. Le temps de réaction pdacétylation est toujours, en revanche, de 60
minutes. Pour tous les auteurs, ces deux réadiionent étre réalisées a 90°C. Afin de définir un
temps suffisant pour que la réaction soit totalesmdgalement le plus court, nous avons réalisé des
études de cinétique. De plus, il était nécessairevdtifier que les étapes de centrifugation et
d’évaporation « a sec » des produits de réactiengéndrent pas une contamination et/ou une perte

de l'analyte.

b) Séparation chromatographique

Nous avons sélectionné une colonne chromatograplddtérente de celles décrites dans la
littérature (cf. chapitre « matériel et méthode kis paramétres chromatographigues (mode

d’injection, programmation en température du fouront donc da étre optimisés.
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c) Détection et quantification de la molécule dosée

Si les spectres de masse sont bien connus, lem@i@es d’acquisition du spectrometre de
masse doivent étre définis afin d’obtenir des pls®matographiques suffisamment résolus, définis
et répétables.

|- 2- 1 Optimisation de la séparation chromatograplue

Lors de la préparation d’échantillon, si des condgsosomme les protéines sont éliminées
lors de la déprotéinisation, d’autres composéssilecture similaire au glucose, comme le
mannose, le galactose, sont présents dans I'étbantet subissent eégalement les réactions de
dérivation. lls se retrouvent donc dans l'extramaf, en tant qu’interférents (mémes ions
caractéristiques). Il est alors nécessaire de geapiune méthode chromatograhique permettant de
les séparer afin de quantifier correctement leage.

Le choix de linjecteur et de sa programmation estentiel pour obtenir des pics
chromatographiques présentant une bonne résolétfond’éviter une saturation de la colonne, il a

étée décidé de travailler avec un injecteur aveisidin (injecteur split).

[-2-1-1 L’injection avec division (split)

Cet injecteur permet un transfert rapide de I'étHan sur la colonne et I'utilisation d’'une
guantité injectée trés faible. L’échantillon egtawluit dans I'injecteur, vaporisé et mélangé aeec
gaz vecteur dans la chambre de vaporisation. Budgbit du gaz vecteur et des analytes est divisé
en deux parties : la plus importante est évacuéema fuite (débit de fuite : gl alors que la plus
petite arrive en téte de colonne (débit de colarokg. Le rapport de division R est défini par : R=
dc/ d.

Tous les paramétres doivent étre optimisés afinl'qecteur a division puisse étre apte a
introduire dans la colonne une partie reproductdsel’échantillon sans discrimination, afin de
pouvoir réaliser une quantification. En effet, da@ejue soit la concentration de I'échantillon, la

partie envoyée dans la colonne doit toujours éwpgrtionnelle a un rapport de division fixé.

Suite a différents essais, la température de chaeiffie I'injecteur a été fixée a 270°C. Nous

avons optimisé deux parametres : le volume injetté rapport de split.
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Le volume d’échantillon ne doit pas excéder le wtdude la chambre de vaporisation, dont
la configuration (diamétre, longueur, position ddéte de colonne...) permet d’avoir un rapport de
division constant quels que soient le volume etdacentration de I'échantillon injecté. En effet,
dans cette chambre, I'’échantillon doit étre totaetvaporisé, homogénéisé et divise, et ce quelles
gue soient les fluctuations de pression dues ap@nsation. Au vu des caractéristiques physico-
chimiques du solvant de I'échantillon injecté (dichméthane) et des caractéristiques de la
chambre de vaporisation, un volume maximum de @@dhantillon ne doit pas étre dépassé. Suite
aux resultats obtenus avec différents volumes etiipn variant de 1 a 3 pl, il a été décidé de
travailler avec un volume injecté de 1 pl car uneilleure définition et résolution de pic

chromatographique a été obtenue a ce volume.

Le choix du rapport de split est influencé par ddune et la concentration de I'échantillon a
doser, des caractéristiques de la colonne capilld@ngueur, diametre), de la géométrie de la
chambre de vaporisation et du détecteur (en sprétrie de masse, les débits de colonne sont plus
faibles que ceux pouvant étre appliqués avec daautiétecteurs). Selon les indications du

constructeur de notre appareil, le rapport optiseadit compris entre 1/10 et 1/25.

Pour définir la valeur optimale, deux solutioaprésentatives du domaine de concentration

ont été préparées :

e Solution 1: 0,5 g/l de glucose et 2,5 g/l de ghecmarqué,

e Solution 2 : 5 g/l de glucose et 2,5 g/l de glucosequé.

L’analysequalitative des pics chromatographiques n’a pas permis deareitévidence de

différence statistique entre les deux rappdrfigure 33 etFigure 34) :
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Figure 33 : Chromatogramme d’un pic de produit (ion 314 m/z)&RA de la solution Irgpport 0,9 pour un split de
1/10

Figure 34: Chromatogramme d’un pic de produit (ion 314 nde)GPA de la solution 2gpport 2 pour un split de
1/10

La réponse étudiée est le rapport des aires déape du pic du glucose / aire du pic du
glucose marqué), afin de s’affranchir des éverggellariations de réponse du spectrometre de
masse Tableau 9, mais aussi de se retrouver dans les mémes mslde quantification puisque

la dilution isotopique met en ceuvre les rapport&oe/molécule marquée (cf 111-2-1).
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Tableau 9 :Rapport entre les aires de pic du glucose et lessaie pic du glucose marqué pour deux rapportspdie
différents (1/10 et 1/25) et ce, pour deux coneations de glucose différentes (0,5 g/l et 5 ¢/f.concentration de la
solution de glucose marquée est de 2,5 g/l. LeSiceats de variation sont obtenus a partir deigrimjections d’'une
méme solution et leur expression est égale au ra@oart-type/concentration moyenne.

Rapport cVv
ConcentrationRapport de division| d’aires de pics| Moyenne| (coefficient de variation)
(g/l) Glc/Glc* %
0,218
1/10 0,218 0,217 0,60
0,216
[Glc]: 0,5
[Glc*] : 2,5
0,217
1/25 0,224 0,221 1,69
0,222
2,142
1/10 2,116 2,129 0,60
2,128
[Glc] : 5
[Glc*]: 2,5
2,123
1/25 2,120 2,123 0,14
2,126

Pour chaque solution, il n'existe pas de différesigmificative entre les valeurs obtenues
pour chaque valeur de rapport de split. Aucuneridisigation lors de I'étape de vaporisation n’a été
mise en évidence pour ces deux rapports. En reearmbur la concentration la plus faible, le
coefficient de variation du rapport des aires des gist plus élevé pour un rapport de 1/25 (1,69 %)
gue pour un rapport de 1/10 (0,6 %). Cette observatst inversée pour la concentration la plus
élevée.

Le split de 1/10 présente une division de flux )sdmportante et manifeste une répétabilité
constante quelque soit la concentration.

La gamme de travail de notre étude oscille entres dmncentrations allant
approximativement de 0,5 a 5 g/l. Compte tenu dgalame de concentration étudiée, nous avons

fait le choix de travailler avec un split de 1/10.
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I-2-1-2 Programmation en température du four

Le but de la chromatographie est de séparer l&relits constituants d’'un mélange tout en
assurant un temps d’analyse le plus court posdibl@ic du glucose pentaacétate aldonitrilé (GPA)
a été isolé, ainsi que son homologue marqué désratits composés présents dans I'échantillon
final. Les principaux interférents sont les osesgkis présents dans les échantillons sanguins : le
mannose et le galactose.

Aussi, il a été nécessaire de vérifier que ces oz n'interferaient pas sur le signal du
GPA. Pour cela, une solution de mannose dérivénetsolution de fructose dérivé sont analysées
afin de déterminer leurs spectres de mabBsgu(e 35). Ceux-ci se sont avérés étre identiques a

celui du glucose.
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Figure 35 : Spectre de masse confondu du glucose pentaacédat@talé, du mannose pentaacétate aldonitrilélet
galactose pentaacétate aldonitrilé.

Comme les ions caractéristiques sont identiquesgéfamration des composés dérivés du
glucose, mannose et galactose doit étre réalistg@ragrammation en température du four a été
optimisée (Tableau 10 afin d’obtenir une séparation optimale des défés constituants du

mélange Figure 36 aFigure 40).
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Tableau 10: Programmation en température du four.

Programmation°C/min| Température °CTemps (min
Initial 50 0
Rampe 1 20 160 55
Rampe 2 2 200 25,5
Rampe 3 120 280 27,17

Lors des cing premieres minutes d’analyse, des oséwptels le dichlorométhane ou ses
adduits comme le dichloroacétate sont élués. Lepdede rétention du GPA est de l'ordre de 19
minutes. Le temps d’analyse est de 30 minutes.

L'optimisation de cette étape de programmation redgid a modifier les paliers de température
appliguées, et donc les parametres "rampe 1" gtpeel", afin de bien distinguer la phase d'élution
des réactifs de celle du produit de réaction. Gedes nous ont montré que le prolongement de la
phase de rampe 1 par I'application d’'un palier efagérature plus lent, étale les premiers pics de
solvants (dichlorométhane, dichloroacétate) au-digda 6 minutes, de sorte a ce qu’ils soient
proches des pics de réactifs. Par conséquentigsteestant en phase de rampe 2 pour permettre la
séparation du pic de produit est trop court etexmidr a un temps de rétention proche de ceux des

pics de réactif ou , selon les cas, se retrouvéoodn.
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Figure 36 : Chromatogramme d’une solution de GPA a 10 mg/| @rdidcquisition : full scan).
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Au final, la programmation de température que raums choisie est I'idéale pour permettre
d’isoler correctement notre pic de produit.
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Figure 37: Chromatogramme en mode SIM d’une solution étd®D-glucose dérivé. L'ion caractéristique observeé
est I'ion 314 m/z.
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Figure 38 : Chromatogramme en mode SIM d’une solution étaloB-d@annose dérivé. L'ion caractéristique observé
est I'ion 314 m/z.

89



Abundance]
45000

20,08 mir

50004
Pic de D-galactose

25000

20000

150004

10000+

5000

T T ies @m0 8B o0 208 2z zm

Figure 39: Chromatogramme en mode SIM d’une solution étdem-galactose dérivé L'ion caractéristique observé
est I'ion 314 m/z.
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Figure 40 : Séparation des pics chromatographiques des troiss os D-glucose, D-mannose et D-galactose,
constituants d’'un échantillon.

Les écarts de temps de 0,4 min (D-mannose) et &lenlh (D-galactose) sont suffisants pour
permettre la séparation des trois oses, aux catems étudiées.
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I-2-2 Optimisation des parametres d’acquisition duspectrometre de masse

Le mode d'acquisition du spectrométre de massectg@i@é est le mode « single ion
monitoring », dont le principe est d’enregistresignal des ions caractéristiques d’une ou plusieur
molécules pendant un temps défini. Les différemtsumétres doivent étre optimisés afin d’obtenir
un pic chromatographique défini par un nombre safft de points d’acquisition et ainsi une

répétabilité optimale du signdfiure 41).

Les parameétres optimisés sont les suivants :

- Température de la ligne de transfert : 270°C
- Température de la source : 230°C

- Température du quadrupdle : 150°C

- Fréquence d’acquisition des données : 20 Hz
- Délai de solvant : 5 min

- Dwell time : 50 ms

Le dwell timecorrespond au temps durant lequel le signal esgesiré sur une masse donnée.

Début de pic Fin de pic

|

< »
< »

0,22 minute

Figure 41: Pic de GPA (mode d’acquisition : SIM, ion 314jn/
Le traitement du signal peut étre réalisé soit edenmanuel par I'opérateur, soit en mode

automatique par le logiciel. Selon les applicatjoiispeut exister une influence du mode
d’acquisition sur la répétabilité, surtout lorsdaeligne de base du signal est instable. Méme si,
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dans notre étude, les chromatogrammes présentenstahilité de la ligne de base, nous avons

voulu évaluer I'influence du mode d’intégration.uPaela, deux solutions ont été préparées :

e Solution 1: [glucose] = 0,5 g/l et [glucose marqué] = 2,6 @pport de concentration 0,2

e Solution 2: [glucose] = 5 g/l et [glucose marqué] = 2,5 ghport de concentration 2

Ces solutions sont dérivées puis analysées parMQ/8s pics des chromatogrammes ont été

intégrés manuellement et automatigueméabl{eau 1).

Tableau 11. Résultats obtenus par intégration manuelle owastique a partir des solutions 1 et 2

Solution 1, Rapport

de concentration 0,2

Solution 2, Rapport de concentration 2

Rapport ions 314/319 Rapport ions 242/246 Rappos 314/319, Rapport ions 242/246
Intégration Manuelle
0,2137 0,2343 2,1800 2,1336
0,2235 0,2297 2,1105 2,1169
0,2211 0,2175 2,1724 2,1294
Moyenne 0,2194 0,2272 2,1543 2,1266
Ecart-type 0,005 0,009 0,038 0,009
CV (%) 2,34 3,82 1,77 0,41
Intégration Automatique
0,2182 0,2213 2,1417 2,1480
0,2183 0,2197 2,1161 2,1473
0,2160 0,2196 2,1277 2,1345
Moyenne 0,2175 0,2202 2,1285 2,1432
Ecart-type 0,001 0,001 0,013 0,007
CV (%) 0,60 0,43 0,60 0,35

Quel que soit I'échantillon, en intégration autoiaa les coefficients de variation (CV) des

rapports d’aires de pic de trois injections contigea sont inférieurs a 1%, alors que, en intégnati

manuelle ils varient entre 0,4 et 4 %. Nous avooscddécidé d’intégrer les pics en mode

automatique, mais I'opérateur doit s’assurer viengtnt que I'opération est correctement réalisée.
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I-2-3 Optimisation de la préparation des échantillos

I-2-3-1 Addition de {3Cg]-glucose (dilution isotopique)

Afin de minimiser les incertitudes sur le résufiaal, nous avons décidé de travailler par
gravimétrie et non pas par volumétrie, aussi bieur b préparation des solutions étalons que pour
la préparation des échantillons. Si, par volumgitiest possible de prélever des échantillons de
volumes faibles (de 5 a 20 pl), par gravimétrien de disposer d’incertitudes faibles, et au vu des
caractéristiques de la balance (portée de 20 gstlution de 1pg), il peut étre nécessaire de
prélever des volumes plus importants d’échantillon.

La gamme de travail pour des analyses de glucastees66 mmol/l a 27,8 mmol/l, ce qui
représente, pour des ajouts équimolaires, desveréknts de 20ul a 100 ul avec un ajout de 40 pl
de la solution de glucose marqué. Par expériencakaratoire, il est généralement souhaité de
travailler avec des volumes supérieurs a 50 plddifimiter au maximum les incertitudes. Dans ce
cas, il faudrait diluer les échantillons pour olteles volumes plus élevés ; la dilution rajoutamd
source d’incertitudes. Aussi, nous avons évalugllience du volume de sérum préleveé et travaillé
sur quatre échantillons sanguins de concentratoamnt de 1,92 mmol/l a 16,26 mmol/l.

Un premier protocole fixe les volumes de sérum @gRa 130,2 pl avec un ajout de 42 pl
de solution de'fCg]-glucose.

Un second protocole fixe les volumes de sérum7gd & 290,6 ul avec un ajout de 126 pl

de solution de’fCg]-glucose.

Les résultats (répétabilité et incertitude finaeht regroupés dansTableau 12
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Tableau 12: Influence des volumes prélevés sur la répétahdt I'incertitude des résultats

PROTOCOLE 1 Sérum 1 Sérum 2 Sérum 3 Sérum 4
Concentration mesurée
1,91 4,33 6,56 16,41
(mmol/l)
Volume prélevé (ul) 29 69,6 108,3 130,2
Répétabilité 1,08 % 0,76 % 0,65 % 3,51 %
Incertitude élargie (mmol/l
0,042 0,066 0,086 1,150
[k=2]
Incertitude élargie (%)
2,20 % 1,52 % 1,31 % 7%
(k=2)
PROTOCOLE 2
Concentration mesurée
1,93 4,36 6,70 16,11
(mmol/l)
Volume prélevé (ul) 87 208,8 324,8 390,6
Répétabilité 0,89 % 0,44 % 0,41 % 1,25 %
Incertitude élargie (mmol/I
0,035 0,039 0,055 0,402
[k=2]
Incertitude élargie (%)
(k=2) 1,79 % 0,89 % 0,83 % 2,49 %

Les résultats obtenus montrent que la répétakakte diminuée de 30 a 60 % selon la
concentration en augmentant le volume d’échantjpigiievé d’'un facteur 3. Il en est de méme pour
les incertitudes. Nous avons donc décidé, pouab@lation du protocole, de prélever un volume

minimum de I'ordre de 100 pl, quelle que soit la@entration du sérum.

I-2-3-2 Déprotéinisation des échantillons

Comme toute étape de préparation, il est souhaitdblvérifier que celle-ci n’entraine ni
contamination, ni perte de l'analyte recherché.nAde tester tout éventuel effet, trois gammes
d’étalonnage, allant chacune de 4,43 a 6,65 mni@)8 a 1,2 en rapport de concentration D-

glucose/f*Cg]-glucose), sont préparées a partir de la mémeisnlmére.

Chacune d’entre elles subit deux préparationsreifiies :

* Reéaction de dérivation et analyse par CG/SM,
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» Centrifugation et réaction de dérivatienanalyse par CG/SM ;

Les différentes courbes d’étalonnage obtenuesregmupées dans Kgure 42

Effet centrifugation
1.3
1.25 4
1.2 0
© 115 - R® = 0.9991
g 1
EERE y = 1.0358x - 0.0095
o R? = 0.9995
2 1.05 -
©
S 14
g
g 0.95
0.9 / y= 1.02263x +0.0014
/ R? = 0.9996
0.85 y=1.0216x + 0.0054
2 _
0-8 1 T T T R — (\).9996
0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3
Rapport quantité de matiere

¢ 1 sans centrifugation

® 2 sans centrifugation

3 sans centrifugation

1 avec centrifugation

X 2 avec centrifugation

® 3 avec centrifugation

Figure 42 : Droites d’étalonnage obtenues a partir de solutagant subi ou non une étape de centrifugation. Das's
deux cas la mesure a été répétée trois fois.

Les droites d’étalonnage ne sont pas significaterandifférentes. Cependant, afin de vérifier

gue la centrifugation n’entraine pas de disperdesrésultats, la répétabilité obtenue sur la r&pon

des différentes solutions étalon a été évalli@abléau 13.

Tableaul3 :Répétabilité des rapports d’'aire de pic observéescades préparations de solutions étalon avec og sa

centrifugation

Répétabilité (%)

Sans centrifugation Avec centrifugation
Etalon 0,8 0,49 0,46
Etalon 0,9 0,36 0,24
Etalon 1 0,39 0,20
Etalon 1,1 0,27 0,31
Etalon 1,2 0,38 0,31

La répétabilité sur les rapports d’aire de pic déferentes solutions varie de 0,2 a 0,5 %

selon la concentration en glucose, mais il n'exEe de différence significative entre les rapports
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des solutions préparées avec et sans centrifug&iotiabsence d’effet lié a la « centrifugation »,
les solutions étalon sont alors préparées sares €gfpe de centrifugation afin de permettre un gain
de temps.

[-2-3-3 La dérivation des échantillons

Apres déprotéinisation, les échantillons sont d&riva température élevée (90°C). Une
premiére réaction d'aldonitrilation du D-glucose d{’Cgl-glucose avec du chlorhydrate
d’hydroxylamine dans de la pyridine est effectuseivie une réaction d’acétylation avec de
I'anhydride acétique.

Dans la littérature, les temps de chauffage vamette 30 et 40 minutes pour le premier
temps et sont fixés a 60 min pour le second terepshduffage. Afin de finaliser le protocole, nous

avons réalisé des études de cinétique de réaatiances deux étapes.

Pour cette étude de cinétique de formation du GPA,été nécessaire de disposer d'un
détecteur dont le signal est suffisamment stabtes ¢ temps (le signal du spectrometre de masse
présente une robustesse minimale de 20%). Powe @ton, cette étude a été réalisée avec un

détecteur a ionisation de flamme.

La premiére réaction étudiée est la réaction diatdtation. Pour cela, et a partir de
solutions de D-glucose a 5mg/l, huit échantillonsé&ié préparés avec un premier temps de réaction
(chauffage) différent: 1, 10, 20, 25, 30, 35, 404%® min. Le deuxieme temps de chauffage a été
fixé a la valeur maximale décrite dans la littératsoit 60 min, afin de s’affranchir d’'un éventuel
effet de celui-ci. Chaque point de chauffage arég&té cing fois. Puis, pour chaque temps de
chauffage, le GPA a été analysé en mesurant lealsigorrespondant a laire du pic

chromatographique={gure 43).
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Figure 43: Cinétique de la premiéere réaction d’aldonitrilati (X temps de chauffage).

L’étude de la cinétigue montre que la réactiondbaitrilation est rapide ; si le signal est
rapporté au niveau du plateau observé au dela dmiB0tes, on voit que 90% du glucose est
aldonitrilé des les premiéres minutes. La répétalitéaction et analyse) est de I'ordre de 101%. |
apparait que la totalité du glucose est dérivéel@eminutes. Cette étude a été réalisée avec des
solutions étalons pures. L'influence du D-manndstueD-galactose sur cette cinétique n'a pas été
étudiée, en raison de leur faible concentrationrgpport a celle du D-glucose. En présence d’'une
matrice complexe, d’autres composés sont susceptibe ralentir la formation du composé
aldonitrilé. Ainsi, en accord avec la bibliographie@us avons décidé de fixer ce temps de réaction a

30 minutes.

Pour le deuxieme temps de réaction (acétylatiapt 6échantillons ont été préparés avec un
deuxieme temps de réaction différent: 1, 7, 15,4%),60, et 75 minutes. Le premier temps de
chauffage a été fixé a 30 min, en fonction deslt@sude I'étude précédente. Pour chaque temps de
chauffage, un échantillon est préparé cing foiss,Pa solution de GPA est analysée, le signal

retenu étant l'aire du pic chromatographigbgre 44).
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Figure 44: Cinétique de la deuxieme réaction d’aldonitritaii (2eme temps de chauffage).

L’observation de la courbe montre que la réactimtdtylation est plus lente. Seul 70 a
80% du glucose aldonitrilé est acétylé a 30 minre&pl heure, le rendement d’acétylation est

suffisant pour que la réaction soit considérée cemuasi totale.

I-2-3-4 Effet fournisseur pour le D-glucose

Lors des premieres évaluations d’incertitude, ilasparu que la pureté du glucose utilisé
pour la préparation des solutions étalon, reprégeme composante importante (20 a 25 %) de la
valeur d’'incertitude. Afin de vérifier les puretésnoncées par les fournisseurs, nous avons préparé
guatre droites d’étalonnage a partir de glucosegmant de quatre fournisseurs différents, et dont
les puretés annoncées varient de 95 a 99 %. Léseequemmes obtenues ont été comparées entre

elles Figure 45).
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Figure 45 : Comparaison de quatre gammes d’'étalonnage préparéestir de glucose obtenu aupres de fournisseurs
différents

Comme le montre ld&igure 45, les droites d’étalonnage préparées a partir dicoge
obtenu auprés des différents fournisseurs, sorfondnes. Les pentes et ordonnées a l'origine des
droites, avec leur incertitudes associées obtepaesla méthode des moindres carrés ont été

également comparédsigures 46.
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Figure 46: Caractéristiques des droites d’étalonnage (peoteonnée a l'origine et incertitude calculées artp de
la méthode des moindres carrés) préparées a paetiglucose obtenu auprés de fournisseurs différents

99



Les pentes et les ordonnées a l'origine ne sontstastiquement différentes. Les puretés
annoncées par les fournisseurs sur les lots testdsohérentes entre elles. Nous avons donc choisi
de travailler avec le lot de glucose dont la puagbéoncée était la plus élevée (99%).

| - 3 - Validation de la méthode

La validation de méthode est une exigence de lsn@dSO 17025 (Exigences générales
concernant la compétence des laboratoires d'étdmsnet d'essais): « La validation est la
confirmation par examen et I'apport de preuvesabes du fait que les prescriptions particulieres
en vue d'une utilisation prévue déterminée sonplies» (85.4.5.1 de la norme ISO/CEI 17025).

C'est ainsi que les différentes caractéristiguesladenéthode, comme la spécificité, la
linéarité, les capacités de détection et de queatiibn, la reproductibilité et les incertitudest @té

évaluées. La justesse a egalement été estiméelevacatériaux de référence certifies (MRC).

[-3-1 Spécificité et sélectivité

Selon la définition de la norme [80], la sélectviest « I'aptitude d’'un élément de la
meéthode analytique (appareil de mesure, milieuueie, etc.) a discerner un analyte donné dans

un meélange complexe ».

La spécificité désigne « la propriété d’'une méthd@malyse de convenir exclusivement a
la caractéristique ou a I'analyte, avec la garamtie le résultat de la méthode d’analyse ne provien
gue de I'analyte. Trés souvent la spécificité saléosur une absence d’interférences » [80].

Dans notre étude, la sélectivité de la méthodeéaéealuée lors du développement de la
méthode. Celle-ci est assurée d'une part par laragépn chromatographique des molécules
dérivées du glucose, mannose et galactose, d’pattepar la détection, qui est basée sur le suivi

des ions issus de la fragmentation de la moléspiggifiques des molécules d’intérét.
Conclusion: la méthode développée, dans les conditions de mdtide, permet la quantification

sélective des composés d’intérét. La sélectiviéadtablie avec des solutions étalon mais elia se

egalement vérifiee avec des échantillons réelsder&valuation de la justesse
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I-3-2 Linéarité

L’étalonnage en CG/SM s’effectue en injectant muss solutions de glucose a une
concentration variable et son homologue marqué & eoncentration fixe. L'utilisation de la
dilution isotopique associée a la CG/SM impliquexploitation des rapports entre les intensités
observées pour la molécule étudiée (I) et son hogual marqué (I*) en fonction des rapports entre
les quantités de molécule (Q) et de molécule mardQé&). Cette exploitation repose sur le fait que
la teneur en molécule marquée est identique qgelesoit la solution étalon considérée.

A partir des résultats obtenus, un modeéle d’étagenpermettant de décrire les points
observés est recherché. En général, en chimie tapnay le modéle d’étalonnage recherché est
linéaire et de type y = b1x + b0, dans notre ds=If(Q/Q*).

La linéarité est définie comme la capacité d'un¢hmoede d’analyse, a I'intérieur d’un certain
intervalle, a fournir une réponse ou des résufietportionnels aux valeurs de la grandeur mesurée
[80]. Le modele postulé, il faut vérifier son adatjon lors de I'expérimentation. Le coefficient de
corrélation (noté r?), caractéristique d'une foowtiaffine, n'est pas un outil suffisant pour
confirmer I'adéquation du modéle supposé avecdastpexpérimentaux. Il est nécessaire d'utiliser
d’autres indicateurs ou tests statistiques.

I-3-2-1 Gamme d’étalonnage et résultats

Le modele d’étalonnage a été étudié sur une ganenoénd rapports de concentrations I/1*
compris entre 0,8 et 1,2, proche du rapport équametde 1, afin de réduire l'intervalle et diminuer
les part d’incertitude liée au modéle. Quelle qoi¢ Ia solution étalon considérée, la concentration
de la molécule marquée est constante et fixée g/thin
Chaque solution d’étalonnage est analysée trosspiai CG/SM et le modéle d’étalonnage est tracé
(Figure 47).
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Figure 47 : Modele d’étalonnage pour la détermination du glueo#1*=f(Q :Q*) ; | = aire du pic de l'ion 314 eti* =

aire du pic de l'ion 319.

Visuellement, la droite passe au plus prés destp@mpérimentaux. Les valeurs des
coefficients de corrélation sont d’ailleurs tresgires de 1. Afin de confirmer cette observation, le
test d’adéquation du modéle d’étalonnage est effect

I-3-2-2 Test d’adéquation du modéle

Le modele recherché est un modele linéaire de:type blx + b0. Le test d’adéquation est
alors appliqué a la droite d’étalonnage obtenus. dstimateurs de la pente (b1) et de la constante
(b0) sont obtenus par la méthode des moindresscdredtest d’adéquation au modele est obtenu
par I'analyse de la variance. Il permet de s’assque le modele explique les valeurs observées
mais également que la réponse est proportionnelke guantité introduite sur toute la gamme
considérée. Le test consiste en fait a verifidaart de la variance due I'erreur de modéle n’est
pas supérieure a la variance de I'erreur expériatent

Le Tableau 14représente un tableau Excel développé au LNEeumet I'exploitation des
données obtenues pour les cing niveaux de la gatreétedonnage, selon la procédure décrite en

Annexe 2.
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Tableau 14: Exploitation de la gamme d’étalonnage

L’analyse de la variance (ANOVA) est ensuite effiéet. Elle permet de tester l'influence

d’'une ou de plusieurs variables qualitatives sug uariable quantitative, a un risque donné. Le

Tableau 15 présente les résultats obtenus.

Tableau 15: Analyse de la variance pour le modéle d’'étalormag

Source de carrés des degré de
variation écarts liberté carré moyen F obs F (506) F (19)
expliqués 3.16164E-01 1 3.162E-01 14841 4.96 10.04
non linéarité | 1.43894E-04 3 4.796E-05 2 3.71 6.55
residuels 2.13037E-04 10 2.130E-05
totaux 3.16521E-01 14

Les regles de décision sont effectuées en deur®tfp consistent & vérifier:

Fexpliqué
F nlin

» silarégression est validée, c’est a dire si le@mexplique les données. Pour cela, il faut

gue Fobs Expliqués > F(95 %),

» sile modele est linéaire. Pour cela, il faut qobg-Non-linéarité < F(95 %) .

Conclusion : dans le cas étudié ici, le modeleyésaxplique les données et la linéarité est \@xifi
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[-3-3 Détermination des limites de détection k. et de quantification Lo

La représentation graphique des réponses en fondés concentrations est souvent décrite
comme ayant deux zoneBigure 48). Dans la premiére zone, la gamme est considégene
linéaire et sa limite basse de ce domaine esiielide quantification (§). La Lo correspond a la
plus petite quantité d’'un composé a analyser daréchantillon pouvant étre détectée et quantifiee
avec un risque connu [81]. En revanche, la gammeagsidérée comme dynamique au sein de la
deuxieme zone, c’est a dire que la réponse n'est moportionnelle a la concentration. C’est dans
cette zone que se trouve la limite de détectigy).(La Lp est la plus petite quantité d’'un analyte a
doser dans un échantillon pouvant étre détectamretidéree comme différente de la valeur du

blanc mais non nécessairement quantifiée avecsqgoeiconnu [69].

Figure 48 : Représentation schématique des capacités de détexttde quantification.

Il est nécessaire d'évaluer la valeur de ces dauiebk, afin de définir comment notre

gamme de concentration se situe par rapport a elles

[-3-3-1 Limite de détection

Trois approches sont proposées dans les documemtegtifs [82] : 'approche par I'étude
de la linéarité, I'approche par I'étude d’'un blamcd’un point de faible concentration et I'approche

par la vérification d’une limite de quantificatichoisie.

La stratégie que nous avons mise en ceuvre a @rsideterminer la concentration de

glucose pour laquelle le rapport signal/bruit estl'drdre de 3 Figure 49). Auparavant, une
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solution de concentration faible en glucose estyaga afin de déterminer un rapport signal/bruit
qui permette d’estimer une concentration prochéads,. Celle-ci est vérifiée expérimentalement
en injectant cette solution, puis en la diluanté&iessaire.

r
i

Figure 49: Détermination du rapport signal(H)/bruit(h)

Nous avons injecté une solution de concentratignefg0,05pg/ml). A partir du rapport
signal sur bruit obtenu, nous avons considéré he@atration correspondant a trois fois ce rapport

comme étant la limite de détection. Ici, elle agdtmeée a 0,005 pg/nfigure 50).

[Glc] = 0,005 pg/ml

O

Figure 50: Chromatogramme en mode SIM d’une solution deaga a 0,005 pg/ml.
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Comme le rapport signal sur bruit est supérieurras,t une nouvelle solution, de

concentration 0,025 pg/ml, est analydéigire 51).

[Glc] = 0,0025 pg/ml

O

Figure 51 : Chromatogramme en mode SIM d’'une solution de gkiéo6,025 pg/ml avec un split de 1/10, soit une
concentration réelle de glucose de 0,0025ug/ml.

Le rapport signal sur bruit étant voisin de trdigeaapport de split de 1/10, la valeur
acceptée comme cette valeur est acceptée conlmetéade détectionl(p = 0,0025 pg/ml. La
limite de détection obtenue est environ 2,5 foférieure a celle décrite dans la littérature poe
méthode de référencedl= 0,006 pg/ml) [69]

[-3-3-2 Limite de quantification

La limite de détection 4 ayant été déterminée précédemment, nous avong&kddimite
de quantification g par la relation mathématiqueg E 3 X Lp [87]:

La L g estimée est donc de 'ordre d®075 pg/ml.
Les concentrations d’échantillons utilisées danséhode, sont comprises entre 0,2 et 0,3
pg/ml, Ces valeurs sont au minimum 25 fois supé®wa la limite de quantification et 80 fois

supérieures a la limite de détection. Ceci perntiter d’éventuels problemes de sensibilité lies a

'encrassement du détecteur, par exemple.
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I-3-4 Etude de la fidélité intermédiaire

Selon le VIM (Vocabulaire International de la Métgie) [83], la répétabilité est la fidélité

de mesure selon un ensemble de conditions de b#gétalors que la reproductibilité est une
fidélité de mesure selon un ensemble de conditenproductibilité. Ces deux types de fidélité de
mesure se définissent comme une condition de nEsuparmi plusieurs conditions qui
comprennent des lieux, des opérateurs et des systéenmesure différents ainsi que des mesurages
répétés sur le méme objet ou des objets simildirest évident qu’au sein d’'un méme laboratoire,

il est difficile de définir la reproductibilité dhe méthode. Aussi, nous avons estimé la fidélité
intermédiaire de la mesure de glucose qui estiifé de mesure selon un ensemble de conditions
de fidélité intermédiaire [83]. Nous avons décidé thire varier I'effet opérateur. Cette
caractéristique a été évaluée a partir d'un matéde référence certifie, le NIST SRM 965a

(glucose in frozen serum) comportant quatre niveeigoncentrations :

- Niveau 1: 0,3456 0,0036 g/l ( 1,92 0,02 mmol/l)
- Niveau 2 : 0,785& 0,0086 g/l ( 4,3& 0,05 mmol/l)
- Niveau 3:1,221+£ 0,013 g/l (6,7& 0,07 mmol/l)
- Niveau 4: 2,926+ 0,035 g/l (16,26 0,20 mmol/l)

Trois opérateurs ont effectué de maniére indépaadas analyses des échantillons pour trois

niveaux du SRM. Les résultats sont regroupés dahaldleau 16

Tableaul6: Fidélité intermédiaire évaluée sur le SRM 965a

SRM 965a

Concentration (g/l)] Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Opérateur 1 0.3464 0.7831 1.2150
Opérateur 2 0.3499 0.7960 1.2220
Opérateur 3 0.3490 0.7913 1.2290
Moyenne 0.3484 0.7901 1.222(
Ecart-type 0.0018 0.0065% 0.007(
Fidélité

intermédiaire (%) 0.57 0.83 0.57%

La fidélité est inférieure a 1% ; cette valeur sgtisfaisante au vu des incertitudes souhaitées

(inférieures a 2%).
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I-3-5 Etude de justesse

Selon le VIM [83], la justesse correspond a I'éasse de I'accord entre la valeur moyenne
d’'un nombre infini de valeurs mesurées répétéasetwaleur de référence.

Elle a été évaluée avec le SRM 965a « glucos@iefr serum ».

L’écart normalisé est une donnée statistique quinpt d’attester ou non si deux valeurs
sont significativement différentes I'une de l'autteest calculé a partir de ces valeurs et de leur
dispersion (incertitude). Ici, le calcul s’appuigr $écart existant entre les valeurs fournies lpar
meéthode et le matériau certifié, tout en prenant@npte les incertitudes associées soit a la valeur

de référence, soit estimées. Sa formule est |astev.

- XLNE_X

ref

2
ref

2
uLNE +u

avec .

Xine = valeur moyenne mesurée
Xet = valeur de référence
U3 Ne = incertitude type associée a la moyenne des rsateasuréees
UZer = incertitude type associée a la valeur de référen
Il nexiste pas d'écart significatif entre la vatemesurée et la valeur de référence si
|[Ex | < 2. Si les incertitudes utilisées dans la foeraont les incertitudes élargies, alors il n’existe

pas d’écart significatif entre la valeur mesurémetaleur de référence si\|JE< 1

Les valeurs mesurées pour chaque niveau du SR, qie la valeur de I'écart normalisé

sont regroupées dansTableau 17
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Tableaul7: Tableau récapitulatif des valeurs certifiées etsarées avec leurs incertitudes associées, et chatsé
normalisés pour chaque niveau de concentration lBTNSRM 965a.

SRM Niveau 1 | Niveau 2 | Niveau 3 | Niveau 4
Valeur certifiee (g/L) 0,3456 0,7850 1,221 2,926
Incertitude (k=2) (g/1) 0,0036 0,0086 0,013 0,035
Pourcentage d’incertitude 1,04 % 1,10 % 1,06 % 1,20 %
Valeur certifiée minimale (g/l) 0,3420 0,7764 1,208 2,891
Valeur certifiée maximale (g/l) 0,3492 0,7936 1,234 2,961
Valeur mesurée selon méthode LNE (g/l) 0,3464 0,7831 1,215 2,900
Incertitude (k=2) (/1) 0,0032 0,0062 0,010 0,027
Pourcentage d’incertitude 0,92 % 0,79 % 0,82 % 0,93 %
En ( écart normalisé ) 0,2 0,2 0,4 0,6

Quel gue soit le niveau de concentration du MRGaleur absolue des écarts normalisés
sont tous inférieurs a 1 (calcul dg Bvec les incertitudes élargies). Il n'existe p&cat de

justesse significatif entre les valeurs de notréhode et celles du SRM.

I-3-6 Robustesse

La robustesse est définie comme I'aptitude d’'un¢hode d’analyse a produire de faibles
variations du résultat lorsqu’elle est soumise & deodifications contrdlées des conditions
d’application (exemples : température ambiante, idoen pression atmosphérique, humidité,

réactifs, appareillage) [82].

Dans la pratique, il s’agit de faire varier lestéans susceptibles d’influencer le résultat de
la mesure. Nous avons choisi de faire varier |leap@tre opérateur et d’évaluer si les résultats
individuels étaient significativement différentaide valeur de référence. Pour cela, trois opémateur
ont analysé indépendamment les quatre niveaux &t $%a Tableau 18.
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Tableau 18: Ecart normalisé pour chaque opérateur sur la déti@ation du glucose dans le NIST SRM 965a

Niveau 1| Niveau 2| Niveau 3| Niveau 4
Valeur cible certifiée (g/L) 0,3456 0,7850 1,221 2,926
Incertitude (k=2) (g/L) 0,0036 | 0,0086| 0,013 0,035
Niveau 1| Niveau 2| Niveau 3| Niveau 4
Concentration de glucose (g/L) 0,3464 0,7831 1,215 2,900
Opérateur 1 incertitude k=2 (g/L) 0,0032 | 0,0062 0,010 0,027
En ( écart normalisé ) 0,2 0,2 0,4 0,6
Niveau 1| Niveau 2| Niveau 3| Niveau 4
Concentration de glucose (g/L) 0,3499 0,7960 1,222 2,972
Opérateur 2 incertitude k=2 (g/L) 0,0031 [ 0,0059 0,009 0,027
En ( écart normalisé ) 0,9 11 0,1 1,0
Niveau 1| Niveau 2| Niveau 3
Concentration de glucose (g/L) 0,3490 0,7913 1,229
Opérateur 3 incertitude k=2 (g/L) 0,0021 0,0031 0,005
En ( écart normalisé ) 0,8 0,7 0,5

Il a été veérifié pour chaque opérateur qu’il n&gipas de différence significative entre la
valeur mesurée et la valeur de référence car dars les cas, [E| < 2. La méthode est donc

considérée comme robuste.

I-3-7 Evaluation des incertitudes

L’incertitude est un parametre dont la valeur est négative qui caractérise la dispersion
des valeurs attribuées a un mesurande, a partinfbesations utilisées [83].

C’est une étape délicate car I'incertitude de mesemprend de nombreuses composantes
implicites ou explicites et doit étre représentatie I'ensemble des valeurs que peut prendre le
mesurande.

110



L’incertitude ici a été évaluée selon la méthodecpnisée par le GUM [84], et qui est basée

sur quatre étapes :
[-3-7-1 Modélisation du processus de mesure

On écrit sous forme mathématique la fagcon dontanhine toutes les informations pour

calculer le résultat :

Les coefficients a et b de la droite d’étalonnagat siéterminés ainsi que leurs incertitudes

par la méthode des moindres carrés.

CM/éch - [f(ml)XRrif *]me*/éch x(axRéch +b)+F

éch

avec .

Cwrech: concentration de la molécule M dans I'échantillon
f(m;) : fonction tenant compte des différentes masgesvienant dans les étapes de
préparation de la solution d’ajout denlalécule M*,

Réf* : pureté du composé marque,

Mu+ech - Masse de solution de M* ajoutée a I'échantillon,

Mech : Masse prélevée d’échantillon,

Rech: rapport de I'intensité du signal correspondanG#®A sur l'intensité du signal
correspondant au GPA* dans I'échantillon,

F : fidélité intermédiaire
I-3-7-2 Evaluation des incertitudes-types sur lamgdeurs d’entrée du modéle
A chaque parametre du modele mathématique esti@ssson incertitude-type définie
comme de type A pour des valeurs issues de l'exqpéei ou de type B pour des valeurs pré-

définies ; a chaque incertitude-type est assoaieelai de distribution qui représente la répantitio

des valeurs selon la probabilité de présémeableau 19.
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Tableau 19 :Récapitulatif des expressions mathématiques destituzles en fonction de la source.

Source Type Demi- Loi Incertitude
d'incertitude d'éval. | étendue type
Pureté de I'étalon a/\/§ kg/kg ou %
Réf (cf. certificat) B a (uniforme)
Pesées
m; B / K=1 u(my)
Rapport des aires A / / S, /Jm

Ri

Rapport des quantités de matiére

R, Al ’ u(R,)
sR/\/B

Fidélité de la méthode : écart-type dgs p A / /
déterminations

I-3-7-3 Propagation des incertitudes sur les gramndg d’entrées

La propagation des incertitudes sur les grandeargrées permet d’estimer l'incertitude sur

le résultat de mesure selon la loi suivante :

2

s = Y 2T w2y +2% 8
= ERE

of

d X, |\ 29X

]

of

u(xx;)

Le calcul de lincertitude-type est réalisée parldgiciel Wincert (version 3.11.2002,
Implex, France). Il est nécessaire de fournir &éogeciel la formule mathématique, les incertitudes-

types ainsi que leur distribution a chaque valéentdée.
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I-3-7-4 Expression de l'incertitude élargie :

L’incertitude élargie est déterminée selon la folenu

U(y)=K w(y)

avec .

U(y) : incertitude élargie

u(y) : incertitude composée

k : facteur d’élargissement

k est déterminé a partir de la table de Studenir po niveau de confiance de 95 % et pour un

2
[

u

Veff = u4
M
=

nombre de degrés de libextgs calculé selon la formule suivante :

u; : incertitude-type associée a {4Svariable

vi : nombre de degré de libertés associé H"fvariable

La quantification a été réalisée de la maniereasua dans notre étude :
Apres veérification que les ions du glucose ne g@a# présents dans la fragmentation du glucose
marqué et vice-versa, la quantification est réalise méthode SIM par dilution isotopique. Une

droite d’étalonnage est déterminée en tracant :

Ry = F(Rues )
avec :
_ Masseadeglucose
¢ Massedeglucosemarqué
et

Airedupicdeglucose
Aire dupic deglucosemarqué

aires —
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Puis, a partir des aires des pics des solution®deantillons et de la droite d’étalonnage
définie au dessus,dgrandeur sans dimension, est déterminé et la ctnatien de I'échantillon est

définie par :

- RQ X mspike X Cspike
méch

C.

éch

avec .

Csch: Concentration de glucose de I'échantillon (§ / g
Cspike Concentration de la solution de glucose marquéayig
Mspike - Masse de solution de glucose marqué ajoutéchdidillon (g)

Mgch : Masse d’échantillon (g)

Dans cette expression, la concentration de gluessexprimée en gramme par gramme de
sérum. Pour exprimer les résultats en mole par tig sérum, les résultats en g /g doivent étre
multipliés par la masse volumique du sérum et ds/ggar la masse molaire du glucose (M = 180,16

g / mol). La masse volumique du sérum est détemraépréalable.

C _ RQ X mspike X Cspike x Iosérum
éch —
méch xM Gluc

avec .

Cecn: Concentration en glucose de I'échantillon (mair?)

Cspike Concentration de la solution de glucose marquéayig

Mspike - Masse de solution de glucose marqué ajoutéchdiillon (g)
Mgch : Masse d’échantillon (g)

P serum: Masse volumique du sérum (g /Ym

M ciuc : Masse molaire du glucose (180,16 g / mol)

L'incertitude est déterminée a partir de la loiptepagation sur les parametres intervenant
dans le calcul de la concentration et de la fidélit
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Pour prendre en compte I'incertitude sur les sohdiétalon (qui n’entre pas dans le calcul de
I'incertitude sur R par la droite d’étalonnage), le rapport est défani :

RQ = R]_Q X R2Q

avec .

Rig: Rapportissu de la droite de calibration,

Roo: Valant 0 mais dont I'incertitude est celle dekisons étalon.

L'incertitude sur Rpest obtenu a partir de :

u(y)

X |—+ =

e = S
modele Yy n Z (XI _ X)2

avec I'écart-type sur les résidus :

Les incertitudes calculées tout au long de cestrawnt été comprises entre 0,3 et 1%.

Ces valeurs sont satisfaisantes par rapport auxégsrbibliographiques (de 0,5 a 2 %).

Conclusion

Lors du développement de cette méthode de référemmes souhaitions disposer d’'une
méthode juste et dont les incertitudes sont inféeg a 1 %.

Au vu des différents parametres évalués au coursette étude (modele d’étalonnage,

justesse, incertitude), la méthode mise en ceuvreabidée.
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lI- Participation a des essais inter laboratoires

Les essais inter laboratoires peuvent avoir desctify différents. Ills permettent soit de
valider et de caractériser une méthode d'analysenia ISO 5725], soit de caractériser des

matériaux de référence, soit de vérifier I'aptituatien laboratoire a effectuer une mesure.

Pour caractériser une méthodel’essai doit réunir au moins huit laboratoire$ agoivent
un ou plusieurs échantillons sur lesquels ils séali au minimum deux analyses. A partir des
résultats recus et selon la norme ISO 5725, dességpes de répétabilité et de reproductibilité
sont évalués et caractérisent la méthode. Ce tyssal peut étre organisé par n'importe quel type

d’organisme.

Pour caractériser un matériau de référence (certi® ou non) il faut au préalable que
'organisateur ait estimé son homogénéité et shilséa Les participants sont généralement
sélectionnés sur leur haut niveau de compétence.nhéthodes analytiques doivent étre aussi
variées que possible afin de détecter un biaigsyique. A partir des résultats, la caractéristiqu

est définie avec une valeur et une incertitude.

Pour veérifier 'aptitude d’un laboratoire a réaliser une analyse par rapport a 'ensemble
de la profession, I'essai inter laboratoires, apmsisai d’aptitude, réunit de nombreux laboratpires
parfois plusieurs milliers. Un méme échantillon estvoyé a I'ensemble des laboratoires, qui
renvoient leur résultat a I'organisateur. A padée ceux-ci, une valeur consensuelle est établie
(moyenne arithmétique, moyenne robuste) ainsi aq’'tolérance. Les laboratoires sont ensuite
classés selon leur aptitude a fournir un résultatsdes limites de la tolérance. Ces essais sont

organisés par des structures professionnelleditées ou non.

Actuellement, la qualité des analyses et en pdigicleur justesse sont évaluées au travers
d’essais inter laboratoires (évaluation externdadgqualité) organisés par les autorités de tutelle
(AFSSAPS) ou sur une base volontaire par des adgntws telles que le Centre Toulousain de
Contréle en Biologie (CTCB). Les incertitudes désultats d’analyses sont trés rarement évaluées
et la justesse est appréciée par la mesure detléatiie le résultat d’'un laboratoire et la moyenne
obtenue par ses pairs. Cette moyenne peut donfrisoliine erreur systématique, sans moyen de
la détecter. Cette situation est en contradictiecdes référentiels internationaux qui exigent une
tracabilité des mesures a un étalon internatid@ast pourquoi, apres avoir validé la méthode de
référence pour la détermination du glucose dansélem, nous avons fourni des valeurs de
référence a des échantillons d’essais d’aptitudeseavons comparées aux valeurs consensuelles.
Les essais d’aptitude sont ceux du CTCB (EIL) etAIESSAPS (CNQ).
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I1-1 Informations relatives aux essais inter labora&oires

I1-1-1 Echantillons recus et laboratoires participants

Les échantillons sont envoyés aux laboratoiresqgi@aints par les organisateurs des EIL
(AFSSAPS ou CTCB) dans des conditions permettambiene conservation des échantillons.
Plusieurs types d’échantillons sont fournis lors B : des échantillons de sérum bovin ou
humain, qui peuvent étre soit congelés, soit |yig#s.

Les sérums congelés sont conservés a — 80°C. Awvalhyse, ils sont retirés du congélateur et
laissés a température ambiante jusqu’a décongelatio
Les sérums lyophilisés sont conservés a 4°C. Aaaatyse, ils sont reconstitués dans un
volume défini d’eau distillée (5 ml). Cette prégava doit étre effectuée avec un soin tout
particulier :
- ouverture du flacon avec beaucoup d’attention diftwiter toute perte de I'échantillon ;
- reconstitution avec de l'eau distillée ou ultragpur
- temps d’attente de 30 minutes avant de réalisemgénéisation par retournements lents,

afin d'éviter la formation de bulles.

La détermination a été realisée avec la méthodefdeesnce développée au LNE et avec les
méthodes utilisées en routine dans les laboratoires
Les différentes caractéristiques des échantillovadyaés sont regroupés dans Texbleaux 20 et
21:

Tableau 20 :Tableau récapitulatif des échantillons du CTCB

Matrices sériques Nature
_ CHE 913

Sérums congelés humain
CHE 924
. CHE914

humain

CHE 915
Sérums lyophilisés CHE 916
bovin CHE 922
CHE 923
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Tableau 21 Tableau récapitulatif des échantillons de 'AFFA

Matrices sériques Nature

Sérums lyophilisés humain

BIO7

BIO8

I1-1-2- Méthodes utilisées par les laboratoires paicipants

Les effectifs relatifs aux différentes méthodes ami®n ceuvre au cours de ces essais

d’aptitude sont détaillés dans [Eableaux 22, 23 et 24

Tableau 22: Effectifs des différentes techniques mises en edows des EIL organisés par le CTCB concernant les

échantillons CHE 913 et CHE 924

Effectif Effectif

Techniques EIL CHE EIL CHE
913 924

Toutes techniques 167 164
Techniques utilisant Hexokinase — point final akiEnc
. . . . 80 80
eéchantillon ou bichromatisme
Technique utilisant Hexokinase - point final sateb 5 1
échantillon
Techniques utilisant Glucose oxydase - Spectrari&finétrie 19 20
Technique utilisant Glucose Oxydase - Chromogéegaplique 55 53
point final
Technique utilisant Glucose Oxydase - GOD utiligamd
. . 4 3
électrode a PO
Techniques enzymatiques diverses : INT, FLUO 2 2
OrthoToluidine 2 2
Autres 4 4
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Tableau 23: Tableau récapitulatif des différentes méthodes, siaimue des différentes associations
fournisseurs/automates utilisées dans les laborasode biologie médicale pour doser I'échantillom IIAFSSAPS :

BIO7.

Ces deux types d’EIL concernent respectivementambme de laboratoires tres différents.
Le CNQ (AFSSAPS) concerne la totalité des laborasdirancais (privés et hospitaliers), tandis que
les EIL du CTCB sont limitées a des laboratoiresontaires. Par conséquent, le nhombre de
laboratoires participant au CNQ de 'AFSSAPS (ples3 000) est trés supérieur a celui du CTCB
(160 environ). Les effectifs des participants auk Bu CTCB ne représentent que 6% de la

participation nationale aux contrdles de qualitéomaux organisés par 'AFSSAPS.
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Tableau24 : Tableau récapitulatif des différentes techniquemsiaque des différentes associations fournisseurs
automates utlisés dans les laboratoires de biologéelicale pour doser I'échantillon de TAFSSAPSO8.

Le CTCB étant une organisation basée a Toulouse, smyonnement touche
préférentiellement les laboratoires de biologie itedd du Sud-Ouest.

Il apparait que la proportion relative des méthaadsées par les laboratoires de biologie
médicale est trés semblable dans les deux ElLlabEsatoires ayant participé aux EIL CTCB et de
'AFSSAPS utilisent tous une technique enzymaticg@t a I’hexokinase (pres de 48 % pour le
CTCB, et 35% pour 'AFSSAPS) soit a la glucose @sal (prés de 50% pour le CTCB, et 65%
pour 'AFSSAPS). Dans les méthodes utilisant ceféeniére enzyme, on distingue différentes
modalités de quantification : réaction indicatrasec lecture colorimétrique (pres de 33 % pour le
CTCB et 45 % pour 'AFSSAPS), lecture réflectonwpig (pres de 11% pour le CTCB, et 15%
pour TAFSSAPS) ou mesure directe de la consommatioxygene (prés de 2 % pour le CTCB, et
4 % pour 'AFSSAPS).
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Figure 52: Proportion des différentes techniques de routitiksées pour chaque EIL : CTCB et CNQ

[I-2 Résultats

Chaque échantillon des différents EIL a été anapa€la méthode de référence développée au
LNE. LesTableaux 25 et 2Gegroupent les valeurs de référence (détermingaesapméthode de
référence) et les valeurs consensuelles (détersiipée les résultats des méthodes de routine).
L’écart normalisé, indique, lorsqu’il est supéri@u? en valeur absolue, une différence signifieativ
entre les deux valeurs. Dans le traitement desltaésu l'incertitude associée a la valeur

consensuelle correspond a la dispersion des résdid’'EIL

I1-2-2 Valeurs

Tableau 25 :Valeurs de référence LNE et valeur consensuellse€deantillons d’essais d'aptitude du CTCB

SERUMS CONGELES
Concentration Incertitude-type Ecart normalisé
(mmol/l) (mmol/l) EN
Valeur de
CHE 913 référence 9,86 0,09 10
(humain) Valeur 10.15 024
consensuelle
Valeur de
CHE 924 référence 4,51 0,05 -
(humain) Valeur 450 018
consensuelle
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SERUMS LYOPHILISES
Concentration Incertitude-type | Ecart normalisé
(mmol/l) (mmol/l) EN
Valeur de
CHE 914 | référence 16,84 0,03 208
(humain) Valeur 15.43 0.46
consensuelle
Valeur de
CHE 915 référence 6,22 0,04 0.89
(humain) Valeur 6.04 0,20
consensuelle
Valeur de
CHE 916 référence 16,64 040 3,33
(bovin) Valeur 15.30 0.40
consensuelle
Valeur de 6.27 0,03
CHE 922 | référence
(bovin) Valeur 3,54
5,64 0,18
consensuelle
CHE 923 I leur 337
(bovin) 3,19 0,11
consensuelle

Tableau 26: Valeurs de référence LNE et valeur consensue@teéathantillons d’essais d'aptitude de 'AFSSAPS

Concentration Incertitude-type _
Ecart normalisé EN
(mmol/1) (mmol/l)
Valeur
2,95 0,10
consensuelle
BIO7 0,53
Valeur de
. 3,01 0,04
référence
Valeur
6,12 0,18
consensuelle
BIOS 0,37
Valeur de
. 6,05 0,03
référence

Quel que soit I'échantillon, l'incertitude fourngar une méthode de référence est largement
inférieure a l'incertitude associée a la valeursasuelle méme s'il semble que les échantillons

lyophilisés conduisent a plus d'imprécision dars résultats des méthodes de routine que les
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échantillons congelés. Ceci montre l'intérét ponrlaboratoire d’évaluer la justesse par rapport a

une valeur dont la dispersion est faible.

[1-3 Analyse des résultats et discussion

Les résultats des deux EIL apportent des informatafférentes et complémentaires :

- Dans I'EIL du CTCB, les échantillons analysés sésentent soit sous forme de sérum
congelé, soit sous forme lyophilisée. Par ailleilrpeut s’agir de sérum humain ou bovin
(Tableau n°4). Les résultats permettent d’identifeeprésence d’éventuels biais de mesure
induits par le mode de conditionnement du sérumdel@ ou lyophilisé). Par ailleurs, les
concentrations des cinq échantillons analysés emtiune gamme large compatible avec les
valeurs trouvées habituellement dans les laboestaid’environ 3 mmol/l a environ 17

mmol/l), ce qui permet d’évaluer 'influence declancentration sur la justesse du résultat.

- Dans ce cas du CNQ de I'AFSSAPS, les sérums serisig exclusivement sous forme de
sérum humain lyophilisé. Les informations commugegl par 'AFSSAPS permettent une
analyse des résultats non seulement en fonctigridaipe de la technique (Hexokinase ou
Glucose oxydase avec différentes techniques detd#te mais aussi en fonction du réactif

et du fabricant.

[1-3-1 Mise en évidence d’'un effet matrice (EIL duCTCB)

Des écarts significatifs entre la valeur de réféeeet la valeur consensuelle sont observés
pour quatre échantillons sur les sept analysésarfir gles caractéristiques de tous les échantillons
(humain ou bovin, lyophilisés ou non) et du poutage d’écart entre les valeurs consensuelles et
les valeurs de référencdsiqure 53), il a été mis en évidence un « effet échantitoien effet, la
glycémie moyenne obtenue par I'ensemble des méshdderoutine est plus proche de la valeur
obtenue par IDMS lorsque I'échantillon se présesaegs la forme de sérum congelé. En revanche,
pour la majorité des échantillons lyophilisés (4 8 I'écart est significatif (entre 8 et 11 %)set
traduit dans tous les cas par une sous-évaluatida glycémie par des méthodes utilisées dans les

laboratoires participants.
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Figure 53 : Ecart relatif entre la valeur de référence(LNE)l&wvaleur consensuelle fournie par 'ensemble des
laboratoires de biologie médicale pour les échéori$ du CTCB. Les échantillons CHE 913 a CHE 9&3té
classés dans l'ordre croissant des concentrations.

Par ailleurs, les écarts de justesse les plus wamsr sont observés pour les trois
échantillons de sérum bovin lyophilisés utiliséasi8EIL du CTCB (de 8 a 11 % pour les sérums
bovins contre 3 a 8% pour les sérums humains). ii¢ipe, le nombre d’échantillon n’est pas
suffisant pour conclure de maniére certaine qudieixéstence d’un effet de la nature du sérum. La
non-commutabilité des échantillons pourrait ausst @ l'origine de la non comparabilité des

mesures.

[1-3-2 Analyse des résultats par méthode utilisée=(L du CTCB)

Les valeurs consensuelles présentées jusqu'a préseient estimées toute méthodes
confondues. S’il existe un biais lié a la méthatdege pouvait étre mis en évidence. Aussi, I'écart
relatif entre la valeur consensuelle et la valeziréférence a été calculé en fonction des méthodes

les plus représentatives pour I'ensemble des éitlbast(Figures 54 et 5h
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Figure 54: Ecart relatif entre la valeur de référence (LNE&) la valeur consensuelle fournie par les méthates
laboratoires de biologie médicale pour chaque étitlan du CTCB.

L’analyse des résultats des EIL du CTCB ne pernast ¢gie mettre en évidence d’effet
meéthode évident: les résultats sont homogeneslequgele soit la technique utilisée. Dans
'ensemble, les méthodes utilisées par les labwestale biologie médicale ont tendance a sur-
évaluer trés légerement la glycémie dans les sénamgelés et a la sous-évaluer plus nettement
dans les échantillons lyophilisés, d’'une maniadpendante de la technique mise en ceuvre. Le
nombre de laboratoires participant a 'EIL n’esupétre pas suffisant pour que le nombre de
mesures réalisées par chaque groupe de pairsgsoiicsitif.

En revanche, les résultats des CNQ AFSSAPS pemette analyse des résultats sur un
volume d’analyses beaucoup plus conséquent. Leffatsssont présentés dans Tedbleaux 26 et
27.
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Figure 55: Ecart relatif entre la valeur de référence etdaleur consensuelle fournie par 'ensemble des fatmires
de biologie médicale des échantillons de 'AFSSAPS

Dans I'ensemble, les résultats sont satisfaisamtspe I'écart de justesse est de l'ordre de
guelques pourcents. Il apparait que les technigués glucose oxydase avec mesure spectro-
réflectométrique » ont tendance a donner des edsutiférieurs a la valeur de référence et ce, quel
gue soit I'échantillon. En revanche, les technigadfiexokinase avec blanc présentent des écarts,
aussi bien positifs que négatifs, selon les échamii Elles ne présentent donc pas de tendance
particuliere, alors que la technique « sans blamurait tendance a sur-évaluer les résultats.

Cependant, peu de laboratoires utilisent cettenigqale.
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La techniqgue a la glucose oxydase avec chromog@&éaopique fournit des résultats

supérieurs d’environ 3% a la valeur de référenae Boconcentration la plus élevée.

[1-3-3 Analyse des résultats par méthode et par caqle
« appareil / fournisseur du réactif » (CNO AFSSAPY

Le contrble CNQ de 'ASSAPS fournit également ddsrimations supplémentaires comme

les fournisseurs des techniques mises en ceuvrddarss essais d’aptitudeapleaux 27 et 2B

Tableau 27: Résultats selon les techniques et les fournisspauar I'échantillon BIO7 de TAFSSAPS et écariatél
entre la valeur consensuelle et la valeur de réféee L'écart normalisé doit étre supérieur a 2 poure les valeurs
soient considérées comme significativement diffésen

Seul un couple fournisseur/automate (Maxmat/MaxRiatGlucose GOD/PAP) pour le
dosage par la technique GOD-POD Trinder fourng ualeur significativement différente (écart

normalisé = 2,930).
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Tableau 28 Résultats selon les techniques et les fournisséerd’échantillon BIO8 de 'AFSSAPS et écart riélattre
la valeur consensuelle et la valeur de référencécdrt normalisé doit étre supérieur a 2 pour ges valeurs soient
considérées comme significativement différentes.

A partir de données de ces tableaux et pour urléenre lisibilité, les écarts relatifs entre

la valeur consensuelle et la valeur de référentétérreportées dansHigure 56.
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Figure 56 : Ecart relatif entre les valeurs fournies par chadfeeirnisseur/fabricant et la valeur fournie pa |
méthode développée au LNE.L'échantillon BIO7 prissene tendance uniforme de sous-dosage pour laauétde
dosage par Hexokinase point final avec blanc.L'étitlan BIO8, lui, présente une tendance homoganswrdosage
avec la méthode Glucose oxydase/chromogéne phéaoliq

129



BIO7
56 - “aleurs différents fournisseurs
: "Hexokinase pt final avec
blanc"
E 34 o - #Yaleur fournisseur "Glucose
E - oxydase/spectroréflectomeétrie”
E . I $ [
L o3z o # aleurs différents fournisseurs
2 = "Glucose oxydase/chromogéne
% e R e s i | phénoligue (GOD-POD Trinder)"
= 38 & aleur faurnisseur "Glucose
e e i b L oxydasefélectrode PO2"
(=
E 28 o
= a | = L L 4 aleur fournisseur "Hexokinase
o - point final sans blanc”
5 25 -
Q ' i "
»Waleur fournisseur "autres
technigues"
24 -
BIO8
70 Waleurs différents fournisseurs
"Hexaokinase pt final avec blanc”
= B8
° B . .
= i . +“aleur fournisseur "Glucose
3= 66 oxydaselspectroréflectomeétrie”
1] —
o = » - T
=3 =
o > & r . .
3 64 B #"aleurs différents fournisseurs
g & L T [ * "Glucose oxydaselchromogéne
© w & phenaligue (GOD-POD T'rinder)”
4 =l =
5 T 23 & 3 0 0 s 1
= " oo e e it e e, Alonoh e e oo . "
o #"aleur fournisseur "Glucose
"E' 60 I i v I —oxydase/électrode PO2"
T T T TR e A I e P oy — T [ T
o - L
= L
C g5 : #aleur fournisseur "Hexokinase
' paint final sans blanc"
85 -

Figure 57 : Concentration en glucose des échantillons BIO71@&8Bbtenues par méthode et pour les différents
fournisseurs, par rapport a la valeur de référeniceLNE. Les concentrations sont associées a lewesiitudes
élargies. Ces derniéres représentent deux foisittétype pour les valeurs consensuelles

Il apparait que les techniques a la glucose oxydasg/pe « Trinder » (qui sont les plus
utilisées) sont justes dans I'ensemble pour leca@umations basses (3 mmol/l) mais il semble

gu’elles aient tendance a surévaluer la glycénkecancentrations plus élevées (des 6 mmol/l).
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Les méthodes a I'hexokinase avec blanc, elles dréssiutilisées, présentent de meilleurs
résultats pour les concentrations hautes maiseodiahce a sous-évaluer les concentrations faibles.
Les méthodes a la glucose oxydase avec détectemrepeflectométrique, les troisiemes méthodes
les plus fréquentes, sont justes, dans les coratims faibles comme élevées, avec un biais négatif
de seulement 2%. Compte tenu de I'ensemble de#tatssul est difficile de recommander une
méthode en particulier car les résultats sont ritajmment assez proches des valeurs de référence
(Figure 57) quelque soit I'échantillon.

I1-3-4 Effet de la concentration sur la justesse derésultats

La concentration en glucose de I'échantillon BIGY deux fois moins importante que celle
de I'échantillon BIO8. Au vu des résultats précddela concentration représente potentiellement
un parametre influent, mais la gamme de conceobstidans laquelle se trouvent les deux
échantillons BIO7 et BIOS8 est trop restreinte ppauvoir conclure (BIO7 : 3,001 mmol/l, BIOS :
6,056 mmol/l (Valeur de référence). Afin d’étudignfluence de la concentration sur la justesse
des résultats, les valeurs de glycémie obtenuesligosemble des échantillons ont été classées par

concentration croissante de gauche a dréiigufe 58).

Figure 58 : Ecarts relatifs entre les valeurs consensuellesries par I'ensemble des laboratoires de biologie
médicale et la valeur donnée par le LNE pour ta@ssdchantillons d’EIL. Les écarts sont présentéopdre croissant
de concentration en D-glucose.
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Il napparait pas d’effet significatif de la contextion. Les résultats obtenus sur les
échantillons BIO7 et BIO8 indiquent donc que lesrtc de justesse observés pour ces deux
échantillons selon la méthode utilisée ne dépengastde la glycémie, mais d’'un ou plusieurs

autres parametres influant sur le résultat et guitrpas été identifiés.

L’'ajout de conservateurs dans les échantillons Hilggs pourrait étre un exemple de
variable susceptible de biaiser les résultats dfoariére qui dépende de la concentration.

CONCLUSION

Les résultats fournis par les méthodes utilisées des laboratoires de biologie médicale
sont proches de ceux fournis pas les méthodesféi@mée. Les pourcentages d’écarts de justesse
entre les deux types de valeurs sont en moyenmhgsale 2 a 3%. Majoritairement, les méthodes
de routine ont tendance a sous-évaluer la conc¢emtrde glucose dans les échantillons lyophilisés,
mais il n'a pas été mis en évidence d'effet généella concentration ou d’effet relatif au
couple méthode/fournisseur sur le résultat obtenu.

Les données concernant les échantillons sanguiget#s nécessiteraient d’étre completées
afin d’établir afin d’avoir une réelle comparaisawvec les échantillons lyophilisés, d’autant plus qu
ces derniers sont couramment utilisés en tant qoedales internes.

Quoigu’il en soit les résultats obtenus au courasatee étude montrent que les méthodes de

routines peuvent étre jugées comme fiables

132



133



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Au LNE, le développement de méthodes de référenunelp dosage de composés d’origine
biologique était une thématique entierement noavell laboratoire. L'objectif de cette these a
consisté a effectuer une opération de démonstrappiiquée au dosage du glucose dans le sérum.
La mesure de la glycémie constitue en effet I'asmlge base dans le cadre du diagnostic du
diabéte, ce qui explique cette analyse soit la id@ux analyse la plus fréquente en France. Dans un
premier temps, le travail de thése a consisté &ldgper, optimiser et valider une méthode de
référence pour le dosage du glucose. Dans un deaxieémps, la méthode de référence a été mise a
profit pour fournir des valeurs de référence etitertitudes associées pour un certain nombre

d’échantillons utilisés dans le cadre d’essaig-il#tboratoires.

Tout d’abord, une premiere étape a consisté aichaiméthode de référence, car plusieurs
sont référencées par le JCTLM (Joint Committee Tiaaceability in Laboratory Medicine). La
méthode retenue repose sur la dilution isotopigse@ée a chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (DI-CG/SM), qui est une odé&tlprimaire de haute exactitude permettant
de s’affranchir des effets de matrice et d’obteshr tres faibles incertitudes, ayant démontré
d’excellentes performances en termes de répétabilitle spécificité.

D’un point de vue technique, le protocole inclueutape de dérivation du glucose car ce
composé n'est pas suffisamment stable thermiquepemt étre analysé en chromatographie en
phase gazeuse. Pour cela, deux réactions de déniaiccessives ont été réalisées pour conduire a
la formation de glucose pentaacétate aldonitril®AY>: une aldonitrilation et une acétylation.
Chacune de ces étape a été optimisée car les tdempgaction varient selon les références
bibliographiques décrivant cette réaction, suggégae ce parametre puisse avoir un impact sur la
justesse de la mesure. Les expériences realiségmeionis de fixer les temps de chaque étape de
dérivation a respectivement 30 minutes pour I'defityn et 60 minutes pour I'aldonitrilation.

Ensuite, la spécificité et sélectivité de la méthodt été évaluées, ainsi que la répétabilité
de la méthode. Il apparait que la méthode dévetopest spécifique car la séparation
chromatographique des interférents connus permehedeloser que le glucose. La limite de
détection Ip et la limite de quantification d-ont été déterminées : la limite de détection, qui
correspond a la concentration de glucose pour lEgleerapport signal sur bruit est de I'ordre de 3
a été estimée a 2,5 pg/L. La limite de quantifaatst quant a elle de 7,5 pg/L. Enfin, la justesse
de la méthode a été évaluée au moyen du matériegfétence certifie commercialisé par le NIST
(NIST SRM 965a). Les résultats montrent que la oeghdéveloppée au LNE est juste et qu'il

n’existe pas d’effet opérateur significatif, témmagt de la reproductibilité de celle-ci.
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Il serait intéressant de caractériser de manié&re gympléte la robustesse de la méthode. En
particulier, il semble pertinent d’apprécier lans&rabilité de la méthode et de ses performances
dans un environnement autre que celui du LNE. Het,af faut garder présent a I'esprit que la
meéthode développée au LNE a pour vocation d’éamsférée a d’autres laboratoires souhaitant
devenir laboratoires de référence. Le transfertLaboratoire de Biologie et de Recherche

Pédiatriques du CHU de Reims constitue la prochéiiape de la démarche.

Une fois I'optimisation et la validation achevésmeéthode a été utilisée pour fournir des

valeurs de référence aux échantillons utilisés tkanadre de différents essais inter-laboratoires :

- des EIL du CTCB, qui sont des essais d’aptitudenalres et auxquels participent une

centaine de laboratoires de routine,

- des opérations de contréle organisés par 'AFSSARS contrdles nationaux de la
gualité (CNQ), qui sont obligatoires et concerrartbtalité des laboratoires de routine, c’estra di

plus de 3000 laboratoires.

Des valeurs de référence ont été assignées a ohahtélons différents, ainsi que les
incertitudes associées. Les résultats montrent lggeméthodes de routine sont globalement

satisfaisantes : la valeur consensuelle est taehprde la valeur de référence.

Dans les essais inter laboratoires du CTCB, iEawdis en évidence un « effet échantillon ».
En effet, la glycémie moyenne obtenue par I'ensendiels méthodes de routine est plus proche de
la valeur obtenue par DI-CG/SM lorsque I'échantilke présente sous la forme de sérum congelé.
Pour la majorité des échantillons lyophilisés (4 8y I'écart avec la méthode de référence est
significatif et se traduit dans tous les cas par sous-évaluation de la glycémie par les méthodes
utilisées dans les laboratoires participants.

En revanche, I'analyse des résultats des EIL duBCE€ permet pas de mettre en évidence
d’effet méthode clair : les résultats sont homogegeelle que soit la technique utilisée. Dans
'ensemble, les méthodes utilisées par les labwestale biologie médicale ont tendance a sur-
évaluer trés légerement la glycémie dans les sénamgelés et a la sous-évaluer plus nettement
dans les échantillons lyophilisés et ce, d'une er@nindépendante de la technique mise en ceuvre.

Il serait intéressant d’évaluer la justesse dedéhode de réféerence avec des MRC a base de sérum
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lyophilisé. Cela permettrait de conclure quantirfllience du conditionnement des échantillons de

sérum.

Les EIL du CTCB montrent par ailleurs que les écded justesse les plus importants sont
observés pour les trois échantillons de sérum bigophilisés. Cependant, le nombre d’échantillon
n'est pas suffisant pour conclure de maniére agegtguant a I'existence d’un effet de la nature du
sérum. Il serait donc intéressant de disposer awdchantillons de sérum de méme concentration

mais de nature différente (humain ou bovin) afircdefirmer ou infirmer la tendance observée.

En revanche, les résultats des CNQ AFSSAPS pembettee analyse des résultats sur un
volume d’analyses beaucoup plus conséquent. En, pdss informations communiquées par
AFSSAPS permettent une analyse des résultats ssatement en fonction du principe de la
technique (Hexokinase ou Glucose oxydase aveadiffés techniques de détection) mais aussi en

fonction du fabricant du réactif et de 'automate lequel la mesure a été réalisée.

Dans I'ensemble, les résultats sont satisfaisamtgipe I'écart de justesse est de I'ordre de
guelques pourcents. Il apparait que les trois naethdes plus utilisées en routine présentent des

résultats satisfaisants puisque I'erreur de justessdans tous les cas inférieure a 4%.

- Les techniques a la glucose oxydase avec chromagg@émolique (qui sont les plus
utilisées) fournissent des résultats inférieura adleur de référence pour la concentration basse e

des résultats supérieurs a la valeur de référemael@ concentration plus élevée.

- Les techniques a I'hexokinase avec mesure en fioait(qui sont aussi trés largement
utilisées) fournissent des résultats inférieura adleur de référence pour la concentration basse e

des résultats supérieurs a la valeur de référemael@ concentration plus élevée.

- les techniques a la glucose oxydase avec mesuctra@gélectométrique fournissent
guant a elles des résultats inférieurs a la valleuréférence, quelle que soit la concentration de

I'’échantillon.

L’analyse détaillée des résultats par couple «rate / fournisseur du réactif » montre que
'ensemble des méthodes commerciales utilisantdaoge oxydase avec chromogene phénolique

fournissent des résultats supérieurs a la valevéfdeence pour la concentration plus élevée.
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La tendance générale des techniques a I'hexokenaese mesure en point final & fournir des
résultats inférieurs a la valeur de référence plaulconcentration basse est confirmée pour
'ensemble des méthodes commerciales. En revapcheg,les autres méthodes, il n’existe pas de
tendance nette a sur-estimer ou sous-estimer tmlg car les écarts de justesse sont trop faibles

pour étre significatifs.

Au vu de I'ensemble des résultats, la concentral®mglucose dans I'échantillon ne semble
pas avoir d’influence significative sur la justesses résultats mais, pour conclure de maniere
définitive, il aurait été souhaitable de disposeénndplus grand nombre d’échantillons de
concentrations différentes mais pour lesquels t@itmnnement serait le méme (sérum humain ou
bovin, congelé ou lyophilisé).

Au final, il apparait qu’indépendamment des diffées composantes susceptibles d’influer
sur le résultat de la mesure, les méthodes denmueti la méthode de référence fournissent des
résultats tres proches dans I'ensemble. On nequeuse réjouir de cet état de fait car ceci n'ast p
le cas dans tous les pays. Par exemple, une étudaire réalisée au Mexique par le CENAM [65]

a permis de montrer que pour environ la moitié kies commerciaux utilisés dans I'étude, la
glycémie était sur-estimée. Dans I'ensemble, lésuas mettent en évidence une tendance tres nette
des méthodes commerciales a sur-évaluer la glycéameoutre, la dispersion des résultats est
beaucoup plus forte dans le cas du CNQ de 'AFSSAPS

En France, le fait que les valeurs fournies parngthodes commerciales soient dans
'ensemble trés proches de celles fournies paréthade de référence souléve une guestion bien
légitime : quelle est I'utilité de développer unéthmode de référence dans un tel cas ? Une premiére
réponse est qu'on ne peut pas préjuger de la peaftte des méthodes commerciales a priori,
c’est-a-dire en l'absence d’'un raccordement desureesau Sl et notamment par I'intermédiaire
d’'une méthode de référence ou d’'un matériau deenééé. Par ailleurs, un contréle régulier est
indispensable pour s’assurer que la qualité degltaés est garantie, en particulier lorsque les
laboratoires de biologie médicale font évoluer depratiques : renouvellement des analyseurs,

changement de méthode pour des raisons de coi@ tmumgbs d’analyse, etc...

La dispersion des résultats et I’'homogénéité de-cesgelon la méthode utilisée sont deux
eléments qui donnent néanmoins une indication’sxistence d’éventuels problémes de justesse.

C’est notamment le cas pour la mesure de la cigatihes dernieres opérations du CNQ ont en
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effet mis en évidence une tres forte dispersionrdssltats ainsi qu’'un effet méthode tres net, en
particulier aux concentrations les plus bassess@arcas, I'apport d'une méthode de référence est
plus évident que dans le cas du glucose. Malheemneaist, il existe bien d’autres analytes que la
créatinine pour lesquels une dispersion importaet® données est constatée ou pour lesquels le

résultat dépend fortement de la méthode employée.

Le défi que doit désormais relever le LNE consastiglentifier les analytes présentant un
intérét éleve en biologie clinique et pour lesquelsapport métrologique constitue une réelle valeur
ajoutée. Le LNE s’est donc engagé dans une pdditigplontariste basée sur des échanges étroits
avec les experts médicaux et les autorités de gatkgque pour identifier les besoins actuels et
émergents en biologie clinique et auxquels le LErpait apporter une réponse.

Dans un premier temps, et pour des raisons tecesiqles analytes sélectionnés
concerneront de petites molécules comme la créatimil le cholestérol. A ce titre, avoir développé
une méthode de référence pour le dosage du glsevaeres profitable car un certain nombre de
problemes rencontrés seront identiques (sur- os-galuation de I'analyte, interférences...).

Dans un deuxieme temps, le développement de mé&thdeeréférence concernera des
biomarqueurs de nature protéique. A ce titre, wite $ogique a cette these sera de développer une
méthode de référence pour le dosage de I'HbAlc. n@ommous l'avons vu dans [I'étude
bibliographique de ce manuscrit (Cf. page 46), Atib est le biomarqueur qui permet la meilleure
surveillance de I'équilibre glycémique en complétgs la glycémie classique. Ainsi, I’/Assurance
Maladie a fait de la généralisation de cet examemhjectif central de son programme de santé
publigue «diabéete», ce qui expligue que nombrete&pratiqués ait augmenté de 26% entre 2004
et 2007. Le dosage de I'HbAlc représentait en 28Qjuatrieme source de dépense de la sécurité
sociale parmi les analyses médicales avec 74 mslldbeuros (5,4 millions d’actes pratiqués en
2007). La méthode de réference pour le dosageHi\lLc par HPLC/MS/MS a été développée au
CHU de Reims et doit désormais étre transférée Ni, tout comme la méthode de dosage du

glucose développée au LNE sera transférée au CHREes.
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Annexe 2: Procédure de vérification de la linéarité

Pour vérifier la linéarité dans les meilleures dtaods, il faudra :

Sélectionner au mieyxniveaux (points) situés dans le domaine d’applicatie la méthode.

Pour chaque niveau, réaliserépétitions en respectant I'indépendance des regsur

A partir des résultats expérimentaux et du modgbgaeséa priori (droite), appliquer la méthode
des moindres carrés ordinaires (MCO) a l'aide tbgitiel (Excel propose "droite de régression”
dans I'utilitaire d’analyse). On obtient les esttioas de la pente (pet de I'ordonnée a l'origine

(bo) qui donnent le modele suivant :

y =b, +b,x

Premiéres dispositions pour vérifier la linéarité :

Analyser visuellemerie graphique : si une courbure du graphe est wéseil faudra limiter le

domaine d’application de la méthode au domainéndalité.

Analyser le graphe des résid§écarts entre les valeurs mesurées et les vaieélisées) qui

permet de détecter, par la répartition non aléatb#s points, un modeéle autre que la droite

(polynbme de degré 2...).

Application d’un test statistique : test d’'adéqoatdu modele linéaire

Le principe du test consiste a vérifier si la phrtia variance due a une erreur de modele (digpersi
due a la non-linéarité) n’est pas supérieure ate@mce de I'erreur expérimentale. Pour appliquer

ce test, il est indispensable d’avoir fait des tiéipés indépendantes en certains points du domaine

! Excel (utilitaire d’analyse : droite de régressioronstruit le graphe des résidus et afficheidassvaleurs dans un
tableau.
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Pour simplifier la formule suivante, on supposadenbre de répétitions constant et égalpour

les p niveaux.

Le modele est celui de I'équation suivante :

Yij =b, +b,X,

ou

i représente le niveau sur le domaine a vérifign €p)
j représente le numéro de la répétition (% n)

bp ordonnée a l'origine estimée

b; pente estimée

Pour le calcul de la linéarité on décompose la serdes carrés des écarts entre chaque valeur
mesuréey; et la moyenne généraje en une somme de carrés d’écarts. On obtient Itégal

suivante :

Zz(yu -y)? :ZZ()?U -y)? +ZZ(yi _yij)z +Zz(y‘1 ~y.)? 1<i<p

n p _ n

l(yU_Y)Z: Zp:(yij_yi)2+ni2i1:( _y 2+n2( _Y)2

j=1 i=1

=1 i=
ou :
y ; estlaréponse predite par le modele

Y. est la moyenne desrépétitions

La formule précédente s'exprime selon des "sommesarrés des écarts" (SCE) :
SCE(y) =SCE, (y)+SCE, (y) +SCE.(y)

Cc'estadire:

SCEotaux SCEexphques"’ SCI-:non linéaritet SCI—:|reS|duels

SCE (y)représente la somme de carrés des écarts prisvgsteepar la régression linéaire
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SCE, (y) représente la somme des carrés des écarts dussaremede modéle, en I'occurrence

une non-linéarité.

Pour les degrés de liberté associés a chaque sdeoares, on a
(hp-1) =1+ 0-2) +p(n-1)

Tableau du test de linéarité :

Somme de . F de Fisher
Sources de . Nombre de degrés .
S carrés . . Carré moyen (rapport de
variation 'z de liberté )
d’écarts variance)
Régression SCE(y) |1 SCE, (y) E = st(y)
linéaire y 1 ! S,f(y)
Erreur de ) ( )
modéle SCE, (y) _SalY
(non- SCEhI (y) p-2 p- 2 Fnl - S: (y )
linéarité)
. SCE.(y)
Résiduelle | SC n-1 —
E(y) |p(n1) Pym—
Totale SCE(y) |np1

Pour vérifier s'il n'y a pas d’erreur de modéle duk non-linéarité et que c’est bien une droite

dans tout le domaine choisi :

Comparer le rappof, & la valeur critiqu&?(p-2, p(n-1) ; 1a) au risquen=5%

SiFn<F (p-2, p(n-1) ; 1a) = le domaine de linéarité choisi est acceptable

SiFn >F (p-2, p(n-1) ; 1a) = le domaine choisi n'est pas linéaire

Que faire lorsgue la linéarité est rejetée ?

Réduire le domaine pour assurer la linéarité

2 Lire la valeur dans une table des fractiles deil&.
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Segmenter le domaine pour avoir un ou des sous-idembnéaires.
Garder le modele non linéaire, mais introduire imgertitude due a la non-linéarité.

La quantification de cette incertitude peut sesfgiar exemple a partir du plus grand résidu moyen

sur le domaine E,,, =max,|y; -y,| et du choix d’'une distribution uniforme qui sediné par la

m

max

V3

formule suivante U, . =
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