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Introduction 

 L'évolution de la maladie hépatique chronique (CLD), quelle qu'en soit l'étiologie, est 

généralement exempte de symptômes jusqu'à ce qu'elle atteigne le stade de la fibrose ou de 

la cirrhose avec une décompensation clinique et, dans certains cas, un carcinome 

hépatocellulaire (1,2). La prévention et l'utilisation de stratégies de diagnostic précoce sont 

cruciales pour empêcher les lésions hépatiques d'évoluer vers une maladie hépatique 

terminale et donc de réduire ainsi la mortalité due à ces maladies prévalentes. Il est désormais 

essentiel d'identifier et de stratifier le plus tôt possible les patients pour que nous puissions 

améliorer de manière significative les soins qui leurs sont prodigués ainsi que leur qualité de 

vie en général, surtout pour les receveurs d'une greffe de foie. 

 

Pour prédire et anticiper le risque d’évolution d’une lésion hépatique, notamment le 

degré de sévérité de la fibrose et/ou de la cirrhose, l'histologie reste à ce jour le gold standard. 

Cependant, ce type de test est sujet à des complications liées à l'échantillonnage. Il existe 

d'autres types de tests, appelés parfois « tests non-invasifs », tels que les marqueurs 

sérologiques directs. Toutefois, ceux-ci manquent également de sensibilité et de spécificité. 

Afin d'améliorer le diagnostic et de pouvoir attribuer un stade à l'affection hépatique, ils sont 

désormais combinés dans des "panels de tests" et parfois assistés par des algorithmes tels 

que le fibromètre®, le fibrotest®, le fibrospect®. Cependant, il a récemment été avancé que 

ces scores "présentent une précision limitée au niveau individuel, ne prédisent pas la 

progression de la maladie, ne reflètent pas la réponse au traitement et ne donnent pas 

d'indications sur les mécanismes des lésions" (3). D'autres biomarqueurs protéiques, tels que 

les microARN et les collagènes impliqués dans le processus de fibrose, ont également été 

étudiés. Bien que certains soient prometteurs, aucun n'a fait ses preuves sur le plan clinique 

à ce jour, qu’il s’agisse du suivi à moyen ou au long terme de la maladie hépatique chronique 

(CLD). Par conséquent, la nécessité de disposer de biomarqueurs non invasifs, sensibles et 

spécifiques pour la détection précoce des dysfonctionnements hépatiques conduisant à des 

maladies hépatiques chroniques demeure cruciale et toujours attendue. 

 

Dans ce travail nous essayons de démontrer à travers plusieurs approches 

expérimentales et empiriques que l’exploitation des modifications post-traductionnelles de 

l’albumine peut répondre à ce besoin et apporter une solution viable et implantable en clinique 

pour le diagnostic et le pronostic des atteintes hépatiques. L'albumine sérique humaine (HSA), 

une macromolécule monomérique à domaines multiples synthétisée exclusivement dans le 

foie, est un biomarqueur bien connu de l'insuffisance hépatique (4). C’est la protéine la plus 

abondante dans le sérum sanguin, représentant plus de la moitié de la teneur totale en 

protéines. Autre que sa propriété oncotique, l'HSA exerce plusieurs fonctions physiologiques 

telles que la fixation, le transport et la détoxification de molécules endogènes et exogènes. 

L’HSA est également le principal antioxydant circulant et elle module les réponses 

immunitaires et inflammatoires. Malgré ses caractéristiques hautement conservées chez 

l'homme, l’HSA est soumise à de nombreuses modifications structurelles et chimiques, 

connues sous le nom de modifications post-traductionnelles (PTM). Ces PTM conduisent à 

des isoformes, dont celles basées sur l'état redox de la Cys-34 ont été les plus étudiées (5).  

 

Récemment, une étude a exploité et démontré le potentiel de l'utilisation des 

modifications structurelles de l'HSA comme indicateur fiable et précoce de l'ischémie 

cardiaque. Le test est basé sur l'idée que la structure de l'HSA change sous l'effet du stress 
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ischémique, ce qui entraîne une troncation à l'extrémité N-terminale (Asp1-Ala2), considérée 

comme un site de liaison pour le cobalt (Co). Le test diagnostique consiste à ajouter une 

quantité connue de Co au plasma du patient, puis à estimer le niveau de Co restant libre, non 

lié à l'albumine. Un taux élevé de Co libre indique que le HSA a été modifié et qu'il est incapable 

de le fixer (6). D’autre part, il a été démontré que les PTM de HSA pouvaient être utilisées 

comme biomarqueurs pour les maladies hépatiques avancées (1,2,7–13). Des études 

récentes ont démontré que dans les stades terminaux des lésions hépatiques, on observe des 

réductions notables des taux de mercaptalbumine humaine (HMA) ainsi que des 

augmentations simultanées des formes oxydés HNA1 et HNA2 (8,12). En outre, il a été montré 

que la détermination de l'abondance de l’albumine native pourrait mieux prédire la survie des 

patients cirrhotiques que la mesure de la concentration totale d'albumine sérique (14) et que 

sa détermination offre une valeur ajoutée pronostique considérable, en particulier chez les 

patients à risque. 

 

Sur ses bases, l’hypothèse principale sur laquelle se basent les projets portant sur les 

PTM de l’albumine est que toutes les modifications majeures de l'HSA se produisent dans les 

premiers stades des lésions cellulaires du foie, ce qui permettrait de diagnostiquer 

précocement les atteintes hépatiques dans un premier temps et de prédire les futures maladies 

du foie dans un second temps. Ces modifications peuvent être révélées par la caractérisation 

des isoformes de l'HSA dans le sérum du patient ou, plus simplement encore, par les capacités 

de liaison de l'HSA à différents ligands possédant des sites de liaison spécifiques. 

 

Toutefois, les résultats préliminaires obtenus dans le cadre des travaux de l’équipe 

suggèrent que les informations apportées par les PTM de l’HSA sont bien plus riches et 

peuvent apporter des réponses à plusieurs niveaux. Le premier type d'information, ayant fait 

l’objet d’une demande de brevet par notre équipe en 2019 pour le SEB test (Serum Enhanced 

Binding), est apparu après l'exploitation de la baisse des capacités de fixation de ligands 

spécifiques par l’HSA suite à des modifications.  Par ailleurs, le fait qu'il puisse exister un profil 

typique d'isoformes pouvant constituer une " signature " en fonction de la nature de l'atteinte 

hépatocytaire fait partie de ces informations et est en cours d'investigation. Enfin, les résultats 

obtenus par des travaux antérieurs dans notre unité sur des modèles animaux soutiennent 

fortement notre hypothèse principale. 

 

Pour une compréhension plus approfondie des résultats obtenus précédemment et 

pour s'interroger sur la pertinence de notre hypothèse principale, nous avons divisé nos 

travaux en 3 axes :  

Le premier axe "développement analytique" consistait à développer des approches 

protéomiques pour évaluer de manière critique la spécificité de la caractérisation des 

isoformes d'HSA et la fiabilité de leur détermination. 

Le deuxième axe "in vitro" a été conçu pour avoir accès à des isoformes d'HSA 

purifiées afin de les caractériser de manière exhaustive et d'étudier leur impact séparément 

sur la structure et l'activité de l'HSA.  

Le troisième axe "étude clinique" visait à démontrer qu'un dysfonctionnement 

hépatique avancé, incluant la fibrose et la cirrhose, pouvait être révélé à un stade précoce par 

la quantification des isoformes de l'HSA. Il s'agissait également de valider l'utilisation des 

isoformes comme outils de discrimination entre sujets sains et sujets atteints, à l'aide d'un 

système expert basé sur des algorithmes capables d'identifier, de classifier et de prédire un 

dysfonctionnement hépatique chez un patient. 
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Dans cette thèse, nous explorons en profondeur les modifications de l'albumine en tant 

que biomarqueurs précoces de la maladie hépatique chronique. Notre objectif est de de 

démontrer que les lésions hépatiques avancés pourraient être révélés à un état précoce par 

la caractérisation des modifications chimiques et structurelles de HSA. 

 

Dans ce manuscrit, le chapitre 1 sert de base à notre travail de recherche. Nous 

commencerons par détailler le contexte général de notre sujet et établirons le cadre théorique 

qui guidera notre analyse. La prévalence des maladies chroniques du foie, leurs différentes 

catégories, leurs facteurs sous-jacents, leurs mécanismes pathophysiologiques, ainsi que 

leurs approches diagnostiques associées seront abordés en premier. Les nouveaux 

biomarqueurs prometteurs des atteintes hépatiques et de l'hépatotoxicité seront revus avant 

de présenter de notre molécule d'intérêt, l'albumine. Dans cette introduction, elle fera l'objet 

d'études approfondies portant sur ses modifications post-traductionnelles et ses activités non 

oncotiques, notamment son effet antioxydant et sa capacité de liaison. Enfin, dans la section 

4, nous décrirons les différentes approches employées, y compris la protéomique, ainsi que 

les résultats des études obtenus qui soutiennent notre hypothèse principale.  

 

Le chapitre 2 présente les objectifs principaux de cette thèse ainsi que les différents 

axes abordés pour rassembler les informations nécessaires à notre étude. 

 

Dans le chapitre 3, l'axe de développement analytique sera abordé suivi par une 

première section consacrée à l'élaboration de deux approches protéomiques complémentaires 

pour une caractérisation exhaustive des isoformes de HSA résultant de PTM dans un contexte 

de recherche. Ensuite, dans la deuxième section de ce chapitre, nous nous penchons sur le 

développement d'une méthode de quantification des isoformes de HSA adaptée à une 

application clinique. Après le développement de nos approches protéomique, le chapitre 4 vise 

à caractériser de manière exhaustive les PTM et à tester leur impact sur l'activité fonctionnelle 

de l'albumine.  

 

La première section du chapitre 4 aborde la production des isoformes semi-

synthétiques d’albumine afin de mieux comprendre leurs origines, leur pathogénicité 

potentielle et leur évaluation ultérieure en tant que biomarqueurs. Pour approfondir l'étude de 

l'impact fonctionnel des PTM sur l'albumine, nous présentons dans la deuxième section de ce 

chapitre une étude combinant des investigations cliniques, des expériences sur des modèles 

animaux et une étude de modélisation moléculaire.  

 

Enfin, pour évaluer nos outils de diagnostic précoce des lésions hépatiques, 

notamment les profils des isoformes d’albumine, nous présentons dans le chapitre 5 une étude 

clinique dans laquelle les isoformes d'albumine ont été quantifiées par la méthode de 

quantification absolue développée dans la section 2 du chapitre 3. 

 

Nous concluons ce manuscrit par une discussion générale citant certaines limites de 

nos études pour chaque chapitre, suivie de perspectives générales pour chaque axe de 

développement. 
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Chapitre I. Contexte des travaux 

Il est essentiel de bien comprendre les différentes notions associées aux lésions 

hépatiques, étant donné que le foie est un organe vital qui remplit de multiples fonctions 

cruciales dans l'organisme. Les lésions hépatiques résultent de divers facteurs, et les 

symptômes et approches thérapeutiques varient en fonction du type et de la gravité de la 

maladie.  Cette compréhension est d'une importance vitale pour le maintien de la santé globale 

d'un individu. 

 

I.1.1. Épidémiologie  

Tout en tenant compte des différences d'approches méthodologiques, les différents 

résultats épidémiologiques vont tous dans le sens d'une augmentation préoccupante de la 

prévalence et de l’incidence des atteintes hépatiques, tant dans la période récente que dans 

les projections pour les décennies à venir.  

 

Selon le bilan de l’agence de la biomédecine en France, une augmentation de 4 % de 

l’activité de greffage en générale a été enregistrée en 2022 par rapport à 2021. Une 

augmentation inquiétante alors que le monde est confronté à une pénurie croissante 

d'organes, notamment ceux qualifiés d’organes de haute qualité. Actuellement, le défis est 

d'éviter la transplantation hépatique chez la majorité de patients possible et de réduire 

l'incidence de rejet du greffon chez les receveurs de greffe.  

 

En ce qui concerne les maladies chroniques du foie (CLD), la France compte entre 

1500 et 2500 cas de cirrhose par million d’habitants selon l’Association Française pour l’Étude 

du Foie (AFEF), avec 150 à 200 cas par million d’habitants détecté chaque année. Une étude 

récente sur la toxicité hépatique a révélé sur une période de trois ans chez une population 

française (15) une incidence de 14 cas par an pour 100 000 habitants, avec un taux 

d'hospitalisation de 12 % et un taux de mortalité de 6 %. La cirrhose, accompagnée de ses 

complications, est la cinquième cause de mortalité en France (Figure 1), avec 10 000 à 15 000 

décès par an. Selon l'InVs (Institut national de veille sanitaire), en 2017, environ 200 000 

personnes ont été diagnostiquées avec une cirrhose, et parmi elles, 30% étaient à un stade 

avancé. Plus récemment, des données épidémiologiques issues de tests non invasifs ont 

permis d'éclairer un peu plus la situation. Elles indiquent qu'environ 5 % des individus de la 

population générale présentent une fibrose avancée lorsqu'ils sont évalués par élastographie 

hépatique au moyen du FibroScan (16–18). Ce chiffre tombe à 2,8 % lorsque le FibroTest est 

utilisé pour le dépistage (19). Ces statistiques sont importantes car elles permettent de prédire 

les événements de santé liée aux maladies du foie et, à plus grande échelle, la mortalité 

globale (20). La prise en charge de cette pathologie nécessite environ 55 000 hospitalisations 

par an, représentant jusqu'à 15 % de la charge de travail des services médicaux spécialisés 

(21).  
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Figure 1: Estimation de la mortalité par cancer du foie en France. 

Estimations de la santé mondiale 2020 : Décès par cause, âge, sexe, par pays et par région, 2000-

2019. Genève, Organisation mondiale de la santé ; 2020. 

I.2. Hépatotoxicité : généralités  

L'hépatotoxicité fait référence à la capacité de certaines substances ou agents 

exogènes, médicamenteuse ou non à causer des dommages au foie, entraînant une altération 

de la fonction hépatique. La fréquence des hépatites toxiques est probablement élevée due 

aux effets indésirables médicamenteux qui peut toucher le foie. 

 

L'hépatite toxique aiguë constitue la principale cause de transplantation hépatique aux 

Etats-Unis (22). Les seules informations disponibles concernent principalement les cas 

symptomatiques, généralement sévères. La gravité de l'hépatite toxique aiguë dépend 

principalement du degré d'insuffisance hépatique, culminant avec l'hépatite fulminante.  

 

Les principales substances responsables de cette toxicité sont des médicaments 

(comme le paracétamol, les antibiotiques et les antiépileptiques) et des substances non 

médicamenteuses comme les champignons (notamment l'amanite phalloïde). Plus rarement, 

des produits de phytothérapie, des substances illicites et des produits chimiques industriels 

peuvent également être impliqués. Les mécanismes des lésions hépatiques varient 

considérablement en fonction de la substance toxique et l'hépatotoxicité peut être prévisible 

(dose-dépendante) ou imprévisible (dose-indépendante). 

 

Le diagnostic d'hépatite toxique aiguë repose principalement sur un processus 

d'élimination. Aucun test biologique, y compris la biopsie du foie, n'est suffisamment spécifique 

pour confirmer une atteinte hépatique d'origine toxique. Avant de conclure que la cause de 

l'intoxication est toxique, il est essentiel d'exclure d'autres causes plus courantes. 

 

Par conséquent, lorsqu'une hépatite aiguë est suspectée, une approche méthodique 

doit être suivie. Tout d'abord, il est important d'évaluer la sévérité de l'insuffisance hépatique, 

de prévenir son aggravation en instaurant un traitement approprié si nécessaire, d'examiner 

son impact sur les principaux organes, de déterminer la cause sous-jacente et d'évaluer la 
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nécessité de transférer éventuellement le patient vers un centre spécialisé pour une éventuelle 

prise en charge du remplacement hépatique ou une transplantation (23). 

I.2.1. Différents types d’hépatites toxiques 

I.2.1.1. Hépatite toxique alcoolique 

L'hépatotoxicité alcoolique désigne les effets néfastes d'une consommation excessive 

d'alcool sur le foie. Cette affection progresse par étapes, en commençant par l'accumulation 

de graisse dans les cellules du foie, ce qui entraîne une stéatose hépatique, suivie du 

développement potentiel d'une hépatite alcoolique aiguë caractérisée par une inflammation et 

des lésions des cellules du foie et, à long terme, du risque de cirrhose où le tissu hépatique 

sain est remplacé par du tissu cicatriciel (Figure 2). L'hépatotoxicité alcoolique se présente 

typiquement comme un état fébrile subaigu accompagné d'un ictère et d'une hypertrophie du 

foie. Dans ce cas, les transaminases dépassent rarement 300 UI/L, avec un rapport AST/ALT 

supérieur à deux, mais l'hyperbilirubinémie peut être notablement prononcée, atteignant des 

taux de 300 à 500 μM. Il s'y ajoute souvent une hyperleucocytose (jusqu'à 50 g/L), un 

allongement du temps de prothrombine (TP) et une hypoalbuminémie (24). 

 

Le mécanisme implique que le métabolisme de l'alcool génère des sous-produits 

nocifs, une inflammation et un stress oxydatif. Les lésions hépatiques résultent des effets 

toxiques de l'acétaldéhyde, ainsi que de la libération locale de cytokines pro-inflammatoires 

(TNF-alpha, IL-1, IL-6 et IL-8) et de la génération de radicaux libres, entraînant une 

perturbation de la fonction mitochondriale (25). Le diagnostic définitif implique généralement 

une biopsie du foie, révélant une nécrose acidophile et ballonnante des hépatocytes dans la 

région centrale du foie. Les hépatocytes présentent des mitochondries géantes et des corps 

hyalins de Mallory. En général, l'hépatite alcoolique a tendance à s'aggraver au cours des 

premières semaines d'hospitalisation. Le taux de mortalité peut atteindre 40 %. Le processus 

de guérison est lent et peut durer jusqu'à six mois, même en cas d'arrêt complet de la 

consommation d'alcool.  

 

I.2.1.2. Hépatite toxique chimique  

L'hépatite toxique chimique fait référence à une inflammation du foie causée par 

l'exposition à des substances chimiques toxiques. Ces substances, souvent des produits 

chimiques industriels, des médicaments (paracétamol ou antibiotique), ou des solvants 

comme les hydrocarbures halogénés (chloroforme, le trichloréthylène et le perchloréthylène) 

contribuent à endommager le foie. Le tétrachlorure de carbone (CCl4) en est un exemple 

frappant. Dans le passé, les industries utilisaient le CCl4 comme agent de dégraissage, et 

l'agriculture l'employait comme insecticide pour traiter les grains par fumigation. Cette 

molécule se transforme en métabolites hautement nocifs qui génèrent des radicaux libres et 

d’adduits. Ces sous-produits toxiques qui provoquent des lésions des cellules du foie, 

entraînant la mort cellulaire, ainsi que d’autre conséquences comme l’initiation des réactions 

qui affectent l'intégrité des membranes cellulaires. 

 

Le CCl4, par son mécanisme de toxicité indirecte, déclenche une nécrose 

hépatocytaire accompagnée d'un ictère et d'une nécrose tubulaire rénale. Ce phénomène est 

généralement précédé de symptômes neurologiques transitoires tels que vertiges, troubles 

visuels et confusion, ainsi que de problèmes digestifs tels que douleurs abdominales, 

vomissements et diarrhée. Les expositions chroniques aux solvants sont responsables du 

développement de cirrhoses. Après une première phase de troubles digestifs, elle conduit à 
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une hépatite stéatosique accompagnée d'une nécrose tubulaire rénale et d'une psychose 

toxique. Une exposition prolongée à ces agents peuvent conduire à l'évolution vers la cirrhose 

(24). 

 

 

Figure 2: L’évolution des maladies chroniques du foie. 

La fibrose hépatique, en réponse à diverses causes telles que l'infection virale, l'alcool et la NASH, se 

forme lors de lésions chroniques du foie. Indépendamment de la cause initiale, des lésions répétées 

entraînent des dommages et d’inflammation, conduisant à une fibrose progressive. Une fois que la 

cirrhose s'installe, la réversibilité des lésions devient difficile, et des complications surviennent. Si l'on 

élimine la cause de la fibrose, une guérison partiellement complète est possible aux premiers stades. 

La transplantation hépatique reste le seul traitement en cas d'insuffisance ou de cancer du foie. 

 

I.2.2. Physiopathologie : fibrose et cirrhose 

En raison de ses fonctions essentielles, le foie occupe une place cruciale dans 

l'organisme. Il accomplit des tâches telles que le métabolisme des glucides par le biais de 

processus tels que la gluconéogenèse et la glycogénolyse. En outre, il est responsable de la 

synthèse de diverses protéines telles que l'albumine, les lipoprotéines, les facteurs de 

coagulation et les globines. En outre, il joue un rôle dans la production de lipides tels que les 

apolipoprotéines A, B, C, E, le cholestérol et les acides biliaires. Le foie est également impliqué 

dans le traitement des xénobiotiques, qui sont des substances étrangères qui pénètrent dans 

l'organisme. 
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Dans un foie sain, la matrice extracellulaire est limitée à certaines zones, comme la 

capsule et les espaces portaux entourant les gros vaisseaux sanguins. La matrice 

extracellulaire est constituée de différents types de cellules, dont les hépatocytes (cellules 

épithéliales), les cellules endothéliales, les cellules immunitaires (comme les cellules 

dendritiques, les mastocytes et les lymphocytes NK), les cellules de Kupffer (qui sont des 

macrophages spécialisés) et les cellules stellaires du foie (26). 

 

La base de la physiopathologie de la fibrose est l'accumulation excessive de 

substances de la matrice extracellulaire menant à des lésions ou inflammations du foie et des 

voies biliaires. De multiples facteurs contribuent aux lésions des cellules hépatiques : une 

production accrue d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (O2--, OH2-, H2O2), associée à 

une carence en antioxydants (glutathion) et/ou à un dysfonctionnement des enzymes 

protectrices (glutathion peroxydase, superoxyde dismutase). Les ROS réagissent, entre 

autres, avec les acides gras insaturés des phospholipides (peroxydation lipidique), ce qui 

entraîne des lésions des membranes et des organites (lysosomes, réticulum endoplasmique). 

Cela déclenche une élévation de la concentration de calcium intracellulaire, activant les 

protéases et d'autres enzymes, ce qui finit par provoquer des dommages cellulaires 

irréversibles (27). 

 

La fibrose hépatique résulte d'un déséquilibre entre la fibrogenèse et la fibrolyse (28), 

en faveur de la fibrogenèse, et se déroule en plusieurs étapes (Figure 2). Lors de la mort des 

hépatocytes lésés, les enzymes lysosomales libérées déversent des cytokines de la matrice 

extracellulaire. Ces cytokines et les débris cellulaires des cellules décédées stimulent les 

cellules de Kupffer dans les sinusoïdes hépatiques et attirent les cellules inflammatoires. Les 

cellules de Kupffer et les cellules inflammatoires recrutées sécrètent des cytokines (TGFβ, 

MCP-1) qui transforment les cellules stellaires hépatiques en myofibroblastes (29), 

convertissent les monocytes circulants en macrophages activés et déclenchent la prolifération 

des fibroblastes. Il en résulte une augmentation de la synthèse de la matrice extracellulaire 

par les myofibroblastes et les fibroblastes, ce qui entraîne un dépôt accru de collagènes (type 

I, III, IV), de protéoglycanes et de glycoprotéines dans l'espace de Disse déclenchant une 

inflammation. Comme compensation des hépatocytes détruites, une régénération des 

hépatocytes restants aura lieu. En raison de la fibrose, cette régénération ne conduit plus à la 

reconstitution de lobules normaux mais à la formation d'amas d'hépatocytes ayant perdu leurs 

connexions vasculaires et biliaires, appelés nodules de régénération (30). 

La cirrhose est une distorsion de l'architecture typique du foie due à la présence de 

tissu cicatriciel et de nodules irréguliers de cellules hépatiques (Figure 2). Ces anomalies 

structurelles sont liées à des zones d'inflammation, à des blocages dans la circulation du sang 

et de la bile, et constituent des points focaux pour le développement d’une cirrhose. L'évolution 

de la cirrhose peut se faire silencieusement sur de nombreuses années à travers des stades 

intermédiaires, en fonction de l'étendue de l'inflammation chronique du foie et de la fibrose. 

Ces irrégularités de forme et de structure tendent à progresser, provoquant finalement la perte 

de tissu hépatique et des perturbations des fonctions hépatiques cruciales qui l'accompagnent. 

Les phases finales englobent l'insuffisance hépatique et l'émergence de tumeurs primaires, le 

carcinome hépatocellulaire étant le plus répandu (3). Des facteurs tels que l'obésité, le diabète 

et la stéatohépatite sont reconnus comme contribuant au CHC (31). 
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I.2.3. Diagnostique 

La cirrhose marque la phase avancée des affections chroniques du foie, qui peuvent 

avoir diverses origines, notamment des causes virales (le plus souvent les infections par les 

hépatites A, B et C), des facteurs liés à l'alcool, des médicaments, des déséquilibres 

métaboliques ou l'exposition à des toxines. La maladie se développe généralement lentement 

et reste souvent sans symptôme pendant une longue période. Le taux de progression de la 

maladie et l'apparition de complications sont donc difficiles à prévoir. Le diagnostic de cirrhose 

est souvent posé lorsque des complications telles que le carcinome hépatocellulaire (CHC) ou 

des hémorragies gastro-intestinales deviennent évidentes. 

 

Cliniquement, la détection précoce s'avère difficile et repose sur des indicateurs 

cliniques suggestifs tels qu'une texture ferme du foie, des angiomes arachnéens, une 

splénomégalie, la présence d'ascite ou d'ictère, ainsi que des anomalies visibles à l'imagerie 

(forme irrégulière du foie, dysmorphie hépatique et signes d'hypertension portale). 

 

Les marqueurs biologiques utilisés pour le dépistage et le suivi de la cirrhose sont 

centrés sur l'évaluation des fonctions vitales principalement assurées par le foie. Ces fonctions 

comprennent la synthèse des facteurs de coagulation (Temps de prothrombine (TP) et rapport 

international normalisé (IRN) et de l'albumine. Parfois, les fonctions métaboliques du foie, 

telles que la dégradation et l'élimination de substances comme l'immunoglobuline polyclonale 

A, la bilirubine et l'ammoniaque, sont évaluées indirectement par des tests sanguins et des 

évaluations cliniques. Les lésions des cellules hépatocytaires sont indiquées par des taux 

élevés de LDH déduit d'un test au lactate déshydrogénase (LDH). La mort des hépatocytes 

est évaluée par la libération de transaminases (ASAT, ALAT) dans la circulation sanguine, 

tandis que la cholestase est indiquée par des niveaux élevés de phosphatases alcalines (PAL) 

et de gamma-glutamyl-transférases (γ-GT). Pour évaluer l'inflammation, les cliniciens 

s'appuient sur les valeurs élevées de la protéine C-réactive (CRP) que l'on trouve normalement 

pendant une inflammation et lésion de foie. 

 

Dans les situations où un diagnostic définitif est incertain, une biopsie du foie reste une 

méthode clé pour confirmer la cirrhose et évaluer la gravité de la fibrose et de l'inflammation. 

Cependant, cette procédure comporte des risques de complications, les hémorragies étant les 

plus graves. C'est pourquoi, depuis peu, le dépistage repose principalement sur des tests de 

fibrose non invasifs. Ces tests comprennent la mesure de la rigidité du foie par ultrason 

(FibroScan®) et l'utilisation de tests biochimiques tels que le FibroTest, le FibroMeter et le 

HepaScore, qui analysent plusieurs marqueurs sanguins et fournissent des résultats sous 

forme de scores. Si ces tests non invasifs ont été initialement développés pour évaluer la 

fibrose dans l'infection chronique par le VHC, ils ont également été validés pour d'autres 

situations telles que l'infection par le VHB, la maladie alcoolique du foie ou la NASH.  

 

En raison de la limite individuelle des tests non invasifs qui empêchent une amélioration 

dans la prise en charge thérapeutique des patients, une approche commune consiste à utiliser 

une combinaison des tests pour générer un score.  

 

L'évaluation de la gravité et l’estimation de l’avenir de la cirrhose nécessite l'existence 

de systèmes de score fiables, qui jouent un rôle important dans la prise en charge globale de 

cette maladie. Ainsi, plusieurs scores sont utilisés régulièrement pour le diagnostic et le suivi 

des patients hépatiques.  
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I.2.3.1. Le score Child-Pugh 

L'objectif des scores de gravité de la cirrhose est d'aider les cliniciens dans la gestion 

quotidienne des patients et d'orienter les soins de manière optimale. Ces scores permettent 

d'estimer le pronostic et sont précieux pour le suivi. Ils ont joué un rôle crucial dans la prise de 

décision thérapeutique, notamment dans l'allocation des organes dans un premier temps avant 

de devenir des outils diagnostiques et de classement largement utilisé. En 1974, le premier 

score a été développé par CHILD et TURCOTTE, puis adapté par PUGH, dans le but initial de 

prédire la mortalité des patients cirrhotiques en postopératoire d'une dérivation chirurgicale ou 

d'une intervention chirurgicale majeure (32,33). Actuellement, seul les scores CHILD et PUGH 

sont cités dans le cadre de la surveillance de la fonction hépatique (34). Le score est basé sur 

5 critères clinico-biologiques : Bilirubine totale, albumine, ascite, encéphalopathie hépatique 

et le statut nutritionnel. Le dernier critère est ensuite remplacé par le temps de prothrombine 

(TP) pour créer le score actuellement utilisé. 

 

Les patients sont classés en 3 catégories selon le Tableau.1 : 

- Les scores 5 < Child-Pugh A < 6, indique une fonction hépatique préservée 

- Les scores 7 < Child-Pugh A < 9, indique une fonction hépatique modérément altérée 

- Les scores 10 < Child-Pugh A < 15, indique un dysfonctionnement hépatique avancé. 

L'avantage de ce score réside dans sa simplicité et son rapport coût-efficacité. Il 

présente une sensibilité et une spécificité de l'ordre de 80 %. Il permet de prédire efficacement 

la mortalité des patients cirrhotiques à un an (34). 

Tableau 1: Score de Child Pugh Turcotte pour la gravité de la cirrhose.  

Le score de CTP utilise 2 paramètres cliniques (encéphalopathie et ascite) et 3 paramètres 

biologiques (bilirubine, albumine et temps de prothrombine). Les patients sont classés en classe A, B 

et C en fonction de leurs points totaux 

 TP 
Albumine 

(g/L) 

Bilirubine 

(µmol/l) 
Ascite 

Encéphalopathie 

hépatique 

1 point > 50% > 35 < 35 Absente Absente 

2 points 40-50% 28-35 35-50 
Légère à 

modérée 
Modérée 

3 points < 40% < 28 >50 Sévère 

Tendue ou 

réfractaire aux 

diurétiques 

 

Cependant, le score a des limites dans son application. Lors de l'évaluation du 

pronostic du patient, les comorbidités, l'âge et les facteurs de risque ne sont pas pris en 

compte. Les critères d'évaluation de l'ascite et de l'encéphalopathie hépatique sont subjectifs, 

ce qui entraîne des biais de classification chez les praticiens. Ils peuvent être influencés par 

certains traitements, comme les diurétiques pour l'ascite ou la lactulose pour l'encéphalopathie 

hépatique. Seules quelques complications de la cirrhose sont prises en compte. De plus, les 

variations continues des valeurs biologiques ne sont pas prises en compte : par exemple, une 

bilirubine totale de 57 µmol/L a le même poids que 530 µmol/L. 

 

I.2.3.2. Le score MELD (model for end-stage liver disease)  

Le système de notation Model for End-Stage Liver Disease (MELD) a été formulé par 

MALINCHOC et al. à la Mayo Clinic au début des années 2000, principalement pour prédire 
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la survie à 3 mois après la pose d'un shunts porto-systémiques intrahépatiques transjugulaires 

(TIPS) (35). Validé par la suite pour une application pronostique plus large, il démontre une 

association solide avec la mortalité à 3 mois (36). Le score MELD repose sur des paramètres 

biologiques de routine objectivement mesurables, à savoir la bilirubine, le rapport international 

normalisé (IRN) et la créatinine. Malgré la simplicité des variables d'entrée, son calcul 

quantitatif implique une formule complexe (équation.1). Pour les patients dépendants de la 

dialyse, une valeur standardisée de créatinine de 352 µmol/l est prise en compte. Le score 

MELD s'étend de 6 à 40, les scores les plus élevés indiquant un risque accru de mortalité à 

court terme (36). 

Équation 1: Score MELD (model for end-stage liver disease) 

[

𝑴𝒆𝒍𝒅 = 𝟑, 𝟕𝟖 × 𝒍𝒏(𝒃𝒊𝒍𝒊𝒓𝒖𝒃𝒊𝒏𝒆[𝒎𝒈/𝒅𝒍]) +

𝟏𝟏, 𝟐 × 𝒍𝒏(𝑰𝑵𝑹) +
𝟗, 𝟓𝟕 × 𝒍𝒏(𝒄𝒓é𝒂𝒕𝒊𝒏𝒊𝒏𝒆[𝒎𝒈/𝒅𝒍])  +

𝟔, 𝟒𝟑

] 

De manière analogue au score de Child-Pugh, certaines variables du score MELD sont 

sujettes à l'influence des interventions médicales : le IRN est perturbé par les anticoagulants 

et la créatinine est affectée par les diurétiques. Le score MELD est utilisé comme référence 

pour l'attribution des greffes de foie. Il a récemment été remplacé par le score MELD-Na, qui 

intègre la concentration plasmatique en sodium, également un facteur pronostique. Les 

nouvelles versions, comme le MELD 3.0, visent à améliorer la distribution équitable des 

ressources en organes (37). En France, sous le guide de l’agende de Biomédecine, les 

décisions d'allocation d'organes - à l'exception des cas "super urgents" - sont basées sur le 

score de foie depuis mars 2007, avec le score MELD comme paramètre principal. Il est à noter 

que pour l’indication hépatocarcinome, on prend également des paramètres carcinologiques 

regroupés dans le score AFP. 

 

Ce score a remplacé l’ancien critère « le temps d’attente sur liste » et a permis de 

réduire la mortalité sur la liste d'attente en donnant la priorité aux candidats dont le pronostic 

à court terme est le plus compromis (38). Cependant, des divergences associées au sexe 

dans le score MELD ont été identifiées en raison de disparités dans la masse maigre, qui se 

manifestent par des taux de créatinine sérique plus faibles chez les femmes. Cela se traduit 

par une probabilité de transplantation inférieure de 30 % et une augmentation de 20 % de la 

mortalité sur liste d'attente chez les femmes par rapport aux hommes (39). De nouveaux 

systèmes d'évaluation sont en cours de développement pour améliorer la prise en charge des 

patients souffrant de cirrhose et de décompensation hépatique. Ces systèmes intègrent de 

nouvelles idées et les dernières technologies, en utilisant des algorithmes basés sur des 

réseaux neuronaux profonds. Ils intègrent également des données cliniques antérieures, le 

score MELD 3.0 existant, des indicateurs de fragilité et des mesures du volume de la masse 

musculaire obtenues par tomodensitométrie (40). 

 

Néanmoins, il convient de reconnaître que toutes les complications, indépendamment 

de leur impact négatif substantiel, ne sont pas incluses dans le champ d'application du score 

MELD - les exemples incluent les ascites réfractaires, les hémorragies gastro-intestinales 

récurrentes, la maladie d'Osler, le prurit récalcitrant, la cholangite sclérosante primitive, etc. 

La prise en compte de ces complications peut être intégrée par le biais d'une évaluation 

d'experts afin de faciliter un accès équitable à la transplantation. 
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I.2.3.3. Le score ALBI (albumine-bilirubine) 

Le score ALBI (albumine-bilirubine), une mesure fondée sur l'analyse de l'albumine et 

de la bilirubine sériques, résulte de l'application d'une expression mathématique :  

Équation 2: Score ALBI (albumine-bilirubine). 

𝑺𝒄𝒐𝒓𝒆 𝑨𝑳𝑩𝑰 = 𝐥𝐨𝐠 𝟏𝟎 𝒃𝒊𝒍𝒊𝒓𝒖𝒃𝒊𝒏𝒆 (µ𝒎𝒐𝒍/𝑳) × 𝟎, 𝟔𝟔 + (𝒂𝒍𝒃𝒖𝒎𝒊𝒏𝒆(𝒈/𝑳) × −𝟎, 𝟎𝟖𝟓 )  

 

En fonction de son calcul, les patients sont classés en 3 grades (41) : 

Grade 1 : scores ≤ -2,6 

Grade 2 : scores compris entre -2,6 et -1,39 

Grade 3 : scores ≥ -1,39 

Il est proposé pour évaluer objectivement la fonction hépatique (42). Sa supériorité 

prédictive sur le score de Child Pugh semble être substantielle dans le contexte du pronostic 

de survie à long terme dans des scénarios spécifiques. Dans une étude rétrospective menée 

en Chine auprès de 221 patients atteints de carcinome hépatocellulaire et soumis à une 

chimio-embolisation, les patients classés ALBI-1 dans la catégorie Child-Pugh A5 ont présenté 

des taux de survie globale supérieurs à 1, 3 et 5 ans par rapport à leurs homologues classés 

ALBI-2 dans la catégorie Child-Pugh A5 (92,4 %, 55,7 % et 27,5 % contre 63,3 %, 17,3 % et 

5,5 % respectivement ; Log-rank P < 0,001). Néanmoins, aucune variation statistiquement 

significative de la survie globale n'est apparue entre les cas de désignation ALBI-2 dans le 

milieu de Child-Pugh A5 ou Child-Pugh A6 (43). La baisse des performances peut s'expliquer 

par différents facteurs, notamment la limitation à deux variables seulement (albumine et 

bilirubine) pour évaluer la fonction hépatique, et l'omission d'autres éléments tels que la 

positivité de l'Ag HBs, ainsi que les niveaux d'AST et d'ALT. 

 

I.2.3.4. Score de d’Amico ou EASL 

D'Amico et al. ont formulé un système de score pronostique qui correspond aux 

différents stades progressifs de la cirrhose. Ce score est fondé sur la présence d'ascites, de 

varices (hémorragiques et non hémorragiques) et sur le risque évolutif respectif des cinq 

stades (44). Ce score est un outil simple pour prédire le risque de complications et de mortalité 

chez les patients cirrhotiques. 

 

 Le score de l'EASL établi par l'Association européenne pour l'étude du foie (EASL), 

fonctionne sur le même principe fondamental, mais affine les critères et inclut des facteurs 

supplémentaires (45). Le rôle de ce score se limite au pronostic de la maladie ; Il fournit une 

évaluation plus complète de la progression de la maladie en prenant en compte des éléments 

tels que les taux de bilirubine, les taux d'albumine et l'IRN (International Normalized Ratio), en 

plus de la présence d'ascites et de varices. 

 

Les deux systèmes aident les professionnels de la santé à adapter leurs stratégies de 

prise en charge en fonction de la gravité de la maladie et des risques potentiels encourus. 

 

Dans la recherche permanente d'un meilleur outil de diagnostic, la recherche sur les 

biomarqueurs s'est concentrée sur les molécules impliquées dans le processus des lésions 

hépatiques, notamment les biomarqueurs à base de protéines (BM), les microARN et les 

collagènes comme présenté ci-dessous. 
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I.2.4. Biomarqueurs potentiels des atteintes hépatique et de l'hépatotoxicité 

Malgré leur utilisation croissante dans le contexte clinique, les biomarqueurs 

cliniquement utilisés et qui sont mentionnée précédemment : alanine aminotransférase (ALT),  

aspartate aminotransférase (AST), phosphatase alcaline (ALP), bilirubine totale, gamma-

glutamyl transférase (GGT), Albumine totale, temps de prothrombine (TP) et rapport 

international normalisé (IRN), ammoniaque, la lactate déshydrogénase (LDH) et la protéine C-

réactive (CRP) ainsi que la combinaison des scores effectué manquent de spécificité et de la 

sensibilité requises pour prédire efficacement l'évolution clinique de la maladie.  

 

Cependant, il existe plusieurs biomarqueurs prometteurs qui ont le potentiel d'améliorer 

la prévention des lésions hépatiques (7,46). Il s'agit notamment de la glutamate 

déshydrogénase (GLDH), de la kératine 18 (K18), de la sorbitol déshydrogénase (SDH), de la 

glutathion S-transférase (GST), des acides biliaires, de l'ostéopontine (OPN), Fatty Acid 

binding protein 1 (FABP1), High mobility Group Box-1(HMGB1) et du micro-ARN 122 (miR-

122) (Tableau 2). 

 

I.2.4.1. Glutamate Déshydrogénase (GLDH) 

La GLDH est une enzyme présente dans les mitochondries des cellules du foie. Elle 

est impliquée dans le métabolisme des acides aminés et joue un rôle dans le cycle de l'urée, 

qui est responsable de l'élimination de l'azote en excès dans l'organisme. Sa localisation lui 

confère le caractère d’un biomarqueur d’hépatotoxicité en reflétant l’altération structurelle des 

mitochondries des cellules hépatiques (47). Contrairement aux transaminases (ALT), les 

GLDH n’augmente pas durant une lésion musculaire due à un exercice physique (48), d’où sa 

considération comme un marqueur plus spécifique des lésions ou blessures de cellules 

hépatiques. 

 

La GLDH peut être utile pour détecter des lésions hépatocellulaires légères non 

avancé, qui peuvent ne pas être mise en évidence par d'autres marqueurs tels que l'ALT et 

l'AST (49). La GLDH peut être particulièrement utile pour évaluer les lésions hépatiques 

induites par les médicaments, les expositions toxiques et les stades précoces des lésions 

hépatiques (47,50). 

 

Cependant, la GLDH présente des inconvénients tels que l'insensibilité à certains 

agents hépatotoxiques. Par exemple des niveaux élevés de GLDH ont été mesurés chez des 

patients traités à l'héparine, une molécule sans hépatotoxicité apparente (51). Dans une autre 

étude, l'administration d'une forte dose de furosémide à des souris a induit une nécrose des 

hépatocytes, entraînant une augmentation des taux d'ALT, mais aucune augmentation des 

taux sériques de GLDH ou d'ADN mitochondrial (49). 

I.2.4.2. Kératine (K18) 

La K18 est une protéine qui fait partie du cytosquelette des cellules épithéliales, y 

compris celles du foie. Elle assure la stabilité structurelle et le soutien des cellules. La protéine 

K18 est particulièrement abondante dans les hépatocytes (52). 

 

Les lésions hépatiques induites par des médicaments ou des infections virales peuvent 

entraîner la mort des hépatocytes par divers mécanismes, notamment l'apoptose et la 

nécrose. Au cours de l'apoptose, la protéine K18 est présente sous deux formes : la forme 

complète (K18) et la forme clivée (M30) par la caspase (53). Par conséquent, la mesure des 
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taux circulants de K18 et de ses fragments, en particulier M30, peut fournir des indications sur 

la progression de la mort des cellules hépatocytaires (54). 

 

Bien que la mesure de K18 et de M30 ne soit pas invasive et puisse fournir des 

informations sur les signes précoces de lésions hépatiques, la spécificité de K18 et de M30 

comme biomarqueurs est discutable car la protéine est exprimée par toutes les cellules 

épithéliales simples. En outre, des niveaux élevés de K18 et de M30 sont associés à de 

nombreuses maladies telles que le cancer du poumon, le cancer des voies biliaires, les 

infections par le VHB et le VHC et la stéatose hépatique non alcoolique (55–58).  

 

L'une des limites de ce biomarqueur individuel réside dans le chevauchement important 

de ses niveaux entre les patients atteints ou non de NASH, ce qui a un impact sur sa sensibilité 

et sa spécificité. Cela suggère que la CK18 seule n'est pas suffisamment précise pour une 

utilisation clinique et souligne la nécessité de combiner d'autres marqueurs sériques, tels que 

le médiateur de surface de l'apoptose FAS (sFAS). Le sFAS est impliqué dans l'activation de 

la voie extrinsèque de l'apoptose dans les hépatocytes et peut améliorer la précision du 

diagnostic (55). 

 

I.2.4.3. Sorbitol déshydrogénase (SDH) 

La SDH est une enzyme cytoplasmique qui métabolise le sorbitol, un sucre-alcool. Elle 

se trouve principalement dans le foie et les testicules. La SDH a été étudiée comme 

biomarqueur pour des maladies hépatiques et testiculaires (59). 

 

Des taux élevés de SDH dans le sang suggèrent que les hépatocytes sont 

endommagés et que leur contenu cellulaire, y compris des enzymes telles que la SDH, 

s'échappe dans la circulation. C'est un indicateur plus sensible des lésions hépatocellulaires 

que les transaminases, car ses augmentations sont plus prononcées aux premiers stades des 

lésions hépatocytaires (60). Il convient de noter que certains médicaments inhibent 

l'expression de l'ALT, ce qui pourrait masquer des lésions hépatiques normalement détectées 

par la SDH. La sensibilité variable et le manque de capacité à différencier les causes sous-

jacentes des lésions limitent son utilisation dans la pratique clinique. 

 

I.2.4.4. Glutathion S-transférase (GST) 

La GST est une enzyme cytosolique présente dans divers tissus, dont le foie. Elle joue 

un rôle crucial dans les processus de détoxification cellulaire des composés endogènes et 

exogènes, y compris les médicaments, les toxines et les espèces réactives de l'oxygène. Les 

lésions hépatiques entraînent sa libération dans le plasma à partir du cytosol hépatique 

(61,62). L'avantage par rapport aux transaminases est qu'elle est sécrétée en plus grande 

quantité (63). D’autre part, il a été démontré que les niveaux de GST dans le plasma peuvent 

être associés à des dépôts de lipides dans le foie, ce qui suggère l'utilisation de la GST pour 

diagnostiquer la NASH.  

 

Des études ont montré que la GST (glutathion-S-transférase) est un marqueur fiable 

des lésions hépatiques, plus sensible que l'ALT et l'AST. Cependant, il a été constaté que la 

GST ne fournit pas d'informations supplémentaires pour déterminer précisément le moment 

où les lésions hépatiques se produisent ou se résorbent, ni pour évaluer la gravité de chaque 

type de lésion hépatique induite. Cette observation est faite par rapport au panel de marqueurs 

déjà établi à ces fins (63). 
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I.2.4.5. Acides biliaires  

Les acides biliaires sont synthétisés dans le foie et sécrétés dans les voies biliaires. Ils 

servent de biomarqueurs pour les lésions hépatiques induites par les médicaments, en raison 

de leurs propriétés détergentes, amphiphiles et émulsifiantes, qui altèrent l'intégrité de la 

membrane cellulaire et entraînent des effets cytotoxiques. 

 

L'accumulation d'acides biliaires dans les hépatocytes peut déclencher des 

mécanismes de régulation adaptatifs. Les effets toxiques des acides biliaires peuvent survenir 

lorsque certains médicaments perturbent la régulation des acides biliaires (64). Les acides 

biliaires présentent une spécificité limitée dans les lésions hépatiques induites par les 

médicaments puisqu'ils peuvent être détectés en grande quantité dans diverses maladies 

hépatobiliaires. 

 

I.2.4.6. Ostéopontine (OPN)  

L'ostéopontine est une protéine sécrétée dans divers tissus et cellules tels les 

macrophages, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et épithéliales, dont le 

foie. C’est une protéine multifonctionnelle dont l'expression est modulée par l'interleukine-1b 

et d'autres agents impliqués dans les réponses inflammatoires aiguës (65,66). 

 

Des études démontrent que l’OPN jouant le rôle d’une cytokine inflammatoire est 

impliquée dans la modulation de la réponse immunitaires, en attirant les neutrophiles, les 

lymphocytes et les macrophages vers les sites de lésions hépatiques (67,68). La mesure des 

niveaux d'ostéopontine pourrait potentiellement aider à prédire des lésions hépatiques en 

cours de développement.  

 

L'application de ce biomarqueur individuel est compliquée par son implication dans 

différents mécanismes au cours d'une toxicité induite par un médicament, comme dans le cas 

de la toxicité de l'acétaminophène (APAP). De plus, l'ostéopontine (OPN) produite par les 

hépatocytes peut se comporter différemment de celle produite par les cellules inflammatoires, 

ce qui rend la compréhension de son mécanisme d'action plus complexe. 

 

I.2.4.7. High mobility Group Box-1 (HMGB1) 

HMGB1 est une protéine nucléaire présente dans divers tissus et qui joue un rôle 

crucial dans les processus liés à l'ADN tels que la réplication, la recombinaison, la réparation 

et la régulation transcriptionnelle. Elle est libérée des cellules dans l'espace extracellulaire en 

réponse aux dommages cellulaires et à l'inflammation (69,70). L'HMGB1 existe sous 

différentes formes, y compris les formes non acétylées, « thiolé » et acétylées, chacune ayant 

des fonctions distinctes dans les processus cellulaires et les réponses immunitaires. 

 

Dans des conditions normales, les formes non acétylées et « thiolé » de HMGB1 

restent localisées dans le noyau mais peuvent être libérées suite à des lesions cellulaires. Lors 

de son passage dans l'espace extracellulaire, le HMGB1 peut se lier aux récepteurs des 

produits finaux de glycation avancée, ce qui induit une réponse inflammatoire avec un apport 

cellulaire sur le site de la lésion (71,72). Lors d'une hépatotoxicité sévère, le niveau de HMGB1 

augmentent de manière significative. Les taux d'HMGB1 ont tendance à revenir relativement 

vite à leur niveau de base lorsque la fonction hépatique commence à se rétablir (73). Le suivi 
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des taux de changement de HMGB1 au fil du temps pourrait fournir des indications sur la 

progression de la cicatrisation et de la régénération du foie. 

 

Trois limitations principales doivent être surmontés avant que des applications 

cliniques puissent être envisagées. Premièrement, il est essentiel de déterminer avec 

précision la durée de vie de HMGB1 et de ses isoformes chez les patients. La deuxième limite 

réside dans le manque d'informations sur la façon dont l'HMGB1 se propage du site de la 

lésion tissulaire à la circulation sanguine. Enfin, la troisième contrainte est d'ordre technique, 

car la seule méthode actuellement disponible pour caractériser les modifications post-

traductionnelles de l'HMGB1 est la spectrométrie de masse, une technique longue et coûteuse 

qui n'est pas accessible dans un contexte de soins de routine (74). 

I.2.4.8. Fatty Acid binding protein 1 (FABP1) 

FABP1 est une protéine que l'on trouve principalement dans le foie et les reins, avec 

une expression moindre dans d'autres tissus tels que le cœur et les muscles squelettiques 

(75). Elle joue un rôle essentiel dans le transport intracellulaire et la régulation des acides gras. 

FABP1 contribue au contrôle du métabolisme des lipides, à l'utilisation de l'énergie et à divers 

processus cellulaires liés à l'homéostasie des lipides (76). De plus, FABP1 est impliqué dans 

divers processus de maladies métaboliques, notamment les maladies du foie, le cancer, le 

diabète, l'obésité et l'athérosclérose. 

 

Il a été démontré que les niveaux de FABP1 réagissent plus rapidement aux lésions 

hépatocellulaires que les marqueurs traditionnels tels que l’ALAT (75). Des niveaux élevés de 

FABP1 dans le sang pourraient constituer une indication précoce des effets toxiques sur le 

foie. Une augmentation des niveaux de FABP1 a été observée dans diverses affections 

hépatiques, notamment l'hépatite virale B et les maladies hépatiques non alcooliques. 

Inversement, une expression réduite de FABP1 pourrait indiquer une réponse protectrice 

contre les lésions hépatiques. Ces variations dans le taux de FABP1 pourraient fournir une 

stratégie de gestion des affections hépatiques (76,77). 

 

FABP1 a été identifié comme un biomarqueur des lésions hépatiques induites par les 

médicaments (DILI). Il a montré des propriétés supérieures en termes de distribution tissulaire 

et de cinétique par rapport à l'ALT, mais a des limites en termes de prédiction du 

développement de lésions hépatiques induites par les médicaments. Par conséquent, son 

utilisation isolée n'est pas recommandée et elle devrait plutôt être considérée comme un 

complément à l'ALT en tant que marqueur. 

 

I.2.4.9. Micro-ARN 122 (miR-122) 

Le microARN-122 (miR-122) est une petite molécule d'ARN qui joue un rôle important 

dans la régulation des gènes. Il est fortement exprimé dans le tissu hépatique (70 % des 

miARN hépatiques) et est impliqué dans le contrôle de divers processus spécifiques au foie, 

y compris le métabolisme des lipides, l'homéostasie du cholestérol et la réplication virale. MiR-

122 est considéré comme l'un des microARN les plus abondants et les plus spécifiques au 

foie dans l'organisme. Des études récentes ont démontrées qu’une augmentation substantielle 

des niveaux de miR-122 est observé en présence de substances hépatotoxiques (79). A noter 

que, contrairement à l'alanine aminotransférase (ALAT), le miR-122 n'augmente pas en 

réponse à une lésion musculaire, ce qui en fait un indicateur potentiellement sensible des 

lésions hépatiques précoces. 



Roy LAKIS | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 29 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Même si le miR-122 s'est avéré utile pour prédire la présence de NASH, il a montré 

des résultats similaires à ceux d'autres biomarqueurs circulants, y compris la CK18. De même, 

sa combinaison avec d'autres scores n'a pas augmenté la performance du score (46). 

 

Tableau 2: Biomarqueurs sériques et histologiques de la DILI (80). 

 
 

Bien que certains soient prometteurs, ces biomarqueurs n'ont pas encore démontré la 

performance diagnostique ou prédictive requise pour le suivi à moyen ou long terme de la 

CLD. En outre, il est important de noter que ces biomarqueurs ne sont pas couramment 

mesurés dans la pratique clinique de routine, en raison de leur complexité technique et de la 

disponibilité d'autres marqueurs tels que l'ALT et l'AST. Leur utilisation peut être plus courante 

dans des environnements spécialisés ou dans des études de recherche axées sur l'évaluation 
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de l'hépatotoxicité. De ce fait, des biomarqueurs non invasifs, sensibles et spécifiques pour la 

détection précoce des dysfonctionnements hépatiques sont donc toujours attendus. 

I.3. Albumine Sérique Humain (HSA) : généralités 

I.3.1. Synthèse et structure 

Les hépatocytes localisés dans le foie sont responsables de la production de l’albumine 

sérique humaine (HSA). Le processus commence par la sécrétion de pré-pro-albumine, qui se 

transforme ensuite en pro-albumine dans le réticulum endoplasmique (4). Ensuite, le peptide 

N-terminal est excisé dans le réticulum endoplasmique, tandis que l'oligopeptide de 6 acides 

aminés à l'extrémité N-terminale est clivé dans l'appareil de Golgi, ce qui conduit à la 

maturation de la protéine. Dans sa forme native, cette protéine mature consiste en une chaîne 

solitaire contenant 585 résidus d'acides aminés et a un poids moléculaire de 66 438 Da grâce 

à une isoforme prédominante (5). L’HSA est sécrétée dans le système vasculaire à raison de 

10 à 15 g/jour (4). Elle possède une demi-vie d'environ 20 jours et peut subir diverses 

altérations dans les muscles, la peau, le foie et les reins (81), influençant potentiellement des 

aspects tels que la liaison aux ligands et les propriétés antioxydantes. 

 

La séquence primaire de la protéine comprend aussi un résidu tryptophane (Trp214) 

et plusieurs résidus d'acides aminés chargés (lysines, arginines, acides glutamiques et acides 

aspartiques), qui contribuent à sa grande solubilité dans l'eau (5). En outre, l'HSA contient 35 

résidus cystéine, dont 34 sont impliqués dans la formation de 17 liaisons disulfure, ce qui 

contribue à sa stabilité et sa flexibilité (82,83). A signaler, que le résidu cystéine 34 (Cys34) 

n'est pas lié et peut interagir avec d'autres molécules en circulation. 

 

La structure secondaire prédominante de l'HSA est constituée d'hélices α (68 %), sans 

présence d'éléments de feuillets β. HSA adapte une conformation globulaire en forme de cœur 

(82) et comprend trois domaines homologues : le domaine I (résidus 1 à 195), le domaine II 

(résidus 196 à 383) et le domaine III (résidus 284 à 585) (84–86). La structures 3D de l'HSA 

(Figure 3) reste largement cohérente même lorsqu'elle est exposée à une gamme variée de 

ligands. Des interactions hydrophobes et liaisons hydrogènes sont responsables de la 

cohésion entre le sous-domaine IIA et l’interface des deux sous-domaines IA et IB. Le domaine 

III interagit uniquement avec le sous-domaine IIB, alors que les domaines I et III sont séparés 

par un canal substantiel formé par les sous-domaines IB, IIIA et IIIB. C’est pourquoi, les 

interactions entre les domaines est distincte malgré la similitude des structures des domaines 

(82,84,87). 

 

Grace a la présence considérable de résidus acides et basiques, la conformation de 

HSA peut varier à différents niveaux de pH. À des pH inférieurs à 2,7, l'HSA est sous une 

conformation étendue (E). Entre pH 2,7 et 4,3, l’HSA adopte la forme à migration rapide (F), 

caractérisée par une viscosité accrue, une solubilité réduite et une perte d'hélices α par rapport 

aux conditions physiologiques (forme neutre (N)). Pour un pH entre 4,3 et 8,0, le HSA adopte 

la forme N, caractérisée par une structure en forme de cœur (Figure 3). À des pH supérieurs 

à 8,0, l'HSA prendre la forme basique (B), marquée par une affinité accrue pour certains 

ligands par rapport à la forme N (84,88). 
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Figure 3: Organisation modulaire tridimensionnelle des domaines HSA. 

Le panneau de droite montre l'architecture de la séquence HSA, avec trois domaines 

conservés répétés. Le panneau de gauche montre la structure tridimensionnelle de l'HSA avec 

les sous-domaines représentés par des couleurs différentes. 

En outre, des variations dans la conformation de l’HSA sont observées lorsqu’on 

compare la structure de HSA sans ligands à celles qui sont liées à des acides gras (AG). Les 

domaines I et III semblent pivoter autour de leur interface avec le domaine II, ainsi que  la 

rotation du domaine I autour du domaine III (84). 

I.3.2. Rôles et fonctions 

La concentration de HSA circulant dans le sang est l'un des indicateurs les plus utilisés 

pour évaluer l'état de santé d'un individu dans des nombreuses maladies. En outre, l’HSA à 

plusieurs fonctions physiologiques importantes subdivisées en propriété oncotique et non 

oncotique, notamment la régulation de la pression osmotique des colloïdes et de la 

perméabilité des membranes capillaires, la liaison et le transport des ligands, la neutralisation 

des radicaux libres, ainsi que les propriétés antioxydantes et de protection circulatoire (89). 

I.3.2.1. Activités oncotiques 

Le HSA contribue à 80 % de la pression oncotique du plasma (25-33 mm Hg). La 

pression oncotique joue un rôle essentiel dans la stimulation de la synthèse de l'HSA. Cette 

pression est attribuée soit au bas point isoélectrique de l’HSA, soit à la différence de masse 

moléculaire entre le HSA (67 kDa) et les globulines plasmatiques (170 kDa) (90). Due au point 

isoélectrique bas, la charge globale de l’HSA est négative à un pH physiologique (91). 
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I.3.2.2. Activités de fixation et transport 

La structure tertiaire du HSA lui permet de lier et de transporter un large éventail de 

molécules endogènes et exogènes, notamment des métabolites, des gaz (NO), des 

médicaments et composés alimentaires (89,92,93). De plus, l'HSA peut se lier à la bilirubine 

et favoriser sa clairance. L'HSA sert également de réservoir pour le NO, en se liant à la 

cystéine libre (Cys34). La libération de NO par le HSA est due soit suite à une exposition à un 

pH sanguin faible, soit suite à une hypoxie tissulaire modifiant la structure de l'HSA, contribuant 

au maintien du tonus vasculaire (94). L'HSA contribue notamment à la pharmacocinétique de 

différents médicaments (90,95) et participe dans la gestion des déchets toxiques. Par ailleurs, 

des études ont identifié différents sites de liaisons, les sites I et II de Sudlow étant les plus 

importants et les mieux caractérisés. Ces sites sont situés dans les sous-domaines IIA et IIIA. 

I.3.2.3. Activités antioxydantes 

Le HSA est réputé pour ses activités antioxydantes dans le plasma. En particulier, 

l'HSA est la principale source extracellulaire de groupes sulfhydriles réduits, qui piègent les 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) et les espèces réactives de l'azote (RNS). Une autre 

façon de supprimer la production de ces espèces réactives dans l'environnement plasmatique 

est de se lier au Cu (II) libre, un métal qui joue un rôle central dans l'accélération de la 

production de radicaux libres. En outre, l'administration de HSA semble viser à fournir des 

groupes thiols libres et à agir comme un échangeur d'électrons, conduisant à la régénération 

d'autres protéines intravasculaires (92). D'autres sites de liaison semblent encore contribuer 

aux propriétés antioxydantes de l'HSA. Par exemple, les résidus Met sensibles à l'oxydation 

peuvent agir comme des pièges pour les ROS (96–98). Un autre site de liaison est la région 

N-terminale (NTS), qui est responsable de la liaison des métaux (99), empêchant leur 

implication dans la formation de radicaux libres (100). 

 

L'état d'oxydoréduction de l'HSA est défini sur la base de l'état redox de la cystéine 34 

(Cys34). Des études récentes indiquent que le potentiel redox de l'HSA change au cours de 

l'oxydation par différents oxydants, servant de biomarqueur indicatif de ce processus et 

rendant l'HSA plus sensible à la dégradation et à la digestion par la trypsine (101). 

I.3.2.4. Activités circulatoires 

Mal comprises mais tout aussi importante, la HSA possède des fonctions 

anticoagulantes et antithrombotiques. L’HSA est capable à se lier aux S-nitrosothiols formant 

le NO, empêchant l'inactivation rapide du NO et permettant de prolonger ses effets 

antiagrégants sur les plaquettes (89). Une caractéristique remarquable de l’HSA réside dans 

sa capacité à se lier à des substances pro-inflammatoires et à des médiateurs de 

l'inflammation. Le lipopolysaccharide (LPS), l’acide lipotéichoïque et les peptidoglycanes sont 

des composants de surface des bactéries gram-négatives et gram-positives qui activent le 

système immunitaire inné via le récepteur Toll-like 4 (TLR4) et induisent l'inflammation. L'HSA 

se lie à ces molécules par des forces électrostatiques et hydrophobes. (102). 

I.3.3. Propriétés de fixation de l’albumine 

La remarquable capacité du HSA à se lier à diverses molécules et ions métalliques 

découle de sa structure complexe composée de multiples domaines. Ces interactions entre 

l’HSA et les différentes molécules à des implications pour les études en protéomique et la 

découverte de biomarqueurs. 
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I.3.3.1. Sites de liaison des ions métalliques 

L'HSA présente un large éventail de sites de liaison qui peut lier divers ions métalliques, 

notamment Mg(II), Al(III), Ca(II), Mn(II), Co(II/III), Ni(II), Cu(I/II), Zn(II), Cd(II), Pt(II), Au(I/II), 

Hg(II) et Tb(III) (5,103–105). À ce jour, trois sites de liaison primaires d'ions métalliques ont 

été identifiés (Figure 4). Le premier site, appelé site de liaison N-terminal (NTS), est situé à 

l'extrémité N-terminale de la protéine. Ici, Cu(II), Co(II) et Ni(II) se coordonnent avec les atomes 

d'azote apportés par certains acide aminées spécifique et se fixent sur le HSA (106).  

 

Le deuxième site de liaison implique le groupe thiol libre de Cys34, qui a le pouvoir de 

lier des ions comme Au(I), Hg(II) et Pt(II) (104,107,108). La Cys34 est le seul groupe thiol qui 

ne participe pas à un pont disulfure. La chaîne latérale de la Cys34 est positionnée dans une 

crevasse, ce qui limite son accessibilité et renforce la spécificité des interactions avec les 

métaux (109).  

 

Le troisième site de liaison aux métaux est connu sous le nom de site de liaison multi-

métallique primaire ou site de cadmium A (MBS-A). Ce site peut lier divers ions métalliques 

de manière stable. La MBS-A est principalement associée au Zn(II) et au Cd(II), tout en servant 

également de site de liaison secondaire pour le Cu(II) et le Ni(II) (110). La MBS-A est située à 

l'interface entre les domaines I et II, entourée de sites responsables de la liaison des acides 

gras, ce qui implique une influence possible des acides gras sur le transport et la distribution 

des ions métalliques (110,111). 

 

Bien qu'il n'y ait pas encore de preuves expérimentales, l'hypothèse d'un site de liaison 

secondaire pour le Cd(II) a été émise (Figure 4), sous le nom de site de liaison multi-métallique 

secondaire ou site B du cadmium (MBS-B) (112). D'autres sites non spécifiques ou non 

définies pourraient également être impliqués dans la liaison des métaux, mais des études 

complémentaires sont nécessaires (5,113,114). 

I.3.3.1.1. Sites de fixation du cuivre (Cu) 

Les toutes premières études sur l'interaction entre le HSA et le Cu ont montré que le 

HSA pouvait lier moins de deux atomes de Cu (115). Par la suite, il a été démontré que le 

site de liaison spécifique, le NTS, était capable de fixer le Cu (116). 

 

Des études ont également montré l'existence d'un second site de liaison du Cu(II), le 

site de liaison multimétallique (MBS-A) (117). Ce site peut lier d'autres cations métalliques 

divalents avec des affinités similaires (118). Il est à noter que ce site a une très faible affinité 

pour le Cu(II) par rapport au site NTS. Cela signifie que seul le NTS est peuplé par le Cu(II) 

dans des conditions physiologiques (119). 

I.3.3.1.2. Sites de fixation du cadmium (Cd) 

La liaison du Cd(II) à l'HSA s'est avérée similaire à celle du Zn(II). Des études ont 

montré que le HSA est capable de fixer jusqu'à deux ions Cd (II) provenant des sites MBS-A 

et MBS-B. Ceci a été démontré par des études RMN où, après l'ajout d'un équivalent 

111/113Cd (II), deux pics RMN ont été détectés : le premier pic pour 111/113Cd (II), à environ 

130 ppm (site A) et le second pic à environ 20 ppm (site B) (120). 
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Des expériences de compétition avec Cu(II) ont indiqué que la liaison du Cd(II) au site 

MBS-A est trois fois plus faible que celle du Zn(II), et neuf fois plus faible pour le site MBS-B 

(118). 

I.3.3.1.3. Sites de fixation de l’or (Au) 

En raison de l'intérêt porté aux médicaments à base d'or, les chercheurs ont entamé 

des études sur les interactions entre l’or et les sites de liaisons de HSA. Ces études impliquent 

principalement l’échange de ligands dans des complexes ternaires, en raison de l'hydrolyse 

immédiate de l'Au(II) et de l'Au(III) (121,122). 

 

En effet, une étude avait révélé que le complexe phosphine, analogue aux 

médicaments à base d'or, ne présentait aucune affinité pour les sites de liaisons NTS et MBS-

A (118). Le résidu Cys34 a été identifiée comme le seul site de liaison pour Au(I) dans 

l'albumine. Les complexes Au(III) subissent une réduction rapide en présence d'albumine, ce 

qui conduit à la liaison de l'Au(I) à l'HSA (123). 

I.3.3.1.4. Sites de fixation de la dansylsarcosine (Ds) 

La dansylsarcosine se lie préférentiellement au site 2 de la drogue (site 2 de Sudlow). 

Ce site permet la fixation d'autres composés tels que les benzodiazépines (124). En outre, les 

chercheurs ont noté une réduction de la liaison de la dansylsarcosine chez les patients 

souffrant d'une maladie hépatique avancée (125). 

I.3.3.1.5. Sites de fixation de la thyroxine (L-T4) 

La Thyroxine se lie à l'HSA exempté d’acide gras (AG) sur quatre sites distincts (Figure 

4), désignés par Tr-1 à Tr-4 ; Tr-1 réside dans le sous-domaine IIA, Tr-2 dans le sous-domaine 

IIIA, et Tr-3 et Tr-4 dans le sous-domaine IIIB (126). 

 

Sur la base de considérations structurelles, Tr-1 est supposé être le site de liaison de 

la L-thyroxine (L-T4) avec la plus grande affinité. La liaison de la L-T4 à Tr-2 est entravée par 

l'encombrement stérique, qui fait que l'hormone s'oriente vers le solvant, ce qui implique une 

faible affinité de Tr-2 pour la L-T4. Les molécules de L-T4 se lient à Tr-3 et Tr-4 d'une manière 

qui chevauche partiellement la liaison des acide gras au site de fixation d’acide gras FA5 (87). 

Cependant, Tr-4 est considéré comme un site à faible affinité pour la L-T4 face à une liaison 

hydrogène (126). 
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Figure 4: Structure tridimensionnelle de l'HSA représentant les sites de fixation de la L-

thyroxine (L-T4), des acides gras (AG), des ions métalliques ainsi que certains 

médicaments sur l'HSA.  

I.3.3.2. Sites de liaison des acides gras (AG) 

Dans le liquide extracellulaire, l'albumine humaine (HSA) joue un rôle essentiel dans le 

transport des acides gras non estérifiés. L'albumine possède sept sites de liaison à haute 

affinité pour les acides gras (Figure 4), ainsi que plus de 20 sites de liaison à faible affinité. 

Les sites de liaison 7, 3 et 4 de l'albumine, situés respectivement dans le sous-domaine IIA et 

la région sous-structurale IIIA, sont connus comme étant les principaux sites de liaison I et II 

pour divers médicaments. En outre, le site de liaison 1 de l'albumine joue également un rôle 

majeur dans la liaison à certains ligands, notamment des composés endogènes tels que 

l'hème. En revanche, les sites de liaison 2, 5 et 6 sont moins impliqués dans la liaison aux 

ligands (127). 
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Il est important de noter que la liaison de l'albumine aux AG peut poser des problèmes 

lors des études de liaisons ligand-albumine. Certains médicaments qui ne sont pas sélectifs 

in vivo peuvent être transportés par l'albumine après avoir été modifiés par des AG. En outre, 

des modifications post-traductionnelles spécifiques de l'HSA dans des environnements 

particuliers peuvent conduire à une augmentation du nombre de résidus, ce qui peut influencer 

la capacité de liaison de ces formes post-traductionnelles de l'albumine avec les AG. Par 

exemple, les AG entrent en compétition avec la L-T4 (Figure 4) pour la fixation sur les quatre 

sites Tr, et des ratios élevés d'AG empêchent la fixation de la L-T4. Dans le même temps, les 

AG induisent des changements de conformation qui entraînent un réarrangement de la 

structure tridimensionnelle de l'HSA (85,87), ce qui aboutit à la formation d'un cinquième site 

(Tr-5) de liaison de la T4, situé dans la fente entre les domaines I et III (5).  

 

 

I.3.4. Modifications post-traductionnelles de l’albumine (PTM) 

Malgré ses caractéristiques très conservées chez l'humain, l'HSA subit diverses 

modifications structurelles et chimiques affectant ses activités oncotiques et non oncotiques. 

Les modifications post-traductionnelles (PTM), entraînent l'émergence d'isoformes, également 

connues sous le nom de protéoformes (128). Les PTM les plus courants pour l'HSA sont 

présentés ci-dessous (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Les PTM les plus abondants affectant la structure de l'HSA 

I.3.4.1. Oxydation 

Le stress oxydatif peut entraîner de graves altérations réversibles ou irréversibles aux 

différentes protéines, notamment à l’albumine. Le processus d'oxydation affectant plusieurs 
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acides aminés, en particulier la Cys34, est souvent déclenchée par des espèces réactives de 

l'oxygène (ROS), des produits de peroxydation des lipides, des molécules telles que l'acide 

ascorbique, ou des radicaux hydroxyle libres générés par des ions divalents tels que le fer ou 

le cuivre (129).  

 

L'oxydation de la Cys34, qui contient le seul groupement thiol libre, est la modification 

post-traductionnelle (PTM) la plus étudié de HSA. La Cys34 est situé à la surface de l'HSA, à 

proximité de Asp38, His39 et Tyr84 qui sont capables de modifier l'état d'ionisation de la 

Cys34, influençant ainsi sa réactivité (84). Dans des conditions physiologiques, l'albumine 

subit des réactions d'oxydo-réduction basées sur l'état redox de la Cys34 selon les modalités 

suivantes : (i) la mercaptalbumine humaine (HMA) est la forme réduite et la plus abondante 

présentant un groupement sulfhydrile disponible, constituant 70 à 80% de l'albumine totale 

chez les individus sains, (ii) la non-mercaptalbumine humaine 1 (HNA1) est la forme oxydée 

réversible (20 à 30%) qui forme un pont disulfure mixte avec une autre cystéine, une 

homocystéine ou un groupe glutathion, et (iii) la non-mercaptalbumine humaine 2 (HNA2) est 

la forme oxydée irréversible de l'albumine (<5%) (5). 

 

En cas de stress oxydatif important, HNA1, qui est déjà oxydé de manière réversible, 

conduit à la formation d'acide sulfénique (SOH), qui évolue ensuite en acide sulfinique (SO2H) 

ou en acide sulfonique (SO3H) ce qui entraîne la perte permanente de la fonction antioxydante 

de HSA (130). A noter que suite à une réduction des ponts disulfures, le groupe Cys34-SOH 

peut être reconverti en Cys34-SH (4). D’autre part, les altérations de la Cys34 régulent de 

manière allostérique et inhibent de manière compétitive la réactivité de l'HSA. De plus, les 

PTM oxydatives peuvent également impliquer d'autres résidus d'acides aminés, tels que la 

méthionine, la lysine, l'arginine et la proline (131,132). Par exemple, l'oxydation de la Cys34 

par la cystéine déclenche de manière allostérique une N-homocystéinylation rapide de la 

Lys525. En outre, la formation d'un pont disulfure peut empêcher la S-nitrosylation de la Cys34 

(133). 

 

I.3.4.2. Glycation 

La glycation est l'une des modifications post-traductionnelles (PTM) les plus 

fréquemment observées (134). Elle désigne une interaction spontanée et non enzymatique 

entre un monosaccharide et une protéine (135).  

 

Chez les individus normaux, environ 10 % de l'HSA est glyqué, mais cette proportion 

atteint 20 à 30 % chez les patients hyperglycémiques (98). D’autre part, chez des patients 

diabétiques, la glycation de l'HSA causée par l'interaction du glucose avec l'albumine, à travers 

une réaction de base de Schiff, peut entraîner une détérioration de la capacité de l'HSA à lier 

des ligands et d’agir comme un antioxydant. Ce phénomène est dû à des modifications au 

niveau des lysines, des arginines et de l'extrémité N-terminale (136), avec Arg410 et Lys525 

étant les principaux sites de glycation de l'albumine (137). Par exemple, la capacité de liaison 

du Cu(II) (138,139) et de Fe(III) (140) à l'albumine glyquée est plus faible que celle de 

l'albumine saine. De plus, la présence de formes glyquées a été liée à l'oxydation de la 

méthionine, ce qui suggère leur utilisation potentielle comme biomarqueurs pour les conditions 

diabétiques sévères (5,141).  
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D'autres conséquences de la glycation de l'HSA peuvent inclure une exposition accrue 

des régions hydrophobes, un impact sur la liaison et le transport du Trp par l'HSA (142), et 

une augmentions accrue d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (97,143,144). 

 

I.3.4.3. Acétylation 

Au sein des protéines plasmatiques, l'absence de chaîne hydrocarbonée dans la 

structure de l'HSA la rend plus sensible à l'acétylation (5). Par exemple, lorsque l'aspirine 

(acide acétylsalicylique) est présente à une concentration comparable aux taux sanguins 

thérapeutiques, elle réagit avec l'HSA, ce qui entraîne une liaison covalente entre le groupe 

acétyle de l'acide acétylsalicylique et la lysine des groupes N-amino de l'HSA.  

 

Ces résidus de lysine acétylés restent stables pendant au moins 21 jours, comme l'a 

démontré cette étude (145,146) et peuvent contribuer à l'effet anti-inflammatoire de l'aspirine. 

En outre, l'acétylation modifie la capacité du HSA à se lier à d'autres molécules. Par exemple, 

l'affinité de l'HSA acétylé pour la phénylbutazone est augmentée, tandis que son affinité pour 

la bilirubine est diminuée (145). 

I.3.4.4. Dimérisation 

Liée à un stress oxydatif accru, l'albumine peut subir une liaison disulfure 

intermoléculaire par le biais du résidu Cys34, conduisant à la création d'un dimère d'albumine 

(1,11). Cette dimérisation entraîne une diminution des résidus Cys34 disponibles, ce qui 

affecte négativement les capacités antioxydantes et de liaison de l'HSA, tout en ayant un 

impact positif sur la capacité d'expansion du plasma et le transport des médicaments en raison 

de la masse moléculaire doublée et de la demi-vie plasmatique prolongée (147,148). 

 

I.3.4.5. Nitration et nitrosylation 

Le HSA agit à la fois comme un réservoir et un transducteur de NO (monoxyde d’azote) 

(149–151). Notamment, environ 82 % du NO dans le sang est transporté sous forme de S-

nitrosothiol lié au résidu Cys34 de l'HSA (90). En outre, l'HSA a la capacité de lier le NO aux 

résidus Trp et/ou Tyr (152,153). 

 

Il a été démontré que l'HSA nitrosylée atténue les lésions d'ischémie/reperfusion dans 

des modèles animaux, en maintenant une libération soutenue de NO (Semsroth et al., 2005 ; 

Hallström et al., 2008). De plus, la S-nitrosylation de la Cys34 réduit de manière allostérique 

l'affinité des ions Cu(II) et de l'acide palmitique pour l'HSA (154). 

 

D'autre part, la formation de 3-nitrotyrosine (Tyr-3-NO2) par la réaction entre le RNS et 

les résidus Tyr dans les protéines a été largement étudiée et est largement utilisée comme 

biomarqueur des conditions physiologiques et pathologiques médiées par le RNS (155,156). 

 

Enfin, les modifications du résidu Trp par les RNS sont importantes dans des conditions 

physiologiques et pathologiques (152,155). Le Trp libre peut être modifié en plusieurs produits 

nitrés et oxydés par réaction avec différents RNS. Comme les résidus Trp sont plus 

profondément ancrés dans les protéines, cela signifie que les résidus Trp sont exposés à la 

surface et que leur modification peut entraîner une modulation de la reconnaissance 

(macro)moléculaire (152,157). 
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I.3.4.6. Troncation N-terminal et C-terminal 

L'HSA peut subir des troncations aux sites N-terminal et C-terminal (39), par élimination 

des résidus [Asp1-Ala2] (158,159) et [− Leu585] (158) respectivement. Étant donné que le site 

N-terminal est impliqué dans la chélation des ions métalliques libres, l’exclusion de ces résidus 

ont un impact sur la capacité antioxydante de l'HSA (160). Quant à la forme tronquée au niveau 

C-terminal, l’exclusion de la leucine entraîne une réduction de la demi-vie (158). 

 

I.3.5. Aspects biomédicaux et thérapeutiques de l’albumine sérique humain 

Peu après sa découverte, l’utilisation médicale de l’albumine s'est limitée à une 

administration par voie intraveineuse comme substitut sanguin pour le traitement des brûlures 

graves et des pertes de sang. D’autres études ont exploré son utilisation en tant que 

médicament ciblé pour les tissus inflammatoires ou malins, ou pour prolonger la demi-vie d'un 

médicament. En raison de ses propriétés inhérentes, telles que la biocompatibilité et la 

biodégradabilité, la sérum-albumine est largement utilisée dans les études cliniques et 

biomédicales (127). 

 

I.3.5.1. L'albumine et ses applications biomédicales 

L'albumine a un certain nombre d'applications biomédicales, notamment dans le 

contexte de cicatrisation de la peau, d’ingénierie tissulaire du cartilage, d’ingénierie tissulaire 

des os et d’ingénierie tissulaire du cœur. En tant que biomolécules endogènes, les hydrogels 

à base d'albumine peuvent être utilisés comme vecteurs pour une variété de médicaments, en 

les protégeant d'une dégradation potentielle lors d’une application médicamenteuse. D’autre 

part, Les échafaudages poreux à base d'albumine sont couramment utilisés dans l'ingénierie 

tissulaire du cartilage, car l'albumine imitent la structure et les propriétés du cartilage naturel 

et contribue à maintenir la stabilité de l'échafaudage, tout en empêchant le risque de 

transmission de maladies et les traumatismes secondaires. Une autre application de 

l'albumine se situe dans le domaine de l'ingénierie des tissus osseux, où les matériaux à base 

d'albumine, tels que les matériaux d'échafaudage et les allogreffes, ont le potentiel d'améliorer 

la régénération osseuse. De plus, les échafaudages et les hydrogels à base d'albumine sont 

prometteurs pour soutenir l'ingénierie et la réparation des tissus cardiaques en imitant 

l'environnement naturel du cœur et en offrant des avantages uniques pour les thérapies 

régénératives cardiaques (127). 

 

I.3.5.2. L’albumine sérique humaine comme biomarqueur de maladies 

L’HSA sert d’indicateur précieux dans diverses conditions médicales, notamment le 

cancer, l’ischémie, l’obésité post-ménopausique et le diabète. Des isoformes modifiées de 

l’HSA ont été observées et associées à différentes pathologies. Cela souligne l’importance 

des isoformes HSA dans la quête d’exploration des biomarqueurs (161). 

 

Pour la détection d’ischémie, le rôle de l’HSA modifiée par ischémie en tant qu’un 

biomarqueur est attribuable au fait que l’exposition aux tissus ischémiques entraîne des 

altérations au site N-terminus de l’HSA, ce qui modifie la capacité de HSA à chélater les 

métaux et plus spécifiquement le cobalt. Cependant, l’HSA modifiée par l’ischémie ne semble 

pas être exclusive aux tissus spécifiques ou aux conditions cliniques liées à l’ischémie. Une 

étude à démontrer une augmentation de l’insuffisance rénale terminale et de la cirrhose du 

foie (162). 
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Il a été démontré que la glycation protéique est augmentée chez les patients 

diabétiques par rapport aux sujets non diabétiques (5). En effet, le HSA glyqué augmente 

avant l’Hb glyqué (HbA1C), un biomarqueur du contrôle glycémique (163,164), lorsque le 

statut de contrôle glycémique s’aggrave à court terme, permettant ainsi une détection plus 

précoce. L’intervalle de référence de l’HSA glyqué chez les humains normaux est de 6 à 10 % 

de l’HSA glyquée alors que chez les patients souffrant d'hyperglycémie le taux augmente 

jusqu’à 20-30 % (139). Par conséquent, l’HSA glyqué a été proposé comme un outil de 

contrôle à court terme de l’état diabétique chez les patients (90,141). Comme l’une des 

fonctions du foie est la régulation des niveaux plasmatiques de glucose, toute dysfonction, en 

particulier en cas de maladies chroniques du foie, entraînera des anomalies métaboliques du 

glucose. A titre d’exemple, des études, ont démontrés que les valeurs de l’HSA glyqué était 

plus élevées que le taux plasmatiques de glucose chez les patients atteints d’une stéatose 

hépatique alcoolique (165) et de cirrhose du foie (166,167). 

 

Sur la base de ce qui a été présenté et pour pouvoir évaluer l'albumine en tant que 

biomarqueur viable des maladies hépatiques chroniques, plusieurs approches analytiques 

doivent être appliquées pour rassembler les informations nécessaires pour nos études. 

I.4. La protéomique 

La protéomique est un domaine multidisciplinaire qui englobe l’étude systématique et 

complète de toutes les protéines présentes dans un système biologique, y compris leur 

structure, leur fonction, leur expression, leurs interactions, leurs modifications et leur 

dynamique. Il vise à fournir une vue globale du protéome, qui est l’ensemble des protéines 

exprimées par un organisme, une cellule, un tissu ou un échantillon biologique dans un 

contexte spécifique. Pour déchiffrer un protéome, dans notre cas la molécule d’albumine, une 

série d’étapes complexes est nécessaire, y compris la préparation, la séparation et l’analyse 

des échantillons, et enfin le traitement de la base de données (168). 

 

La spectrométrie de masse est la méthode de base pour le domaine de la protéomique. 

Cette méthode mesure la masse sur charge (m/z) d’un ion ainsi que l’intensité du signal après 

ionisation. En se concentrant sur les protéines et les peptides, la majeure partie des analyses 

est basé sur une approche protéomique centrée sur les peptides. Les protéines sont identifiées 

et quantifiées après digestion enzymatique en peptides plus petits et facilement accessibles. 

Cette approche dite "Bottom-Up" est utilisée pour mesurer l'abondance des protéines, 

cartographier les interactions protéine-protéine et diverses modifications post-traductionnelles 

(PTM) (169). En outre, l'utilisation de la spectrométrie de masse a été étendue au domaine de 

la biologie structurelle avec l'intégration des approches de marquage de surface et de cross-

linking chimique, ce qui permet d'obtenir des informations complémentaires sur les nouvelles 

interactions protéine-protéine et même protéine-ADN (170,171).  

 

Contrairement aux approches décrites ci-dessus, la spectrométrie de masse native 

(Top-Down), analyse les protéines intactes et natives. Malgré les progrès réalisés dans le 

domaine de la spectrométrie de masse avec l'introduction de sources d'ionisation telles que 

l'ionisation par électrospray (ESI) (172) et la disponibilité d'analyseurs à haute résolution, 

l'analyse des protéines intactes et des complexes protéiques n'est pas encore aussi aboutie 

que leurs homologues axés sur les peptides. Ceci est principalement dû aux défis posés par 

l'ionisation efficace de grandes protéines intactes. 
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I.4.1. La protéomique basée sur la spectrométrie de masse 

Le principe fondamental d’un spectromètre de masse est de transformer des molécules 

dans leur état naturel en ion à l’état gazeux à partir d’une source d’ionisation et d’obtenir leur 

rapport mass/charge noté m/z. Cette technique permet d’obtenir d’information sur la masse 

moléculaire et la formule brute d’une molécule, ainsi que certaines caractéristiques 

structurelles à partir de la fragmentation des ions (173). Typiquement, un spectromètre de 

masse se compose de trois éléments principaux : une source d'ionisation (pour ioniser les 

substances à analyser), un analyseur de masse (pour sélectionner les ions en fonction de leur 

m/z) et un détecteur d'ions. 

 

Pour pouvoir analyser diverses substances organiques et inorganiques par 

spectrométrie de masse, la première étape consiste à créer des ions à l'état gazeux. Plusieurs 

sources d'ionisation ont été développées, basées sur différents principes pour assurer une 

ionisation optimale. La première technique d'ionisation développée était basée sur l'impact 

électronique (EI), qui consiste à bombarder la molécule cible avec des électrons de haute 

énergie dans le vide, ce qui entraîne une perte d'électrons et donc l'ionisation de la molécule 

(174). Une autre approche développée par Munson et al (175) est basée sur l’ionisation 

chimique (IC) grâce à une réaction entre un ion réactif (CH3
+ ou NH4

+) et la molécule cible. La 

limite avec ces 2 approches (EI et IC) est la nature des molécules qui doit être préalablement 

volatilisé sous vide, sans dégradation thermique, ni transformation au niveau de la source 

d’ionisation. 

 

Pour résoudre les problèmes de fragmentation au niveau de la source, d'autres 

méthodes d'ionisation ont été mises au point pour l'étude des molécules non volatiles de poids 

moléculaire élevé. Ces méthodes d'ionisation se répartissent en deux catégories principales : 

la désorption-ionisation, y compris l'ionisation par bombardement atomique rapide (FAB) (176) 

et la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) (177,178); et la nébulisation-

ionisation y compris l'ionisation par électrospray (ESI) (179), l'ionisation chimique à pression 

atmosphérique (APCI) (180) ainsi que d'autres méthodes. 

 

L'ESI (Figure 6) est particulièrement populaire en protéomique, non seulement en 

raison de sa capacité à ioniser d’une façon douce des substances de poids moléculaire élevé 

telles que les peptides et les protéines sans fragmentation significative à la source (172), mais 

aussi en raison de son potentiel de couplage avec la chromatographie en phase liquide. Cette 

technique consiste à ioniser des molécules en phase liquide sous une haute tension et à une 

pression atmosphérique dans un dispositif formé d'un capillaire et contre-électrode. Sous l'effet 

d'un champ électrique, des gouttelettes chargées contenant des analytes se forment, suivies 

d'une désolvatation par un gaz de séchage, conduisant à une explosion due aux repulsions 

coulombienne. Cette explosion coulombienne entraîne la formation de microgouttelettes, qui 

à leur tour entraînent la formation d'ions gazeux (172). 
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Figure 6: Le principe de l'ionisation des analytes par électronébulisation (ESI). 

Après que les ions aient été formés dans la source, un ou plusieurs analyseurs va 

réaliser le tri des ions en fonction du rapport masse /charge (m/z). Il existe différents types 

d’analyseurs de masse (Tableau 3), tels que les analyseurs quadripolaires (Q), les orbitrap, 

les pièges ioniques quadripolaires (IT), les analyseurs à résonance cyclotronique ionique par 

transformée de Fourier (FT-ICR) ainsi que des analyseurs à temps de vol (TOF). Le quadripôle 

(Q) est constitué de quatre électrodes métalliques qui trient les ions et les transmettent au 

détecteur en faisant varier un potentiel électrique formé par la combinaison d'une tension 

continue et sinusoïdale. Ce courant électrique est appliqué aux pôles opposés des 4 

électrodes, induisant l'oscillation et le mouvement des ions à l'intérieur du quadripôle. Un ion 

traverse l'analyseur quadripolaire si sa trajectoire est stable, c'est-à-dire si l'amplitude de son 

oscillation ne dépasse pas celle de l'espace délimité par les 4 électrodes du quadripôle. Alors 

que pour les analyseurs TOF, les ions formés par une source d’ions pulsée (ESI), sont 

accélères due à une différence de potentiel de 10-30 kV. Ensuite ces ions sont lâchés dans le 

Spectromètre de masse à temps de vol dans lequel ne règne aucun champ électrique. Ayant 

la même énergie cinétique au départ, les ions vont voyager avec des vitesses inversement 

proportionnelles à leur rapport m/z. Les ions lourds mettront davantage de temps à atteindre 

le détecteur final que des ions plus légers. Le TOF va mesurer le temps de vol nécessaire aux 

ions pour le traverser et atteindre le détecteur final (181,182). Ces analyseurs sont 

couramment utilisés en mode tandem MS/MS, tels que Q-Q, Q-IT, Q-TOF et Q-Orbitrap, pour 

mettre en place d’un système de spectrométrie de masse plus sélectif et plus sensible. Le 

principe de la MS/MS est de sélectionner un ion moléculaire ou un ion fragment en utilisant 

d'abord un analyseur MS1, qui sélectionne le m/z de l'ion cible, puis le fragmente dans une 

cellule de collusion, et enfin sélectionne le m/z des fragments de l'ion cible, appelés ions fils, 

à l'aide d'un MS2. Dans la cellule de collision, les ions peuvent se fragmenter soit 

spontanément, soit après l’application d’un voltage et l’injection d’un gaz réacteur (182). En 

utilisant des modes de balayages adapté (MS1, MS2 ou MS1 et MS2 combinés), différents types 

d’informations peuvent être obtenus : (1) une identification des ions fils d’un ion parent 

sélectionné, (2) une identification des ions parents d’un ion fils sélectionné et (3) identification 

des ions parents susceptibles de perdre des fragments neutres de même masse. La 

fragmentation est conçue pour améliorer la caractérisation structurelle des molécules. 
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Tableau 3: Comparaison générale des analyseurs de masse ESI et de leurs propriétés 

(183,184) 

 
Quadripôle 

(Q) 

Piège à 

ions 

linéaire 

(LIT) 

Réflectron 

à temps 

de vol 

(TOF) 

Secteur 

magnétique 

Transformée de 

Fourier résonance 

cyclotronique ionique 

(FT-ICR) 

Quadripôl

e-temps 

de vol 

(Q-TOF) 

Précision 

(ppm) 
100 100 < 5 < 3 < 1 < 5 

Résolution 102-104 103-104 103-104 102-104 104-106 104-105 

MS/MS MS2 MSn MS MS2 MSn MS2 

 

 

C'est pourquoi le mode MS/MS est de plus en plus utilisé en protéomique comme le 

triple quadripôle, MALDI-TOF et le Q-TOF (Figure 7). Ces analyseurs de masse produisent 

des spectres à haute résolution. Ces spectres montrent les fragments produits par le clivage 

des liaisons peptidiques. La différence de masse observée entre deux fragments consécutifs 

correspond idéalement à la masse d'un résidu d'acide aminé. Le séquençage peptidique est 

basé sur l'attribution de ces différences de masse à des acides aminés, ce qui permet de 

reconstruire la séquence peptidique. Cette méthode a cependant des limites, notamment 

parce que certains fragments résultant de processus de collision sont parfois absents du 

spectre MS2. Face à cette limitation, l'identification est réalisée en comparant les spectres 

observés avec les spectres théoriques d'une séquence de référence. Ceci permet une 

identification complète de la séquence même en l'absence de certains fragments.  Ces 

méthodes d'identification sont appliquées aux peptides plutôt qu'aux protéines, car leurs 

spectres de fragmentation sont plus simples (185). 

 

 

Figure 7: Schéma représentatif d’un spectromètre de masse en tandem quadripôle-temps de vol 

(Q-TOF). 

 

En ce qui concerne l'acquisition des données, il existe de nombreuses méthodes, 

notamment l'acquisition dépendante des données (DDA), également connue sous le nom de 

mode d'acquisition dépendante de l'information (IDA), ou l'acquisition indépendante des 
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données (DIA) pour l'analyse non ciblée. En mode DDA, tous les peptides situés dans une 

certaine gamme de masse sont fragmentés, puis les ions les plus intenses détectés dans une 

fenêtre temporelle spécifique sont analysés (186). Quant à l'acquisition DIA, l'instrument se 

concentre de manière séquentielle sur une fenêtre de masse étroite de précurseurs pendant 

une durée déterminée et acquiert les données MS/MS de tous les précurseurs détectés dans 

cette fenêtre. Ce processus est répété de manière incrémentale sur des fenêtres plus petites 

afin de couvrir toute la gamme de masse. La technique la plus courante pour générer des 

données DIA est SWATH-MS (Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical Fragment 

ions). Cette méthode implique que le spectromètre de masse choisisse et fragmente 

systématiquement tous les ions dans des fenêtres de masse définies pendant chaque cycle 

et tout au long de la période d'analyse. Cette approche permet d'obtenir un journal résolu dans 

le temps des ions fragments provenant de tous les précurseurs peptidiques. Par conséquent, 

les données SWATH MS comprennent des cartes d’ions fragments multiplexés capturés de 

manière cohérente dans la gamme spécifiée de masses des précurseurs. La probabilité de 

rencontrer des composés perturbateurs est particulièrement faible. SWATH-MS ne sert pas 

seulement à l'identification, mais facilite également la quantification. Sa capacité à reconnaître 

et à quantifier des substances dans des mélanges complexes sur une large plage dynamique 

et avec une précision constante en fait un outil bien adapté aux efforts de recherche 

comparative. Cependant, de nombreux défis subsistent. Par exemple, les nouveaux outils 

logiciels conçus pour l'analyse DIA doivent résoudre des problèmes spécifiques, tels que la 

discrimination efficace des faux-positifs et des faux-négatifs erronés, ainsi que la 

déconvolution des spectres complexes (187). 

I.4.2. Techniques séparatives des protéines 

Néanmoins, la protéomique est confrontée à plusieurs défis, notamment en ce qui 

concerne la séparation des mélanges protéiques complexes, ce qui limite leurs analyse et 

identification. Diverses techniques de séparation sont employées avant l'injection et l'ionisation 

d’une solution protéiques dans un spectromètre de masse. Ces techniques reposent sur 

plusieurs principes et peuvent être utilisées individuellement ou en combinaison. 

 

La chromatographie liquide est l’une des techniques les plus utilisées pour séparer, 

identifier et quantifier les composants d'un mélange. Elle consiste à utiliser une phase mobile 

liquide pour transporter un échantillon à travers une phase stationnaire placée dans une 

colonne. Le processus de séparation repose sur les affinités et les interactions des 

composants de l'échantillon vis à vis les phases stationnaire et mobile. La détection des 

composants séparés est généralement réalisée par divers moyens, tels que la spectroscopie 

UV-visible, la fluorescence ou la spectrométrie de masse, ce qui permet une analyse 

qualitative et quantitative des constituants de l'échantillon. Pour améliorer les performances 

de séparation et d'analyse dans certains contextes, la chromatographie bidimensionnelle et 

tridimensionnelle a été développée, dans laquelle différents types de chromatographie liquide 

sont couplés et utilisés en série. Par exemple, la chromatographie d'échange cationique, la 

chromatographie d'échange anionique, la chromatographie d'exclusion de taille ou la 

chromatographie d'interaction hydrophile peuvent être combinées à la chromatographie en 

phase inverse (188). 

 

La chromatographie liquide (LC) utilisant des phases mobiles volatiles est la méthode 

préférée pour séparer des mélanges complexes. En présence d'une source d'ionisation 

appropriée, notamment une source ESI, la séparation en ligne directement liée à un 
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spectromètre de masse (MS) peut être automatisée. Cette approche élimine la nécessité 

d'étapes laborieuses de collecte des fractions et permet une analyse à haut débit (189). 

Cependant, l'éventail des méthodes chromatographiques compatibles avec cette configuration 

est limité. La chromatographie liquide en phase inverse (RPLC) (Figure 8) est la technique la 

plus utilisée en protéomique (190–192). Lors de la séparation, les peptides et les protéines 

sont élués de la colonne chromatographique à l'aide d'un gradient de phase non polaire (193). 

D'autres méthodes, notamment la chromatographie d'interaction hydrophile (HILIC) (194), la 

chromatographie d'exclusion de taille (SEC) (195), la chromatographie d'interaction 

hydrophobe (HIC) (196) et la chromatographie d'échange d'ions (IEC) (197) sont encore 

compatibles pour un couplage direct avec la MS. 

 

 

Figure 8: Schéma représentatif de la chromatographie liquide en phase inverse 

I.4.3. Différentes approches protéomique 

I.4.3.1. Approche Top-Down  

La spectrométrie de masse native, également connue sous le nom d'analyse Top-

Down, est une technique utilisée pour étudier les protéines intactes, les complexes non 

covalents et d'autres biomolécules. Son objectif est d'analyser ces biomolécules en préservant 

autant que possible leur structure et leurs interactions d'origine (198–202). Cependant, la 

préservation complète de l'état natif est un défi en raison du processus d'ionisation, qui élimine 

les molécules de solvant de l'analyte (Figure 9). 

 

Le développement de sources d'ionisation douces telles que l'ESI (199) a permis de 

conserver les caractéristiques natives des protéines en phase gazeuse (203,204). La 

spectrométrie de masse native a évolué et est désormais appliquée à l'étude de diverses 

protéines solubles et membranaires, de leurs assemblages, des interactions protéine-protéine 

et des interactions avec des ligands, notamment des petites molécules, des cofacteurs, des 

lipides, des nucléotides, de l'ADN et de l'ARN (205,206). Des défis analytiques subsistent, tels 

que la préparation des échantillons pour l'ionisation native par électrospray. En outre, la 

présence de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, l'acétylation, la 

glycosylation et la lipidation s’ajoute à la complexité existante, nécessitant des analyseurs de 

masse avec des gammes m/z étendues pour les complexes protéiques. Un autre défi consiste 

à obtenir une résolution de masse élevée, qui améliore la précision de l'analyse de masse. La 

résolution de masse en spectrométrie de masse native dépend des limites de l'instrument et 

de la capacité à désolvater complètement la protéine ou le complexe protéique pendant 
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l'ionisation. Il peut être difficile d'obtenir une désolvatation complète, en particulier pour les 

petits adduits ioniques tels que Na+ ou K+ qui peuvent rester attachés (207). 

 

Pour résoudre ces problèmes, des spectromètres de masse à haute résolution ont été 

introduits, améliorant la transmission des ions et la résolution de masse. Des techniques 

impliquant l'activation des ions, telles que le chauffage de la source d'ions ou la collision des 

ions avec des molécules de gaz inerte, ont également été développées pour optimiser la 

résolution de masse et la désolvatation. Les systèmes de spectrométrie de masse en tandem 

(MS/MS) fournissent, par rapport aux systèmes MS, plus d'informations structurelles sur les 

complexes protéiques analysés, une meilleure désolvatation et un meilleur traitement des 

données pour l'analyse quantitative et qualitative des protéoformes (208). 

 

 

Figure 9: Schéma représentant deux approches protéomiques différentes : Top-down et Bottom-

up 

I.4.3.2. Approche Bottom-Up 

Connue sous le nom de protéomique "shotgun", il s'agit de l'approche protéomique la 

plus couramment utilisée. Contrairement à l'approche To-down, l'approche Bottom-UP 

implique la digestion des protéines à l'aide d'enzymes protéolytiques spécifiques, suivie d'une 

séparation chromatographique et d'une analyse spectrométrique des peptides générés (209) 

(Figure 9). L'avantage de cette méthode est que, à la fin de la préparation de l'échantillon, la 

majorité des peptides sont solubles dans l'eau. De plus, les peptides digérés ont un poids 

moléculaire plus faible, ce qui facilite leur ionisation et leur fragmentation. Malgré ces 

avantages, cette approche présente quelques inconvénients. Le temps de préparation des 

échantillons est généralement plus long en raison de l'étape de digestion et de purification, et 

la couverture de la séquence protéique est incomplète. Ceci peut être attribué à la formation 

de peptides non détectés lors de l'analyse, ainsi qu'au fait que les peptides peuvent être 
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communs à plusieurs protéines (210). Ceci peut également être lié au mode d'acquisition, DIA 

et DDA, qui peut ne pas les détecter lors de l'analyse, ou simplement parce que la quantité de 

ces peptides est inférieure à la limite de détection. Cette approche est principalement utilisée 

dans les analyses quantitatives. Malgré la couverture incomplète de la séquence protéique, 

qui entraîne une perte d'information, cette approche peut être utilisée comme analyse 

complémentaire aux analyses Top-Down pour caractériser les sites de modifications post-

traductionnelles, en particulier dans les mélanges non complexes. La trypsine est l'enzyme la 

plus couramment utilisée, mais d'autres enzymes telles que la chymotrypsine, la lysyl 

endopeptidase (Lys-C), la peptidyl-lys métalloendopeptidase (lys-N), la glutamyl peptidase I 

(Glu-C), la métallopeptidase Peptidyl-Asp (Asp-N), la lysarginase, la clostripaïne (Arg-C), la 

pepsine, la Candidapepsine-9 (Sap9) et l'omptine (Ompt) (211) sont également utilisées. Cette 

gamme d'enzymes permet de couper sélectivement la séquence protéique, ce qui est très utile 

pour étudier les sites de modifications post-traductionnelles. 

I.4.4. La spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS) 

Dans le cadre de nos travaux, il important d’introduire l’ICP-MS puisque cette 

technologie a joué un rôle important dans les anaysles des ligands du SEB test. La 

spectrométrie de masse à plasma inductif (ICP-MS) est une technique analytique puissante 

basée sur la génération des ions gazeux à partir de molécules à l'état naturel à l'aide d'une 

torche à plasma. Les ions gazeux sont ensuite triés en fonction de leur rapport m/z et analysés 

par un spectromètre de masse quadripolaire. Cette technologie présente un certain nombre 

d'avantages notamment l'analyse multi-élémentaire et la capacité à identifier différents 

isotopes d'un métal (212).  

 

L'analyse des échantillons par ICP-MS peut être divisée en quatre étapes : 

introduction-nébulisation, ionisation, séparation de masse et détection. Tout d’abord, 

l’échantillon est dissous dans une solution et introduit automatiquement dans une chambre de 

nébulisation où l’échantillon est transformé en un aérosol liquide. Cet aérosol est transféré 

vers la source de plasma avec une température entre 6000 et 10000°C capable de vaporiser, 

dissocier, atomiser et ioniser complètement la plupart des éléments. Cependant, la 

température élevée de la flamme ICP incinère toute la matière organique et les complexes, ce 

qui rend impossible la déduction d'informations structurelles sans l'utilisation de temps de 

rétention des étalons (213,214). Un autre inconvénient de l'ICP-MS était que certains éléments 

non métalliques (tels que le carbone, le phosphore, le soufre et les halogénures) ont des 

potentiels d'ionisation plus élevés, de sorte que leurs atomes ne s'ionisent pas aussi 

facilement. Ensuite, une partie de ce plasma est sujet à une accélération d’ions à l’aide d’un 

système de vide équipé des lentilles électrostatiques qui extraient les ions chargés 

positivement et les transportent vers un filtre de masse quadripolaire. Ce filtre de masse, 

composé de quatre barres cylindriques, ne transmet au détecteur que les ions présentant un 

rapport masse/charge spécifique après application d'un courant continu (DC) et d'un courant 

alternatif (RF). Après avoir traversé le quadripôle, les ions sont détectés par un multiplicateur 

d'électrons à dynodes discrètes. Dans le cas des ions positifs, tels que les ions métalliques, le 

détecteur utilise une série de dynodes soumise à une tension négative pour amplifier le signal 

ionique. Chaque ion qui frappe une dynode libère plusieurs électrons qui frappe une autre 

dynode et ainsi de suite provoquant un effet boule de neige, ce qui amplifie le signal. Ce signal 

est traité par un logiciel informatique qui le convertit en données quantitatives, telles que les 

concentrations d'éléments. Des courbes d'étalonnage et des étalons sont utilisés pour relier le 

nombre d'ions aux concentrations d'analytes. 
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Étant donné qu'un nombre important de protéines sont des métalloprotéines, un 

nouveau domaine appelé "métallomique" a été introduit par Haraguchi. Ce domaine donne 

lieu à une variété d'approches analytiques axées sur les biomolécules contenant des métaux. 

La caractérisation et la quantification de ces molécules sont essentielles pour comprendre leur 

rôle complexe dans les systèmes biologiques. Diverses méthodes mixtes combinant une 

méthode de séparation suivie d'une analyse par spectrométrie de masse ont été développées, 

telles que CE-ICP-MS, FT-ICRMS, LC-ICP-MS (215,216), la majorité d'entre elles étant 

basées sur SEC-ICP-MS (217–219).  

 

L'ICP-MS est largement utilisé en raison de ses limites de détection extrêmement 

basses, de sa large gamme dynamique, sa polyvalence pour plusieurs éléments, son analyse 

continue des signaux spectraux et sa capacité à traiter rapidement les échantillons (220). La 

capacité de l'ICP-MS à détecter les ions métalliques d'intérêt et les éléments hétéronucléaires 

présents dans les protéines, tels que S et P, en une seule étape, offre de grandes possibilités. 

 

I.4.5. La protéomique et les modifications post-traductionnelles de l’albumine 

Des études récentes ont révélé à l’aide de la protéomique diverses modifications post-

traductionnelles de l'albumine dans le contexte de la cirrhose : 

 

En utilisant la chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse à haute 

résolution (HPLC/ESI-TOF-MS), Domenicali et al (8) ont pu identifier différentes altérations 

structurelles de l'HSA dans une cohorte de patients cirrhotiques dans des états stabilisés et 

aigus. Ils ont établi une relation entre ces altérations et les complications cliniques spécifiques, 

ainsi que la survie des patients. Notamment, l'HSA native et cystéinylée s'est avérée être un 

prédicteur significatif de la survie à un an. 

 

La méthode de détection de l'albumine altérée par l'ischémie (IMA) mise au point par 

Bar-Or et al. en 2000 (6)  évalue la capacité de l'albumine sérique humaine (HSA) à se lier au 

cobalt. Chez les patients atteints d'insuffisance hépatique chronique aiguë, on observe une 

altération de la capacité fonctionnelle de l'HSA, ce qui entraîne une fixation moins efficace du 

cobalt. En conséquence, le rapport entre l'IMA et l'albumine, appelé IMAR, est plus élevé chez 

ces patients par rapport aux individus en bonne santé ou aux patients cirrhotiques. De plus, 

une analyse de Kaplan-Meier a confirmé que les patients présentant un IMAR supérieur à 0,02 

présentaient un taux de mortalité plus élevé. Par conséquent, l'IMAR est étroitement lié à la 

sévérité de la maladie et pourrait servir de paramètre pronostique crucial pour les patients 

souffrant d'insuffisance hépatique chronique aiguë. 

 

Des études ont révélé une augmentation du rapport entre les dimères et les 

monomères de l'albumine sérique humaine (HSA) dans le plasma des patients atteints de 

cirrhose par rapport à celui des individus sains. Cette observation suggère que le rapport entre 

les dimères et les monomères de HSA pourrait être un indicateur utile de la maladie du foie, 

comme l'ont rapporté Naldi et al. en 2015 (11). La forme dimérique de l'HSA a été caractérisée 

à l'aide des techniques ESI-TOF et MALDI-TOF-MS. Il a été déterminé que la dimérisation se 

produit au niveau de la Cys-34, impliquant la formation d'un pont disulfure entre deux 

molécules de HSA. 
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D'autre part, Nagumo et al (221) ont pu démontrer une corrélation entre le stress 

oxydatif reflété par des niveaux élevés de cystéinylation et la sévérité des lésions hépatiques 

(augmentation de l'indice de Child-Pugh). La fraction cysteinylée a été caractérisée par ESI-

TOF-MS chez les patients atteints d'une cirrhose.  

 

De même, Alcaraz-Quiles et al. en 2018  (222) ont démontré en utilisant un système 

LC-ESI-QTOF que les niveaux de HNA1 et HNA2 étaient significativement plus élevés chez 

les patients atteints de cirrhose que chez les personnes en bonne santé et qu'ils augmentaient 

au fur et à mesure que la maladie hépatique évoluait. Le niveau élevé de HNA1 a été associé 

à des marqueurs d'inflammation tels que l'interleukine-6 (IL-6), l'IL-1β, le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNF-α) et l'IL-8 chez les patients atteints de cirrhose. Les résultats de l'étude 

suggèrent que le HNA1 joue un rôle dans le déclenchement de l'inflammation dans les PBMC, 

et cette découverte pourrait potentiellement conduire à des stratégies de réduction de 

l'inflammation systémique chez les patients atteints d'une maladie hépatique avancée en 

éliminant le HNA1 et en le remplaçant par de l'albumine réduite.  

 

En outre, Baldassarre et al. en 2021 (14) à introduit le concept de concentration 

effective d'albumine (eAlb), qui représente la portion d'albumine dont la structure et la fonction 

sont intactes. Leur étude a montré que chez les patients atteints de cirrhose décompensée, 

l'albumine présente dans la circulation s'altère sur le plan structural, avec des modifications 

courantes telles que l'oxydation réversible et la glycation caractérisé par LC-ESI-QTOF. En 

outre, la concentration effective d'albumine (eAlb) diminue progressivement à mesure que la 

cirrhose s'aggrave, et elle se révèle plus précise que la concentration totale d'albumine (tAlb) 

pour différencier les différents stades de la cirrhose. Cela suggère que l'eAlb pourrait être un 

biomarqueur utile pour évaluer le pronostic et les réponses au traitement chez les patients 

atteints de cirrhose. 

 

Très récemment, une étude, parue début septembre 2023, menée par Sharma et al. 

(223) basée sur une signature multi-omique a examiné l'insuffisance hépatique aiguë (ALF) 

en impliquant 225 participants, comprenant des patients atteints d'ALF et des individus en 

bonne santé. Les résultats de cette étude ont montré que, dans l'ALF, l'albumine subit des 

modifications importantes, devenant hautement dysfonctionnelle et subissant des 

changements significatifs, notamment une augmentation de l'oxydation et de la glycosylation. 

Ces altérations sont particulièrement marquées chez les patients qui ne survivent pas. Cette 

signature "albuminome" peut être utilisée pour repérer les patients exposés à un risque accru 

de décès précoce ou nécessitant une transplantation hépatique en urgence. 

 

Il est donc clair que l'albumine sérique humaine (HSA) apparaît comme un outil crucial 

dans la recherche de biomarqueurs des maladies du foie. En effet, les études mentionnées ci-

dessus ont montré une corrélation entre les altérations post-traductionnelles de l'albumine et 

les lésions hépatiques, suggérant qu'elles pourraient servir de biomarqueurs potentiels. 

Cependant, les techniques utilisées jusqu'à présent sont complexes à mettre en œuvre et ne 

conviennent pas à une utilisation clinique de routine, car elles manquent de spécificité et de 

reproductibilité. 
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Chapitre II. Hypothèses et objectifs de la thèse 

L’étude approfondie de la variété des modifications post traductionnelles de l’albumine 

sérique humaine (HSA), et par conséquent leurs influence sur l’activité oncotique et non-

oncotique de l’HSA, permettait d’améliorer le suivi et l’anticipation de la progression des 

lésions hépatiques. Notre revue de la littérature ayant confirmé que les modifications chimique 

et structurelles de HSA pourraient servir comme un biomarqueur tardif de dysfonctionnements 

hépatiques, nous présupposons que les isoformes principales de HSA peuvent être produite 

aux premiers stades des dommages cellulaires et pourrait prédire des lésions hépatiques à 

venir. Les objectifs de nos recherches ont été de : 

 

- (i) Développer des approches protéomiques pour évaluer d’une manière critique et 

fiable les isoformes d'HSA. 

 

- (ii) Étudier d’une manière exhaustive l’impact des isoformes de HSA purifiées sur la 

structure et l'activité de l'HSA et de disposer d’une solution de production permettant 

d’obtenir des isoformes purifiées afin de les utiliser sur des cellules hépatiques pour 

comprendre leurs potentiels effets. 

 

- (iii) Comprendre le lien entre les différentes PTMs et les différents stades des lésions 

hépatiques et de valider l'utilisation des isoformes comme outils de discrimination entre 

les sujets sains et les sujets atteints.  

 

Dans ce but, un premier axe de recherche expérimentale "développement analytique" 

consistait à développer et valider des approches protéomiques pour caractériser, d’une 

manière robuste et sans équivoque, les isoformes de l'HSA. Il s’est agi plus spécifiquement : 

(1) d’évaluer des approches Top-Down et Bottom-Up conçue pour la quantification relative et 

absolue des isoformes de l’HSA et (2) pour avoir une idée de la nature des isoformes 

d'albumine présentes selon le profil analysé. Un second axe de recherche expérimentale “in 

vitro“ consistait à produire des solutions enrichis d’isoformes spécifiques à partir d’une solution 

d’albumine commerciale. Cet axe avait pour but d’étudier l’origine de certaines modifications 

post traductionnelles de l’HSA vis-à-vis des modifications chimiques spécifiques, afin 

d’objectiver le lien éventuel entre la perturbation structurelle de l’HSA et son activité 

fonctionnelle. Un troisième axe de recherche clinique sous le titre du projet “ALBOM’’ 

(“ALBumin mOdifications as early bioMarkers of chronic liver diseases”) consistait à analyser 

une cohorte de patients atteints des maladies hépatiques et d’étudier si les isoformes 

survenant au cours de ces pathologies pourraient être utiliser comme un biomarqueur précoce 

des atteintes hépatiques et comme un outil de discrimination entre sujet sains et atteints.  

 

Ce travail translationnel est donc basé sur des études expérimentales et cliniques. Il a 

pour but ultime de démontrer que les lésions hépatiques avancés pourraient être révélés à un 

état précoce par la caractérisation des modifications chimiques et structurelles de HSA. 
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Chapitre III. Développement Analytique 

Les travaux personnels présentés dans ce chapitre se focalisent sur le développement et 

la validation analytique de divers approches protéomiques. Ces approches sont conçues pour 

la caractérisation et la quantification relative et absolue des différentes isoformes de l'albumine 

sérique humaine (HSA). Ces isoformes sont générées par des modifications post-

traductionnelles (PTM) et certains d’entre eux ont été identifiées comme des biomarqueurs 

potentiels pour les maladies hépatiques avancées. Les résultats de ces travaux sont présentés 

dans deux articles : 

 

- Premier article :  

Deux approches protéomiques top-down et bottom-up ont été développé pour caractériser 

de manière exhaustive les isoformes de HSA résultant de PTM, en particulier dans le 

contexte des maladies du foie. Cette étude vise à évaluer de manière approfondie les deux 

approches utilisées pour élucider le paysage complexe des modifications des HSA et à 

décider de la stratégie potentielle à appliquer dans le contexte de la recherche clinique. 

 

- Deuxième article :  

Compte tenu de l'utilisation potentielle des isoformes HSA en tant que biomarqueurs des 

maladies hépatiques, plusieurs approches protéomiques sont disponibles pour les 

quantifier. Ces approches majoritairement basées sur la chromatographie liquide couplé à 

la spectrométrie de masse haute résolution (LC-MS) possède des limites. Dans cette 

étude, nous présentons le développement d'une approche top-down LC-MS rapide et 

simple pour quantifier d’une façon absolue (et non pas relative) les isoformes d'HSA dans 

un contexte clinique. 
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III.1. Article 1. Modifications post-traductionnelles de l'albumine sérique humaine 

analyse par une approche top-down validée par une analyse bottom-up complète 

III.1.1. Introduction à l’article 1 

Cette étude a été motivée par l'utilisation des modifications post-traductionnelles de 

l'albumine sérique humaine comme biomarqueurs des maladies hépatiques avancées dans 

plusieurs études en utilisant de simples méthodes Top-Down (1,2,8,14,131,224). Il était donc 

essentiel pour nous d’évaluer de manière critique la spécificité de la caractérisation des 

isoformes HSA ainsi que la fiabilité de leur détermination. À notre connaissance, la 

confrontation des approches Top-Down (TD) et Bottom-up (BU) effectuées sur les mêmes 

échantillons n'avait pas encore été rapportée, en particulier pour les PTM de l’HSA.  

 

Pour atteindre ces objectifs, une approche à multiples facettes combinant des 

méthodologies TD et BU a été employée. L’approche TD offre l'avantage de caractériser des 

isoformes de protéines intactes, ce qui permet l'observation directe des PTM sans digestion 

des protéines. Cependant, sa précision et sa fiabilité dans la caractérisation des isoformes et 

des PTM de l'HSA ont nécessité une évaluation rigoureuse. En revanche, l’approche BU 

implique la digestion de la protéine en peptides pour l'analyse, offrant des informations 

complémentaires sur les PTM mais manquant potentiellement de détails spécifiques sur 

certaines modifications. 

 

L'étude visait à combler le fossé entre ces deux approches, en fournissant une vue 

d'ensemble des isoformes de l'HSA. En comparant l'efficacité de la TD et de la BU dans la 

caractérisation des isoformes de l'HSA, la recherche visait à déterminer la stratégie la plus 

efficace pour élucider le paysage complexe des PTM de l'HSA. 
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III.1.2. Article 1: Posttranslational-modifications of human-serum-albumin analysis by a 

top-down approach validated by a comprehensive bottom-up analysis 

Les données supplémentaires de l’article 1 sont disponibles en Annexe 1. 
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III.1.3. Discussion et perspectives 

Le débat sur l'application de l'analyse top-down ou bottom-up, en particulier dans le 

contexte de la recherche clinique, dure depuis un certain temps, et il est important d'examiner 

les avantages et les limites de chaque approche. Dans la discussion de notre article, nous 

soulignons la pertinence de l'étude des isoformes d'albumine à l'aide d'une approche bottom-

up, à savoir la digestion protéolytique, pour confirmer les modifications post-traductionnelles 

de l’albumine. Dix des quinze isoformes présentant un intérêt clinique important, identifiées à 

l'aide d'une approche top-down, ont été confirmées à l'aide de l'approche bottom-up. Toutefois, 

il est essentiel de reconnaître que l'analyse bottom-up a ses limites. Certaines modifications 

liées à la structure de l'HSA, en particulier les troncatures N-terminales (HSA-DA et HSA + 

Cys-DA), n'ont pas pu être confirmées par cette approche. 

 

Quant à l'approche top-down, elle est considérée comme relativement complète, grâce 

à sa capacité à rechercher toutes les isoformes en un seul passage. C'est l'une des principales 

raisons pour lesquelles elle est candidate à une utilisation clinique de routine. L’avantage 

considérable de cette méthode est l’analyse des protéines intacte ce qui permet l’obtention 

d’une vision globale des modifications et des variantes des protéines. Il convient de noter que 

l'analyse des protéines intactes à ses limites, en particulier pour les protéines de poids 

moléculaire élevé (225). En effet, le risque de manquer ou de mal identifier certaines isoformes 

en raison d'une mauvaise ionisation et d'écarts de masse est proportionnel à la taille de 

l’albumine et inversement proportionnel à sa concentration, ce qui peut conduire à des 

données de spectrométrie de masse de mauvaise qualité. Par exemple, ce type d’approche 

n'a pas pu détecter certains isoformes tels que la carbamylation, la conversion de la cystéine 

en déhydroalanine et la dimérisation de l'HSA, toutes bien caractérisées par l'analyse bottom-

up. De plus, la méthode montre une reproductibilité inter et intra-journée non-acceptable pour 

la quantification relative des isoformes présentes à des abondances relatives inférieures à 2 

%, ce qui fausse la précision et la spécificité de la méthode des isoformes minoritaires. 

 

En se basant sur cette discussion, Il est donc conseillé d'optimiser les techniques de 

digestion enzymatique pour améliorer l'identification des PTM couvrant la séquence peptidique 

de l’HSA. Les facteurs à prendre en compte sont le choix des enzymes protéolytiques, la 

méthode d’application, que ce soit individuellement ou en combinaison, et la méthode de 

séparation des peptides en amont. En fonction de la taille des peptides et des technologies 

employées pour la séparation, certains peptides peuvent ne pas être retenus ou séparés de 

manière adéquate. Il peut être préférable d'utiliser d'autres techniques de séparation telles que 

l'électrophorèse sur gel, ce qui ajoute une charge de travail supplémentaire à une approche 

déjà chronophage et consommatrice en matériel. 

 

L'analyse top-down présente un avantage potentiel indéniable en milieu clinique avec 

une capacité à détecter efficacement les isoformes les plus significatives sur le plan clinique 

d’une façon simple et rapide. Cependant, étant donné l'absence de méthodes robustes de 

quantification absolue des isoformes de protéines, il sera essentiel de développer et 

d'optimiser les méthodes de quantification utilisées dans les approches top-down. Cette 

amélioration revêtira une importance cruciale pour garantir la fiabilité et la précision de 

l'identification et de la quantification des isoformes de protéines essentielles, notamment les 

isoformes d'albumine dans un contexte clinique. 

En conclusion, l'analyse bottom-up du HSA est informative, mais perd du terrain face 

aux approches top-down, en raison du temps et de la main-d'œuvre nécessaires à la digestion 
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des protéines, à la préparation des échantillons et au retraitement des données. En recherche 

clinique, où la simplicité, la rapidité et la détection d'isoformes cliniquement significatives sont 

primordiales, l'analyse top-down est prometteuse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette étude nous permet de retenir les points clés suivants : 

 

- Nous avons confirmé que l’approche top-down est capable de détecter la présence d’au 

moins 15 isoformes d’albumine chez les patients présentant une atteinte hépatique.  

 

- Les approches top-down et bottom-up se sont révélées complémentaires, l'une 

permettant la détection d'isoformes non détectées par l'autre, et vice versa. 

 

- L'approche top-down développée ici est mieux adaptée pour une application clinique de 

routine que l’approche bottom-up. Toutefois, la méthode telle qu’elle est publiée ici 

nécessite encore plus d’optimisation pour quantifier les isoformes minoritaires. 
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III.2. Article 2. Quantification absolue des isoformes de l'albumine sérique humaine par 

étalonnage interne sur la base d'une approche top-down LC-MS  

III.2.1. Introduction à l’article 2 

Après la confirmation des isoformes de l’HSA cliniquement pertinentes dans l’article 1, 

il devient impératif de les quantifier avec précision pour en faire des biomarqueurs fiables. Le 

nombre croissant d’articles sur le sujet montre que les isoformes de l'albumine sérique 

humaine (HSA) est un domaine particulièrement en vue dans la recherche biomédicale 

actuelle concerne, qui suscitent un intérêt grandissant en tant que biomarqueurs potentiels de 

pathologies hépatiques.  

 

Cependant, les méthodes développées précédemment pour quantifier ces isoformes 

en utilisant des approches top-down basées sur la spectrométrie de masse, ont montré un 

manque de précision de la masse en raison de la déconvolution, à la fois par d'autres 

chercheurs et par notre propre équipe, comme présenté dans l'article 1. Cela a conduit à la 

détection d'écarts allant de 1 à 5 Da entre les masses théoriques et expérimentales, en 

particulier dans l'analyse des isoformes d'albumine. Nos efforts pour améliorer la spécificité 

de la méthode en explorant plusieurs candidats étalons internes ont échoué, principalement 

en raison de la concurrence intense entre l'analyte et les étalons internes au sein de la source 

d'ionisation apporté par le mode d’injection. Par conséquent, l'établissement d'une méthode 

robuste, simple et rapide pour la quantification absolue adaptée à une application de routine 

est devenu non seulement souhaitable mais aussi crucial pour surmonter cet obstacle critique. 

 

Dans cette étude, nous avons prévu d'ajouter une technique de séparation 

chromatographique, avant l'injection, dans l'espoir de limiter, voire d'éliminer la compétition à 

la source d'ionisation entre l'étalon interne et l'analyte. Cette méthode a été développée dans 

le but de parvenir à une quantification précise et absolue des isoformes de l'HSA, avec pour 

objectif ultime son application clinique. La méthode actuelle se distingue par l'introduction 

d’une solution innovante inédite consistant à l’utilisation d'une protéine comme étalon interne 

(IS) pour la quantification précise des isoformes de l'HSA. 
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III.2.2. Article 2: Absolute quantification of Human Serum Albumin isoforms by internal 

calibration based on a top-down LC-MS approach. 

Article soumis dans le journal Analytical Chemistry et est en cours de révision depuis le 1 

septembre 2023. 

Les données supplémentaires de l’article 2 sont disponibles en Annexe 2. 
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III.2.3. Discussion et perspectives 

La quantification absolue en appliquant une approche top-down est une méthode 

indispensable en recherche clinique. Elle nous permet de déterminer avec précision la 

concentration d'une molécule ou d'un analyte spécifique, en l'occurrence les isoformes HSA, 

dans un échantillon donné. Les informations sur les variations de concentration des isoformes 

de l'HSA peuvent être révélatrices de divers états physiologiques ou pathologiques, marquant 

ainsi leur rôle de biomarqueur des lésions hépatiques. De plus, la sensibilité de ces approches 

est cruciale, car elles permettent de détecter ces changements subtils dans les concentrations 

d'isoformes, ce qui peut conduire à un diagnostic plus précoce et à une intervention plus 

efficace. A souligner qu’un flux de travail relativement simple pour la quantification absolue est 

un atout important dans le cadre de la recherche clinique. L’obtention des résultats précis de 

manière efficace peuvent faire gagner du temps et des ressources, ce qui les rend 

particulièrement attrayants. En outre, la simplicité réduit également le risque d'erreurs dans la 

préparation et l'analyse des échantillons améliorant ainsi la qualité globale des résultats. 

 

Dans la discussion de notre article, nous soulignons l’importance d’intégrer un étalon 

interne (IS) dans une approche top-down pour la quantification absolue des isoformes 

d’albumine. Le choix des candidats IS est crucial car ils doivent répondre à certains 

critères cruciaux comme la similarité physiologique à l’analyte, des spectres de masse qui ne 

se chevauchent pas avec l’analyte, la solubilité et une réponse comparable au niveau de 

spectromètre de masse (MS). Malgré la sélection minutieuse des candidats IS et la séparation 

réussie des profils au niveau des spectres de déconvolution, un problème inattendu s'est posé 

lors de l'étape d'ionisation. La première approche que nous avons appliquée, basée sur une 

méthode d'injection directe déjà établie par notre équipe, a entraîné une compétition 

importante au niveau de la source d'ionisation. Cette compétition est probablement due au fait 

que le HSA et le candidat IS ont été introduits simultanément dans la source, ce qui a entraîné 

une réponse inversement proportionnelle aux niveaux des signaux de déconvolution. En 

conséquence, on a modifié l’approche en sacrificiant la rapidité de la méthode, normalement 

applicable en 3 minutes, pour une plus grande précision et spécificité. On a intégré une 

colonne pour la séparation chromatographique, ce qui augmente le temps d'analyse à 20 

minutes mais qui empêche la compétition au niveau de la source d’ionisation. L'un des 

résultats significatifs est l'amélioration de la précision de la masse obtenue grâce à la 

recalibration de la masse. Ce développement répond à un défi de longue date dans la 

caractérisation des isoformes HSA (226). La possibilité d'obtenir une erreur absolue moyenne 

inférieure à 3 ppm constitue une avancée majeure, qui rend cette méthode adaptée à l'analyse 

clinique de routine.  

 

En outre, nous avons présenté une première preuve de concept pour l'utilisation de 

solutions enrichies en isoformes spécifiques comme standard de calibration. De plus amples 

informations sur ces solutions sont présentées dans l'article 3, chapitre 4. Dans le domaine de 

la quantification des isoformes, la discussion autour des méthodologies XIC et de 

déconvolution donne un aperçu des forces et des faiblesses de chaque approche. La 

déconvolution, avec ses algorithmes de réduction du bruit, semble prometteuse pour les 

isoformes peu abondantes qui pourraient être masquées par le bruit de fond (227). Toutefois, 

le risque d'erreur d'identification dû aux modifications post-traductionnelles souligne la 

nécessité d'une réflexion approfondie lors de l'utilisation de cette technique. Un aspect qui doit 

encore être pris en compte est l'optimisation du code R afin qu'il puisse détecter 

automatiquement les pics d'isoformes individuels avec précision. Nous avons utilisé le code R 
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en raison de l'incapacité du logiciel peak view à différencier les pics proches après 

déconvolution. 

 

La validation de la méthode à l'aide de différents échantillons de plasma, y compris 

ceux de patients souffrant de pathologies hépatiques, démontre son utilité pratique. La 

corrélation étroite avec des méthodes de quantification établies telles que 

l'immunoturbidimétrie et la néphélométrie renforce la fiabilité de la méthode, en particulier pour 

les échantillons présentant de faibles concentrations d'albumine. Cependant, l'observation de 

décalages de masse dans certaines isoformes soulève des questions sur l'intensité du signal 

et la présence d'isoformes inexplorées, soulignant la nécessité de poursuivre les recherches 

et de constituer des cohortes de patients plus importantes. Ce débat souligne la complexité 

de l'analyse des protéines et l'importance de sélectionner la méthodologie la plus appropriée 

en fonction des objectifs de recherche spécifiques et des caractéristiques de l'échantillon 

(208). 

 

Dans une perspective plus large, l'utilisation de la méthode top-down LC-MS avec un 

étalon interne est très prometteuse en raison de sa simplicité. Cette méthode revêt une 

importance particulière dans le domaine de la recherche clinique, notamment dans le contexte 

de l'étude des isoformes de l'albumine sérique humaine (HSA). Dans les milieux cliniques, il 

existe une demande critique pour des méthodes qui offrent une sensibilité élevée, et la 

méthode développée semble répondre efficacement à cette exigence.  

 

L’étude clinique ALBoM (chapitre 5) profite pleinement de cette avancée. La méthode 

LC-MS de quantification absolue jouera un rôle central dans ce projet de recherche. Son 

principal objectif sera d'évaluer et de mesurer la praticité et l'efficacité des isoformes HSA en 

tant que biomarqueurs diagnostiques potentiels pour différents degrés et sources de lésions 

hépatiques. Cette recherche est très prometteuse car elle pourrait conduire à une amélioration 

des capacités de diagnostic dans le domaine de l'hépatologie, permettant une détection plus 

précise et plus précoce des lésions hépatiques, ce qui pourrait révolutionner la façon dont les 

lésions hépatiques sont diagnostiquées et prises en charge à l'avenir. 

 

Cette étude nous permet de retenir les points clés suivants : 

 

- Nous avons pu optimiser l'approche top-down pour permettre une quantification 

absolue et précise de 8 isoformes d’albumine cliniquement importantes chez les 

patients souffrant de lésions hépatiques. 

 

- La précision provient de la mise en œuvre d'une solution innovante impliquant 

l'utilisation d’une autre protéine, la myoglobine, comme étalon interne (IS). Cela 

a permis de recalibrer la masse, rendant l'erreur absolue moyenne inférieure à 3 

ppm (<0,3 Da) après déconvolution. 

 

- Nous avons montré que le comportement analytique (notamment l’ionisation) est 

similaire pour un même type d'isoforme. Cette observation a été exploité dans le 

chapitre 5 pour calculer les concentrations des isoformes apparaissant à des 

masses élevées (ex: 2GLYC, 3GLYC) pour lesquelles nous n'avons pas pu 

générer de courbes d'étalonnage en raison de leur absence dans la solution 

commerciale standard d'albumine utilisée pour l'étalonnage. 
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Chapitre IV. Modifications post-traductionnelles d’albumine entre études in vitro et 

clinique 

Les travaux personnels présentés dans ce chapitre portent sur l’étude des modifications post-

traductionnelles de l'albumine in vitro en clinique. Cette partie du travail vise à caractériser de 

manière exhaustive les PTM et à tester leur impact sur l'activité fonctionnelle de l'albumine. 

De plus, la mise en application du SEB test dans des modèles animaux apporte une nouvelle 

preuve de concept pour l'utilisation de la capacité de liaison de l'albumine comme biomarqueur 

de lésions hépatiques précoces est présentée. 

 

- Troisième article :  

Des isoformes semi-synthétiques imitant celles que l'on trouve dans diverses conditions, 

notamment le diabète, les maladies rénales et les maladies du foie, ont été produites in vitro 

et caractérisées de manière exhaustive à l'aide des approches protéomiques décrites 

précédemment. A l’origine de ce projet, l'objectif principal de la production de ces isoformes 

synthétiques était de tester séparément leur pathogénicité dans des modèles de culture 

cellulaire, leur impact sur l'activité fonctionnelle de l'HSA, d'étudier chimiquement l'origine de 

ces isoformes et de valider les méthodes analytiques développées.  

 

- Quatrième article :  

Une étude clinique, des modèles animaux et une étude de modélisation moléculaire ont été 

mis en place pour développer, optimiser et confirmer l'efficacité d'un test basé sur la capacité 

de l’HSA à lier des ligands spécifiques en présence de PTMs spécifiques. Le but de ces 

recherches est de vérifier si notre supposition selon laquelle les lésions hépatiques se 

manifestent précocement est correcte. 
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IV.1. Article 3. Isoformes semi-synthétiques de l'albumine humaine : Production, 

structure, capacités de liaison et influence sur un test de laboratoire de routine 

IV.1.1. Introduction à l’article 3 

Après avoir développé des méthodes analytiques dédiées à la caractérisation 

exhaustive des isoformes d'albumine dans des matrices complexes, nous nous sommes 

lancés dans la production in vitro des solutions semi-synthétiques d’isoformes d’albumine 

provenant des modifications post-traductionnelles (PTM) qu'elle subit.  

 

Dans cette étude, l'accent est mis sur les isoformes de l'HSA afin de comprendre leur 

origine chimique, leurs mécanismes de pathogénicité potentielle et leurs influences sur les 

propriétés non oncotiques de l'HSA, telles que l'activité antioxydante et la liaison aux ligands. 

Plusieurs PTM sont abordés dans cette étude, notamment l'acétylation, l'oxydation réversible 

et irréversible, la glycation et la nitration/nitrosylation. 

 

Notre objectif initial était de développer et d'optimiser les protocoles d'obtention de 

solutions pures d'isoformes semi-synthétiques, de valider la présence des isoformes cibles en 

utilisant les méthodes développées précédemment dans le chapitre 3 et de tester ces 

isoformes sur les modèles cellulaires in vitro. Pour cela, nous avons prévu de développer des 

modèles in vitro utilisant 2 lignées cellulaires différentes : Les cellules hépatiques humaines 

immortalisées (THLE-3) et HEPARG. Un triple objectif était envisagé envers le développement 

de ces 2 modèles. Premièrement, cette tâche nous permettra d'étudier l'impact de toxines et 

d'isoformes chimiques spécifiques sur ces deux lignées cellulaires. Deuxièmement, elle nous 

permettra de fournir une meilleure explication mécanistique des effets des différentes toxines 

et isoformes au niveau cellulaire. Enfin, le rôle de chaque isoforme, qu'il ait des effets 

biologiques péjoratifs, protecteurs ou neutres sur les cellules, sera discuté. Tout ceci aboutira 

à un point où nous pourrons différencier comment chaque toxine peut conduire à un profil 

d'albumine spécifique. 

 

Malheureusement, l'effort visant à développer des modèles cellulaires hépatiques in 

vitro n'a pas été couronné de succès en raison de plusieurs problèmes techniques. L'un de 

ces problèmes majeurs était la difficulté des cellules à produire suffisamment d'albumine pour 

qu'elle puisse être détectée par spectrométrie de masse. En conséquence, nous avons opté 

pour une approche différente pour étudier l'impact de ces isoformes spécifiques sur la fonction 

de l'HSA. Nous avons utilisé un test basé sur les ligands appelé "Serum Enhanced Binding 

(SEB) test" pour évaluer la capacité de l’albumine à lier des ligands spécifiques après de telles 

modifications. De plus, nous avons examiné comment ces isoformes pourraient 

potentiellement altérer la mesure de l'albumine en utilisant un test immunoturbidimétrique 

largement employé en pratique clinique. 
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IV.1.2. Article 3: Semi-synthetic human albumin isoforms: Production, structure, 

binding capacities and influence on a routine laboratory test 

Les données supplémentaires de l’article 3 sont disponibles en Annexe 3. 
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IV.1.3. Discussion et perspectives 

L'albumine est très sensible aux environnements chimiques intra et extra cellulaire, ce 

qui entraîne des modifications chimiques et la création d'isoformes. Des découvertes 

expérimentales récentes suggèrent que certaines isoformes d'albumine pourraient jouer un 

rôle dans le développement de l'insuffisance rénale ou hépatique. Cela justifie une exploration 

et une compréhension plus approfondie des mécanismes qui sous-tendent ces effets néfastes. 

 

Dans cette étude, nous avons cherché à explorer les différents aspects des isoformes 

générées par les modifications post-traductionnelles de l'HSA, y compris leurs mécanismes 

de pathogénicité et leurs structures, qui sont fortement liées à la capacité de l'HSA à remplir 

ses fonctions non oncotiques, à savoir l'activité antioxydante et la liaison aux ligands. 

 

Pour ce faire, on a produit des solutions enrichies d'isoformes de l’HSA à partir d'une 

préparation commerciale d'albumine par le biais de réactions chimiques que nous avons 

optimisées. Malgré nos efforts d'optimisation, la transformation complète en isoformes pures 

s'est avérée difficile en raison de la complexité de l'albumine et de la pureté très relative de la 

solution d'albumine commerciale. Plusieurs équipes ont signalé la présence d'isoformes de 

HSA dans des solutions commerciales (228,229). Diverses méthodes d'optimisation ont été 

essayées pour augmenter la proportion d'albumine native avant d'effectuer des modifications 

pour obtenir des solutions pures d'isoformes spécifiques, mais elles n'ont pas été couronnées 

du succès espéré, à savoir des solutions d’isoformes pures. 

 

L‘efficacité des modifications induites par les réactions chimiques a été vérifiée en 

utilisant les deux approches protéomiques top-down et bottom-up déjà établies par notre 

équipe (chapitre 3 ; article 1).  

Quant à l’identification des isoformes, on s’est basé sur les différences de masse 

observée dans les pics déconvolués par rapport à l'isoforme d'origine, en utilisant les données 

générées par l'approche top-down sans séparation chromatographique préalable. Il convient 

de noter que des erreurs d'identification peuvent se produire en raison de la proximité des pics 

déconvolués, en particulier avec les écarts de masse de 1 à 5 Da admis habituellement lors 

de l’application de la déconvolution (226). Cette faible différence de masse entre certains pics 

est attribuable à diverses modifications, telles que les formes oxydées, où la différence de 

masse entre une forme et une autre ne dépasse pas 16 Da. 

Pour l'acquisition des données lors de l'analyse bottom-up, le mode d'acquisition 

dépendant des données (DDA), également connu sous le nom de mode d'acquisition 

dépendant de l'information (IDA), a été appliqué. Tous les peptides situés dans une certaine 

gamme de masse sont fragmentés dans la spectrométrie de masse en tandem. En mode DDA, 

le spectromètre de masse sélectionne les ions peptidiques les plus intenses dans une 

première étape de spectrométrie de masse en tandem, puis les fragmente et les analyse dans 

une seconde étape de spectrométrie de masse en tandem. Cette méthode pourrait 

potentiellement sous-estimer l'importance de certaines modifications post-traductionnelles 

(PTM) moins marquées, car elles peuvent être masquées par des PTM plus prononcées, 

entraînant ainsi une perte significative d'informations concernant les modifications spécifiques 

de la séquence peptidique. 

 

En raison de problèmes techniques, nous n'avons pas pu poursuivre l'un de nos 

objectifs initiaux, à savoir l'étude de l'impact de ces solutions isoformes sur deux modèles de 

cellules hépatiques in vitro. Ce qui a compliqué notre mission, c'est l'incapacité des cellules à 
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produire suffisamment d'albumine pour être détectée par spectrométrie de masse. De plus, 

nous avons tenté, sans succès, d'évaluer la capacité des cellules à se développer en l'absence 

de sérum de veau fœtal afin d'éviter toute compétition entre l'albumine produite par les cellules 

hépatiques et celle présente dans le milieu de culture. 

 

Toutefois, l’obtention des solutions purifiées d’isoformes a été utile pour une validation 

in vitro du SEB test. Une fois les modifications validées, nous avons examiné l'effet de ces 

solutions isoformes sur la capacité de liaison de l'HSA a l’aide de SEB test, ainsi que leur 

influence sur la quantification de l'albumine à l'aide d'un test immunoturbidimétrique 

couramment utilisé. Au cours de l'étude des capacités de liaison de SEB test, il a été observé 

que les valeurs de rétention de certains ligands dépassaient les valeurs attendues par rapport 

aux valeurs théoriques et expérimentales précédemment rapportées. Ceci pourrait être 

attribué à des interactions non spécifiques qui sont eux même encore influencé par les 

modifications structurelles de HSA. 

 

Sur la base de cette discussion, plusieurs perspectives peuvent être envisagées :  

 

Les réactions chimiques pourraient être optimisés pour obtenir un meilleur pourcentage 

d'isoformes spécifiques, ce qui pourrait nécessiter des procédés et du matériel de purification 

spécifique et une expertise en chimie organique, non disponible dans notre unité.  

 

D’autre part, les solutions enrichies en isoformes doivent être analysées en utilisant la 

méthode top-down de quantification absolue récemment mise au point pour une plus grande 

précision dans l'identification des isoformes, en particulier lorsqu'il s'agit de formes oxydées. 

Cela devrait réduire nos doutes en éliminant les écarts de masse de 1 à 5 Da déjà signalés.  

 

Ensuite, pour l'analyse des sites de modifications spécifiques, nous pensons qu'une 

analyse utilisant le mode DIA (acquisition indépendante des données) est nécessaire pour une 

étude plus approfondie de la présence des PTM de l'HSA. En mode DIA, pour chaque cycle, 

l'instrument se concentre sur une fenêtre de masse étroite de précurseurs et acquiert des 

données MS/MS de tous les précurseurs détectés dans cette fenêtre. Cette fenêtre de masse 

est ensuite étendue à l'ensemble de la gamme de masse, ce qui permet de recueillir 

systématiquement des données MS/MS pour chaque masse et pour tous les précurseurs 

détectés sans se limiter seulement aux ions peptidiques les plus intenses.  

 

Comme pour le Serum Enhanced Binding (SEB) test, les comportements inattendus 

de l’HSA liant davantage d'atomes devraient être étudiés à l'aide de la modélisation 

moléculaire afin d'obtenir une compréhension structurelle plus approfondie des interactions 

non spécifiques ainsi que le comportement de la structure de l’HSA face aux PTM.  

 

Enfin, ces travaux représentent une étape importante dans la compréhension des 

complexités des isoformes HSA et de leur rôle potentiel dans la pathogenèse des maladies. 

Ce qui rend ces travaux encore plus intéressants, c'est la révélation que l’albumine présentent 

des capacités de liaison distinctes pour des ligands spécifiques en fonction des isoformes 

présentes. Cette découverte suggère que ces isoformes peuvent jouer des rôles uniques dans 

divers processus physiologiques et pathologiques.  
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Pour l'avenir, cette étude ouvre une série de pistes de recherche passionnantes. Tout 

d'abord, elle ouvre la voie à l'étude de la pathogénicité des isoformes de HSA dans des 

modèles cellulaires et animaux. Cette approche pourrait permettre de mieux comprendre les 

mécanismes de pathogénicité de ces isoformes dans des conditions in vitro contrôlées, ainsi 

que dans des environnements physiologiques complexes. La collaboration avec d'autres 

équipes sera nécessaire pour développer des modèles cellulaires et animaux prometteurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette étude nous permet de retenir les points clés suivants : 

 

- La mise à disposition d'informations cruciales sur la majorité des PTM dans l'albumine 

à partir de solutions enrichies d'isoformes spécifiques, y compris les caractéristiques 

de ces isoformes et les sites de ces modifications, typiquement observées dans diverses 

conditions pathologiques, y compris les maladies du foie. 

 

- Nous avons démontré que les isoformes d'albumine n'ont pas eu d'incidence sur la 

mesure de l'albumine par immunoturbidimétrie. Cela met en évidence le fait que cette 

méthode, couramment utilisée en pratique clinique, demeure insensible aux 

modifications structurelles de l'albumine, ce qui signifie qu'elle ne peut pas refléter avec 

précision l'état des hépatocytes et du foie. 

 

- Nous avons présenté des résultats préliminaires sur le comportement discriminatoire 

d'isoformes spécifiques de l'HSA vis-à-vis de ligands spécifiques couvrant la quasi-

totalité de la structure de l'HSA. Ces notions ont été utilisées comme éléments 

substantiels dans la preuve de concept du SEB test.  
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IV.2. Article 4. Détection précoce des lésions hépatiques par le Serum Enhanced 

Binding test sensible aux modifications post-traductionnelles de l'albumine 

 

IV.2.1. Introduction à l’article 4 

Bien que le test SEB ait été développé préalablement avant les travaux décrits dans 

l'article 3, nous le présentons en dernier, car les travaux antérieurs fournissent des éléments 

substantiels de validation de concept.  

 

Étant donné que l'albumine est exclusivement synthétisée dans le foie, qu'elle a de 

nombreux ligands et sites de liaison, il est maintenant évident que la qualité de l'albumine, en 

plus de sa quantité, peut être un indicateur de dysfonctionnement hépatique. De manière 

logique, il semble possible d'exploiter ces PTM. Cependant, les méthodes de dosage de 

l'albumine couramment utilisées en biochimie ne permettent pas de détecter de telles PTM 

comme démontré dans l’article 3.  

 

Dans cette étude, nous posons l’hypothèse que les PTM se produisent tôt dans les 

lésions hépatiques et peuvent avoir un impact sur les propriétés de liaison de l'HSA avec divers 

ligands. Par conséquent il est possible d'utiliser les PTM de l'albumine en tant que 

biomarqueurs précoces d'une altération de la fonction hépatique, en exploitant la corrélation 

significative entre la structure secondaire, voire tertiaire, de l'HSA et la capacité de ses sites 

de liaison à remplir leurs fonctions.  

 

De ce fait, le SEB test a été conçu dans le but premier de servir d'essai fonctionnel 

pour la détection des PTM de l’HSA. Cela a été illustré par les résultats obtenus lors de 

l'application du SEB test aux isoformes semi-synthétiques d'albumine décrites dans l'article 3. 

En outre, son utilité potentielle en tant que biomarqueur précoce du dysfonctionnement 

hépatique était un aspect crucial de cette étude. 

 

Outre les isoformes semi-synthétiques, nous avons cherché à évaluer le SEB test dans 

des modèles animaux d'insuffisance hépatocellulaire. La pertinence du modèle, qui reproduit 

les conditions réelles des lésions hépatiques, était un élément essentiel de cette étude. L'étude 

a également cherché à caractériser les conséquences structurelles et dynamiques de ces 

modifications par le biais de la modélisation moléculaire et à fournir une interprétation complète 

des résultats du test SEB dans le contexte plus large de l'évaluation de la santé du foie.  

 

Cette approche à multiples facettes contribue à l'ensemble des connaissances 

scientifiques relatives à la fonction hépatique et aux méthodologies de diagnostic, ce qui nous 

permettra d'améliorer notre capacité à diagnostiquer et à surveiller les troubles hépatiques. 
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IV.2.2. Article 4: Early detection of liver injuries by the Serum Enhanced Binding test 

sensitive to albumin post- translational modifications. 

Article soumis dans le journal Scientific report et est en cours de révision depuis le 22 

septembre 2023. 

Les données supplémentaires de l’article 4 sont disponibles en Annexe 4. 
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IV.2.3.  Discussion et perspectives 

Dans cette étude, nous mettons en évidence l'importance d'un outil de suivi capable 

de refléter l’état fonctionnel de l'albumine à différents stades de lésions hépatiques. Nous 

avons cherché à évaluer la capacité de détecter d’une façon précoce les lésions hépatiques 

en se basant sur les diverses isoformes générées par les modifications post-traductionnelles 

de l'HSA et sur la capacité de liaison de l'albumine. Pour ce faire, un test fonctionnel multi-

éléments des capacités de liaison à l'albumine, le SEB test, a été développé. Nous avons 

ensuite testé et validé sa fiabilité et sa sensibilité chez des patients et dans des modèles 

animaux soumis à des lésions hépatiques induites. Après avoir validé l'applicabilité du test, 

nous avons étudié la dynamique et l'adsorption à la surface de l'albumine en fonction de la 

présence de PTM à l'aide de la modélisation moléculaire. 

 

Dans cette étude, les modèles animaux utilisés ne reflètent pas l’ensemble des 

différents types d’atteintes hépatiques. De plus, le choix de solvant utilisé pour diluer les 

réactifs peut affecter le profil d’albumine. Lorsque le (CCl4) est dilué avec de l'huile d'olive, les 

acides gras contenus dans l'huile d'olive ont la capacité d'influencer la structure de l'albumine 

(230). 

 

Dans le cadre de l'étude de la modélisation moléculaire, les analyses ont été réalisées 

sur une structure d'HMA dans laquelle seuls deux des sept sites de liaison aux acides gras 

étaient occupés. Cette absence de diversité dans la prise en compte des divers sites de liaison 

aux acides gras peut restreindre notre appréhension des multiples aspects dynamiques et 

d'adsorption de la structure de l'albumine. Une étude de modélisation moléculaire plus 

avancée sera nécessaire pour analyser la dynamique de l'albumine et les propriétés 

d'adsorption du ligand en variant les sites de liaison des acides gras occupés, car ils ont le 

potentiel d'altérer la conformation de la structure du HSA. 

 

 Sur la base de cette discussion, plusieurs perspectives peuvent être envisagées. Pour 

bien valider l'applicabilité du SEB test et sa capacité à détecter d’une manière précoce les 

lésions hépatiques, il sera nécessaire de le tester sur une plus grande cohorte de patients.  

 

Quant aux modèles animaux, nous envisageons de développer d'autres modèles 

expérimentaux d'hépatotoxicité (intoxication au paracétamol, ligature des voies biliaires) afin 

de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques observés chez l'homme. De plus, 

une amélioration des modèles animaux précédents est prévue pour tester d’autres 

hépatotxiques et mimer d’autres atteintes hépatiques. A noter que le succès récent des 

modèles 3D in vitro (tels que les organoïdes et les organes sur puce basés sur la micro 

fluidique), qui imitent mieux la physiologie et l'architecture humaines, a ouvert la voie à des 

substituts de pointe à la recherche sur les animaux. Il faut d'abord produire une quantité 

significative d'albumine détectée par spectrométrie de masse pour que les études soient 

fiables.  

 

En conclusion, le SEB test semble prometteur comme outil de diagnostic rapide en 

offrant une approche de screening spécifique au patient pour le diagnostic des stades 

précoces de lésions hépatiques.  
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Cette étude nous permet de retenir les points clés suivants : 

 

- Nous avons dévoilé que l'utilisation d'une approche multi-ligands, couvrant 

l'intégralité de la structure de l'albumine, montre un grand potentiel dans 

l'analyse de ces modifications post-traductionnelles (PTM). 

 

- Nous avons montré que le SEB test est capable de détecter des lésions 

hépatocytaires précoces avant la variation des biomarqueurs biochimiques 

actuels chez les patients souffrant de lésions hépatiques. 

 

- Le SEB test développé est un outil prometteur et bien adaptée à une application 

de routine en situations cliniques. Il va servir comme un outil de criblage 

(screening) chez les patients souffrant d’une atteinte hépatique en révélant 

précocement les modifications structurelles de l'HSA. Cet outil sera complété par 

les profilages des isoformes de l'albumine chez les patients plus avancé pour 

identifier la nature et le degré de leurs atteintes.  
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Chapitre V. Application clinique : Quantification des modifications post-

traductionnelles chez les patients atteints d'insuffisance hépatique : Implications 

cliniques et pronostiques  

V.1.1. Application clinique 

 

Introduction 

Après avoir achevé avec succès le développement et l'évaluation du SEB test en tant 

qu'outil d'évaluation du potentiel des modifications structurels de l'HSA en tant que 

biomarqueurs précoces pour le diagnostic et le suivi des patients atteints d'une maladie 

hépatique, nous avons ensuite entrepris l'application de la méthode de quantification absolue 

des isoformes d'albumine décrite au chapitre 3, article 2, pour évaluer le potentiel des profils 

d'isoformes de l'HSA à des fins similaires.  

 

L'un des aspects préoccupants des maladies hépatiques chroniques est qu'elles ne 

sont souvent pas diagnostiquées jusqu'à ce qu'elles atteignent le stade de la maladie 

hépatique terminale (ESLD), qui représente environ 30 % des cas. À ce stade, le taux de survie 

chute brutalement, 50 % seulement des patients survivant au-delà de cinq ans [1,2]. Ce taux 

de mortalité élevé dans l'ESLD souligne l'importance d'une détection et d'une intervention 

précoces pour prévenir la progression des maladies hépatiques. Il est donc primordial de 

diagnostiquer avec précision la fibrose avancée qui peut servir de marqueur prédictif critique 

pour les événements liés au foie.  

 

Il est bien établi que la cirrhose du foie a un impact négatif sur la production d'albumine, 

ce qui entraîne une diminution de sa concentration sérique [3,4]. Cela souligne l'interaction 

complexe entre la cirrhose et les altérations de la structure et de la concentration de l'HSA, et 

met en lumière l'importance de comprendre cette dynamique pour la prise en charge clinique. 

 

La recherche in vivo suggère que les PTM de l'albumine peuvent se manifester à un 

stade précoce des lésions hépatiques. Les premiers résultats obtenus sur des modèles 

animaux, presenté au chapitre 4, article 4 étayent également cette hypothèse. Par exemple, 

lors d'expériences impliquant des rats exposés à des substances telles que l'éthanol ou le 

CCl4 pendant plusieurs jours, il a été observé que des modifications de l'albumine se 

manifestaient assez rapidement. Cela s'est produit bien avant l'élévation typique des 

marqueurs biochimiques tels que l'AST, l'ALT, la phosphatase alcaline (PAL) ou la bilirubine, 

et même avant l'apparition de lésions histologiques visibles.  

 

Nous avons cherché à étendre dans cette étude cette hypothèse à des sujets humains, 

afin d'établir un lien clair entre les PTM de l'albumine, donc ses isoformes, et les différents 

stades de progression des maladies hépatiques. Grâce à cette étude, nous souhaitons mettre 

en lumière l'importance clinique potentielle des profils d’isoformes en tant que biomarqueurs 

précoces des hépatopathies chroniques. 
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Patients, matériels et méthodes 

 

Patients 

Entre janvier 2021 et janvier 2023, nous avons réalisé une étude prospective 

monocentrique, incluant des patients présentant différents états de maladies chroniques du 

foie suivis dans le service d'hépatologie du Centre Hospitalier Universitaire de Limoges, 

France. Pour chaque patient recruté dans l'étude, l'âge, le sexe, l'étiologie de la maladie 

hépatique, le score MELD, le stade de l'encéphalopathie hépatique, le stade de la cirrhose, le 

stade de la fibrose et la méthode de diagnostic ont été collecté.  

 

Les enquêteurs ont systématiquement sollicité la participation des patients à l'étude 

dès que leur état clinique le permettait. Après avoir obtenu leur consentement éclairé, les 

patients ont été soumis à des procédures de recherche, comprenant la collecte de données 

cliniques, l'évaluation de la rigidité du foie par FibroScan ou par biopsie du foie lorsque cela 

était possible, ainsi que l'analyse des résultats biologiques des tests de routine. De plus, des 

analyses spécifiques de l'albumine ont été réalisées sur des échantillons de sang résiduel. Les 

tubes prélevés sont des tubes "Vacutainer®" en héparinate de lithium (Beckton Dickinson, 

France) centrifugés (à 3000 rpm, pendant 10 minutes) issus de la routine hospitalière du 

laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire du CHU de Limoges. 

 

Les critères d'inclusion étaient les suivants : (1) Patients âgés de plus de 18 ans ; (2) 

diagnostiqué pour une maladie du foie dans le service d'hépatologie ; et (3) ayant eu un test 

sanguin de routine dans les dernières 24 heures. Ils ont été classés en fonction de leur stade 

de fibrose (F0/F1, F2, F3, F4). Le stade de fibrose a été déterminé soit par un fibroscan® en 

2019 ou ultérieurement, et/ou le score METAVIR si une biopsie hépatique était disponible et/ou 

par des arguments clinico-biologiques et morphologiques pour les patients cirrhotiques (F4). 

Ces derniers ont ensuite été classés en trois stades en fonction de leur score de Child Pugh.  

 

Les critères d'exclusion étaient les suivants : Les patients sous dialyse ou ayant subi 

une transplantation rénale, ou ayant reçu une injection de produit de contraste, une thérapie 

de chélation, une transfusion, une injection d'un dérivé sanguin ou d'albumine au cours du 

mois précédent (risque d'interaction). Un groupe d'individus sains ont été inclus lorsque leur 

diagnostic clinique n'indiquait aucun dysfonctionnement hépatique et que leurs taux de 

transaminases (AST, ALT), de phosphatases alcalines (ALP), de gamma-glutamyl-

transférases (GGT), de bilirubine totale et conjuguée (BILIT, BILID) et de lactate 

déshydrogénase (LDH) se situaient dans les limites de la normale. 

 

La rigidité du foie a été évaluée par FibroScan® Mini+ 430 (EchoSens, Paris, France) 

à l'aide de la sonde M. Seuls les patients ayant au moins 10 acquisitions réussies et un écart 

interquartile/médian <30% ont été inclus.  L'interprétation des stades de fibrose a été basée 

sur les seuils publiés en fonction des étiologies [5–7]. Schématiquement < 7KPa F0F1, entre 

7 et 9,5 KPa F2, entre 9,5 et 13 KPa F3, > 13 KPa F4. Les patients cirrhotiques ont été classés 

en cirrhose A, B ou C en utilisant les scores de Child-Pugh et les recommandations de 

BAVENO VII [8,9]. Certains patients ont subi une biopsie du foie par ponction transpariétale 

ou Trans-jugulaire. Le stade de fibrose a été évalué à l'aide du score METAVIR [10]. 

 

Le diagnostic de cirrhose, ou plus précisément de fibrose F4, est posé lors d'une 

consultation, en tenant compte d'un ensemble de critères cliniques, biologiques et 
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morphologiques. D'un point de vue clinique, l'examen du foie peut révéler un bord net et rigide, 

parfois accompagné d'une hépatomégalie. La présence d'ascite, de splénomégalie et d'une 

circulation veineuse collatérale dans l'abdomen indique une hypertension portale. Les signes 

d'insuffisance hépatocellulaire comprennent les angiomes stellaires, l'érythrose palmaire, 

l'hippocratisme digital et l'ictère. La présence d'un tremblement de battement suggère une 

encéphalopathie hépatique. Aucun marqueur biologique spécifique n'est exclusif de la 

cirrhose. Dans le cas d'une cirrhose compensée, les fonctions synthétiques hépatiques restent 

intactes et les résultats des analyses de sang peuvent apparaître tout à fait normaux. En cas 

d'insuffisance hépatocellulaire, le temps de prothrombine et le taux de facteur V diminuent, de 

même que l'hypoalbuminémie et l'hyperbilirubinémie conjuguée prédominante. En outre, il 

peut y avoir des signes de cytolyse, principalement une augmentation de l'ASAT (aspartate 

aminotransférase), ou de cholestase. La thrombocytopénie, parfois accompagnée d'une 

leuco-neutropénie et d'une anémie, est un indicateur d'hypersplénisme. 

 

Sur les examens d'imagerie, le foie présente des caractéristiques dysmorphiques, 

notamment des contours irréguliers et un aspect hétérogène. En cas d'hypertension portale, 

le diamètre de la veine porte est supérieur à 12 mm, avec la présence de shunts porto-

systémiques et d'une splénomégalie [11]. 

 

Matériels et méthodes 

 

Quantification absolue des isoformes de l'albumine sérique humaine 

Les isoformes de l’HSA ont été caractérisés et quantifié d’une façon absolue et non 

relative par la méthode décrite au chapitre 3, article 2. En bref, cette méthode est basée sur 

un système LC-TOF-MS. La méthode consiste en une simple dilution de 20 µL de sérum de 

patient dans de l'eau (0.9% NaCl) après ajout de myoglobine comme standard interne.  

 

Les informations sur la préparation des échantillons, leurs analyses et le traitement des 

données sont décrites dans l’article 2. Une information à ajouter à ce qui a été déjà décrit dans 

l'article 2 de ce manuscrit est la suivante : pour les isoformes avancées de haut poids 

moléculaire identifiées dans l'échantillon du patient mais non présentes dans la solution 

commerciale d'albumine utilisée pour créer les courbes d'étalonnage, nous avons fait une 

estimation basée sur la pente de l'isoforme similaire présente dans la solution commerciale 

(ex : la pente de HSA+GLYC a été utilisée pour estimer la concentration de HSA+2GLYC). En 

effet, le comportement de l'isoforme s'est avéré être approximativement identique (Chapitre 3, 

article 2).  

 

Analyse statistique  

Les données quantitatives ont été exprimées sous forme de moyennes et d'erreurs 

standard de la moyenne (SEM) à l'aide de diagrammes de dispersion. La surface de pic de 

chaque isoforme a été exprimée en g/L. L'ANOVA suivie du test post hoc de Tukey a été 

utilisée pour évaluer l'association entre les isoformes HSA et l'étiologie des patients. Tous les 

tests étaient bilatéraux et p < 0,05 était considéré comme statistiquement significatif. Des 

courbes ROC ont été construites pour évaluer le seuil discriminatoire optimal de certaines 

isoformes d'albumine afin de distinguer les différents stades des lésions hépatiques. L’analyse 

multivariée des isoformes d’albumine par analyse en composantes principales (ACP) a été 

déterminée à l'aide d'un code développé sur R en prenant en considération les données du 

profil déconvolué complet de l'albumine entre 66000 et 67500 Da. Les données et les figures 
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ont été analysées et préparées à l'aide de logiciel R et de GraphPad Prism®, version 9 pour 

Mac OS. 

 

Résultats 

 

La population étudiée 

Dans la présente étude, 82 personnes servant de témoins et 172 patients souffrant 

d'une maladie hépatique chronique ont été recrutés. La majorité des patients étaient des 

hommes, soit 116 (67 %) du total. L'âge médian au moment de l'inclusion était de 61 ans. La 

plupart des patients ont subi un FibroScan® (tableau 4). Après leur diagnostic (tableau 4), les 

patients ont été classés en fonction de leur stade de fibrose : 36 patients ont été classés F0/F1 

(21 %), 23 F2 (13 %), 30 F3 (17 %) et 83 F4, dont 37 avec une cirrhose Child Pugh A (22 %), 

26 avec une cirrhose Child Pugh B (15 %) et 20 avec une cirrhose Child Pugh C (12 %).  

Les deux principales étiologies des maladies du foie étaient la stéatohépatite non 

alcoolique (NASH) et la consommation chronique d'alcool, individuellement ou en 

combinaison, représentant plus de la moitié des cas (NASH 36 %, consommation chronique 

d'alcool 23,2 %, consommation chronique d'alcool et NASH 6,3 %). Les autres étiologies 

comprenaient le virus de l'hépatite B, le virus de l'hépatite C, l'hépatite auto-immune et d'autres 

(tableau 5). 

 

Tableau 4: Méthode de diagnostic. 

Stade de fibrose Fibroscan Biopsie du foie 
Fibroscan + biopsie du 

foie 

F0/F1 35 (0.97) 4 (0.11) 3 (0.08) 

F2 23 (1) 5 (0.22) 5 (0.22) 

F3 28 (0.93) 12 (0.4) 10 (0.33) 

 

F4 32 (0.45) 19 (0.23) 4 (0.05) 

Child Pugh A 25 (0.68) 5 (0.13) 2 (0.05) 

Child Pugh B 3 (0.11) 6 (0.23) 1 (0.04) 

Child Pugh C 4 (0.2) 8 (0.4) 1 (0.05) 

 

L'ascite était présente chez 30 patients cirrhotiques, avec 18 ascites modérées (7 avec 

Child Pugh B et 11 avec Child Pugh C), et 12 ascites tendues ou réfractaires aux diurétiques 

(7 Child Pugh B et 5 Child Pugh C). Une encéphalopathie hépatique a été observée chez 18 

patients cirrhotiques : 1 avec Child Pugh A présentant une encéphalopathie de stade II, 7 avec 

Child Pugh B (4 avec encéphalopathie de stade II et 3 avec encéphalopathie de stade III), et 

10 avec Child Pugh C (8 avec encéphalopathie de stade II et 2 avec encéphalopathie de stade 

III). 
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Tableau 5: Caractéristiques de la population.  

NS : Non approprié, NASH : stéatohépatite non alcoolique, AIH : hépatite auto-immune, VHC : 

virus de l'hépatite C, VHB : virus de l'hépatite B, CBP : cholangite biliaire primitive, CSP : 

cholangite sclérosante primitive, MELD : modèle d'évaluation des maladies hépatiques en phase 

terminale. 

 F0/F1 F2 F3 
Child 

Pugh A 

Child 

Pugh B 

Child 

Pugh C 
Total 

Nombre de patients 36(21%) 23(13%) 30(17%) 37(22%) 26(15%) 20(12%) 172 

Sexe  

Femme 17 6 12 12 1 8 56 

Homme 15 17 18 25 25 12 116 

Âge (année)  

Âge moyen 54 61 64 62 64 59 60 

Âge médian 53 62 62 62 63 57 61 

Étiologie  

NASH 13 13 22 12 3 0 62(36%) 

Alcool 1 0 0 9 16 14 
 

40(23,2%) 

HBV 10 1 2 2 0 0 15(8,7%) 

HCV 2 3 1 5 0 0 11(6,3%) 

Hémochromatose 1 0 0 2 0 0 3(1,7%) 

Cardiaque 0 0 0 0 1 0 1(0,6%) 

AIH 3 2 4 1 0 1 11(6,3%) 

Cholangite auto-

immune 
3 0 0 0 0 0 3(1,7%) 

PBC 3 0 0 0 0 0 3(1,7%) 

PSC 0 2 0 0 0 0 2(1,1%) 

Cryogénie 0 0 1 3 0 0 4(2,3%) 

Mixte 0 2 0 3 7 5 17(9,9%) 

Étiologie mixte  

Alcool + NASH 0 0 0 2 5 4 11(6,3%) 

PBC + NASH 0 2 0 0 0 0 2(1,1%) 

Alcool + VHB 0 0 0 0 0 1 1(0,6%) 

Alcool + VHC 0 0 0 1 1 0 2(1,1%) 

Moyenne MELD NS NS NS 8 15 21 14 

Encéphalopathie 

hépatique 

Tous les stades 

NS NS NS 1 7 10 18 

Modéré NS NS NS 1 4 8 13 

Invalidant NS NS NS 0 3 2 5 

Ascite 

Tous les stades 
NS NS NS 0 14 16 30 

Abondance moyenne NS NS NS 0 7 11 18 

Tendu ou réfractaire NS NS NS 0 7 5 12 
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Quantification des isoformes HSA 

 

Albumine native 

La valeur moyenne de l'isoforme native de l'albumine (HSA native) chez les témoins 

sains était de 12,2 g/L. L'HSA native était légèrement plus faible chez les patients atteints de 

fibrose F0F1 (10.6 g/L), F2 (9.9 g/L) et F3 (10.6 g/L), tandis qu'elle était significativement 

réduite chez les patients diagnostiqués d’une cirrhose F4_A (10.2 g/L), F4_B (4.1 g/L) et F4_C 

(4.2 g/L) par rapport aux témoins sains (12.2 g/L) (Figure 10.A). Cependant, en mélangeant 

F2 et F3, nous avons pu observer une discrimination entre F2F3 et le groupe de contrôle, 

F4_B et F4_C (Figure 10.B). Une différence significative s'est manifestée entre les groupes 

F4_B/F4_C par rapport aux autres groupes. Il est important de noter que F4_A a été distinguée 

de F4_B. Toutefois, aucune différence significative n'a été détectée entre F4_B et F4_C. 

 

 

Figure 10: Concentration moyenne d'albumine native (g/L) en fonction du stade de 

fibrose. (A) Groupe F2 et F3 séparé, (B) Groupe F2/F3 melangé. 

F0/F1: fibrose F0/F1; F2: fibrose F2; F3: fibrose F3; F4_A: Cirrhose Child Pugh A; F4_B: 

Cirrhose Child Pugh B; F4_C: Cirrhose Child Pugh C. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p 

< 0,0001. 

Autres isoformes d'albumine 

Au total, 10 isoformes non natives ont été quantifiés, y compris les isoformes tronqués 

à l'extrémité N-terminale (HSA-DA) et à l'extrémité C-terminale (HSA-L), la cysteinylé 

(HSA+Cys), les formes oxydés (HSA+SO3H), glyqués (HSA+Glyc) ainsi que des combinaison 

d’isoformes tels que les formes cysteinylés glyquées (HSA+CYS+GLYC) et tronqués 

cysteinylés (HSA-DA+CYS). Nous avons comparé la concentration moyenne (g/L) de ces 

isoformes d'albumine en fonction du stade de la cirrhose (Figure 11). 
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Figure 11: Concentration moyenne des isoformes d'albumine quantifiées (g/L) en 

fonction du stade de fibrose. 

(A) Albumine tronqués à l'extrémité N-terminale (HSA-DA) ; (B) Albumine tronqués à 

l'extrémité C-terminale (HSA-L) ; (C) Albumine tronqués cysteinylés (HSA-DA+CYS) ; (D) 

Albumine oxydé (HSA+SO3H) ; (E) Albumine cysteinylé (HSA+CYS) ; (F) Albumine glyqué ; 

(G) Albumine cysteinylé glyqué (HSA+CYS+GLYC) ; (H) Albumine doublement glyqué 

(HSA+2GLYC) ; (I) Albumine cysteinylé doublement glyqué (HSA+CYS+2GLYC). F0/F1: 

fibrose F0/F1; F2: fibrose F2; F3: fibrose F3; F4_A: Cirrhose Child Pugh A; F4_B: Cirrhose 

Child Pugh B; F4_C: Cirrhose Child Pugh C. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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La concentration moyenne de l'albumine tronquée en N-terminal (HSA-DA) a été 

significativement réduite à chaque stade de la fibrose par rapport au groupe témoin (0.2 g/L). 

Le groupe F0-F1 différait significativement uniquement des groupes de cirrhose décompensée 

(Figure 11.A).  

 

Aucune variation significative de la concentration de l'isoforme tronquée C-terminale 

n'a été détectée (Figure 11.B).  

 

En ce qui concerne le HSA-DA+CYS, la concentration était significativement réduite 

dans les groupes de patients cirrhotiques B et C décompensés par rapport aux témoins et aux 

F0/F1. 

 

Pour l'isoforme irréversiblement oxydée (HSA+SO3H), la concentration est diminué 

notablement au cours des stades de cirrhose décompensée (F4_B et F4_C). Cette diminution 

était statistiquement significative par rapport au groupe témoin et à chaque stade de fibrose 

allant de F0 à F4 CP A (Figure 11.D).  

 

La concentration moyenne d'albumine cystéinylée (HSA+CYS) a montré une 

augmentation notable, passant de 8,7 g/L à 11,1 g/L, lors du passage du groupe de contrôle 

à Child Pugh A. En revanche, la concentration de cette isoforme a diminué dans les cirrhoses 

décompensées B (7,9 g/L) et C (6,8 g/L) (Figure 11.E). Par ailleurs, une différence significative 

a été remarquée en comparant F4_B avec F2, F3 et F4_A, ainsi que F4_C avec F0/F1, F2, 

F3 et F4_A. 

 

Concernant l'isoforme glyquée, elle présente le même comportement de variation de 

concentration que l'isoforme cystéinylée. La disparité de concentration se révèle significative 

lorsque l'on compare les groupes de contrôle à tous les autres stades de fibrose, à l'exception 

de F0/F1 (Figure 11.F). 

 

En ce qui concerne l'isoforme cystéinylé glyqué, une augmentation de sa concentration 

a été constatée dans les groupes F2, F3 et F4_B par rapport aux groupes témoins, tandis que 

cette augmentation n'a pas été observée dans les groupes F4_A et F4_C. Il est remarquable 

de noter qu'une distinction significative a été détectée entre les groupes F3 et F4_A (Figure 

11.G). 

 

La concentration moyenne de l'isoforme doublement glyqué (HSA+2GLYC) a presenté 

une augmentation significative, passant de 0,4 g/L à 1 g/L, lors du passage du groupe de 

contrôle à Child Pugh A. En revanche, la concentration de cette isoforme a diminué dans les 

cirrhoses décompensées B (0,8 g/L) et C (0,7 g/L) (Figure 11.E) à des valeurs comparables 

aux stades F2/F3 et F0F1 respectivement. Par ailleurs, une différence significative a été 

remarquée en comparant le groupe contrôle avec F0/F1 (Figure 11.H). 

 

La concentration moyenne de l'isoforme cystéinylée et doublement glycosylée 

(HSA+CYS+GLYCx2) était nettement plus élevée dans les stades de cirrhose A (0,12 g/L), B 

(0,18 g/L) et C (0,2 g/L) que chez les témoins (Figure 11.I). 
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Comportement discriminatoire des isoformes HSA  

Pour mieux comprendre le comportement discriminant des isoformes de HSA, nous 

avons normalisé la concentration moyenne de quelques isoformes cliniquement significatives 

isoformes notamment l’isoforme cystéinylé, glyqué et cyteinylé glyqué par rapport à celle de 

l'albumine native, nous avons constaté une augmentation significative du ratio de 

concentration de ces isoformes chez les patients atteints de cirrhose B et C décompensée, 

alors que la concentration restait comparable dans les stades firbotiques plus précoces (Figure 

12.A). 

 

L'isoforme glyqué était la seule capable de discriminer entre le groupe de contrôle et 

F2. (Figure 12.A.2). De plus, l’isoforme GLYC et CYS+GLYC étaient capables de faire la 

distinction entre F2 et F4_B (Figure 12.A.2 et 12.A.3), ce qui n'était pas le cas avec l’isoforme 

cysteinylé (Figure 12.A.1). 

 

En ce qui concerne les courbes ROC, nous avons choisi d'analyser le potentiel 

discriminant de ces isoformes spécifiques entre le groupe contrôle (82 patients) et les 

différents stades fibrotiques. Pour l'isoforme cystéinylée, une discrimination avec une 

sensibilité de 65 % et une spécificité de 98,78 % entre le groupe F4_C de 20 patients et le 

groupe témoin, a été observé. 

 

Pour l’isoforme glyqué et cysteinylé glyqué, une meilleure discrimination du groupe 

F4_B de 26 patients par rapport à F4_C a été observé. Pour l’isoforme GLYC, une sensibilité 

de 84,62 % et une spécificité de 100 % a été observé pour F4_B contre une sensibilité de 70 

% et une spécificité de 98,78 % pour F4_C. Pour l’isoforme CYS+GLYC, une sensibilité de 

76,92 % et une spécificité de 98,78 % a été observé pour F4_B contre une sensibilité de 70 % 

et une spécificité de 98,78 % pour F4_C 
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Figure 12: Aperçu du comportement discriminatoire des isoformes HSA.  

(A) Ratio de concentration des isoformes spécifiques (Cys, Glyc et CYS+GLYC) de l'albumine 

normalisée par rapport à l'isoforme native en fonction du stade de fibrose ; (B) Courbe ROC 

représentant la sensibilité en fonction de la spécificité des isoformes spécifiques (Cys, Glyc et 

CYS+GLYC) de l’albumine normalisées par rapport à l’isoforme native dans différents groupes 

de fibrose par rapport au groupe de contrôle. 
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Après nous être concentrés sur des isoformes spécifiques ayant une pertinence 

clinique pour distinguer les patients témoins de ceux atteints d'une maladie hépatique, nous 

avons effectué une analyse en composantes principales (ACP) sur l'ensemble du profil 

d'albumine déconvolué entre 66 000 et 67 500 pour ces deux groupes de patients afin 

d'extraire le plus large éventail d'informations possible. L’ACP a montré une séparation entre 

le groupe contrôle et les différents stades de fibrose. Cependant, à chaque stade, la distinction 

n'est pas nette pour tous les patients (Figure 13). 

 

 

Figure 13: Analyse en composantes principales (ACP).  

Données représentatives du profil des isoformes d'albumine entre 66000-67500 Da entre le 

groupe témoin et les différents stades de fibrose : (A) F0-F1 ; (B) F2 ; (C)F3 ; (D) Child-Pugh 

A ; (E) Child-Pugh B ; (F) Child-Pugh C. 

 

A la suite des analyses ACP et pour découvrir de plus les relations entre les différents 

isoformes de l’albumine et leur pouvoir discriminant, un tableau de contingence a été générés 

par le biais de “machine learning“. Ce tableau montre une discrimination assez significative 

entre le groupe de patients témoins (81/82 sujets correctement prédits) et le groupe de patients 

atteints. Pour les autres groupes, nous avons obtenu les résultats de prédiction suivants : 

17/36 pour F0F1, 0/23 pour F2, 11/30 patients pour F3 et 61/83 patients pour F4 (Figure 14).  
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Figure 14: Tableau de contingence pour évaluer le pouvoir discriminatif des isoformes 

d’albumine. 

 

Discussion 

La nouveauté de cette étude réside dans sa description pionnière de la distribution des 

isoformes d'albumine à différents stades de la maladie hépatique, y compris les phases 

initiales de la fibrose hépatique. Pour la plupart des isoformes identifiées, nous avons 

visuellement démontré des différences dans leur distribution entre les sujets témoins et les 

patients atteints. En outre, nous avons démontré l'importance de prendre en compte 

l'information globale fournie par les isoformes pour une prédiction potentielle des différentes 

lésions hépatiques. Ces travaux ont été rendu possible par la méthode de quantification non 

invasive mise en place par notre équipe et qui fournit des résultats d’une façon assez rapides 

(20 min). Les échantillons analysés peuvent être obtenue par des procédures de prélèvement 

sanguin standard. 

 

Les taux d'albumine native peuvent servir de biomarqueur fiable pour détecter la 

cirrhose B et C, conformément aux résultats récents de Baldassare et al, qui ont démontré son 

importance principalement en tant que biomarqueur pour les maladies hépatiques avancées 

[12]. Néanmoins, il est important de noter que son utilité pour diagnostiquer les stades initiaux 

de la fibrose est susceptible d'avoir une sensibilité et une spécificité limitées.  

 

Après quantification, les concentrations moyennes de chaque isoforme ont été 

visualisées et analysées à l'aide de diagrammes de dispersion. Les concentrations moyennes 

des isoformes HSA-DA, HSA+2GLYC étaient significativement différentes à tous les stades 

de la fibrose par rapport aux patients témoins. Il est à noter que la concentration des isoformes 

HSA+SO3H, HSA+CYS, HSA+GLYC et HSA+2GLYC était clairement affectée par la 

décompensation de la cirrhose et était plus faible qu'à tous les autres stades de la maladie. 

En revanche, l'isoforme HSA+CYS+2GLYC moyenne augmentait dans les stades de cirrhose 
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décompensée. Cependant, malgré l'observation d'une tendance corrélant la sévérité de la 

fibrose avec la concentration des isoformes, les différences n'étaient pas significatives entre 

tous les sous-groupes pour chaque isoforme, comme le montre la figure 11. 

 

Après normalisation de certaines isoformes cliniquement pertinentes, notamment les 

isoformes cystéinylées, glyquées et cystéinylées glyquées par rapport à l'isoforme native, 

d'autres informations ont été déduites. Une augmentation significative du ratio de ces 

isoformes a été observée chez les patients souffrant d'insuffisance hépatique, ce qui peut 

sembler contradictoire par rapport aux concentrations moyennes indiquées dans la figure 11. 

En effet, les isoformes d'albumine soumises au stress oxydatif ont tendance à augmenter avec 

la progression de la maladie hépatique, et de façon encore plus marquée dans les formes 

décompensées. Cependant, dans le même temps, l'albumine totale (y compris l'albumine 

native) diminue également, probablement dans une plus large mesure, ce qui peut expliquer 

la contradiction apparente observée entre les valeurs normalisées et non normalisées.  

 

En outre, les courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) des données 

normalisées pour ces isoformes spécifiques ont révélé leur capacité individuelle à différencier 

plus ou moins efficacement les divers stades de la fibrose chez les patients. Cette capacité de 

discrimination était particulièrement marquée pour les stades B et C de la cirrhose 

décompensée. L'isoforme cystéinylée se révélait plus performante pour distinguer les stades 

F4_C des cas témoins que les isoformes glyquées et cystéinylées. En revanche, les isoformes 

glyquées et cystéinylées glyquées étaient plus efficaces pour discriminer le stade B de la 

cirrhose que l'isoforme cystéinylée. 

 

Sur la base de ces observations, il est prévisible que l'utilisation d'une seule isoforme 

ne sera pas suffisante pour discriminer les différents stades de l'atteinte hépatique chez les 

patients. En outre, les isoformes de l'HSA sont interdépendantes. Si la présence d'isoformes 

spécifiques est influencée par l'environnement chimique des hépatocytes, les changements 

de concentration d'une isoforme peuvent avoir un impact sur les niveaux des autres. Il est 

donc impératif de prendre en compte toutes les isoformes HSA pour chaque patient.  

 

L'analyse en composantes principales (ACP) (Figure 4) et l'utilisation de machine 

learning pour générer une matrice de contingence (figure 5) nous ont permis d'évaluer les 

effets cumulatifs de toutes les isoformes. Les deux analyses ont clairement révélé une 

distinction globale entre les sujets témoins et les patients atteints de lésions hépatiques, bien 

que certaines fluctuations aient été observées chez quelques patients. Nos résultats 

confirment donc que l'albumine doit être considérée comme un réseau d'isoformes et qu'il ne 

suffit pas de se fier à la concentration de chaque isoforme individuelle pour prédire avec 

précision les différents stades de la fibrose.  

 

En outre, nos résultats sont conformes aux recherches antérieures et les isoformes d'albumine 

représentent donc une voie prometteuse, bien que nos résultats en soient encore aux stades 

préliminaires de la recherche. Il est important de noter que notre étude ne s'est pas 

spécifiquement concentrée sur la prédiction du pronostic, mais nous prévoyons d'évaluer cet 

aspect dans une future étude de cohorte (Malhabar - Modifications de l’ALbumine dans les 

Atteintes Hépatiques - un nouveau BiomARqueur). 
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Notre étude présente plusieurs limites. Premièrement, notre étude préliminaire manque 

de puissance en raison de l'inclusion d'un nombre relativement faible de patients (172 

patients). Deuxièmement, Il existe un biais d'inclusion possible lié à une mauvaise 

classification de la fibrose chez certains patients. Cette hypothèse est étayée par la grande 

dispersion de la concentration d'albumine native dans le groupe F2 (Figure 1.A). En combinant 

les groupes F2 et F3 (Figure 1.B), on observe une différence significative de la concentration 

en albumine native entre le groupe contrôle et les groupes F2/F3. Ce résultat est cohérent 

avec les données des analyses en composantes principales, qui montrent une distinction claire 

entre le groupe de contrôle et les différents stades de fibrose. Cependant, au sein de chaque 

groupe, certains patients semblent mal classés. Cela peut être lié à la méthode diagnostique 

de référence utilisée pour déterminer les stades de fibrose. Pour évaluer ces scores, 

l'élastométrie hépatique (FibroScan) complétée par des données cliniques et biologiques ont 

été utilisées. Le FibroScan a une bonne valeur prédictive positive pour les stades F3 et F4 

mais est moins précis pour distinguer les fibroses F2 et F0/F1 [13]. Si la biopsie hépatique 

reste l'étalon-or, elle est invasive, comporte des risques et n'est généralement recommandée 

que lorsqu'elle est indispensable à la prise de décisions thérapeutiques. En outre, la biopsie 

hépatique présente des imperfections, notamment l'hétérogénéité des lésions dans le foie, les 

limites de la taille de la biopsie et la variabilité de l'interprétation entre les observateurs [14]. 

Troisièmement, un biais de sélection parmi les patients de notre étude existe. Les deux 

principales étiologies observées dans notre population sont la NASH et la consommation 

chronique d'alcool, ce qui correspond aux données typiques des pays occidentaux (Tableau 

2) [15,16]. La consommation chronique d'alcool est plus fréquente chez les patients les plus 

graves, alors que dans les stades précoces, les patients présentent principalement une NASH. 

Diverses autres étiologies sont également représentées. 

 

Conclusion 

Notre étude était une preuve de concept, basée sur les modifications de l'HSA dans le 

cadre de la progression des maladies du foie. Nos résultats suggèrent que l'utilisation des 

isoformes de l'HSA de manière individuelle pour le diagnostic de la fibrose hépatique n'est pas 

suffisante, car les isoformes de l'HSA sont interdépendantes. Les isoformes de l'HSA devraient 

être considérées comme un réseau et exploitées par le biais d'une approche de cartographie 

de ces isoformes. Cela permettra de corréler l'association des isoformes HSA en fonction des 

différents stades de fibrose. 

 

Des études supplémentaires sont nécessaires, avec des critères de sélection plus 

sélectifs, afin d'affiner le rôle pronostique des isoformes d'albumine. Actuellement, un 

programme de recherche clinique en milieu hospitalier (PHRC) impliquant une population de 

patients plus large et plus diversifiée avec des étiologies variées est débutée. L'objectif 

principal de cette recherche est de prédire le pronostic des lésions hépatiques à 3 ans chez 

les patients atteints d'une maladie hépatique avancée, tout en abordant les défis associés à 

l'interprétation des tests de fibrose non invasifs. 
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Discussion et perspective générale 

Ce travail de thèse à visé applicatif et exploratoire avait pour but d’étudier les 

modifications post-traductionnelles de l’albumine sérique humain comme biomarqueurs 

précoces des hépatopathies chroniques. Pour relever ces défis, nous avons choisi une 

approche translationnelle basée sur le développement analytique, les études in vitro, les 

expérimentations animales, les études cliniques observationnelles, la modélisation 

moléculaire et l'utilisation de machine learning.  

 

Dans notre revue de la littérature, nous avons souligné le manque de biomarqueurs 

capables de prédire le développement de lésions hépatiques précoces chez les patients. Bien 

que le microARN-122 soit le biomarqueur le plus prometteur à ce jour, son utilisation clinique 

est limitée par des variations biologiques. L’albumine effective a été récemment démontré 

comme un biomarqueur de stades avancées des hépatopathies chroniques (14). Néanmoins, 

il est important de noter que son utilité pour diagnostiquer les stades initiaux de la fibrose est 

susceptible d'avoir une sensibilité et une spécificité limitées. L'étude des données générées 

par la quantification des isoformes dans l'étude clinique nous a fourni des informations 

importantes. Alors que l'utilisation de certaines isoformes individuelles nous a donné un 

pouvoir discriminant pour les stades avancés de la cirrhose, d'autres étaient insignifiantes 

alors que leur présence pouvait être importante, d'autant plus que les isoformes sont 

interdépendantes. Afin de ne manquer aucune information, nous avons pris en compte toutes 

les isoformes dans le spectre d'albumine. L’effets cumulatifs de toutes les isoformes a révélé 

une distinction globale entre les sujets témoins et les patients atteints de lésions hépatiques. 

Des biais d’analyses ont apparait due à certaines limites, notamment à un biais d’inclusion lié 

à une mauvaise classification des stades de fibrose ainsi que d’étiologie pour certains patients. 

Nous proposons maintenant des perspectives pour compléter notre travail, contourner les 

limitations et établir de manière plus concrète l'utilisation des modifications post-

traductionnelles de l'albumine comme biomarqueurs précoces des hépatopathies chroniques. 

  

Dans la section consacrée au développement analytique, nous avons présenté trois 

approches protéomiques différentes, dont l'une (chapitre 3; article 2) se distingue par sa plus 

grande adaptabilité dans un contexte clinique en ce qui concerne la détection et la 

quantification des isoformes d'albumine chez les patients (231). Une stratégie à appliquer est 

qu'une fois que nous avons confirmé la présence d'une isoforme HSA précédemment non 

découverte par l'approche bottom-up, nous pouvons directement opter pour l'approche top-

down pour son identification et sa quantification dans de nouveaux échantillons, sans qu'il soit 

nécessaire de procéder à une digestion protéolytique préalable. De même, si nous 

soupçonnons la présence d'une nouvelle isoforme au cours de notre analyse top-down, une 

digestion protéolytique sera nécessaire pour la confirmer.  

 

En ce qui concerne l'approche top-down, nous avons trouvé des variations de masse 

de 1 à 5 Da (226) et identifié une compétition d'ionisation lors de l'introduction d'un standard 

interne pour résoudre le problème de la déviation de masse lors de l'injection directe dans le 

spectromètre de masse, ce qui n'est pas optimal en termes de spécificité dans un contexte 

clinique. En conséquence, nous avons optimisé la méthode en ajoutant une colonne 

chromatographique pour mieux séparer l'albumine de l'étalon interne, améliorant ainsi la 

spécificité de la méthode, ce qui nous a permis de l'utiliser dans un contexte clinique. Après 

avoir affiné la spécificité de la méthode en réduisant au minimum le décalage de masse entre 
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les pics, nous avons encore repéré des décalages pour certains d'entre eux. Cela suscite des 

interrogations quant à l'existence potentielle d'isoformes non identifiées ou à des éventuelles 

imperfections dans l'algorithme de déconvolution. Par exemple, une isoforme glyquée devrait 

présenter une variation de masse de +162 Da par rapport à l'isoforme native, mais dans 

certains échantillons, cette différence de masse s'élève à +164 Da, alors que seules des 

erreurs absolues moyennes inférieures à 3 ppm (< 1 Da) ont été tolérées. 

 

Dans la section consacrée aux modifications post-traductionnelles de l'albumine, une 

approche différente a été utilisée pour souligner l'utilité de l'étude de la structure de l'albumine. 

Nous démontrons la possibilité d'utiliser l'une de ses propriétés les plus importantes, sa 

capacité à lier des molécules, pour évaluer le potentiel des PTM en tant que biomarqueurs 

précoces des maladies hépatiques chroniques. Des isoformes semi-synthétiques produites 

nous a servi pour améliorer notre compréhension de la structure de l’albumine (232). Malgré 

le fait que les solutions d'isoformes enrichies n'étaient pas totalement pures, en raison de la 

pureté de la solution d'albumine de départ, nous avons pu obtenir un pourcentage assez élevé 

des isoformes cibles dans chaque solution. Des effets discriminants contre une série de 

ligands de SEB test ont été observés. La capacité de fixation de l'albumine a varié en fonction 

du type de PTM, donc de l'isoforme produite. Pour rappel, ces mêmes isoformes étaient 

insensibles aux méthodes de dosage biochimique, dont l'immunoturbidimétrie, (chapitre 4 ; 

article 3). Les modifications structurelles n'ont pas affecté la capacité de cette méthode à doser 

l'albumine avec précision, confirmant nos travaux sur l'analyse de la structure de l'albumine 

comme biomarqueur précoce des lésions hépatiques. 

 

Afin de valider d’avantage notre hypothèse, des modèles animaux mimant des lésions 

hépatiques ainsi qu’une étude in silico ont été utilisé. Le SEB test nous a permis d'évaluer 

précocement l'état fonctionnel de l'albumine à différents stades de lésions hépatiques. Bien 

que les modèles animaux d'hépatotoxicité soient limités dans notre étude et que les études in 

silico manquent de diversité, les informations que nous avons obtenues nous ont donné un 

aperçu de la capacité discriminatoire des isoformes résultant des modifications post-

traductionnelles de l'HSA. De plus, l'examen des aspects dynamiques et d'adsorption de la 

structure de l'albumine a révélé qu'elle est capable de se lier à plus d'atomes que ce qui avait 

été précédemment signalé, principalement en raison des liaisons non spécifiques. 

 

 

Développement analytique 

Grâce à l'ajout d'un étalon interne dans notre protocole de quantification des isoformes 

d’albumine, nous avons pu réduire le décalage de masse entre les isoformes d’albumine dans 

un spectre déconvolué. Après cette optimisation et pour affiner d’avantage la méthode de 

quantification, l'automatisation du code R utilisé pour l'intégration des pics sera nécessaire 

pour réduire la subjectivité et l'erreur humaine lors de l'intégration des pics, ce qui à son tour 

favorisera la cohérence des données spectrales. Ce travail est déjà en cours, ou plusieurs 

paramètres, y compris le seuil d’intensité, le seuil de différence de masse, le seuil d’asymétrie 

ainsi que le rapport des pics d’intensité maximale/minimale sont en cours d’être tester dans le 

code R pour trouver les meilleures conditions d’intégration. En ce qui concerne la résolution 

des pics déconvolués, qui diffèrent souvent des pics chromatographiques habituellement bien 

résolus, des investigations futures seront menées pour déterminer si la qualité de la résolution 

obtenue est imputable à des limitations techniques liées aux instruments et à l'algorithme de 
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déconvolution, ou si elle relève simplement d'une caractéristique propre au signal de 

l'albumine. 

 

Expérimentation animale 

Une étude in vivo sur des modèles animaux expérimentaux à insuffisance 

hépatocellulaire est à considérer. Elle pourra être inspirée des travaux précédents effectué 

dans notre unité et de la littérature pour développer d’autre modèles. Le protocole envisagé 

nécessite l’induction des lésions hépatiques à partir de l’administration par voie orale des 

substances chimiques spécifiques d’une façon quotidienne selon un plan défini. L’objectif sera 

de mimer des modèles d’insuffisance hépatocellulaire dans un contexte de maladie hépatique 

afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques observés chez l'homme.  

 

Ici, nous avons développé deux protocoles utilisant deux modèles différents (éthanol 

et tétrachlorométhane) pour induire une cirrhose. D'autres modèles pourraient être envisagés 

en utilisant des produits chimiques différents, comme l'intoxication au paracétamol ou la 

ligature des voies biliaires avec de l'acide désoxycholique (DCA). Pour améliorer la puissance 

statistique lors de l'analyse des résultats, nous prévoyons d'utiliser un plus grand nombre de 

rats dans cette étude. En ce qui concerne les protocoles expérimentaux, nous suivrons le 

même schéma expérimental, où les substances seront administrées par voie orale sur une 

base quotidienne sur une plus longue durée. 

 

Étude clinique 

Les travaux de cette thèse ont permis la promotion d’une étude clinique impliquant cinq 

hôpitaux universitaires est envisagée. Il est prévu d’impliquer une population de patients plus 

large et plus diversifiée. L'objectif principal de cette recherche est de prédire le pronostic des 

lésions hépatiques à 3 ans chez les patients atteints d'une maladie hépatique avancée, tout 

en abordant les défis associés à l'interprétation des tests de fibrose non invasifs. 

 

L'essai clinique ALBoM a manqué de puissance, étant donné le nombre relativement 

faible de patients dans les sous-groupes, le biais dans la classification et l'inclusion des 

patients, et leur suivi partiellement court. Pour surmonter les limites durant notre prochaine 

étude clinique, il est prévu de recruter un plus grand nombre de patients, environ 700, avec 

des profils plus divers et des étiologies variées. Ces patients seront suivis régulièrement lors 

de visites de routine à l'hôpital pendant au moins trois ans afin d'évaluer les capacités 

prédictives des isoformes de l'HSA et du SEB test. Cette évaluation sera basée sur des 

échantillons de sang veineux prélevés en routine dans les laboratoires cliniques. Dans le but 

de réduire la nécessité de procédures invasives telles que les biopsies, et de minimiser les 

risques associés, nous comparerons nos biomarqueurs avec des scores couramment utilisés 

et efficaces en France, notamment le fibromètre®, le fibrotest®, le fibrospect®, le steatotest®, 

le nashtest® et l'ashttest®. Cette étude permettra de recueillir les données nécessaires pour 

évaluer les critères d'évaluation suivants : la valeur prédictive positive des modifications post-

traductionnelles de l'albumine et du SEB test vis-à-vis de l'évolution des lésions hépatiques, 

la sensibilité et la spécificité du SEB test et de chaque isoforme d'albumine pour différencier 

les patients en fonction de la cause de leur lésion hépatique initiale et la capacité de 

l'algorithme développé à classer les patients en fonction du type de lésion hépatique et de leur 

risque d'évolution. 
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Modélisation moléculaire 

De même, des études in silico plus approfondies sont à considérer. Elle s'agira d'une 

continuation des travaux antérieurs in silico qui nous ont permis d'évaluer l'impact des 

modifications de l'HSA sur la liaison d'une série de ligands prototypiques. L’objectif sera 

d’optimiser un outil in silico robuste et prédictif permettant d'évaluer, sur demande, toute 

interaction entre des composés endogènes ou des médicaments et les isoformes de l'HSA. 

 

Cette étude actuelle a utilisé des modèles in silico réalistes de l'HSA, notamment l'HSA 

native, l'HSA tronquée au niveau N-terminal et l'HSA oxydée, pour évaluer les modifications 

structurelles dans chaque modèle et leur impact sur la liaison des ligands du SEB test. Dans 

ces modèles, seuls deux des sept sites de liaison aux acides gras étaient occupés. Il serait 

envisageable de développer d'autres modèles où différents sites de liaison aux acides gras 

pourraient être occupés, afin d'explorer de manière plus approfondie les divers aspects 

dynamiques de l'albumine, sans imposer de restrictions. De plus, de nouveaux modèles d'HSA 

pourraient être envisagés, tels que l'HSA nitrosylée ou nitrée, ainsi que l'HSA glyquée. 

Cependant, l'utilisation de systèmes de modélisation plus puissants sera nécessaire pour cela. 

Enfin, les données générées seront comparées aux mesures in vitro et in vivo afin d’affiner 

l'algorithme d'interprétation. 

 

Machine learning 

Dans cette section, nous prévoyons d'optimiser l'algorithme de machine learning en 

utilisant une combinaison de méthodes d'apprentissage automatique, sur la base d'une grande 

cohorte de patients qui généreront des données sur les proportions des différentes isoformes 

HSA et/ou le pourcentage de liaison des différents ligands de SEB test. Notre objectif est 

d'optimiser et de raffiner cet outil sophistiqué de diagnostic et de pronostic. Il devra être en 

mesure d'identifier l'origine ou le type de l'atteinte, ainsi que sa gravité, en tenant compte de 

l'ensemble des isoformes d'albumine qui composent une "signature" spécifique à chaque type 

d'atteinte. 

 

 Dans cette étude, nous avons amélioré l'algorithme en nous basant sur une petite 

cohorte de patients du projet "ALBoM". Prochainement, avec le projet MALAH-BAR, l'objectif 

principal sera de former l'algorithme d'apprentissage automatique à prédire le pronostic des 

lésions hépatiques chez les patients atteints de maladies hépatiques, tout en abordant les 

défis liés à l'interprétation des tests de fibrose non invasifs. Nous envisageons également de 

calculer diverses mesures de précision dans l'ensemble de données de test et de valider les 

modèles à l'aide d'un ensemble de données de validation externe. 
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Conclusion 

Nos travaux de thèse en matière de biomarqueurs consistaient à intégrer de nombreux 

modèles et divers disciplines omiques afin d’atteindre nos objectifs scientifiques focalisé sur 

l’albuminomique. L'objectif est de valider l'utilisation des modifications post traductionnelles de 

l'albumine comme biomarqueur précoce des hépatopathies chroniques. 

 

Nous avons évoqué précédemment l’aspect préoccupant des maladies hépatiques 

chroniques est qu'elles ne sont souvent pas diagnostiquées jusqu'à ce qu'elles atteignent des 

stades avancés où le taux de survie chute brutalement. De plus, il est important de reconnaître 

que les outils non invasifs disponibles aujourd’hui dédié pour l'évaluation de la fibrose 

hépatique ont encore leurs limites, notamment en ce qui concerne l'interprétation des résultats 

et la précision du diagnostic. Nous visons, en utilisant un mélange distinctif d'expériences 

analytiques, expérimentation animale, in silico, machine learning et études cliniques, à 

acquérir une compréhension plus complète, y compris une perspective mécaniste, des liens 

entre les modifications de l'HSA et les lésions du foie. 

 

L’utilisation des modifications de l'albumine et des profils des isoformes comme 

biomarqueurs de diagnostic et de suivi des patients hépatiques répond à des besoins 

insuffisamment satisfaits actuellement. De plus, la richesse d’information pouvant être tirée de 

ses modifications, que nous commençons tout juste à déchiffrer, conduira dans un avenir 

assez proche à des outils informatifs, puissants et suffisamment polyvalents (Figure 15) pour 

permettre de prédire l'évolution des lésions hépatiques et de stratifier d’une manière précise 

les risques et les causes des atteintes hépatiques des patients. Nos outils auront le potentiel 

d’offrir un diagnostic précoce des lésions hépatiques tout en permettant un pronostique à court 

et moyen terme. Ceci permettra d’optimiser le parcours de soins avec des implications sur la 

prise en charge thérapeutique, y compris sur le plan de l’éducation thérapeutique, et conduira 

à une meilleure individualisation de la prise en charge et à des économies de soins.  

 

Figure 15: Plan potentiel pour la prise en charge d'un patient atteints de lésions 

hépatiques 
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Modifications de l’albumine comme biomarqueurs précoces des hépatopathies chroniques 

Face à l'augmentation inquiétante de la mortalité associée aux maladies chroniques du foie, des progrès 

significatifs ont été réalisés dans le domaine des approches non invasives pour améliorer notre capacité 

à évaluer l'apparition des complications, qui marquent un tournant décisif dans l'évolution de la maladie. 

Cependant, les outils non invasifs actuels d'évaluation de la fibrose hépatique présentent des limites 

dans l'interprétation des résultats et la précision du diagnostic. Cette thèse se concentre sur les 

modifications post-traductionnelles (PTM) de l'albumine en tant que biomarqueurs précoces des 

maladies chroniques du foie. L'albumine sérique humaine (HSA) est une macromolécule monomérique 

à domaines multiples qui possède d'importantes activités oncotiques et non oncotiques, telles que 

l'activité antioxydante et la liaison de molécules endogènes et exogènes. La HSA est sujette à de 

nombreuses modifications structurelles et chimiques, conduisant à des isoformes, dont celles basées 

sur l'état d'oxydoréduction de la Cys-34 sont les plus étudiées. Nous avons réalisé une étude 

translationnelle impliquant différents axes de recherche analytique, in vivo, in vitro, in silico, et études 

cliniques. Ces travaux suggèrent le grand potentiel des isoformes d'albumine en tant que biomarqueurs 

précoces des lésions hépatiques. En effet, le comportement discriminant de l'albumine dans la liaison 

de certains ligands en présence de PTM spécifiques, ainsi que les profils isoformes caractéristiques 

présents à différents stades de la fibrose, nous ont permis de développer des outils informatifs, 

puissants et suffisamment polyvalents qui nous permettront prochainement de prédire l'évolution des 

lésions hépatiques et de stratifier avec précision les risques et les causes des lésions hépatiques chez 

les patients. Nos outils auront le potentiel d'offrir un diagnostic précoce des lésions hépatiques tout en 

permettant un pronostic à court et moyen terme, comblant ainsi les lacunes dans la recherche de 

biomarqueurs précoces pour un diagnostic et un suivi non invasif, qui est actuellement insuffisamment 

satisfaits. 

Mots-clés : Sérum albumine humaine, Modifications post-traductionnelles, Isoforme, Biomarqueurs, 

Maladies hépatiques 

Albumin modifications as early biomarkers of chronic liver diseases 

Faced with the alarming rise in mortality associated with chronic liver disease, research into non-invasive 

methods has developed considerably to improve our ability to assess the onset of complications, which 

mark a decisive turning point in the course of the disease. However, current non-invasive tools for 

assessing liver fibrosis present limitations in the interpretation of results and diagnostic accuracy. This 

thesis focuses on albumin post-translational modifications (PTMs) as early biomarkers of chronic liver 

disease. Human serum albumin (HSA) is a monomeric, multi-domain macromolecule that possesses 

important oncotic and non-oncotic activities, such as antioxidant activity and binding of endogenous and 

exogenous molecules. HSA is subject to numerous structural and chemical modifications, leading to 

isoforms, of which those based on the redox state of Cys-34 are the most extensively studied. We have 

carried out a translational study involving different axes of analytical research, in vivo, in vitro, in silico, 

machine learning and clinical studies. This work suggests the great potential of albumin isoforms as 

early biomarkers of liver damage. Indeed, albumin's discriminatory behavior in binding certain ligands 

in the presence of specific PTMs, as well as the characteristic isoform profiles present at different stages 

of fibrosis, have enabled us to develop informative, powerful and sufficiently versatile tools that will soon 

enable us to predict the evolution of liver damage and accurately stratify the risks and causes of liver 

damage in patients. Our tools will have the potential to offer early diagnosis of liver lesions while enabling 

short- and medium-term prognosis, thus filling the gap in the search for early biomarkers for non-invasive 

diagnosis and follow-up, which is currently insufficiently satisfied. 

Keywords: Human serum albumin, Post-translational modifications, Isoform, Biomarkers, Liver diseases 


