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Résumé

Issue d’'un partenariat de recherche entre le CEA et les laboratoires Servier, cette thése avait
pour objectif d’évaluer I'approche métabolomique par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS) pour l'identification de marqueurs indirects de l'induction dans les
especes de toxicologie. Le travail de thése a débuté par I'optimisation de la méthode d’acquisition des
empreintes métaboliques tant sur le plan analytique que dans le domaine du traitement des données
brutes. Un outil reposant sur les matrices d’autocorrélation a alors été développé afin de s’affranchir
d'une partie de la redondance du signal obtenu par spectrométrie de masse. Dans un troisieme
temps, les indices de Kendrick couplés a la sélectivité méthyléne ont été appliqués a I'étude de
composés biologiques en spectrométrie de masse haute résolution afin de proposer une méthode
alternative de visualisation des données offrant une aide a l'identification des variables. Enfin, dans
une derniére partie, les efforts se sont portés sur l'identification des composés endogenes modifiés au

cours du protocole d’induction.

Mots-Clés : Métabolomique — Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse —

Outils de visualisation — Biomarqueurs — ldentification — Induction enzymatique.

ABSTRACT

This work is the result of a research partnership between the CEA and Les laboratories Servier. It
deals with the characterization of biomarkers of metabolic enzyme induction in rat biofluids using MS-
based metabolomics. The first part of this work included methodological developments regarding the
acquisition and the processing of metabolic fingerprints. A tool based on autocorrelation matrices was
then implemented to reduce the redundancy of data generated with mass spectrometry and
subsequently accelerate the isolation of discriminating variables. The next step consisted in the
evaluation of the combined use of Kendrick mass defects and methylene selectivity as an alternative
visualization tool for large data set, which would rely on compound chemical structures. Finally, the
last part of the work was dedicated to the identification of discriminating signals raised up by a

metabolomic global approach from rat biofluids collected before and after an induction assay.

Keywords: Metabolomics — Liquid Chromatography / Mass Spectrometry — Visualization tool —

Biomarkers — Identification — Enzyme induction.
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Q-TOF (Quadrupole-Time Of Flight) : Analyseur quadripolaire couplé a un analyseur a temps de vol
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SIM ou SIR (Single lon Monitoring ou Recording) : Mode d’acquisition sélectif

SIMS (secondary lons Mass Spectrometry)

S/N (Signal/Noise): rapport signal/bruit

SRM (selective Reaction Monitoring): Mode d’acquisition sélectif

TOF (Time Of Flight) : Analyseur a temps de vol

Tr : temps de rétention

UHPLC (Ultra-High Pressure Liquid Chromatography) : chromatographie liquide & ultra haute pression

UV : Ultra-violet ou « Unit Variance » en analyses multivariées : centrage et réduction des données a
la variance unitaire.

VIP : Variable Importance in the Projection
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Le développement d’'un médicament regroupe plusieurs étapes (Figure 1). Il commence par
l'identification de la cible thérapeutique qui est classiquement un récepteur ou une enzyme avec
lesquels le médicament devra interagir afin de modifier, corriger ou restaurer une ou des fonctions
cellulaires. Une fois la cible validée, un test d’évaluation (cellulaire ou moléculaire) est mis au point
pour sélectionner les composés les plus prometteurs en termes d’activité (« hits » : composés actifs
sur des modeéles in vitro, puis « leads » : composés actifs sur des modeles animaux). Cette étape,
appelée le "criblage", a considérablement évoluée ces 20 derniéres années avec la mise en place des
méthodes de criblage a trés haut débit (HTS), de la chimie paralléle puis de la chimie combinatoire, et
les approches in silico. Des tests sont ensuite pratiqués in vitro puis chez I'animal (pharmacologiques,
pharmacocinétiques (PK), pharmacodynamiques, toxicologiques,...) afin d'étudier le comportement de
la molécule in vivo et d’extrapoler l'innocuité relative du candidat médicament a 'lhomme. Cette étape
correspond a la phase de développement et des études précliniques qui permettent la sélection d’'un
candidat médicament. Lorsque tous les résultats obtenus précédemment sont positifs, les tests

cliniques chez 'lhomme peuvent débuter et comportent trois phases avant la mise sur le marché.

Les études de pharmacocinétique ciblent de fagon classique quatre domaines qui sont
I'absorption, la distribution, la métabolisation et I'excrétion (ADME). La partie métabolisme s’intéresse
a lidentification des métabolites que ce soit in vitro ou in vivo, 'enzymologie des enzymes du
métabolisme, ainsi que les mécanismes réactionnels et les voies métaboliques impliquées dans ces
étapes. Ces études ont pour objectif d’étudier le devenir du médicament dans l'organisme, afin
d’évaluer les risques toxicologiques liés a I'apparition de métabolites toxiques ou réactifs, ainsi que les

risques d’interactions médicamenteuses.

Dans les années 90, la pharmacocinétique et le métabolisme d’'un candidat médicament étaient
la cause principale (40%) d’arrét des programmes de R & D pharmaceutique. Avec l'introduction de
tests in vitro dédiés a ces paramétres, dés les phases précoces de développement, cette origine de
rejet était tombée & 10% en 2002 Aujourd’hui, les données des études de métabolisme permettent
de sélectionner les structures chimiques (hits) puis les « leads » démontrant des profils favorables en
termes de métabolisation, de pharmacocinétique, et de sécurité, tandis que par la suite, les données
issues des études précliniques facilitent la construction des études cliniques qui fourniront des
données de sécurité liées a I'exposition de 'homme a la molécule en développement. Plus qu’un
schéma séquentiel, comme présenté dans la Figure 1, ces étapes sont aujourd’hui fortement

imbriquées.
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Mise sur
le marché
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Figure 1: Etapes du développement d'un médicament et place des études de métabolisme.

L’étude du devenir métabolique d’une nouvelle molécule, éventuel candidat médicament, est
devenue une étape majeure dans la recherche et le développement pharmaceutique (Figure 1). Le
nombre de molécules a tester a considérablement augmenté avec les nouvelles méthodes de
screening et les études de pharmacocinétiques ont du s’adapter. Elles interviennent maintenant a un
stade précoce, dés la phase de recherche alors qu’elles étaient jusqu’alors réalisées durant la phase
de développement. Les colts de développement étant par ailleurs intimement liés a 'avancement du
programme de développement, et les contraintes réglementaires ne cessant de s’accroitre, 'ensemble

de ces facteurs conduit a la recherche de techniques de plus en plus efficaces, spécifiques et rapides.

Dans ce contexte, le CEA et Technologie Servier ont initié un partenariat de recherche a
l'origine de ce travail de thése. Ce partenariat avait pour objectif la caractérisation de biomarqueurs
indirects d’induction enzymatique chez le rat, par administration a cette espéce de divers
xénobiotiques, inducteurs spécifigues des différentes familles d’enzymes a cytochrome P450,
impliguées dans la métabolisation des xénobiotiques. Reposant sur I'analyse du métabolome par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, ce projet devait également proposer de
nouveaux développements méthodologiques, afin d’évaluer I'impact des récentes avancées en
matiére d’instrumentation analytique, telles que I'UHPLC et la technologie Orbitrap®, sur les

approches métabolomiques.

Aprés un rappel sur les voies biologiques impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques, les
facteurs pouvant les influencer et les méthodes employées a leur étude, nous brosserons un état des
lieux sur les approches métabolomiques. A cette fin, nous effectuerons une revue des différentes
approches existantes et des méthodes analytiques employées a leur étude. Nous nous focaliserons
sur les méthodes employant la chromatographie et la spectrométrie de masse et 'ensemble des

étapes que comprennent les approches globales (traitement et interprétation des données).

Dans un second temps, nous aborderons le travail de thése a proprement parler qui
comprendra quatre parties. La premiére sera dédiée a la comparaison des performances entre les

méthodes développées au sein des deux groupes pour les approches globales, a leur optimisation et
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au choix de la technique qui sera employée pour I'analyse des échantillons de I'étude. La seconde
partie présentera I'application d’'un outil statistique d’aide au traitement du signal obtenu par CL-MS
afin d’en limiter la redondance. Dans un troisieme temps, nous nous intéresserons a la mise en ceuvre
d’un outil de visualisation associé a une modélisation de la rétention en chromatographie liquide pour
l'aide a l'identification des métabolites d’intérét. Enfin, dans la derniére partie nous verrons I'approche
retenue pour l'identification des métabolites d’intérét, nous ferons un bilan des composés qui ont pu

étre identifiés au cours de ce travail et nous discuterons de leur pertinence biologique.
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1 METABOLISATION DES XENOBIOTIQUES.
1.1 Introduction.

L’environnement nous expose quotidiennement, de fagon directe ou indirecte a des substances
chimiques d'origines diverses, rassemblées sous le terme de xénobiotiques. Ces composés
comprennent des produits naturels d’origine végétale ou animale, des médicaments et des polluants
de I'environnement tels que des dérivés de combustibles domestiques et industriels, des solvants, des

additifs alimentaires, des pesticides, etc....

Généralement hydrophobes, ces molécules ont naturellement tendance a s'accumuler dans les
phases lipidiques des tissus biologiques, et entraineraient les organismes vers une mort certaine, si
ces derniers ne s'étaient dotés, au cours de |'évolution, de systémes enzymatiques permettant leur
élimination. Le processus de détoxication (Figure 2) comprend trois phases regroupant différentes
enzymes de biotransformation (phases | et Il), ayant pour objectif d’augmenter I'hydrophilie des
xénobiotiques, ainsi que des transporteurs d’efflux (phase lll) qui facilitent I'excrétion du