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Introduction

Introduction générale

L'étude des macromolécules biologiqgues telles quéADN (Acide
DésoxyriboNucléique) , 'ARN (Acide RiboNucléique)u les protéines ont permis ces
dernieres années de grandes avancées dans |'@sdaétanismes qui régulent I'expression
des génes. (Verhoeclet al, 2004). Toutefois, méme si ces études ont permiggdeler la
complexité de l'interaction existante entre la déne et les facteurs environnementaux, il est
désormais admis que la compréhension de ces itigracest impossible par la
transcriptomique et difficile par la protéomiquBidgholsonet al, 2004). Afin d’appréhender
les problemes de biocomplexité, il est nécessagresulvre desmarqueurs biologiques
dynamiques tels queles métabolites qui sont impligués dansle nombreux processus
biologiques. Par conséquent, I'étude des métabolites dans les fluides biologiques (Bollard et al.,
2005) fournit des informations instantanées sur les modifications de I'organisme induites par des
facteurs internes et externes tels que la modification de I'expression des genes (Raansdonk et al.,
2001) ou des facteurs environnementaux. Cette approche est la métabolomique.

Les termes de métabonomigue oumétabolomique » ont été définis par J. Nicholson
(1999) puis paro. Fiehn (2001) comme «la mesure quantitative de la réponse
multiparamétrique liee au temps d'un systeme multiellulaire a des stimuli
physiopathologiques ou a des modifications génétiga ». Cette approche nécessite des
techniques analytigues performantes dites hautt déls que laRésonance Magnétique
Nucléaire (RMN) et la spectrométrie de massecapables de détecter la variation de la
réponse de milliers de métabolites présents danfiuieles et tissus biologiques. Du fait de
importance des données générées par ces teclsnifjulisation d’analysesstatistiques
uni- et multivariées (Nicholsonet al, 1999) est indispensable pour l'interprétationcds

données analytiques complexes et la déterminaganatqueurs biologiques potentiels.

De nombreuses études ont montré I'apport de cpimmeahe dans différents domaines
tels que la pharmacologie (Claytehal, 2006), la toxicologie (Beckwith-Haét al, 2002),
la botanique (Jenkinst al, 2004). Les études en nutrition sont encore résemiis différents
programmes de recherche concernent I'identificatiermarqueurs précoces de déséquilibres
meétaboliques associés a l'apparition de pathologness également lidentification de
marqueurs.
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Introduction

Aujourd’hui, I'un des défis majeurs en nutritiont & lutter contre I'augmentation
rapide de l'obésité induisant des complicationsveati mortelles. (Germaet al, 2005).
Cette augmentation s’explique en partie par un giénéent du métabolisme lié a une
alimentation de plus en plus riche en lipides. &Mmis les connaissances scientifiques
actuelles ne permettent pas de préciser les mérasisnis en jeu. Dans ce contexte,
I'utilisation d’'une approche métabolomique, prenant compte la biocomplexité, est une
alternative a l'approche classique qui consisteuaiér I'effet d’'un régime ou bien d'un
nutriment donné sur une fonction particuliere owtgane cible.

Ainsi, I'objectif du projet METAPROFILE financé pdfANR (Agence Nationale
pour la Recherche) vise déterminer des biomarqueurs précoces de la priseedpoids,
suite a une alimentation hyperlipidigue Pour répondre a cet objectif, deux types
d’expérimentations ont été menées : I'une chezniiime et I'autre chez la souris. L'étude
métabolomique a été réalisée sur les fluides biglas (urine et plasma) prélevés au cours
des interventions, et analysés par Résonance Mggeétlucléaire (RMN) et spectrométrie
de masse (MS en anglditass Spectrometyy

Dans ce cadre, il a été essentiel de développeméésodes capables de couvrir les
différentes classes de métabolites et leur largenga de concentrations dans les matrices
biologiques. Ces méthodes analytiques devaient rétrastes et capables de détecter les
faibles variations induites par les interventiongritionnelles. Nous avons choisi de baser
notre étude sur l'utilisation de la spectrométrie whasse, qui est une des techniques
analytiques les plus sensibles et «universell®ettiner et al, 2007). De plus, cette
technique peut étre couplée en aval par une chogragthie liquide (LC en anglalsquid

Chromatographypour augmenter le nombre de molécules détectées.

Aux vues de ces différents éléments, ce travastsitaché& étudier et optimiser les
différentes étapes d’une approche métabolomique papectrométrie de masse collecte
et préparation de I'échantillon, acquisition desfits métaboliques, traitement des données
analytiques et identification des biomarqueurs piodés.

La premiére partie de ce manuscrit est consacréeagpels bibliographiques sur la
problématique de la lutte contre I'obésité, I'agpaes nouvelles approches métabolomiques,

ainsi que la description des techniques analytiguiess en ceuvre .
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Le deuxieme chapitre est consacré au développeetdatvalidation d’'une méthode
d’analyse de profils plasmatiques.

Le troisieme s’est intéressé a I'optimisation deHaine de traitement des données afin
d’étre capable de mettre en évidence les variabmisgiques induites par les régimes.

Enfin, dans une derniere partie, nous nous somniashas a illustrer I'étape
d’identification et de caractérisation des métdbsli a partir des échantillons plasmatiques
issus de I'expérimentation chez I’homme.

Une conclusion générale reprend les résultats itapts de cette étude et présente les
perspectives de travail.
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Chapitre I Contexte et Techniques

Chapitre |

[. Contexte

Le surpoids et I'obésité représentent un problemesahté publigue majeur aussi bien
dans les pays industrialisés que dans les paysierde développement. En 1997, I'obésité a

été reconnue comme une maladie par I'Organisationdidle de la Santé.

L’'obésité est définie comme unétat caractérisé par un exces de masse adipeuse
répartie de fagcon généralisée dans les diversesezarasses de I'organisme (Dictionnaire

de médecine Flammarion)

1. Données épidémiologiques

L’embonpoint chez la femme ou 'homme fut longtengymonyme de fertilité et de
richesse. Pourtant, des lantiquité, Hippocrateeols que «Obésité n’était pas une
maladie en soi mais I'embryon d’autres D’apres ses observations, les patients en glspo
étaient moins fertiles et mouraient prématurément.

A la fin du 19™siécle, le développement des statistiques etHBesroations médicales
faites depuis des siecles, permirent d’associ®ékdé a de nombreuses maladies telles que la
dépression, I'apnée du sommeil, le diabéte ou Eadres coronariennes. (Haslam, 2007).

Aujourd’hui, I'obésité est devenue la premiére maladie non infeeuse de I'Histoire
Cette pathologie frappe aussi bien les pays indlists que les pays en voie de
développement. L'Organisation Mondiale de la Safdée actuellemerga prévention et sa
prise en charge comme une priorité dans le domainde la pathologie nutritionnelle
(Obésité : prévention et prise en charge de I'épidénondiale Rapport d'une consultation de
'OMS 2003).

Les derniers chiffres de I'Organisation Mondiale ldeSanté (2008) comptent dans le
monde400 millions d’obéses et 1,6 milliard de personnesn surpoids L’augmentation
rapide de cette maladie alerte les scientifiquesettet, en 20 ans, le nombre d’individus
obéses a doublé dans le monde. (Figure I. 1).
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Figure. 1.1 Répartition de l'indice de masse corporelle (IMigks individus dans le monde,
age et sexe confondus. (NHANES National Health ahdrition Examination Survey.
(Haslam and James, 2005))

Les données de I'Organisation de Coopération eDéecloppement Economiques

(OCDE), montrent que cette pathologie se dévelmytmut dans les pays anglo-saxons ou
proches des Etats-Unis. (Figure I. 2). Aux Etatss|JB0% des américains sont en surpoids et
30% sont obeses. L’Europe compte prés de 30% d&sdeh surpoids et 21% de personnes
obéses.
.
30
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Etats Unis hegue Royauma Unis Australie Grécae Canada Faortugal France Norabge Japon

Pourcentage d'individus ohéses (données
2006)

Figure. 1.2 _ Répartition du pourcentage du nombre de personheses en fonction des
pays. (Economic Co-operation and Development (OGBEgIth Statistique 2000)

D’apres les derniers chiffres de I'enquéte épidémgigue ObEpi, 31,9% des francais
sont en surpoids et 14,5% sont obéses. La préwlajiobale de I'obésité est
significativement différente entre hommes (13,9%feenmes (15,1%, p<0.01). En 2009, de

vastes disparités interrégionales demeurent :dagbence de I'obésité varie du Sud au Nord
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de 11,5% dans la région PACA a 20,5% dans le Nagld® Calais et d’Est en Ouest: de
17,8% en Alsace a 12,2% en Bretagne.

Des études épidémiologiques ont montré I'impachifaatif de I'obésité dans le
diagnostic de maladies non transmissibles tellee da diabete, [I'’hypertension,
I'hypercholestérolémie, les pathologies cardio-uésces, les cancers. La Figure I. 3
répertorie les maladies diagnostiquées chez lesrtesnet les femmes obéses en fonction de
différentes régions du monde. D’apres cette étiedepatients obeses d’Europe centrale et de
'Est développent presque systématiquement des lamatipns (hypertension, diabéte). Les
conséquences de I'obésité sur la santé sont nadtgllant des complications métaboliques
jusqu’a une mortalité précoce. L'obésité représeamai le cinquieme facteur de mortalité
dans le monde. La définition de I'obésité est diide a une augmentation de la masse du

tissu adipeux mais aussi a une augmentation dueidg mortalité ou de maladie.
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Figure. 1.3 _ Reépartition des maladies connues chez 'hommla &mme obése dans les
différentes régions du monddagmes et colleagueBALYs (Disability Adjusted Life Years).
(Haslam and James, 2005)
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2. Développement de I'obésité et ses complications

L'obésité résulte d'une interaction complexe entdes facteurs génétiques,
comportementaux et environnementaux. On admet leahent qu'environ 30 % des cas
d’'obésité sont de nature géneétique. Toutefois, dgeldppement de l'obésité et de ses
complications est di en partie a des modificatiésaboliques induites par des changements

d’habitudes alimentaires (fast food et plats prisinés) plus riches en lipides.

Chez l'individu non malade, des mécanismes phygigles permettent d’équilibrer
les apports et les dépenses énergétiques totaurafinaintenir la stabilité du poids corporel
a long terme, c’est loméeostasie Chez l'individu obese, les mécanismes de réguriatiu
poids sont déséquilibrés suite a 'accumulationesgive de lipides stockes et libérés par les
cellules adipeuses. On distingue deux phases @adévieloppement de I'obésitéa: phase
dynamique ou la prise de poids survient &t phase statiqueou lI'excés de poids est

entretenu. (Figure |. 4)

A Homéostasie Déréglement Obéxite et
équilibre des apports ses complications
énergétiques

Phase statique Phase dynamique Phase statique
Prise de poids

L
o

Figure. 1.4 _ Représentation des différentes phases explideatéveloppement de I'obésité
et de ses complications.

Les études menées sur l'obésité ont permis de @mdp linfluence de
'accumulation des lipides sur le développement mithologies associées a I'obésité telles
gue le diabéete de type I, les maladies cardiovages ou I'hypertension. L'identification de
marqueurs de linflammation chez les individus @sesa montré que l'obésité était
caractérisée par un état inflammatoire. L'appanitie I'état inflammatoire est liee a d’autres

déreglements comme la résistance a l'insulinetréss oxydant et d’autres maladies comme
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I'hypertension. (Fuloget al, 2006). Bien que ces études aient décrit la coxiplele cette
pathologie, les connaissances scientifiques aetigle permettent pas de comprendre les
interactions qui sont a l'origine du développenami’'obésité. Par conséquent, le seul moyen

de lutter contre cette maladie est la préventidntiannelle.

3. Prévention

De nombreux programmes se sont mis en place arsrévenonde. Leur objectif est
d’'informer la population des risques de l'obésitéde formuler des recommandations
nutritionnelles permettant de changer les habitadiesentaires désorganisées. Les stratégies
de prévention ciblent les adultes sur leurs lieextivail ainsi que les enfants dans les
structures scolaires en les sensibilisant a I'éilicasportive, I'éducation alimentaire et les
formations en technique du comportement. (Dehgktaal, 2005). Malheureusementes
recommandations sont peu appliquées et restent géates. C'est pourquoi, il est urgent de
mieux comprendre lemultiples facteurs régissant la prise de poidsfin d’arriver a une
prévention plus efficace (Hilet al, 2008). Au vue de la complexité des interactions,
l'utilisation d'une approche globale permettraitio@ntifier des marqueurs biologiques
dynamiques (métabolites) témoins de ces modifinatio

4. Margueurs biologiques de I'obésité

En médecine, les marqueurs biologiques sont dasatedirs d'un état pathologique
particulier. lls furent longtemps des indicateurg/giologiques comme la pression sanguine
ou le rythme cardiaque. De nos jours, ce termesgsbnyme de marqueur biologique

moléculaire.

4.1. Les marqueurs cliniques de I'obésité

Un indicateur universel a été mis en pladadice de Masse Corporelle (IMC).
Celui-ci est calculé en divisant le poids de laspane par le carré de sa taille. (exprimé en
kg/m?).Un seuil a été établi afin d'utiliser simplemeet indicateur.

= |MC entre 25 et 3Q l'individu est ensurpoids.
= IMC supérieur a 30, I'individu est considérébése

= |IMC supérieur a 40, on parle ddbésité morbideavec risque de complications.
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L’'IMC ne permet pas de distinguer le poids assad& masse musculaire a celui associé a la
masse graisseuse, c’est pourquoi d’'autres mesemesefient de déclarer cliniguement un

patient obése :
v' Les mesures anthropométriques sont le poids,dardiérence de tour de taille.

v' La détermination de la répartition anatomique demdesse grasse (sous-cutanée ou
abdominale) par IRM: Imagerie par Résonnance Magmet La localisation de la

masse grasse au niveau de I'abdomen est un fatdeisque.
v La concentration anormale en lipides (triglycéridgmlestérol) et glucose a jeln.
v Le développement d’une hypertension artérielle.

4.2 Les marqueurs biologiques moléculaires de bitiéé

L’étude du développement des pathologies liéesobésité est a l'origine de
l'identification de marqueurs biologiques chez gegients obéses. Des protéines et des
métabolites, marqueurs de l'inflammation, du st@sglant ou du métabolisme énergétique,
ont été mis en évidence chez ces individus. (Wedleal, 2006 and Petersezt al, 2006).

Ces marqueurs biologiques sont des indicateursfepiss de certains états :

* Linflammation sera caractérisé par une augmentadi® la concentration plasmatique
d’interleukine-6 (IL-6), « tumour necrosis factor» (TNFo) (Rexfordet al, 2008) et
de lysophosphocholines (LPC) .

 Le stress oxydant sera determiné par une augnamtale la vitamine E, des
isoprostanes (Laightt al, 1999) et une diminution des phosphocholines (R},
anti-oxydants (Pietilanieet al, 2007).

* Le déséquilibre énergique sera décrit par une ditiwn du ratio ATP/ADP (Serkova
et al, 2006) et une augmentation de la leucine, valinsodeucine (Pietilanieet al,
2008).

Tous ces marqueurs biologiques ont permis de carmdpeeles voies métaboliques
perturbées a un stade d'obésité avancé. (deuxidrasepstatique ou I'exces de poids est

entretenu, Figure I. 4). A ce stade, la chirurgie le traitement meédicamenteux sont
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préconisés mais leur efficacité est réduite. Potied efficacement contre cette maladie il est
nécessaire de déterminer des marqueurs biologigdeE®ces témoins du déréglement des

apports énergétiques (phase dynamique de priseids) p

L’étude des métabolismes suscite un intérét magaisgu’elle reflete I'intégration de
'ensemble des phénomenes post-génomes. L’émerggndeutil métabolomique dans le
champ de la nutrition offre la possibilité d’abardes problemes de biocomplexité en
décrivant de fagon exhaustive les métabolites gdnéu modifiés dans certaines conditions
nutritionnelles. Cette approche devrait ainsi pétreela détermination de biomarqueurs

précoces de dysfonctionnement métaboliques.
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II. Approches métabolomiques

Les avancées des techniques de Spectrométrie dmNMS) (Dettmeet al, 2007) et
de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) (Lebzal, 2007; Lindonet al, 2008) ont
permis I'analyse de profils métaboliques globaugutéfois, ces technologies générent des
données volumineuses et complexes qui nécessitgilisation d’outils chimiométriques et
bioinformatiques (Idlet al, 2007; Jonssoet al, 2004; Mocceet al, 2007).

Une analyse métabolomique peut étre décomposéeoin viblets principaux : le
traitement de I'échantillon, le traitement des dagmet I'étape d’identification. (Figure 1. 5)

Echantillons

biclogiques

Préparation des
échantillons

Echantillons
biologiques préparés

Analyse des
échantillons

Profils métaboliques

Extraction et
alignement des
profils

Matrice de données

Prétraitement
des données

Matrice de données
prétraitées

Traitement
statistique des
donnees

Analyse des iong
discriminants

Figure. 1.5 _ Schématisation des étapes de la métabolomique.
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Deux approches métabolomiques ont été développéepaeallele : I'une dite
« ciblée » : s’intéressant a une voie métaboliqagiquliere et I'autre dite « non ciblée » :
définissant une empreinte caractéristique de l'mide des métabolites.

1. L’approche ciblée

L'approche ciblée utilisée depuis de nombreuses aéas, s’'intéresse a des familles
particulieres de meétabolites, telles que les glucides ou les lipides par exemples
méthodesanalytiques robustes et sensiblesont été développées pour caractériser et
quantifier chaque famille de métabolites par chrimgi@phie liquide (LC en anglaldquid
Chromatography, gazeuse (GC en angl&sz Chromatographyou électrophorése capillaire
(CE en anglai€apillary Electrophoresiscouplées a la spectrométrie de masse (Hoejou
al., 2005, Watsomt al, 2006). Les données métabolomiques issues deatifieinstruments
(Buscher et al, 2009) sont intégrées afin de créer des profilsaatéristiques des
modifications métaboliques liées a une patholotgedfabete, I'obésité, etc...) ou a une
intervention nutritionnelle. L'utilisation de cett@pproche intégrative nécessite une
connaissance au préalable des familles de métaboditherchées ce qui constitue une limite.
Afin de pallier cette contrainte, une stratégie niinéée a été développée.

2. L’approche non ciblée

La métabolomique (Fiehet al, 2000, Nicholsoret al, 1999) non ciblée est I'analyse, sans
priori, de la modification de I'ensemble des petites ks contenues dans des fluides
biologiques (sang, urine, salive,...) induite par gtimulus tel qu’une intervention
nutritionnelle, des médicaments ou une perturbagi@métique. Cette approche récente s’est
révélée trés prometteuse notamment pour comprdadrétabolisme des nutriments, leurs
effets biologiques et le réle gu’ils peuvent joudasins la prévention nutritionnelle de
pathologies. L'objectif de cette approche est cdéaler a 'ensemble des métabolites présents
dans les échantillons biologiques. Les techniquidisées générent un grand nombre de
données pour des temps d’analyse relativement soubes outils statistigues et
bioinformatiques spécifiques permettent ensuite cdenparer les profils métaboliques
complets et d’en extraire I'information biologiquéependant, deux facteurs sont limitants :
d’'une part la diversité physico-chimique et la agamme de concentration des métabolites
analysés, et d’autre part le volume et la comptedtd données obtenues. C’est pourquoi, des
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développements, aussi bien pour I'étape de traiterde I'échantillon que pour celle de

traitement des données, sont nécessaires.

Toutefois, le choix de I'utilisation d’'une de cqgpaoches dépendra essentiellement de
la question biologique posée et de la sensibiitiise.

Dans le cadre de notre étude, l'objectif était dl@er I'impact d'un régime
hyperlipidique sur le métabolisme, afin de déteenila ou les modifications métaboliques
responsables de la prise de poids. C’est pourgueiapproche non ciblée a été développée et

optimisée pour analyser des fluides biologiqueméuet plasma).

En nutrition, les études métabolomiques ont perd@sdéterminer des marqueurs
biologiques endogenes expliquant les modificatiortaboliques induite{Germanet al,
2002; Gibneyet al, 2005; Rezzyet al, 2006 ; Watkinset al, 2001) Toutefois, les doses
nutritionnelles étudiées engendrent une réponse nadolique plus faible qu’en
pharmacologie. Les techniques analytiques sensiblesont donc préférentiellement
utilisées pour ces étudesLa sensibilité et la résolution du couplage Chragedphie
Liquide (LC en anglaitiquid Chromatographyavec un spectrométre de masse, font de cette

technique un avantage pour I'approche métabolonigns le domaine de la nutrition.
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lll. Techniques analytiques

Bien que la Résonance Magnétigue Nucléaire (RMit) lbngtemps la
technique de choix en métabolomique, la sensihiléda Spectrométrie de Masse (MS en
anglaisMass Spectrometyyincite de plus en plus d’études a l'utiliser. @aitement a la
RMN, cet instrument peut étre utilisé en couplage,qui permet d’augmenter le nombre
d’'ions détectés. De nombreux systemes de séparstioh utilisés en métabolomique : la
chromatographie gazeuse (GC) (Fieknal, 2000), la chromatographie liquide (LC) et
I'électrophorese capillaire (CE) (Soghaal, 2003). Le choix du couplage utilisé dépendra des
composés a étudier. Par exemple, la GC permet lgisaraessentiellement des composés de
faibles masses moléculaires et apolaires (volagilsjs que la LC/MS est une technique
complémentaire qui couplée @&lectrospraypermet I'ionisation de molécules polaires et de

masses moléculaires comprises entreet0d. (Figure I. 6)

fonique ——————
Electrospray / lonspray

-2 - )

k= Thermospray

= ABE)

s NP
Apolaire. "~ e A r\ 1
10! 102 103 10* 105 10°
Masse moléculaire

Figure. 1.6 _ Choix de la technique de couplage en fonctionadeature des composés
étudiés (polarité et masse moléculaire).

De plus,le développement de la chromatographie en phase inse a permis
d’améliorer la séparation des composés polaires etllaugmenter le nombre de

métabolites détectés dans les fluides biologiquédborget al, 2005).
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Par conséquent, le couplage entre la chromatogrdjghiide (phase inverse) (Issag al,
2008) et la spectrométrie de masse, joue un r&enésl dans le développement de la

métabolomique non ciblée.

1. Systeme de Chromatographie Liquide

1.1 Principe de I'HPLC (en anglais High Performaridguid Chromatography).

La chromatographie est une technique analytique penettant la séparation de
composeés en fonction de leurs propriétés physico4ahiques. Cette technique est basée
sur les différences d'affinités entre la substancé analyser et deux phases, l'une
stationnaire (la colonne), I'autre mobile (I'éluan). L’échantillon traverse la colonne poussé

par la phase mobile.

La détection des composés séparés est représamidée ghromatogramme caractérise
par un ensemble de pics gaussiendeux paramétres permettent de décrire un pic
chromatographiquele temps de rétention (tr) et la largeur du pic a mhauteur (wiy)

(Figure I. 7). De ces grandeurs découlent d’ayiegametres caracteéristiques:

* le facteur de rétention (k) qui détermine la capacité de la colonne a retksr

COMpOSEs,

k = (tr-tm)/tm (t, est le temps mort : il correspond au temps detiéte de substances

non retenues par la phase stationnaire)
» larésolution (R) qui caractérise la séparation des pics chromgtbgyaes.
R = 2*(t>-t;1)/(11+12). (I est la largeur du pic a sa base)

* le nombre de plateaux théoriques (N)qui caractérise le nombre d’équilibres
successifs qu’a subit un composant du mélangeldamdonne.

N = 5,54*(t-t) 2/ (Wa).
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Figure. I.7 _ Représentation des paramétres chromatographiques

Ces criteres permettent de définir I'efficacité mBucolonne. Certains parameétres physiques
tels quela taille des particules de la phase stationnair@uront une influence sur cette

efficacite.
1.2 La phase stationnaire

Plusieurs types de phase stationnaire existenCettek phases a polarité inverse (apolaires
et hydrophobes) et les phases a polarité normale dlaires et hydrophiles) Chacune de
ces phases est utilisée en fonction de la natwsed®poses a séparer. Dans notre étude, la

colonne en phase inverse est plus adaptée aux sés\mmisés palectrospray

La phase inverse est composée de partiaddesilice (groupe silanolsSi-OH) sur
lesquelles sont greffées des chaines alkyles a 81@iatomes de carboned?our modifier
les caractéristiqgues d’'une colonne (résolutiors, furnisseurs peuvent modifier le taux de
greffage des chaines carbonées ou greffer d’afdregions chimiques (Si-O-Cbu Si-O-
C(CH3)) sur les groupements silanols restants. Ainsi gbamplonne en phase inverse a des

caractéristiques spécifiques.
1.3 La phase mobile

Deux modes de pompage des phases mobiles existemiode isocratique et le mode
gradient. (Wiczlinget al., 2008). Lorsque la composition de la phase mathbnge au cours

de l'analyse, on parle du mode "gradient", en ofipasau mode "isocratique", ou la
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composition de la phase mobile reste la méme. Datre étude, le mode gradient était plus
adapté pour la séparation de nombreux composés. §ddwants sont en général utilisés, I'un
agueux et l'autre organique (méthanol, acétonjtrilBour améliorer la séparation et
lionisation des composeés, la phase mobile aqueease étre tamponnée (sels ou réactifs
ioniques ou tampons). (Kaliszahal, 2004). Toutefois, une forte concentration en pelst

perturber I'ionisation dans la source.
1.4 Particularité de 'UPLC

Cette technique fait appel aux mémes principes|tiRLC. Toutefois, lesphases
stationnaires composées de particules inférieures 2 um permettent d’améliorer la
résolution chromatographique, la vitesse d'analyset la sensibilité. (de Villiers et al,
2006). Ainsi, en gardant les mémes performance®nmographiques qu'en HPLC,
laugmentation du débit permettra d’améliorer lssalation ou de diminuer le temps

d’analyse.

L’étude de matrices biologiques complexes augmkasgohénomeénes de co-élution,
c'est-a-dire que les composés de propriétés phygbkiocoiques similaires peuvent éluer au
méme temps de rétention. Ce phénomene provoque @ddgrcompétitions d’ionisation dans
la source du spectrometre de masse. Il a été mlaimedémontré (Chambees al, 2007) que
l'utilisation de 'UPLC améliorait la séparation sl@ics chromatographiques, minimisant
ainsi le phénomene de suppression d’ionisation tlas®urce. Le couplage UPLC-MS est

donc optimal pour notre approche.
2. Spectrométrie de masse

2.1 Principe

La spectrométrie de masse permet de transformer denolécules de leur état naturel
en ions a I'état gazeux. L’'ion est mesuré en fonoi de son rapport masse sur charge
électrique (m/z), ou m est l'unité de masse atomiguet z le nombre de charges portées
par I'ion. L'unité de mesure de m/z est le Thomso(Th).

Un spectrométre de masse est composaealsource d’ionsou se fait l'ionisationd’un

analyseur qui trie les ions en fonction de leur rapport pdain détecteur qui comptabilise
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'abondance des ionst d’'un ordinateur qui permet de traiter et visualiser le sigr{&igure
I. 8). Cette technique permetd’identifier des composés inconnus de détecter la
composition isotopique d’élémentsdedéterminer la structure d’'une molécule a I'aide de

ses fragmentset dequantifier les composés analysés

. =
e e ™

Production dions Seperinn. des v Conversion dun Représentation des
R produats en fonchon courant ionigue en donsees dans un
il du repport miz cowant lectrique spectre de masse

Figure. 1.8 _ Schéma des différents éléments d’un spectrordéetreasse.
Cet instrument sera caractérisé par certainesrpesfces analytiques tels que :

v' La résolution est la capacité d’'un analyseur a distinguer eatne deux signaux
voisins. En considérant le pouvoir séparatif, eatpdéfinir la résolution comme le
rapport : R=MAM, ou M est la masse &M est la difféerence minimale entre le pic

considéré et son plus proche voisin ou la largemi-bauteur du pic étudié. (Figure .
9).

La précision en masseest la justesse avec laquelle une masse seraéaesur un
spectrometre de masse. Cette valeur est défirpgren

CZDHS
CigHsN
C3H, oN; 05" CigH;N" CyoHg™  Cy3H gN;O,”
Instrument de Instrument de
faible résolution grande résolution
R: 1000 R> 10,000

24 2490580 249.0700 249.1479

Figure. 1.9 _ Avantage d’un instrument de grande résolution lauséparation des pics
mesures.
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2.2 Spectrométrie de masse et métabolomique.

Dans la mesure ou la séparation se fait par chagregbhie liquide, la source utilisée
généralement estdlectrospray.Cette combinaison est optimale pour I'analyse digislds
biologiques. Dans le cadre de notre étude, deulysmas ont été utilisés : I'un permettant
une analyse a haut débit (quadripble couplé a ompgede vol QToF) et l'autre a haute
résolution (LTQ-Orbitrap). La techniqgue «haut débipermet d’obtenir des profils
métaboliques caractéristiques des individus. La paraison de ces profils par analyses
statistigues met en évidence les ions sensibles modifications biologiques entre les
individus. L’acces a la masse exacte des ions relcég est realisé a I'aide d’'un spectrométre

de masse a haute résolution. Ces deux technigoneprésentées ci-dessous.

2.2.1 Source d’électronébulisation (ou electrospray

L’ electrospray(ESI) est une technique qui permet de faire passeles ions d’'une
phase liquide a une phase gazeuse, en utilisantencipe d’ionisation/désolvatation. Ce
principe permet de ne pas dégrader les composgadbensibles et d’ioniser des molécules
de polarités et masses moléculaires ¢100) variées.

Cone de
Taylor Bourgeonnement
des gouttelettes

N2 0
Echantillon 1 %0
en solution #::::-090
en solutio @

N, %

+4000 V o o

Figure. 1.10 _Schéma du principe d’ionisation pagl€ctrospray
Le processus est simplement décrit en 2 étapesré-ig10):

v Dispersion d'un liquide en gouttelettes multichargés L’'échantillon en solution est

introduit dans un capillaire porté a haut potergiekctrique. La détente de la solution
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et le champ électrique a la sortie du capillaivpguent la formation d’'un nuage de
gouttelettes chargées. De plus, un flux de gazeanest ajouté le long du capillaire
pour faciliter la formation d’unfin brouillard de gouttelettes chargées, appelé afm

Taylor.

v’ Fissions successives des gouttelettess gouttelettes vont se rétrécir par évaporation
du solvant, assistée par un flux d’azote séchaoinére courant du brouillard, jusqu’a

former un ion stable.

Deux parametres ont une influence sur l'ionisatitendébit et la concentration des ions
Lorsque de nombreux ions arrivent simultanéments dancapillaire, le courant sature et
ionise qu’'une partie des ions en compétition, c'ést phénoméne desuppression
d’ionisation. L'utilisation de techniques séparatives en amoithirtdie en partie ce
phénomene. Les ions formés sous pression atmogpbérsont alors transférés vers

I'analyseur ou régne un vide poussé.

2.2.2 Analyse haut débit: Quadripdle couplé au Ted®Vol (QTof)
Cet instrument est composé dune série «hexapblequadriple (Q1),
hexapble (cellule de collision Q2)» en amont de Halyseur en temps de vol a injection

orthogonal des ions muni d’un réflectron.(Figure I. 11).

- vV
4] L
| — e | [ awen || Zone d'accélération
R | S f
Zone de vol
Electr ospray Ql Q2 ~-§ v § Refléctron
Z-Spray [ | .CEJ

Temps de vol

Figure. I.11 _ Schéma Waters deelectrospraycouplé a I'analyseur en tandem quadripéle/

temps de vol.

Les ions formés dans la source sont transmis pexdpble vers le quadripble (Q1).

L’hexapodle et le quadripble sont des analyseurs, pstitués respectivement de six ou
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guatre barres paralléles associées électriguementdx a deux et entre lesquelles on
appligue un potentiel alternatif (V cosnot) et un potentiel continu (U). Cet apparelil
transmet les ions en faisant varier simultanémentes tensionsUn balayage maintenant un
rapport U/V constant permet dgparer les ions en fonction de leurs rapports m/Zn
mode MS (scanning),le quadripdle Q1 et I'hexapble Q2 fonctionnent caandes guides
d’ions. Les ions focalisés atteignent I'analyseteraps de vol avec une distribution cinétique
proche du niveau thermique. Cette étape permetmeifleure sensibilité et résolution de
linstrument. En mode MS/MS, le quadripdle Q1 devient un filtre d’ions capable d
sélectionner les ions précurseurs. Ces ions sorg atcéléres puis fragmentés dans la cellule

de collision Q2. Les ions obtenus aprés fragmemntatont transmis dans le temps de vol.

L’ion sélectionné est transmis dans un analyseemgps de vol (TOF). Cet analyseur
se compose d'une zone d'accélération ou est appligutension accélératrice, et d'une zone
de vol ou l'ion se déplace librement. En mode céften, un miroir électrostatique impose un
champ électrique de direction opposée a celle dumphaccélérateur initial. Cette technique
permet a tous les ions de méme rappofz de se focaliser sur un méme plan. De plus, le
réflectron permet d'allonger la distance de volssaour autant augmenter la taille de
l'analyseur : les ions mettent plus de temps ptiaimare le détecteur, et réduisent aussi leur

dispersion en temps, la résolution s'en trouve dpacdement améliorée.

Dans le cas d’'un analyseur a temps de vol, le téteatilisé esle « détecteur a
microcanaux » (MicroChannel Plates MCP La multiplication d’électrons est assurée en
enduisant chaque canal d’'un matériel semi-condudemettant des électrons secondaires.

L’effet d’avalanche permet de multiplier le nombitélectrons par 10
Avantages et limites du LC-QToF pour une utilisatim en métabolomique.

L’avantage de cet appareil est de pouvoir analgiesrprofils métaboliques globaux.
Pour cette technique, deux modes sont utilisésmadee MS pour I'obtention des profils
meétaboligues et le mode MS/MS pour l'obtention dagiMentations. Les bonnes
performances en termes de sensibilité et de résolutun temps de vol a accélération
orthogonale et la possibilité de fragmenter les posBs font de I'analyseur QToF un outil
avantageux pour la métabolomique. La principaleitéition de cet appareil est liée la
faiblesse de la gamme de masse intrinseque au m@deansmission des ions dans le
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guadripble qui diminue le gain de sensibilité dud=Tb’'inconvénient du temps de vol est sa
sensibilité a la température. Cet analyseur esstitod d’un matériau dont la longueur est
fonction de la température. Cette variation induit décalage des masses mesurées. Pour
pallier ce probléme, un étalon externe de leucimeéghaline est injecté en paralléle de
'analyse par un systeme de lockspray a doublecsole décalage en masse sera recalculé

dans I'étape de traitement des données.

La combinaison LC-ESI permet d’analyser de nombreomposés, bien que cette
technique posseéde une variabilité intrinseque itapbe. Des contrdles qualités (QC)
composés de standards injectés a des intervallpdienss permettent de visualiser les
variations de temps de rétention, masses et imésnsi’utilisation de 'UPLC améliore

nettement la séparation et la reproductibilité téesps de rétention.

Les nombreux signaux obtenus pat LC-QToF doivemt @&alysés par des techniques

de traitement de données, qui sont discutées dartmpitre Ill.
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V. Traitement des données

En métabolomique, le traitement de données esstited de plusieurs étapes qui
permettent de passer des profils métaboliques sqaguile spectrometre de masse (signal) a
la sélection des ions significatifs de l'effet lugique étudié. L’'acquisition des profils
métaboliques par spectrométrie de masse se faitogle continuum, c'est-a-dire que le signal

ne subit aucun traitement (signal brut).

1. Traitement du signal

Les spectres de masse détectés en mode continuvemidétre centroidés. Pour améliorer
cette étape, deux traitements peuvent étre réallsgg@snination du bruit de fond et le lissage
du spectre de masse. (Figure I. 12 et 13). Commse pouvons le voir dans la Figure I. 12,
une mauvaise soustraction du bruit de fond, augenentombre de pics a traiter.

Soustraction
du
bruit

—

Signal
centroidé

Signal brut Signal centroidé Signal avec
bruit soustrait

Figure. .12 _ Modification du signal brut aprés soustractiorbduit de fond.

s 7 7

Dans notre étude, I'étape de lissage n’a pas étiséé : en effet, lorsque plusieurs ions sont
mal séparés, cette étape aura tendance a les @mbriduisant une erreur sur la masse

mesureée. (Figure 1. 13).
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725.245 725225 725225

Signal brut Signal lissé Signal centroidé
Figure. 1.13 _ Modification du signal brut par le lissage.

Le signal centroidé est ensuite corrigé en massmegr la valeur de masse de I'étalon externe,
de Leucine enképhaline, injectée en parallele tassurce par la technique du lock spray. La
différence entre la masse mesurée et la masseighéate leucine Enképhaline permet de

recalculer toutes les masses détectées dans lWdrahiologique a un temps donné.

2. Extraction et alignement des ions.

La deuxieme étape consiste a transformer les profétaboliques traités en une matrice
de données exploitables par les outils d’analysssssques. Pour ce faire, des logiciels vont
extraire dans chaque profil métabolique des ioriestligner. (Figure |. 14). La matrice de
données est composée en colonnes des mesuregagakis en lignes des échantillons sur

lesquels ces variables ont été mesurees.

Echantillon 1

Echantillon 2

Echantillon 3

RT Masse | Echantillon 1 | Echantillon2 | Echantillon 3 | Echantillon4 | Echantillon 5
" ‘ RT(a) Ma) | Intensitél(a) | Intensité2(a) | Intensité3(a) | Intensitéd(a) | Intensités(a)
RT(b) M(b) | Intensitél{b) | Intensité2(b) | Intensité3(b) | Intensitéd(b) | Intensités(b)

Figure. .14 Passage des profils métaboliques a une matridem@es : étape d’extraction
et d’alignement des données.

De nombreux logiciels d’extraction et d’alignemetds données LC-MS existent :
MarkerLynxTM (Waters), XCMS (Smitlet al, 2006), Metalign (Tukunoet al, 2005) et

Mzmine (Katajamaat al, 2005).
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Logiciels Avantages Inconvénients
- Utilisation de fichier .raw. - Payant.
- Paramétres explicites. - L'utilisateur ne contréle
MarkerLynx™ - Visualisation claire des aucune étape.
données. - Ajout d’une valeur nulle
- Possibilités d’aligner des dans la matrice pour un ion
centaines d’échantillons. non trouve.
- Gratuit
- Chaque étape est controlée
par 'utilisateur.
- Correction du temps de
rétention. - Utilisation de fichiers
- Possibilité d’aligner des NetCDF.
XCMS centaines d’_éc'hantillons - Paramétres comp!e_xes.
- Calcul statistique pour - Interface non conviviale,
chaque ion et visualisation codage sous R.
des données.
-Ajout d’une valeur
minimale (#0) dans la
matrice pour un ion non
trouveé.
- Gratuit
- Chaque étape est controlée
par l'utilisateur.
- Interface conviviale,
- Possibilités de pré-traiter NetCDF.
Mzmine les donnees. - Difficulté & aligner de
- Ajout d’une valeur 3 )
. nombreux échantillons.
minimale (#0) dans la
matrice pour un ion non
trouve.
- Nombreuses méthodes de
visualisation des données.
Gratuit - Utilisation de fichiers
- Calcul local du bruit de NSICDF-
Metalign fond - Manque de convivialité.
- Correction de la ligne de Parametres complexes.
base

- Correction de la saturation - Difficulte a aligner des
- Normalisation des données centaines d’échantillons.

Tableau. 1.1 _ Avantages et Inconvénients des logiciels d’'&tima et d’alignement testés.
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En fonction des données étudiées, les parametriss ehéthodes les plus adaptés
doivent étre déterminés. Les avantages et les wicnents de chacun de ces logiciels sont
traités ci-dessus. En raison du nombre importagtédbantillons que nous devions analyser,

XCMS et MarkerLynx ont été utilisés et comparés daa le chapitre Il de ce manuscrit.

3. Prétraitement statistique

En métabolomique, a chaque étape de l'analysesd@ses de variations peuvent
s’introduire et fausser l'interprétation biologiqué est donc nécessaire d’avoir des critéres
d’évaluation pour chaque étape. L'objectif du miéément de données est de minimiser ces
variations afin de pouvoir extraire I'informatiomologique. (Chapitre IlI).

4. Analyses statistiques

L'objectif des différentes analyses statistiques esle synthétiser et structurer
linformation contenue dans les données mesurées mpapectrométrie de masse. En
métabolomique nutritionnelle, cette étape permet daélectionner les ions pour lesquels
on observe un effet significatif des facteurs nuttionnels étudiés. Les ions pertinents
sélectionnés par les techniques univariées commanalyse de la variance, permettent de
définir un modele de discrimination par des techniges multivariées d’analyses

dicriminantes.

En métabolomique, la mesure de lintensité des ierfraits des eéchantillons
biologiques sont des variables aléatoires quaivistet continues. Ces variables suivent en
général une distribution normale ou log-normalert&les paramétres de valeur centrale
(médiane, moyenne) et de dispersion (variance) \&irg définis et calculés afin de
synthétiser I'information. En raison du grand noentle données obtenues, plus de 1000 ions
en général, la statistigue multidimensionnelle petra de représenter des informations
biochimiques sous-jacentes en les simplifiant e @présentations graphiques. Trois types

de techniques statistiques ont été appliquéesesuda@nnées :

v" Analyses univariées : Ces techniques traitent olaop indépendamment les
uns des autres. Le principe consiste a décompaseariabilité totale en

variabilités dues aux facteurs étudiés (régime,nptype, cinetique) et en
47



Chapitre I Contexte et Techniques

variablilité résiduelle. Un test de Fisher permettester la significativité des
différentes sources de variablilité par rapportaavéariabilité résiduelle. On
obtient grace a ces technigues une liste exhausfieas sur lesquels les
facteurs biologiques étudiés ont un effet significdJn ion sera significatif

pour un facteur de variation si la valeur de prdiiélcalculée est inférieure a
0,05. Suivant le protocole biologique, on peutisgil un test de Student,
I'analyse de la variance (ANOVA) ou de la covarfaNCOVA).

v' Analyses multivariées non supervisées : Ces teaksigprennent en compte
'ensemble des ions détectés. Elles ne nécesspant de connaissance
préalable sur 'appartenance des individus a unggqphénotype) et permet
de décrire visuellement les principales sourcesadi@bilité dans les données.
L’Analyse en Composantes Principales (ACP) permetdéfinir un sous
espace de dimension inférieure au nombre d’ionas@a nouvel espace défini
par les composantes principales, on représentensset les individus ce qui
permet de visualiser les relations entre ions etawentuelle structuration dans
les individus. La classification ascendante hidrignee (CAH) est un autre
technique multivariée basée elle sur une matricelisiance qui permet une
représentation sous forme d’arbre montrant leslaiités et dissimilarités

entre individus (non utilisée dans notre étude).

v" Analyses multivariées supervisées : Ces technigeesettent d’expliquer et
de prédire limpact d'une intervention nutritionleel sur des groupes
d’'individus. Comme pour 'ACP ou la CAH, ces tedjunes utilisent
I'ensemble des ions mesurés pour établir un maglglerédit I'appartenance a
des groupes pré-définis correspondant aux factedtrgliés (régimes,
phénotypes ou cinétique). Du fait du nombre dealdes (des milliers d’ions)
largement supérieur au nombre d’individus (des idema & des centaines
d’échantillons) nous avons utilisé la partial lesgtiare discriminant analysis
(PLS-DA).
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V. ldentification des ions sélectionnés

L’identification d’'un métabolite nécessite souvent plusieurs outils analytiques
complémentaires.Apres analyse des échantillons biologiques par SC@&ToF, plusieurs
centaines a plusieurs milliers de signaux sontlé@gpar les analyses statistiques. Ces
sighaux peuvent étre des ions moléculaires, dgsnieats, des adduits ou des isotopes. Des
techniques statistiques de corrélation permettersgugpprimer les redondances d’'information.
Une fois que les ions moléculaires sont isolés, delsantillons sont ré-analysés par des
techniques haute résolution telle que I'OrbitramyFe I. 15). La masse exacte obtenue est
alors recherchée dans les bases de données.&imase correspond a un métabolite connu
alors une identification putative est possible msiisce n’est pas le cas, une étape de
caractérisation, permettant de générer une forrbuldée chimique a partir de la masse

mesurée est envisageée.

1. Les bases de données de métabolites

e Human Metabolom Data Base (HMDBhti{p://www.hmdb.cg/ est une base de

données de métabolites présents dans des fluidesgigiues humains. Elle contient
différents outils pour aider a l'identification esl spectres de masse ou de RMN, la
concentration, la localisation, le réle des métabsldans I'organisme. (Whishast

al., 2007)

* Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)W.genome.jp/keqy/ est une

base de données biologiques qui contient unedidt@ustive de métabolites présents
dans différentes espéeces (plantes, rat, homme)r Blbaque espece des voies

meétaboliques sont décrites.

* Nature Lipidomics Gatewaywfvw.lipidmaps.orgf est une base de données qui

contient des métabolites lipidiques.

* METLIN (http://metlin.scripps.edu/metabo_search)phggroupe les métabolites
contenus dans KEGG, Lipidmaps et HMDB. (Sndtlal, 2005)
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Afin de valider les propositions obtenues dans lexses, des données spectrales

complémentaires (profils isotopiques et spectredragmentations M3 sont nécessaires.
L'utilisation de I'outil LTQ-Orbitrap est alors diuintérét majeur.

2. Description du LTQ-(en anglais Linear Trap Quadiipole)-Orbitrap

Le LTQ Orbitrap est uninstrument hybride constitué de deux analyseursun trappe
linéaire et un Orbitrap.

LTQ ORBITRAP

Source piege ionique quadripolaire C Trappe

o =
e
-

Orbitrap

Figure. I.15. _ Schéma Thermo Fischer du pieége a ions quadripdiagaire et I'Orbitrap.
Chacun de ces deux analyseurs dispose d'un sysdéendgtection des ions : deux

dynodes et deux multiplicateurs d’électrons poutréppe linéaire, détection par courant

image puidransformée de Fourier pour I'Orbitrap. Lors d’'une analyse, la trappethire et

I'Orbitrap peuvent étre utilisés indépendammeni lde I'autre ou simultanément : c’est la
détection paralléle.

L’ Orbitrap est un analyseur composé d’'une électrode axiaeépl au centre d’'une

électrode circulaire creuse. De par sa forme, diébele axiale génére un potentiel
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électrostatique qui pieége les ions. Ces ions stors aanimés d’'un mouvement circulaire

autour de I'électrode axiale et d’'un mouvementlzoire perpendiculaire a leur mouvement
de rotation induisant unfeéquence (f=Yar(km'z)*2 k est la courbure du champ). Le courant
géneré par ces oscillations et recueilli par delectéodes est converti en un spectre de

fréequence par une transformée de Fourier, puisiespactre de masse.

La trappe linéaire du LTQ Orbitrap est I'analyseur idéal pogénérer des données

MS". Trois modes d’activation MS/MS et MBeuvent étre utilisés:

v mode CID (en anglaisCollision Induced Dissociatign dissociation induite par
collision. L'ion précurseur est isolé puis fragm&par augmentation de son énergie
interne et collision avec des molécules gazeuses. ftagments générés seront

analysés dans I'Orbitrap.

v mode PQD (en anglaBulse Q Dissociation: les ions sont activés en utilisant des

valeurs de piégeage élevées.

v mode HCD (en anglaisligh-energy Collisional DissociatiQn I'activation est non
résonante et sans cut-off. La fragmentation estitacpar CID dans la C-Trappe ou
dans l'octapdle adjacent.

Les modes d’activation MS/MS permettent de cumdies informations complémentaires
dans le cas d’interprétations structurales digilDans notre étude nous n’avons utilisé que
le mode CID.

Avantages et limites du LTQ-Orbitrap pour une utilisation en métabolomique

La haute résolution et la précision en masse desttiment permet d’identifier sans
ambiguité la présence de certains éléments (somfsgene, azote) par lecture directe des
signaux isotopiques spécifiques. En calibratiormd, la précision de la mesure de masse est
de 2ppm en moyenne alors qu’en calibration inté@isenet al, 2005) les précisions sont
systématiqguement inférieures au ppm. Cette précrisie la mesure de masse permet
d’améliorer considérablement la qualité des rediescdans les bases de données ou la

caractérisation.
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La trappe ionique ayant un volume fini, une accwatiah importante des ions peut
provoquer le phénoméne dit dearge d’espacequi a pour effet de « décalibrer » le piege.
Un trop grand nombre d'ions crée un champ hexapolaiii se superpose au champ
guadripolaire du piege. Des systemes comme I'AQ€ofaatic gain control) permettent

d'éviter ce phénomeéne en réalisant une mesure baaailyse proprement dite.
VI. Validation des biomarqueurs

Une approche métabolomique nécessite plusieurs typealidation :

1- la validation des identifications réalisées : celleest effectuée par I'analyse de
composés standards purs.

2- la validation des biomarqueurs : afin de s’assdeeta spécificité et de la robustesse
des biomarqueurs, des études sont généralemenessmeéde nombreux sujets. Cette

étape nécessite donc le développement de méthzaedydes ciblées quantitatives.
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Chapitre 11

|. Introduction

En métabolomique non ciblée, la détermination dailpr métaboliques de fluides
biologiques par LC-MS nécessite I'optimisation uheéthodes analytiques robustesCes
méthodes doivent permettiéextraire et de détecter un maximum de métaboliteprésents
dans ces fluides, tout en limitant la variabilitealtique induite. Pour cela, il est nécessaire
d’optimiser les étapes de préparation d’échansllode séparation, d’ionisation et de

détectiondes métabolites

Notre objectif a été ddévelopper et valider une méthode analytiqgue non lgiée
simple et robuste sur la matrice plasma, dans le cadre d'une étlidgervention
nutritionnelle. En effet, en nutrition, le plasm& ene matrice de choix car il est constitué de
cellules sanguines qui témoignent des modificatrartsitionnelles a travers leurs membranes

lipidiques sensibles a I'alimentation de l'individitkeaffet al, 2008 et Gibney et al., 2004).

Le plasma est une matrice complexe, constituée ghand nombre de métabolites
ayant des propriétés physico-chimiques tres dige(swsse, pKa, polarité...) et présents a
des concentrations variables (Nicholson and Foxa®95). Il contient également
d’'importantes quantités de protéines, qui doiverg précipitées préalablement a I'analyse
par LC/MS. Dans une approche métabolomique globalg@réparation d’échantillons doit
étre universelle et robuste (Bruetal, 2009; Wangt al, 2006), c'est-a-dire permettre une
purification minimum tout en limitant la perte deétabolites lors de cette étape. Des études
récentes (Boernseat al., 2005, Bruceet al, 2009 and Wanet al., 2006) ont montré
I'efficacité des differentes méthodes de dépratétion dans le sérum ou le plasma par
addition de solvants organiques, de composés aociesd’'un traitement thermique.
L'efficacité de ces méthodes a été évaluée en mesla quantité de protéines résiduelles

et/ou le nombre de métabolites.

Cependant, [l'utilisation de telles approches nobléeils en nutrition souffre
aujourd’hui d’'un manque d’identification de biomaegirs spécifiques, notamment a cause du

faible nombre de métabolites présents dans les ligssdonnées de métabolites.
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Cette étude propose donoe méthode alternativequi vise a développer et valider
une approche globale tout en s’assurant de sait@padétecter des métabolites d’'intérét déja
décrits lors d’études métaboliques sur plasma hunfur cela nous avons effectué un suivi
de différentes familles de métabolites déja ideédifchez des sujets obeses, tels que la
carnitine, la lysophosphatidylcholine, les acidessdibres, les acides aminés (Pietilairén
al., 2007). Tout au long de cette étude (développertevdlidation), 'analyse des données a
été effectuée a la fois sur les profils métabolkgc@mplets, ainsi qu’a partir des réponses des
métabolites d’intérét sélectionnés.

Nous nous sommes focalisés dans un premier temp®stimisation d’'une méthode
d'analyse par UPLC-MS. Ce développement a congstécipalement a trouver un
compromis entre la solubilisation, la séparatioii@hisation des métabolites plasmatiques.
Dans un second temps, nous avons évalué linflueetdive des différentes étapes de
collecte et de préparation de I'échantillon surpesfils plasmatiques obtenus. Cette étude a
permis de traiter deux aspects essentiels: le ambanticoagulant et la détermination d’une
méthode de précipitation protéique permettant fation d’'un maximum de métabolites.

La méthode développée a ensutéappliqguée ausuivis des métabolites (Tableau
Il. 1) et des standards.Ces métabolites ont été sélectionnés pour leugrigtés physico-
chimiques variées, représentatives de I'ensemtdenttabolites présents dans une analyse
non ciblée. lls devaient également étre présents taplasma (Lawtoet al, 2008) et étre
détectés par LC-MS. (Pirawat al, 2003; Houjouet al, 2005; Guoet al, 2006; Liebischet
al., 2002; Liebischet al, 2004). Une fois ces deux étapes optimisées, IPandllons
plasmatiques issus d’un protocole nutritionnel &gt analysés afin de valider notre approche

métabolomique non ciblée.

62



Chapitre II Traitement et analyse des échantillons

Nom Masse [MH] * [MH] - UPLC
Monoisotopique RT (min)
(g.mol™?)
Acides Aminés  Dimethyl-L-Arginine 202.142 203.150 0.40
L-Arginine 174.112 175.118 1.08
Leucine 131.095 132.102 0.45
Phénylalanine 165.079 166.086 3.44
Tryptophane 204.089 205.097 412
Tyrosine 181.074 182.082 1.72
Amino ketones Creatinine 113.058 114.067 0.46
Carnitines Acetylcarnitine 203.115 204.124 0.98
Betaine 117.078 118.087 0.43
Carnitine 161.105 162.112 0.44
Palmitoylcarnitine 399.334 400.345 11.13
Acides gras acide valéerique 102.068 103.075 3.46
acide Stearique * 284.271 283.263 16.89
acide Oleique * 282.255 281.248 14.32
acide Palmitique * 256.240 255.232 14.13
acide docosanoique 340.334 339.326 12.37
acide Arachidonique 304.240 303.232 13.49
acideOctadecadienoique 280.240 279.232 13.61
acide Docohexanoique  328.240 329.249 13.36
Eicosanoides Leukotriene E4 439.239 440.245 8.58
Leukotriene B4 336.230 337.237 10.23
Phospholipides LysoPC(16:0)** 495.332 496.340 10.54
LysoPC(18:2)** 519.332 520.340 10.35
LysoPC(18:1)** 521.348 522.356 10.88
LysoPC(18:0)** 523.363 524.371 11.73
LysoPC(14:0)** 467.303 468.310 9.58
LysoPC(20:4)** 543.332 544.337 10.35
PC (36:5)** 779.546 780.555 14.38
PC (36:4)** 781.562 782.568 14.41
PC (34:2)** 757.562 758.566 14.27
LysoPE (18:1)** 479.301 480.299 10.63
lysoPE (20:0)** 509.348 508.327 11.82
Lyso PE (20:1)** 507.332 506.308 10.96
Lyso PE(20:2)** 505.316 504.301 10.27
Porphyrines Bilirubin 584.263 585.275 7.88
Prostanoides 6ketoprostaglandinFla 370.235 371.227 6.75
13.14-dihydroPGF1la 358.271 359.279 6.70
6-ketoprostaglandinEl ~ 368.219 367.212 7.41
Purine acide urique 168.028 169.036 1.19
Stéroides Cortisol 362.209 363.219 6.78
Dehydrocholésterol 384.339 383.335 15.20
Sphingolipides CerP(d18:1/12:0)** 561.415 562.423 14.23

Tableau. II.L Liste des ions sélectionnés dans le plasma. bgpgede rétention a été
confirmé par l'analyse des standards des compds€es ions sont des fragments de DG
et/ou TG. **LysoPC Lysophosphatidylcholines. PC Hlmatidylcholines. LysoPE

Lysophosphatidylethanolamines. CerP : Phosphocdesmi
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[l. Matériels et méthodes

1. Produits chimiques

Le méthanol et l'acétonitrile (HPLC Gradient gradant été fournis par Sigma
Aldrich, I'eau ultra pure (18,2 K1) par Millipore et I'acide formique par Fluka.
Une solution de Leucine Enképhaline (Sigma—Aldrigh)ne concentration 0,5 ng/L (dans un
meélange acétonitrile/eau, 50/50 v/v avec 0,1% d&aciormique) a été utilisée comme
référence pour les mesures de masse. Une solutioie orthophosphorique a 0,1% (dans
un mélange aceétonitrile / eau, 50/50 v/v) a étépgné&e pour calibrer l'instrument avant
chaque nouvelle série d’analyse.
Pour valider la méthode analytique, des solutiotendards ont été préparées a une
concentration de 10pg/mL (dans un mélange acétereau, 50/50 v/v avec 0,1% d’acide
formique). Ces solutions contiennent les composéssts : la prednisone (Sigma), I'acide
dehydrocholique (Sigma), le tryptophane (Sigma)elecine (Sigma), la tyrosine (Sigma), la
phenylalanine (Sigma), la méthionine (Sigma), lacaine (Fluka), la colchicine (Sigma), la

2-aminoanthracéene (96%) (Sigma), la 4-aminoantim/(®iedel de Haen).
2. Prélévement et préparation des échantillons biogiques

Pour tester I'effet des anticoagulants, 18 plasmasains de volontaires sains ont été
prélevés sur EDTA ou sur Héparine et conserve0&C-8Pour chaque anticoagulant, trois
meéthodes de précipitation protéique lente onteteées indépendamment. (Figure Il. 1). Ces
trois méthodes se distinguent par la nature etuubniifé des solvants de précipitation. Ces

solvants ont été conservés avant leur utilisatidhG

Méthodes A et B : Apres ajout de 2 ou 4 volumesnééhanol dans 200uL de plasma,
les échantillons ont été conservés pendant 30 Bsn@t -20°C pour permettre une

précipitation lente

Méthode C : Dans 200 L de plasma en constantetiagit@0p L d’acétonitrile ont été

ajoutés toutes les 8 heures pendant 3 jours (métt@doernsen (2005)).

Apres précipitation protéique lente (A, B et C)plécipité alors formé a été séparé du
surnageant par centrifugation a 13000 tours paui@ipendant 10 minutes. Enfin, une fois le
surnageant repris et évaporé sous azote, I'esieaitle plasma alors obtenu a été dissous dans
différents milieux de reprise testés: (1) acétdairau (50/50, v/v), (2) acétonitrile/ eau
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(50/50, viv) avec 0.1 % d'acide formique et (3)tanérile/ eau (50/50, v/v) avec 10mM

d’acétate d’ammonium.

Meéthode A Meéthode B Meéthode C
200 pL de plasma 200 pL de plasma 200 pL de plasma
+ + +
400pL de Methanol | | 800uTL de Méthanol 30uL d’acetomtrile
3 fo1s par jour
‘ pendant 3 jours
Placer I’échantillon dans le congelateur a
=20%C
pendant 30 minutes

3

Centrifuger I"échantillona 13000 tour par miute
pendant 10 minutes

\ 4

Reécuperer le surnageant et I’ évaporer sous azote

3

Dissoudre les extraits secs dans des solvants de
reprise

Figure. Il.1. Schématisation des étapes de la préparationctiastillons plasmatiques.

3. Echantillons utilisés pour la validation de la ndthode analytique.

126 échantillons de plasma prélevés sur héparses igd’'un protocole nutritionnel
chez 'lhomme ont été utilisés. Pour suivre la r&e@omstrumentale, des contrdles qualités
« poolés » (appelés en anglasol quality controlPQC) ont été utilisés. Les PQC sont

préparés en mélangeang20de chacun des 126 échantillons de plasma a amralys

4. Analyse par LC/MS des échantillons plasmatiques.

La séparation a été effectuée grace a un modulerg/aPLC Acquity (Saint Quentin
en Yvelines, France) et une colonne ACQUITY UPLCSHE3 de 2,1 x 50 mm (Waters)
contenant des particules de 1,8 um, thermostaB®@ Les échantillons ont été élués a un
débit de 0,4 mL/minute en mode gradient linéaita\(e 6), 0 & 2 min : 100 % (A), 2 a 15
min : 0 a 100% (B), 15 a 22 min : 100% (B) et 226amin : 100% (A) pour la rééquilibration
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de la colonne, A et B étant respectivement de l'efade I'acétonitrile contenant un milieu
tampon. Deux pH de phases mobiles aqueuses ortesites pour I'élution de solutions
standards et d’échantillons de plasma: pH ~3 (&&% d’acide formique) et pH ~ 6 (avec
10 mM d’acétate d’ammonium). Le volume d’injectia®@té fixé a 6 uL d’échantillon.

Le systetme UPLC a été couplé a un spectrométre desem QToF micro
(Chernusheviclet al, 2001) Waters (Saint Quentin en Yvelines, Frangg)jpé d’'une source
electrosprayutilisée en mode positif et négatif pour une gandmenasse fixée entre m/z 70
et 1000. La tension du capillaire a été fixée &Fkla tension de cbne a été optimisée a 30V,
le temps de balayage et le dwell time ont été fixdset 0,1 seconde ; les températures de la
source et désolvatation ont été fixées a 120 et’@5€x les débits des gaz de désolvatation et
nébulisation (azote) ont été fixés a 50 et 50 Lrespectivement.

Le spectrometre de masse est calibré en utilisamet solution a 0,1% d’acide
orthophosphorique, dans un mélange eau/acétor({@s0 v/v). Pour effectuer la correction
en masse, une solution de leucine enképhaline ([M4Hz 556.2771 et [M -H] m/z
554.2615) est infusée a un débit de 5 puL/minute ¢esource tout au long des analyses grace
a la technologie « lockspray » a une fréquencesde 5

5. Traitement de données

Les données sont traitées grace a des logicietsrdation et d’alignement de données
LC-MS, qui permettent de comparer les profils plasques. Deux logiciels ont été utilisés :
Metalign (Américaet al, 2006; De Vot al, 2007; Tikunowet al, 2005), XCMS (Tikunov
et al, 2005 et Smitret al, 2006) et MarkerLynx. Dans ce cas de Metalign €&MS, les
fichiers de données brutes « .raw » sont convattipréalable au format « .cdf » a I'aide du
logiciel Waters Databridge. Ces logiciels produisges matrices de données contenant les

temps de rétention, les masses exactes et lesitégdes ions détectés.

Metalign a été utilisé sur les données obtenuesats du développement analytique.
Les parametres Metalign ont été fixés comme suitilRlu rapport signal sur bruit de 3 et
largeur du pic & mi-hauteur acceptable de 20 scans.

MarkerLynx et XCMS ont été utilisés sur les donnéetenues au cours de I'étape de
validation. Les paramétres de MarkerLytbont été fixés comme suit : I'intervalle de masse
et du temps de rétention acceptable pour aligrepies présents dans les échantillons sont

respectivement de 0,1 et 0,4, le seuil de brufbdd au-dela duquel un ion est extrait est de 1
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et le pourcentage de bruit de fond a éliminer darspectre chromatographique est de 30 %.
Les parameétres XCMS ont été fixés comme suit: fviltdi2, step 0.01, steps 3, Snthreshold
10. (Ces paramétres sont expliqués et testés dahspitre 111).

6. Analyse statistique des données
6.1. Données issues de 'optimisation analytique.

Chaque ion extrait et aligné a été testé pour grafiativité par un test de Student
qui a comparé les 3 répétitions d'une méthode éepration protéique (A, B ou C) avec 2
répétitions d’échantillons dits « blancs » contérthnméthanol. Un ion est considéré comme
significatif si la valeur de probabilité (p-valuept inférieure a 0,05 et si le rapport des
intensités moyennes de l'ion contenu dans les 2ipg® (échantillons versus blancs) est
supérieure a 10.

Des Analyses en Composante Principale (ACP) (aeatysltivariée) ont également été
effectuées en utilisant l'algorithme de NIPALS des données transformées en log avec

normalisation Pareto, en utilisant le logiciel SIM® v11 (Umetrics, Umed, Suéde).
6.2. Données issues de la validation de la méthode.

Pour la validation de méthode, une Analyse en Caape Principale (ACP) a été
réalisée sur les données normalisées et centraggisant le logiciel SIMCA-P v11.
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[1l. Résultats et discussions

Considérant les études récentes publiées en métaigpie sur la matrice plasmatique,
nos deux principaux objectifs ont été d'une pa#, développer une méthode UPLC-MS
permettant I'acquisition de profils métaboliquesi&tutre part, d’évaluer l'influence relative
des étapes de prélévement et de préparation d@éhassur ces profils, afin de déterminer

les conditions optimales.

1. Optimisation des conditions UPLC-MS

Pour cette étude, trois parametres analytique®intestés : le milieu de reprise du
résidu sec (ou solvant d'injection), le solvantlgfi®n et les paramétres de séparation
chromatographique. Pour cette comparaison, lesnélitbas de plasma ont été préparés par la
meéthode A. Le choix de la méthode de préparativrissuté dans le deuxieme paragraphe
«Prélevement et préparation des échantillohes.profils métaboliques complets ainsi que
la réponse des métabolites d'intérét sélectionnégdbleau II. 1) ont été étudiés pour cette
optimisation.

1.1. Influence du solvant de reprise et du soldbéiution

L’objectif a été de trouver le meilleur compromistre une bonne solubilisation du
résidu sec accompagnée dune bonne ionisation et bimnes performances

chromatographiques.

L’analyse du nombre d’ions total détectés en maoakgtip et négatif dans les profils
meétaboliques obtenus ne montre pas d’influenceifgigtive du pH des phases mobiles.
Cependant, en examinant la réponse des composwasta ciblés du tableau Il. 1, nous
avons constaté une meilleure séparation ainsi guiaeilleure ionisation & pH~3, tant en

mode positif que négatif.

Les profils métaboliques plasmatiques obtenus &gphases mobiles contenant de
'acide formique ont été également de meilleurelitgyaconsidérant la résolution des pics
chromatographiques et la détection des composéggmhu début du chromatogramme. Ceci
peut étre expliqué par la présence d’acide formmuieaméliore probablement la forme des
pics chromatographiques détectés (Btaal, 2006) et par la diminution du phénoméne de
suppression d’ionisation en raison d’'une meilleéiemtion des composeés polaires tels que les

acides aminés. (Dimethyl-L-arginine, phénylalanimgytophane).
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1.2. Influence du débit et du temps d’acquisition.

La technologie UPLC est une technique de séparationbinant des particules de
diamétre inférieur a 2 um et un systeme chromapdggae fonctionnant jusqu’a une pression
de 12000 psi, permettadtaméliorer la résolution chromatographique, d’augmenter la
vitesse d’analyse et la sensibilittDes études antérieures ont montré que 'UPLQ étai
outil adapté a la métabolomique car il permettaiparticulier d’augmenter le rapport signal
sur bruit nécessaire a une meilleure détectiontégration des pics. (Churchwel al, 2005;
De Villiers et al, 2006; Nordstronet al, 2006). De plus, 'amélioration de la reprodudiiéi
des temps de rétention est déterminante pour aiigent des données. Un meilleur
alignement des données concede a une identificatimaisée des biomarqueurs. (Pluebb
al., 2006).

L'objectif de notre étude a été d'optimiser les ditions chromatographiques
permettant de conserver la rétention des compogggblaires, tout en gardant I'élution de
meétabolites moins polaires tels que les phospludgiles critéres utilisés pour déterminer la
méthode optimale ont été les mémes que précédemreembmbre total d'ions détectés dans
les profils métaboligues obtenus et le comportensmbmatographique des métabolites

sélectionnés (Tableau II. 1).

L'utilisation d’'une colonne C18 greffé par une phas alkyle de densité de 1,6
pmol/m? a été choisie (Colonne HSS T3) afin de mieux retenies composés les plus

polaires.

Les meilleures performances de 'UPLC sont obtersudes débits élevés (de I'ordre
de 2 mL/min). Or, en raison de la faible rapidig¢lmhlayage du quadripdle et des limitations
en pression, le débit optimal du solvant d’élutpour le couplage UPLC-QToF était de
0,4mL/minute.Les conditions chromatographiques optimales d’analye ont été obtenues
en utilisant un gradient de 26 minutes Dans ces conditions les composeés lipidiques ainsi

gue les acides aminés sont séparés et détectés.

Des échantillons de méthanol ont été analysés axésjections d’échantillons de
plasma. Nous avons testé 3 temps de rééquilibrateota colonne : 4, 6 et 10 minutes.
Aucune contamination croisée n'a été détectée enéchantillons de méthandle temps

de rééquilibration de la colonne a été fixé a 4 mutes.
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2. Prélévement et préparation des échantillons plasatiques.

Notre objectif principal était de déterminer, qeeditape (entre le prélevement et la
préparation d’échantillon) aurait le plus d’'impactr la variabilité des profils métaboliques
obtenus, pour pouvoir déterminer dans un secondgdelas meilleures conditions pour
extraire un maximum de métabolites tout en ayaet précipitation des protéines correcte.
Dans notre étude trois méthodes de précipitatiotémue et deux milieux de reprise ont été

testés. (Voir matériels et méthodes)

Pour s’assurer de la bonne extraction de nos miétyol'étape de précipitation
protéigue devait étre la plus lente possible cortamaéthode lente de Boernsen (méthode C)

qui a été réalisée en parallele et comparée a gtsontes.

2.1 Choix de I'’Anticoagulant

Une analyse en Composante Principale (ACP) a é&lis@éé sur 36 échantillons
plasmatiques (2 anticoagulants x 3 méthodes x i2umilde reprise x 3 réplicats) analysés en
mode positif (Figure Il. 2) et négatif (Figure IB). Les résultats ont montré que
I'anticoagulant était le facteur le plus influant $a composition des profils métaboliques. En
effet la composante 1 de 'ACP (Figure Il. 2) cdmie a environ 35% de la variance totale
observée alors que les autres facteurs (méthogwédgitation des protéines et milieu de

reprise) représentés par la composante 2 conttilduenviron 10% de la variance.
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[Composante 1]/[Composante 2]

EDTA
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m MéthodeA + MéthodeB B MéthodeC
Figure. 11.2. Analyse en Composante Principale (ACP) en mod#ipdes 36 échantillons

plasmatiques (2 anticoagulants x 3 méthodes x &it&ms x 2 milieux de reprise). R2X[1]=
0.352097 et R2X[2]= 0.101168.

[Composante 1]/[Composante 2]

Héparine

m MéthodeA + MéthodeB m MéthodeC

Figure. 11.3. Analyse en Composante Principale (ACP) en modgtifédes 36 échantillons
plasmatiques (2 anticoagulants x 3 méthodes x &it&ms x 2 milieux de reprise). R2X[1]=
0.338548 et R2X[2]= 0.155618.

71



Chapitre II Traitement et analyse des échantillons

De plus, les résultats montrent que les échansildasmatiques collectés sur héparine
présentent un regroupement plus important en médatifi (Figure Il. 3), contrairement au
mode positif ou l'axe 2 de I'ACP discrimine clairent les différentes méthodes.
L’observation des ions responsables de cette digtaiion indique que ces métabolites (par
exemple les acides aminés et les lysophosphatiolyhes) ont une meilleure réponse en
mode positif, ce qui pourrait expliquer ce phénoeeth’ionisation est probablement
améliorée dans les échantillons plasmatiques ¢éesur héparine en raison de la présence
de sels chélatés en présence dEDTA. L'EDTA eseHat un puissant agent complexant
(Sadagoparet al, 2003) qui peut réagir et endommager la colonne U@ large pic
chromatographique a 10 minutes, correspondant RTIAE (m/z 293), est obtenu aprées 30
injections. Ce pic provoque un phénomeéne de sugipreslionisation dans toute cette zone
du chromatogramme.

Par conséquenies échantillons de plasma seront collectés sur Hajmne pour le reste de

notre étude
2.2. Choix de la méthode de préparation

L’Analyse en Composante Principale (ACP) réalisg¢elss 18 profils métaboliques
de plasma collectés sur héparine montre que le€tBardes de précipitation donnent des
profils métaboliques différents en mode positify{ife 1. 4) et mode négatif (Figure Il. 5). En
mode positif (Figure 1. 4), la composante 1 deQmR représentant 24% de la variance totale
observée permet de discriminer les méthodes, tgudisa composante 2 représentant 13% de
la variance discrimine les milieux de reprise dsidé sec. En mode négatif (Figure Il. 5),
nous observons sur I'axe 1 une différence entrédbsantillons préparés par la méthode A et
repris dans la solution a pH~3, et les autres édiluas. L'ionisation des métabolites extraits
par la méthode C ne semble pas étre influencédeparilieu de reprise en mode positif
puisque les deux milieux ne sont pas individual@és’ACP alors gqu’en mode négatif, cette
discrimination est présente. Notons que I'obseovagirécise des métabolites détectés par LC-
MS montre que les métabolites observés dans urundcide pH~3 répondent mieux en
terme d’intensité lorsqu’ils sont repris dans utieni neutre. De plus, les temps de rétention
et masses des pics en début du chromatogrammenenimeilleure reproductibilité. Par
conséquent, nos molécules d’intéréts sont mieunbddées et ionisées dans le milieu de

reprise eau-acétonitrile 50/50 v/v contenant 0,186ide formique.
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Figure. 11.4. Analyse en Composante Principale (ACP) en mod#ipdes 18 échantillons
plasmatiques (3 méthodes de précipitations x 3tité&pés x 2 milieux de reprise neutre
(acétonitrile/eau (50/50) et acide pH ~3 (acétdeigau (50/50) avec 0,1% d’acide

formique). R2X[1]= 0.241958 et R2X[2]= 0.124957.
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Figure. I1.5. Analyse en Composante Principale (ACP) en modgtifédes 18 échantillons
plasmatiques (3 méthodes de précipitations x 3titépes x 2 milieux de reprise neutre et

acide pH ~3). R2X[1]=0.195947 et R2X[2]=0.136438.

73



Chapitre II Traitement et analyse des échantillons

A ce stade, il est encore difficile de conclure s$eirchoix de la méthode de
précipitation. Afin de déterminer la méthode lagkfficace en termes de nombres d’'ions

extraits, le pourcentage des ions speécifiques atnuans aux 3 méthodes a été calculé
(Figures 11. 6 (a) et (b)).

Methode

Méthade Méthode

B

@)

Méthode

Méthade M Ethode

B

(b)

Figure. I1.6. Répartition des ions détectés en dans les édlbastplasmatiques préparés par
chaque méthode et repris dans un milieu acide 8pfd) mode positif et (b) mode négatif.
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En mode positif et négatif, 31% des ions déteaés communs aux méthodes A et B,
26% aux méthodes B et C et 26%-29% aux méthodes@ 21% des ions sont communs
aux trois méthodes. Parmi les trois méthodes, thodé A contient le plus d’ions spécifiques
non détectés par les 2 autres méthodes (26,9% de positif et 22,1% en mode négatif). Ces
données montrent que la précipitation protéique ree unfluence sur les profils
métabolomiques obtenus. Ainsi pour pouvoir compdes données entre différentes
plateformes il est essentiel de trouver des méthaldepréparation standardisées. De plus,
tous les métabolites de la liste (Tableau Il. I)tstetectés par la méthode de précipitation
protéique A.

La répétabilité des trois méthodes a ensuite é&éigd en utilisant les profils
métaboliqgues obtenus en mode positif et négatifir Rela, trois répétitions de méthode
d’extraction et d'injection ont été effectuées. pres la FDA (Food and Drug Administration
Guidance, 2001), un coefficient de variation de lé8tbacceptable pour I'étude quantitative
d’'un composé.

Les échantillons préparés par la méthode A, refais un solvant a pH~3 et analysés
par LC-MS donnent 1108 ions en mode négatif et b4 en mode positif. Des valeurs
similaires ont été obtenues pour les deux autrésuxide reprise. Les échantillons traités par
les méthodes B et C apportent moins d’informatio® plus, la méthode A démontre une plus
grande répétabilité puisque 72 a 73 % des iondfgpézs a la méthode A et détectés en mode

positif et négatif ont un coefficient de variatioérieur a 15%. (Tableau II. 2).

Mode Positif Méthode A Méthode B Méthode C
CV<15% 72,2 68,3 44.8
Mode Négatif Méthode A Méthode B Méthode C
CV<15% 73,1 71,1 47,4

Tableau. 1.2 Pourcentage des ions spécifiques a chaque méthmaele coefficient de
variation est inférieur a 15%. Chaque méthode dietiobn a été répétée 3 fois.

Par conséquent, la méthode de précipitation pnatéfgest sélectionnée.

3. Validation de la méthode développée.

L’étape de validation permet de confirmer que lahode analytique employée est
appropriée pour les criteres sélectionnés. Ledtaéswobtenus apré&tape de validation

permettent de confirmer I'exactitude des résultats.
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Dans le domaine de la métabolomique appliquéenattition, plusieurs étapes sont source de
variabilités telles que le prélevement, la consgoneet la préparation des échantillons. Il est
donc tres important de quantifier la variabiliteabtique. Ainsi, cette validation est axée sur
'étude de la robustessale I'étape de préparation des échantillons etissstabilité de la
réponse instrumentale en termes de temps de @iede masse et d’intensité.

La validation de cette méthode s’est faite en plus étapes: (i) étude de I'effet
matrice, (ii) validation de la méthode d’extractide métabolites et (iii) étude de la stabilité

instrumentale en termes de temps de rétention,adseret d’intensité.
3.1. Etude de I'effet matrice

Afin de caractériser les performances de la méthaai@ytique, les échantillons
plasmatiques ont été dopés et analysés par LC-M&lu&r I'effet matrice est important
lorsqu’lorsque une méthode analytique est dévelppé coélution des composés de la
matrice plasmatique dans la LC peut en effet irduire diminution voire une suppression du
signal causé par la compétition de lionisation demposés élués dans la source. (Van de
Steeneet al, 2008).

Six standards de xénobiotiques ont été utilisés ditudier cet effet. Ces composés ont été
sélectionnés pour leurs propriétés physico-chinsdpelarité, masse moléculaire et fonctions
chimiques) similaires aux métabolites d'intérétsudéds, ainsi que pour leur bonne
solubilisation dans le plasma et leur bonne iomsaen electrospray L’effet matrice a été
etudié en utilisant différentes dilutions du plas(aaois, 10 fois, 15 fois, 20 fois) dans un
mélange eau/acétonitrile (50/50, v/v) avec 0,1%id&formique. Pour chaque dilution, trois
échantillons ont été préparés.

D’aprés la Figure Il. 7, la réponse instrumentadire( des pics) des six standards de
xénobiotiques est constante quelque soit la dituti® la matrice plasmatique. Par conséquent,

I'effet matrice est reproductible dans ces condgianalytiques.
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Figure. 1.7. Logarithme de la valeur de I'aire des pics chrmgeaphiques des standards de
xénobiotiques dans des plasmas de dilution differ€n20, 1/15, 1/10 et 1/5)Colchicine, x
Aminopyridine,A Aminoanthracéne,Procaine, | Prednisone, Acide Dehydrocholique.

3.2. Validation de I'étape de préparation des édhlams plasmatiques

Douze échantillons de plasma de 200uL ont été d@wex six standards de
xénobiotiqgues et six standards biologiqgues de auration constante avant et apres
précipitation protéique. Pour chaque standardeadement d’extraction a été calculé a partir
des valeurs de l'aire des pics chromatographiqwesitaect apres précipitation protéique.
(Tableau 1. 3).
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Composés Temps deCV (%) Rendement(%)
rétention (min
Standards Leucine 0,45 1 86+4
Biologiques Méthionine 0,50 1 90+1
Phenylalanine 3,45 6+10 7248
Tryptophane 4,12 8+10 80+7
LysoPC(16:0) 10,54 1*10 1002
LysoPC(18:1) 10,88 1*10 102+1
LysoPC(18:0) 11,73 1*{0 100+2
Standards de2-aminoantipyrené 3,98 8+16 72413
xénobiotiques_4-aminoanthracéne 7,89 4*10 81+10
Acide 7,85 4%107° 67+6
Dohvdrachanlinn
Colchicine 6,35 510" 68+4
Prednisone 6,71 4*19 68+4
Procaine 4,14 8+10 8145

Tableau. 1.3 Rendement de [I'extraction des standards dopés danplasma apres

précipitation protéique lente. Pour chaque compesepefficient de variation a été calculé.

Les résultats montrent que pour les 12 standeslsendements sont supérieurs a 67%
avec des coefficients de variation inférieurs a 1%6és résultats confirment que I'étape
d’extraction des métabolites est convenable pausti@ndards suivis.

3.3. Validation de la méthode

Dans cette deuxieme partie, 126 échantillons denpaont été préparés et analysés
par UPLC-MS. Ces échantillons ont été répartis dpragre séries d’analyses selon un plan
d’expérienceDans chaque série d’analyses, apres trois injectienméthanol, la répétabilité
de l'injection a été vérifiee, en injectant a trogprises un échantillon de contréle qualité
composeés de standards (SQC en angl@sdards quality contrpl La stabilité du systeme
analytique a été suivi en injectant des échanslide contréle qualité composés d’un meélange
des plasmas a analyser. (PQC en angiaisl quality control. Ces échantillons ont été
injectés 1 fois apres les SQC puis 2 fois aprésciijin de 10 échantillons plasmatiques. Au
total 42 a 52 injections ont été effectuées powrqake série d’analyses. La calibration de
linstrument a été faite au début de chaque skdesource a été nettoyée apres 60 injections

de plasma, comme le suggere Zelenal (2009).
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Pour cette validation, nous avons examiné la viitalwes temps de rétention, de masses
exactes, et d’intensités des ions présents danBQ€3 Pour les composés présents dans le
tableau Il. 1 et détectés dans les échantillon®@€, une faible variabilité des temps de
rétention a été observée (CV inférieurs a 1,4%).ni@e les coefficients de variation des
masses exactes ont été inférieurs a 0,03% danséuieed’analyses et inférieurs a 0,3% pour
'ensemble de l'analyse. La stabilité de la masse et du temps de rétention mesurés, est
cruciale pour I'étape d’extraction et d’alignemess données discutés dans le chapitre Il de
ce manuscrit.

Dans une étude récente analysant du sérum par WE.GZelenaet al, 2009), il a été
montré que la stabilité du systeme n’était effextiy’apres I'injection de dix échantillons de
PQC. D’apres la Figure Il. 8, environ 50% des idatectés dans deux échantillons de PQC

successives ont des variations d’intensités inféega 20%.

% des ions avec CV<20%

ler-2&meinj
2eme-3émeinj
3éme-4émeinj
deme-5emeinj
Seme-bémeinj

ler-2émeinj
2éme-3émeinj
Jeme-1émeinj
4eéme-5emeinj
Seme-bemeinj
6éme-7emeinj

ler-2émeinj
2éme-2emeinj
3éme-4émeinj
deme-5emeinj
Seme-bémeinj
6eme-7emeinj

ler-2émeinj
2eme-3émeinj
3eme-démeinj
deme-5emeinj
S5éme-6emeinj
teme-7emeinj

Sériel Série2 Série3 Séried

Figure. 11.8. Pourcentage des ions dont les intensités vadennoins de 20% entre deux
injections de contréle qualité d’'une méme sériamalgse.

Notre temps d’acquisition de 22 minutes ainsi qagentemps de rééquilibration de

colonne de 4 minutes peuvent expliquer ces résultahjection d’échantillons de SQC a
permis de suivre en temps réel le systeme chromsgibgjue par la vérification visuelle des
pics chromatographiques des standards.
La variation des intensités des ions détectés l@aréechantillons de PQC pendant quatre jours
est représentée dans la Figure Il. 9. Les ionsidek intensités (I<100 coups par seconde)
présentent des coefficients de variation toujoupgseurs a 30%, tandis que pour les ions de
fortes intensités (I>10000 coups par seconde) cefficients de variation sont inférieurs a
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15%. Ces résultats montrent que la variabilité d&giendante de l'intensité du signal. Ce
phénomene a été observé dans des études précé(eikiest al, 2008). Cette variabilité
peut étre attribuée a la réponse instrumentales ggalement a I'étape d’extraction des pics
durant le traitement des donné8sir ce jeu de données, I'étape d’extraction des s@te
réalisée par le logiciel MarkerLynx. Ce logicielpaur particularité d’extraire des ions de
faible intensité ce qui peut expliquer les valetlevées de coefficients de variation. (Discuté
dans le chapitre 1l1).

60%
50% -
L, 40%
5
-E 30% E Total
= 20% L m C\<15%
CV=20%
10% -
B L_l B
0% - L S s

<1042  10°2<1<10*3 10*3<I<10*4  |>10"*4

Répartition des ions en fonction de leur intensité [coup par
seconde])

Figure. 1.9 . Pourcentage des ions totaux détectés (ou aved/enl5%, 20% ou 30%) dans
les échantillons plasmatiques de contréle quait@®) en fonction de la valeur moyenne de
la hauteur du signal de I'ion.

Dans le cas d'études de nombreux composés unebNiggianstrumentale de 20%
semble étre un critére approprié. (Zelenal, 2009). Le pourcentage des ions détectés dans
les profils métaboliques dont le coefficient deiation remplit ce critere sont présentés
Figure II. 10. Pour des ions de faibles intens{iésompris entre 100 et 1000 coups par
seconde) moins de 40% des pics ont un coefficientatiation inférieur a 20% tandis que
100% des ions intenses (mais inférieurs a la dadnjaremplissent ce critére. Ces résultats
indiquent aussi que la variabilité intra-série diyses est inférieure a la variabilité inter-

séries d’analyses.
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Figure. 11.10. Pourcentage des ions avec un CV< 20% détectés kmn échantillons
plasmatiques de contrdle qualitée (PQC) et analglaés les 4 séries d’analyses en fonction de
la valeur moyenne de la hauteur d’intensité.

La Figure Il. 11 représente une Analyse en Compes#hincipale des profils
métaboliques des 126 échantillons de plasma e2déshantillons de PQC, en mode positif.
Les données ont été normalisées par la valeur meyde l'intensité des ions dans une série
d’analyse. Notons que les échantillons de PQC nesas regroupés au centre de I'ellipse de
'ACP, comme observé par Michopoule$ al. (2009). Des effets matrices causés par la

compétition d’ionisation des composés non retermus/@nt expliquer ce phénomene.

Cette figure illustre que la variabilité entre &ehantillons biologiques est supérieure a
la variabilité entre les échantillons de PQC (em)nBPar conséquent, la plus grande source de
variabilité peut donc étre attribuée a la variatologique et non pas a la variation liée au
systéme analytique. Ce résultat démontre la pedoom de la méthode analytique
développée pour des études métabolomique en aonfritimpliquant des analyses
différentielles du métabolome.
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B Echantillon biologique
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Figure. 11.11. Analyse en Composante Principale des 126 éclmilbiologique et 27
échantillons de contrdle qualité. Les données tinhérmalisées et centrées.
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V. Conclusion

Dans cette étude, nous avons développé une mésiogée et robuste pour analyser
par UPLC-MS les échantillons de plasma issus daéinde métabolomique en nutrition. Cette
méthode permet d’obtenir des profils métaboliquesiets tout en gardant une détection
optimale des métabolites d'intérét, préalablemeétectionnés pour caractériser des
dérégulations métaboliques. Cette méthode ne pegpametla quantification de métabolites
mais elle est la premiere étape d’identificationcés derniers amenant a la découverte de
biomarqueurs par analyse différentielle. Les biamuaurs devront ensuite étre validés et

pourront étre quantifiés par des méthodes ciblées.

D’aprés nos résultat§héparine estl'anticoagulant le plus approprié pour I'étude
non ciblée du métabolome. De plus, la méthodepdixipitation protéique lente au
méthanol avec un rapport méthanol/plasma (2/1¢st la plus reproductible. La validation de
la méthode développée montre que l'intensité doasigui dépend de la nature du métabolite
et de sa concentration induit la plus grande soueevariabilité. Pour contrbler cette
variation, dans le cas de longues séries d’andh@mbre d’échantillons supérieur a 100), il
est conseillé degpartir les échantillons dans des séries indépendtes pour la validation

de marqueurs biologiques
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Chapitre 111

[. Introduction

La métabolomique est une approche a haut débitengendre unenultitude de
données complexesPour extraire I'information biologique, ces doaadloivent étre traitées

avec les outils appropriés. (Scalberalet2008).

En nutrition, I'effet du régime sur le métabolises souvent de faible intensité et tres
variable entre les sujets. (Germanal, 2005). Pour que la puissance statistique des test
effectués soit suffisantdée protocole biologique doit étre réalisé sur un gmd nombre
d'individus conduisant, en général, a l'analyse plesieurs centaines d'échantillons
(Gibneyet al, 2005). De plus, les études nutritionnelles s’aggagnent souvent au cours du
protocole d'un suivi des observations biologiqupsirfts cinétiques) des sujets entrainant

encore une augmentation du nombre d’échantillons.

Dans ce contexte, en métabolomique nutritionndlenalyse de ces centaines
d’échantillons nécessite une technique a haut déblte que le couplage entre la
chromatographie liquide et la spectrométrie de mésardett al, 2008 et Gikat al, 2008).
Pour traiter 'ensemble des données issues delysmgar LC-MS plusieurs étapes sont

nécessaires :

1) Elimination des signaux du bruit de fond et eotion de la masse des signaux détectés et

sélectionnés.

2) Extraction et alignement des signaux sélectisrdans chaque échantillon en fonction de
leur temps de rétention, de leur masse exacte leudintensité.

3) Sélection des ions sensibles a I'effet du régindee a I'analyse statistique.

Dans I'étape d’extraction et d’alignement des desné&orrespondant a la deuxieme étape, le
choix des parametres des logiciels peut engendé®bihis. Par conséquent, le choix de ces
parametres doit étre considéré combétape critique dans le traitement des données

meétabolomiques(Dunnet al, 2008).
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De plus, en LC-MS, des effets de variation de tedgsétention et de masse risquent
de dupliguer les ions extraits. Des phénomenesugprsssion d'ionisation dans la source
demeurent et peuvent considérablement modifierinéansités du signal mesurées. Par
conséquent, la comparaison d'un grand nombre diditloms amplifiera ces variations.
Ainsi, malgré I'optimisation de I'extraction et dalignement des donnéeane étape de
prétraitement des données avant I'analyse statistigp est souvent nécessairéldgord et
al., 2005). Les méthodes de prétraitement sont norebseucentrage, centrage-réduction,
transformation en logarithme. Elles sont adaptéesdannées et modeles statistiques utilisés.
Dans les protocoles nutritionnels, le modeéle gigtis utilisé doit permettre de vérifier que
les données analytiques obtenues sont modifiéeslggaphénotypes observés chez les
individus soumis a un régime. Par conséquentnameles supervisés de classification sont

utilisés tel que la PLS-DA (en anglais’artial Least Square- Discriminant Analysis

Notre objectif était de proposer une démarche aieetent des données obtenues par
LC-MS appliquée a de longues séries d’analyses (@4ul100 échantillonspeux étapes ont
été cruciales dans le traitement des données éteandination des parameétres optimaux des
logiciels d’extraction et d’alignement des donnéed’évaluation de l'effet des différentes
meéthodes de prétraitement sur le modéle de distation statistique PLS-DAEN effet,
diverses études présentent les effets de diffétgmes de prétraitement (Van den Bergal,
2006) ou difféerentes types de modeles statistiquas Velzenet al, 2008) mais, a notre

connaissance aucune étude n'a comparé simultan@eedeux effets.

Pour réaliser cette étude I'ensemble des procassusitement des données a été appliqué
sur des données provenant de l'analyse d’échamgilidiurines prélevées sur cent souris
soumises a un régime hyper-lipidigue pendant 23ases dans le cadre du projet ANR

Metaprofile. Par conséquent, 482 échantillons dat répartis en 26 séries d'analyse et

analysés par LC-MS.

En combinant suivant un plan factoriel toutes Ipgoms utilisées aux différentes étapes du
traitement de données, on a obtenu 48 matricesodaégs qui ont été analysés par une

analyse discriminante supervisée, la PLS-DA. (fadu. 1).
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Logiciels

2 matrices

Correction des

biais techniques

par

normalisation
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-

movenne des
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I’échantillon
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Matrices de
données XCMS
ou Marker

moyenne des
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Figure 1.1 _ Schématisation du plan factoriel représentast d@mpes successives des
prétraitements des données appliqués sur les defmetes obtenues pour les deux logiciels

d’extraction et d’alignement : MarkerLynx et XCMS.
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[l. Matériels et Méthodes

1. Traitements des échantillons biologiques

1.1. Prélevement des échantillons

Le protocole a été réalisé sur un modéle de s@biEB6/6J pouvant développer un
phénotype obese suite a un régime hyper-lipidif\geés acclimatation, 100 souris de 5
semaines ont été réparties dans différentes cagesouris ont été logées par cage et nourris
avec un régime hyper-lipidique contenant 72% dearagrasse (huile de mais et saindoux),
28% de protéines et 1% de glucides pendant 23 sesidies prélévements urinaires ont été
recueillis aprés 6 heures a jeun lors de 1a°0¢ &M 1£™ et 23™ semaine représentant la
cinétique de I'étude nutritionnelle. Ces échantifd@'urine ont été conservés a-80 ° C. ll est &
noter que le protocole expérimental a été appr@ardes institutions locales de protection

des animaux

1.2. Préparation des échantillons

Dans notre étude le volume d’urine prélevé vaeaire 0 et 150 pL. La variation de
ce volume urinaire expliquée par la consommati@ad’de l'individu et/ou d’autres facteurs
physiologiques, induit des variations de la conegimn des métabolites endogenes. Il est
donc nécessaire de normaliser les échantillonsin¢uen fonction d'un dénominateur
commun afin de minimiser la variation inter-indivicengendrée par ces volumes. Il est
courant de normaliser I'urine par rapport a un ieélite endogene, la créatinine. Pour réaliser
la normalisation, tous les échantillons sont dildégacon a obtenir la méme concentration en
créatinine (égale a la plus petite concentratidnjant toute dilution, il est important de
vérifier la réponse de I'échantillon d’'urine cord@n la plus faible concentration en créatinine.
En effet, si la valeur minimale en créatinine esp tfaible, les profils métaboliques ne seront
plus détectables, mais si la valeur minimale eatoriée est trop élevée, le détecteur sature.
Dans le cadre de notre étude la concentration raieian créatinine (112 mg/L) a permis de
réaliser des dilutions de fagcon a obtenir des Isrofnétabolomique optimaux. La

concentration en créatinine a été mesurée par RMN.
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1.3. Analyse des échantillons

482 échantillons d’'urine préparés ont été analgaésin couplage de chromatographie
liquide HPLC (Waters Alliance 2696) avec un spetietre de masse (ESI / QTof Micro
Waters). L'observation du poids des souris & f'28maine nous a permis de définir grace a
la médiane deux phénotypes: 50% de souris étaibRses et 50% non obéses. Les
échantillons ont été répartis dans 26 séries dyapalle facon a équilibrer le facteur obésité.
Au final, chaque série d’analyse contenait les #titens de 4 souris de phénotypes
différents et leurs cinétiques. (Les semaines dE&pement).

2. Traitement des données

2.1. Choix des paramétres des logiciels d’extracgbalignement.

Les profils métaboliques ont été extraits et aliggpér deux logiciels Markerlyn¥ et
XCMS (Smithet al, 2006). Il en résulte uneatrice de donnéesomposée verticalement des
mesures instrumentales (temps de rétention, massensité) et horizontalement des
échantillons sur lesquels ces variables ont étéurées. Cette étape est cruciale car une

mauvaise utilisation des paramétres des logiciels imduire des biais. Par exemple :

» sile logiciel nextrait pas un ion dans plusieachantillons alors que l'ion est détecté

par I'instrument, cet ion peut devenir discriminatatistiquement.

* si le logiciel n'aligne pas correctement un ionsar@ dans tous les échantillons en
raison du décalage du temps de rétention ou deemession sera dédoublé dans la
matrice de données. Ces deux ions auront des saldintensité mesurées
complémentaires dans les échantillons. En effetlish A est présent dans
'échantillon 1, I'ion B en est absent. Par consgdu pour chacun de ces ions les
valeurs d’intensité mesurées dans chaque échanp#avent le rendre significatif par

rapport au phénotype recherché.

Par conséquent, ce biais lié a I'étape d’extractibd’alignement provoque des erreurs dans
'analyse statistique et l'interprétation biologe&juC’est pourquoi, des criteres de qualité

doivent étre définis pour les matrices de donnéésnuies.
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2.1.1. Criteres de qualité d’'une matrice de données

Une matrice de données contient I'ensemble desertnaits et alignés par le logiciel.
Chaque ion est caractérisé par son temps de @testn masse et la valeur de son intensité
dans chaque échantillon. Pour permettre de caismtéme matrice de données, des critéres
ont été établis : (1) le nombre total d'ions exdrait alignés, (2) le nombre d’ions avec une
valeur d'intensité moyenne supérieure a 5000, &,18®%00 et a 100, (3) le nombre d’ions
avec une valeur d’intensité moyenne inférieure & {4) le nombre d’ions présents dans plus
de 95% des échantillons et (5) le nombre d’iondbBtEs. Par conséquent, les criteres définis
permettront d’évaluer I'effet des parametres degglels sur les matrices de données. Dans la
suite, nous nous intéresserons qu'aux parametres Liafluence sur I'extraction et

l'alignement a été avérée dans des études prélmma

2.1.2. Les parametres MarkerLynxTM.

MarkerLynx™ est un logiciel d’extraction et d’alignement foupar la société Waters
avec le QToF Micro, qui utilise des fichiers brafacquisition Waters dont I'extension du
fichier est « .raw ». MarkerLyn¥X fonctionne en deux étapes. Tout d’abord le loyieierait
les pics chromatographiques définis par le tempsétention dans chaque échantillon puis
vérifie que la masse des pics existe dans au ndens échantillons et les aligne. Des études
préliminaires ont montré que cing parametres ctaigdt principalement lI'extraction et
'alignement des données décrit ci-dessous. De, pless tests nous ont permis d’établir des

valeurs optimales ou critiques pour chacun de aesnpetres. :

* le pourcentage de bruit de fond & éliminer darspéetre chromatographique est défini
automatiquement par un algorithme de MarkerLyn®BR en anglaifeak to Peak

Baseline Noisg

» les ions extraits doivent avoir une intensité sigpge ou égale a six fois I'intensité du

bruit de fond du spectre de masse (NEL en anblaise Elimination Levgl

» les ions extraits doivent avoir une largeur ded@anasse a 5% de la hauteur de 15 ou
30 secondes (PWS5 en anglBisak Width at 5% Height

* lintervalle de masse acceptable pour aligner les présents dans les échantillons est
de 0.05 ou 0.1 Thomson (MW en anglisiass Window
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* lintervalle du temps de rétention acceptable paligner les pics présents dans les
échantillons est de 0.4 ou 0.9 minutes. (RTW ema@Betention Time Windgw

Pour trois de ces cinq parameétres, deux valeutgjwes ont été testées. Pour pouvoir
déterminer I'influence respective de ces trois peataes, un plan factoriel décrit en Figure 1.
2 a éte réaliseé.

Largeur du pic de
maggea 5% de la
hauteur : 15 secondes

Intervalle de temps de
rétention RTW= 0.4

Largeur du pic de
massea 3% de la
hauteur : 30 secondes

Tntervalle de la masse
MW= 0.05

Largeur du pic de
massea 3% de la
hauteur : 15 secondes

1 Intervalle de temps de
rétention RTW= 0.9

Largeur du pic de
masggea 5% de la
hauteur : 30 secondes

Largeur du pic de
masgge a 5% de la
hauteur : 15 secondes

Intervalle de temps de |
rétention RTW= 0.4

Largeur du pic de
masged 5% de la
hauteur : 30 secondes

Intervalle de la masse
MW=10.1

Largeur du pic de
masgea 3% de la
hauteur : 15 secondes

| Intervalle de temps de |
rétention RTW= 0.9

Largeur du pic de
masse a 5% de la
hauteur : 30 secondes

Figure. lll.2 _ Plan factoriel appliqué aux paramétres Markerly@ectionnés et testeés.

Les résultats de ce plan factoriel sont présenéds th partie IllI-Résultats. Comme
pour MarkerLynX™, nous décrivons ci-dessous les paramétres de X@MB8encant

I'extraction et I'alignement des données.

2.1.3. Les parametres XCMS

XCMS est une bibliothéque du logiciel gratuit Rgfldel informatique). Les fichiers
bruts d’acquisition issus du spectrométre de mdese I'extension est « .raw » doivent étre
transformés en fichiers au format « NETcdf » d’esten « .cdf ». La conversion des fichiers

se fait par le logiciel Databridge Waters.
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Le logiciel XCMS fonctionne en quatre étapes cammées par des parametres décrits Ci

dessous:

(1) Extraction des pics(appelé sous R la fonction xcmsSet): le logicigrnpet le

fractionnement du spectre de masse en différemetsoss. Dans chacune de ces sections,
'extraction du pic sera effectuée si celui-ci @sésent dans plusieurs balayages (scan)
successifs. Afin de réaliser I'extraction des picsrtains parametres doivent étre fixés

préalablement :

Fwhm représente la valeur minimale de la largeur a awitdur d’'un pic de masse pour qu'il

soit extrait : 5-7 ou 12-14 secondes

Snthreshold représente la valeur seuil qui permet I'extractiom ion d’intensité supérieure
a 5 fois le bruit de fond,

Step définit la largeur de la fenétre de m/z pour ltextion et la définition des pics
chromatographiques de chaque ions (ion base peaknatogram). Deux valeurs ont été
testées :0.05 ou 0.1.

(2) Comparaison des pics extraits des difféerents échalions et création de groupes
(appelé sous R la fonction group). C’est la phasdiggement des pics a travers les
échantillons. Un « group » est un ion qui est adr@ comme identigue dans un ensemble
d’échantillons. Cet alignement est contrdlé pgrdeametre mzwid.

Mzwid: qui représente la largeur acceptable entre les ghromatographiques des ions

extraits pour pouvoir étre aligné. On a testé del&urs : 0.05 ou 0.25 seconde.

Minsamp représente le nombre d’échantillons dans lequa Extrait doit étre présent pour

étre aligné : 2 échantillons

Bw représente la largeur a mi-hauteur minimum ducpiomatographique extrait et aligné:

12-14 secondes.

(3) Correction du temps de rétention(appelé sous R la fonction Retcor). Dans I'ensemble
des ions alignés, un certain nombre d’ions biemésmtés dans la majorité des échantillons
seront utilisés comme référence pour corriger lauradu temps de rétention de I'ensemble

des ions. Le logiciel recalcule le temps de rétende tous les groupes. Cette fonction utilise
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un parametre nommeé « missing » qui correspond atbre maximum d'échantillons ou le

pic est manquant dans ces groupes de référenqgar@metre est fixé a 460.

(4) Recherche des données manquantésppelé sous R la fonction Fillpeaks): Si un ion
n'est pas extrait dans un échantillon, le logic&burne dans le chromatogramme et récupére

la valeur d’intensité trouvée a I'endroit supposépit.

Comme précédemment, dans le but de déterminelukéin€e de trois parametres critiques, un

plan factoriel a été réalisé. (Figure lll. 3).

Largeur de
| recouvrement mzwid=
0.05 zeconde

Lenombre minimum | -~
de scang step=0.03

Largeur de
-l recouvrement mzwid=
0.25 seconde

Lalargeur ami-
hauteur fivhm = 5-7

Largeur de
A recouvrement mzwid=
0.05 seconde

J Le nombre minimum
de gcang step=0.1

Largeur de
| recouvrement mzwid=
0.25 gseconde

Largeur de
A recouvrement mzwid=
0.05 seconde

Le nombre mmumum
de scang step=0.05

Largeur de
| recouvrement mzwid=
0.25 seconde

Lalargeur a mi-
hauteur fwhm =12-14 |-

Largeur de
| recounvrement mzwid=
0.05 seconde

“J Lenombre minimum
de scans step=0.1

Largeur de
| recowvrement mzwid=
0.25 seconde

Figure. 111.3 _ Plan factoriel appliqué aux paramétres XCMSctiglenés et testés.

Les résultats du plan factoriel sont décrits danpdrtie lll.Résultats. Une fois cette
étape réalisée, des méthodes de prétraitementd s@liqguées aux données métabolomique.

2.2. Prétraitement des données

Cette étape de prétraitement des données permmeinilmiser toutes les sources de
variation introduites dans les données métaboloesigBlusieurs phénomeénes sont a l'origine
de la complexité des données : la variation instntade des intensités d’un ion, I'écart des

valeurs absolues entre les ions (en raison derleecration et de leur capacité d’ionisation)
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et la détection de polluants. Afin de corriger effets, et par conséquent d’améliorer le
modéle de prédiction statistique (PLS-DA), les dmmd’intensité sont transformées par des
méthodes de prétraitement: la normalisation, lansiormation logarithme ou les
prétraitements statistiques. Sélectionner préatade des ions ou l'effet du phénotype est
significatif par une analyse de variance peut pérmel’améliorer le modele de prédiction.

(Smildeet al, 2005). Toutes ces méthodes seront testées indilédnent ou successivement.

Nous avons par conséquent appliqué ces méthoda®uiaitement sur chacune des matrices
de données XCMS et MarkerLyH%présentées ci dessus.

2.2.1. Correction des effets séries d’analyse ledrtillons.

Dans la mesure ou les échantillons biologiqueséb@trépartis de facon équilibrée
dans les séries d’'analyse, la variation de l'inténd’'un ion est supposée proportionnelle a
I'intensité totale des ions dans un échantillordans une série d’analyse.

Afin de corriger I'effet échantillon, les intensitérutes | de I'ion q dans I'échantillon p ont été

transformées a l'aide de la formule suivante:

Xoq= lpq/ 2p Iq

Afin de corriger I'effet série d’analyse, l'inten&ibrute | de I'ion q détecté dans I'échantillon

p injecté dans la série d’analyse k ont été transdes a I'aide de la formule suivante:

Xpagi= Ipak / Yak la

2.2.2. Transformation logarithme. (Snipetral, 2009)

La transformation des données en logarithme egtrgiament appliquée pour rendre
symétrique la distribution des données d'intensté corriger la variation statistique
intrinseque au modéle utilisé appelée hétérosaédasiKvalheim et Brakstad, 1994). Cette
étape est importante lors des analyses multivarieegénérale, la transformation logarithme
est conseillée lorsque les données présentent alesrs de variances hétérogenes. Pour

obtenir des données transformées en logarithn@aule suivante est appliquée:

i = log 1o (Vi)
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2.2.3. Sélection des ions significatifs pour I'¢ibbésité.

Chaque matrice de données obtenue a été analysékampalyse de covariance
(ANCOVA) sur mesures répétées en utilisant un neodakte. Ce modele mixte permet de
décomposer les différents effets susceptibles éauee influence sur les données. Ainsi,
nous pourrons déterminer la significativité d’ufieefpour chaque ion. Un programme a été

réalisé sur le logiciel SAS version 9.1 (SAS InsgtCary, NC) pour chaque ion.
Xij= Xo+ Ui+ Ly + (T + Ui+ (U0 + Usgy + Cijsk

* Xpestla valeur du métabolite au départ;

e [ est I'effet du phénotype;

» [Jj estl'effet du regime ;

+ (D) est l'interaction entre le phénotype et le régime ;

» [y effet de la série d’analyse ;

« (UL est l'interaction entre le phénotype et la sérandlyse ;

*  [lsp est l'effet aléatoire.

* [ljsk est l'erreur aléatoire.

Tous les ions présentant un effet phénotype saatifiou une interaction phénotype-
cinétique significatif ont été sélectionnés poanklyse par PLS-DA.

2.2.4. Prétraitement statistique des données

Les transformations liées au prétraitement stqtistipermettent de stabiliser les
variances des données. De nombreuses méthodegdéodédites par Vandenberg al.
(2006). Nous avons testés les méthodes qui avégemius d’influence sur le modeéle
statistique PLS-DA.

Centrage

Centrer les données permet d'ajuster et de commiermeétabolites dont les intensités
moyennes sont trés différentes. Ainsi, les difféemnentre les données seront plus visibles
que les similitudes. Pour obtenir des données @esgf, chaque intensité brute d’un iof y

est soustraite par la valeur moyenne de l'intengide cet ion pour tous les échantillons a

l'aide de la formule suivantg; = y; — {
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Centrage et réduction (UV en anglaidJnit Variance)

Centrer et réduire les données permet de compaerddnnées d’échelles variées. Cette
technique est utilisée pour donner le méme poidiesions de moyenne et de variance
différente. Pour obtenir des données centreedlattesy;, chaque intensité brute d'un iop y
est soustraite par la valeur moyenne de l'intengitd divisé par I'écart type de cet ion&s
l'aide de la formule suivantg; = (yj — %)/ S

Afin de déterminer la meilleure combinaison de rodtds de prétraitement sur les données
biologiques et ainsi déterminer le meilleur modddeprédiction du phénotype obésite, toutes
les matrices de données transformées sont tragaedPLS-DA, une analyse statistique

discriminante supervisée.

2.3. Validation du modele PLS-DA.

Les différentes options de traitement choisies &étévaluées grace a la qualité du
modeéele PLS-DA a discriminer le phénotype obésitéurPaméliorer le modeéele de
discrimination PLS-DA, une filtration (OSC) des dées a été réalisée afin d’éliminer toutes
les variations indépendantes de l'effet phénotyfam anglais OSCOrthogonal Signal

Correction.

Dans la mesure ou le nombre de variables prédictast largement supérieur au nombre
d’individus, il est toujours possible de trouvesdariables qui discriminent parfaitement les
groupes. Il est donc important de valider les mesléle prédiction des données. (Westerhuis
et al, 2008) Il faut donc s’assurer que les composamtesvées sont robustes aux
changements des échantillons. Deux criteres pezntattévaluer la qualité de I'ajustement et

la capacité de prédiction du modéle :

(1) la validation croisée, qui consiste a scindex tlonnées en deux groupes. Le groupe
d’apprentissage permet de calculer un modéle derimimation tandis que le groupe de
validation, qui ne participe pas au calcul du megdsert a le valider et a en estimer la qualité
de prédiction. Deux parametres sont utilisés pstimer la qualité du modele : R2Y qui rend
compte de la capacité explicative (jeux d’appreate) et le Q2Cum qui rend compte de la

gualité prédictive du modeéle.
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(2) le logiciel SIMCAP que nous avons utilisé prepain test de permutation, qui consiste a
réaffecter aléatoirement les individus dans les ¢ phénotypes afin de vérifier que le

modele obtenu n’est pas dd au hasard.

Plus la valeur de ®.n est proche de 1, plus le modéle est apte a prédirectement les
phénotypes étudiés. Toutefois, il est possible lgaevariables discriminent parfaitement les
groupes par hasard. C’est pourquoi il est nécessairconfirmer cette valeur dédQ, par un

test de permutation qui consiste a réaffecter aarddes échantillons dans les deux classes de
phénotype. Le modéle est considéré comme valide sbserve une dégradation des indices
R2Y et Q2 pour les échantillons permutés. Un modelesalidation correcte signifie que la
valeur de R2Y est comprise entre 0.2 et 0.3 etlgualeur de Q2 est inférieure a 0. (Figure
1. 4).

PLE lomesBigni21_Rizw_MorrnSamphe_Miyroe1_05C THM 1 (FLE): Vaidae Mods! Rz

0B Weroeps R0, 01.335), &=10.0, 0.2 v

Groupe d apprentizsage

Groupe de validation

o az a3 a4 as Qs aF Q& as 10

100 parfeotationg £ «ocOmponEnts ENEAS L - AT AT

Figure 111.4 _Validation du modele OSC-PLS-DA par SIMCA-P versidl. Pour les
échantillons avec individus permutés (a gaucheplaiient R2Y= 0.335 et Q2=-0.265. Ces
valeurs sont dégradées par rapport a I'échantiiltmmal correspondant a la valeur d’abscisse
1. ceci montre que le modele n’est pas obtenu sartia
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[1l. Résultats

1. Choix des paramétres des logiciels MarkerLynX' et XCMS.

Pour déterminer I'influence des paramétres Markexly et XCMS sur la qualité de
la matrice de données, deux plans factoriels anréilisés. (« Matériel et Méthodes »). Un
test d’'analyse de variance (ANOVA en angléisalysis of Varianceest appliqué pour
mesurer l'influence des paramétres des logicieldasmatrice de données, sur les valeurs des
criteres d’évaluation. (Tableau 1ll. 1). Dans lebleau Ill. 1, pour chaque critere observe,
nous regardons si le parametre MarkerLynx testé AMOVA est significatif. Cette

significativité est observée si la valeur de pralitétdu test est inférieure a 0.05.

Parameétres lons lons
. Total des d’intensité présents
testes et . lons
o ions moyenne  dans plus . .
critéres . . - dédoublés
. détectés supérieure de 95% des
observés

a 5000 échantillons

PW5 0.310 0.116 0.039 0.752

RTW 0.0001 0.116 0.0001 0.0001

MW 0.0001 0.016 0.011 0.197

Tableau. 1Il.1 _ Influence des paramétres MarkerLYxsur les critéres d'évaluation de la
matrice de données observés. L'ANOVA nous permavalr une valeur de probabilité. Si
cette valeur est inférieure a 0.05, le facteugtest significatif. ¢n gras.

Par conséquent, la largeur du pic a 5% de la hayRAY5) est significative sur le
nombre d’ions présents dans plus de 95% des éttbastiL'intervalle du temps de rétention
(RTW) et lintervalle de la masse (MW) sont sigadiifs pour trois criteres. L'intervalle du
temps de rétention (RTW) a une influence sur lradignent des ions tandis que la largeur du
pic a 5% de la hauteur (PW5) et l'intervalle derlasse exacte (MW) ont une influence sur

I'extraction des ions.

Les problémes d'alignement induisent une augmentatii nombre d’'ions dédoublés et une

diminution du nombre d’ions présents dans plus 5# @es échantillons. Ainsi, les valeurs

des parametres sélectionnés doivent permettre wnieniser le nombre d’ions dédoublés et de
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maximiser le nombre d’ions présents dans plus dé 88s échantillons et le nombre d’ions
avec une intensité moyenne supérieure a 1000. dguard-illl. 5 représente le nombre d’ions

calculés pour chaque combinaison de valeur desngdres de MarkerLyriX'.

o PW5_30
{ o]
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-~ & PW5_15 |
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=
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= é PW5_15
]
S
&=
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L (=]
= §'
S o PW5S 15
C>I
=
S < PW5.30
O|
E PWS_15
0 50 100 150 200 250
Nombre d’1ons détectés

Figure. 11l.5 _ Plan factoriel appligué aux paramétres MarkerLgglectionnés et testés.
Cette figure représentm vert, le nombre d’ions d’'intensité moyenne sigpée a 1000en
rouge, le nombre d’ions présents dans plus de 988cedhantillongt en bleu, le nombre
d’ions dédoublés

D’apres la Figure Ill. 5, les paramétres optimawrnmettent d’obtenir O ions
dédoublés, 53 ions présents dans 95% des échast#201 ions d’'une intensité moyenne
supérieure a 1000. Les valeurs des parameétres ayptisont 30 secondes pour la largeur du
pic de masse a 5% de la hauteur de, 0.1 Thomsote/alle de masse et 0.9 minutes d’'un

intervalle de temps de rétention.

Une démarche similaire a été effectuée pour leanpaires de XCMS. Le plan factoriel a été

analysé par une analyse de variance (Tableau)lll. 2
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lons lons
d’intensité présents
moyenne  dans plus
supérieure de 95% des
a 5000 échantillons

Paramétres Total
testés et des
criteres ions
observés détectés

lons
dédoublés

fwhm 0.153 0.561 0.001 0.004

step 0.067 1 0.046 0.337

mzwid  0.189 0.034 0.843 0.401

Tableau. I11.2 _ Influence des parameétres XCMS sur les critei@gathiation de la matrice de
données observés. L'ANOVA nous permet d’avoir uakewr de probabilité. Si cette valeur
est inférieure a 0.05, le facteur testé est sicaifi. (€n grag.

Le Tableau Ill. 2 montre que les parametres du merdb balayage (step) et de la largeur de
recouvrement tolérée entre les pics chromatograpkiqdes ions extraits dans chaque
échantillon (mzwid) ont une influence sur I'extiact des pics alors que la largeur & mi-
hauteur d’'un pic de masse (fwhm) a une influenael’sutraction et I'alignement des pics.
Pour déterminer les meilleures valeurs des troiarpatres testés, il est nécessaire de
comparer les valeurs absolues obtenues pour claiere. D’'apres la Figure Ill. 6, pour
XCMS, la combinaison qui donne le moins d’'ions déalés (0), le plus d’ions présents dans
95% des échantillons (136) et le plus d’ions diisiees moyenne supérieure a 1000 coups par
seconde (198) est une largeur a mi-hauteur (fwhen}2i14, un fenétre de m/z (step) fixé a

0.1 et une largeur de chevauchement (mzwide) de 0.2
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Figure. Ill.6 _ Plan factoriel appliqué aux paramétres XCMSctiglenés et testés. Cette
figure représente fenrouge,
le nombre d’ions présents dans plus de 95% destitbias et en bleu, le nombre d’ions
dédoublés

Aprés optimisation des paramétres des logicielstdietion et d’alignement, il est nécessaire
d'étudier les matrices de données.

2. Etude des matrices de données optimisées

Pour évaluer la qualité des matrices de donnéenoes, des criteres sont utilisés: les
valeurs des intensités extraites pour un ion eflame des intensités totales des ions dans
chaque série d’analyse.

2.1. Comparaison des valeurs des intensités obsepaieMarkerlynX* et XCMS

Pour comparer les valeurs d'intensité extraitedgsadeux logiciels, nous avons suivi
un meétabolite urinaire connu, I'acide hippuriquentdiintensité moyenne est de I'ordre de
500 et un ion m/z 304,29 non identifié d’intensityenne de plus de 1000 coups par
seconde.
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Figure. 1Il.7 _ Corrélation entre les valeurs d’intensité (copps seconde) extraites par
Markerlynx (vertical) et XCMS (horizontal)(a) extraction des intensités déacide
hippurique. (b) extraction des intensités d'uion (m/z 304.29) d'intensité moyenne
supérieure a 1000

La Figure lll. 7 montre la corrélation entre ledewas d’intensité d’'un ion mesurées
par ces deux logiciels. Les valeurs d'intensitésunées par les logiciels sont identiques pour
des ions d'intensité moyenne®@R0.94, pour l'acide hippurique) mais aussi pow ides de
plus hautes intensités ¥R0.99, pour I'ion m/z 304.29).
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Néanmoins, il existe une limitation a cette analysa effet, plus la moyenne de l'intensité
des pics est faible, plus MarkerLynx détecte désnsités nulles induisant une diminution de
la valeur de R Cette corrélation n'est donc pas vérifiée polg iens dont l'intensité

moyenne est inférieure a 50.

2.2. Comparaison des valeurs des intensités obsepaeMarkerlynX" et XCMS et dans les

26 séries d’analyse

L’objectif est de vérifier que la variation desensités des différentes séries n’est pas
influencée par les logiciels d’extraction et d’akgnent. Dans la mesure ou les souris ont été
réparties de fagcon a équilibrer le phénotype oéésains les 26 séries d’analyse, 'intensité
totale calculée pour chaque série d’analyse doét €gale. Les Figure Ill. 8 représentent la

somme totale des intensités mesurées par lesétgaans une série d’analyse.

D’aprés la Figure Ill. 8 (a), la valeur de la somades intensités de tous les ions
extraits par les deux logiciels varie dans chadgree si’analyse. Nous observons qu’a partir
de la série d’analyse numéro 6, la somme des itdésndes ions extraits par XCMS est plus
grande que celle de MarkerLyltk Pour les ions d'intensité moyenne supérieureC®,5@
somme des intensités mesurées par Marker"yrest toujours supérieure a celle de XCMS.
(Figure 111. 8 (b)). Malgré ces différences, le®fis de la somme des intensités extraites par
MarkerlynX™ et XCMS sont similaires. Ces résultats permettientérifier que I'effet série
n'est pas influencé par les logiciels.
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Figure. 111.8 _ Somme des intensités des ions extraits par Maykgr(bleu foncé) et XCMS
(bleu clair) dans chaque série d’analyse. (a) Sonheseantensités de tous les ions. (b) Somme
des intensités des ions dont la moyenne de l'iitterst supérieure a 5000.

Toutefois, cette variation des intensités entreséages d’'analyse existe et influence 'analyse

statistique et pourrait induire une interprétatlnlogique erronée. Par conséquent, il est

important de minimiser ces variations dans le jewddnnées. Pour se faire, les méthodes de

prétraitements décrites au paragraphe matérieiétade ont été appliquées suivant un plan

factoriel. (Figure 1ll. 1).
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3. Choix des méthodes de prétraitements appliquéad’OSC-PLS-DA.

Les différents prétraitements de données appligugsntensités ont été évalués par la
gualit¢ du modéle statistigue OSC-PLS-DA. Sept outs de prétraitement ont été

appliquées a I'ensemble des intensités issues d&ekanx ™

ou XCMS suivant le plan
factoriel. (Figure Ill. 1). Ce plan est appliquésigu’on dispose de plusieurs répétitions pour
chaque niveau de facteurs (méthodes de prétraitejndre bénéfice est de pouvoir tester
linteraction entre les facteurs. L’analyse de lariance (ANOVA) permet de mesurer
linfluence de chaque facteur indépendamment. @ablll. 3). Les variances de chacun des
facteurs sont testées a l'aide d'un test de Fis@iefF<Rnsorique€t que p-value est inférieure a
0.05 alors le traitement appliqué a un effet sigatff sur le Q2cum. (Tableau Ill. 3 colonne

2).

Traitements

o F(p-value) Niveau 1 Q’%cum Niveau 2 Q%um Niveau 3 Q%cum
appliqués
Sélection des
ions significatifs s . Tous les
pour Ieffet 37.4 (0.0001) Sélection desions 0.70 ions 0.40
obésité
Pretraitement g o 4 006) Centré 062 Centreet g
statistique réduit
Correctiondes o o) NormSerie 0.64  SSNorm  0.55 NormEchan 0.46
biais techniques
Logiciels 1.8 (ns) XCMS 0.58 MarkerLynx 0.52
Transformation . Données
logarithmique 0.6 (ns) Données Log 0.57 brutes 0.53

Tableau Ill. 3_ Résultats de I'analyse de variance appliquéepmadamment pour chaque
traitement du plan factoriel. L’analyse de la vace& nous donne deux valeurs : F (test de
Fischer) et la p-value. Si la p-value <0.05, alersraitement est significatif sur le Qzcum.
Chacune de ces matrices modifiées sont analysée®$@-PLS-DA et validée par®@m
Plus cette valeur est proche de 1, plus le modglprédictif.

D’aprés le Tableau lll. 3, trois facteurs ont ureefsignificatif sur le Q%cum : la
sélection des ions significatifs, le prétraitemestatistigue et la correction des biais

techniques. Chaque matrice transformée par la miétde prétraitement a été analysée par
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OSC-PLS-DA. La qualité du modele de classificatest vérifiée par la validation croisée
dont l'indicateur est &.m et I'aptitude qu'a le modéle a bien classer lenpitgpe dont
lindicateur est RY. (Matériel et Méthodes 2.3).

Dans le Tableau IlI. 3, la valeur dé«@, validée et observée pour chaque matrice de données
testée par le modele OSC-PLS-DA a été relevée. aica de données contenant les ions
sélectionnés par I'analyse de variance donne léeueimodéle de prédiction. (@m = 0.7).
Suite a ces résultats le modele présenté bas&suidd des effets simples ne nous permet pas
de conclure sur la combinaison des méthodes deapedhents. Le plan factoriel permet de
réaliser I'analyse de linteraction des prétraitatsenécessaire pour choisir la combinaison de
méthode a appliquer aux données. (Tableau lll.Ld}¥. résultats de I'analyse de variance
appliguée a deux facteurs nous donnent la valeUf de de p-value. Ensuite pour chaque
interaction, le modéle de classification OSC-PLS-&A appliqué. Enfin le test Posthoc nous

permet de voir le facteur responsable de la disoation des groupes.

Dans le Tableau lll. 4, 'analyse de la variancasipermet de montrer que trois interactions
sont significatives : I'effet du logiciel et de tielansformation logarithme, I'effet du logiciel et
du prétraitement des données et I'effet des méthddesélection des ions et de correction du
biais technique. Bien que I'effet simple du logiaee soit pas significatif s'il est combiné
avec une transformation logarithmique ou un prigmaént statistique, les deux effets
deviennent significatifs. Afin d’obtenir le meillemodéle de prédiction, il est préférable de
sélectionner au préalable les ions significatifarpteffet obésité. Dans ce cas, la correction
des biais techniques n’est pas utile. Dans le masrse, si aucune sélection n’est effectuée,
c’est la normalisation par séries d’analyses guindoles meilleurs résultats (0.57). Si on
considére linteraction logiciel et transformatimgarithmique, alors les matrices de données
issues de XCMS et transformées en logarithme (@67@s données issues de MarkerLYhx

et centrée (0.65) permettent d’obtenir les meifennodeles de prédiction. Si on considere
I'interaction logiciel et prétraitement statistiqueest Markerlynx centré normé (0.39) qui se

distingue et donne les moins bons résultats.
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Traitement 1 Traitement2  F(p-value) Interactions Q2 mean Posthoc test
Logiciel Transformation 8 (0.008) XCMS-log 0.67 a
logarithme Mlynx-brutes 0.57 ab
XCMS-brutes 0.50 b
Mlynx-log 0.47 b
Logiciel Prétraitement 6.2 (0.02) Mlynx cent 0.65 a
statistique XCMS cent 0.59 a
XCMS UV 0.57 a
Mlynx UV 0.39 b
Sélection des Correction des 4.5 (0.02) lons signif — Norm Serie 0.71 a
des ions biais lons signif — Norm échant 0.70 a
significatifs technique lons Signif — SsNorm  0.68 a
pour Tous ions — Norm Série 0.57 ab
I'effet Tous ions — SsNorm 0.43 b
obésité Tous ions — Norm échant 0.22 c

Tableau. lll.4 _ L’analyse de la variance permet aussi de mettrévidence les interactions
significatives (p-value<0.05) entre les différentegthodes de traitements appliqués a la
matrice de données. Pour chaque interaction, Euvale Gcum confirmée par la validation du
modeéle devient un indicateur de I'OSC-PLS-DA. Lettéost-hoc permet d'isoler les
combinaisons de méthodes de prétraitement qui mgtine Qa,m Les valeurs de Q3m
présentant une méme lettre ne sont pas signiferagwnt difféerentes (UMJUnit Variance
centrage et réduction).
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V. Discussion

1. Choix du paramétre du signal

Deux parametres peuvent caractériser le signapectrmmeétrie de masse : la hauteur
du pic chromatographique et l'aire sous la courbecd méme pic. La concentration d’un
composé est estimée grace a la valeur de l'aire Bocourbe du pic chromatographique. Or,
la réponse obtenue par le spectrométre de massE-j@Tontre que pour les signaux intenses
(I>500) les valeurs de hauteur de pic sont proponls aux valeurs d’aire. A l'inverse, pour
les signaux de faible intensité (1<50), cette prtipanalité n’existe plus en raison de la forme
non gaussiennes des pics chromatographiques de fatbnsité. Ainsi, la valeur de l'aire
sous la courbe pour ces pics sera fausse contexteanla hauteur du pic masse. De plus,
dans cadres des études en nutrition, I'observatl&snmeétabolites de faible concentration est
importante, c’est pourquoi, le parametre choisirg@nalyse les données de métabolomique
ne sera pas l'aire mais la hauteur du pic. (@ikal, 2008)

2. Optimisation des parametres des logiciels

Les parametres testés et choisis dépendent delidéoqdu chromatogramme ainsi que
de I'empreinte spectrale des échantillons analyR®eésr fixer correctement les parametres des
logiciels d’extraction et d’alignement, il est intemt de vérifier les valeurs du bruit de fond

du chromatogramme et du spectre de masse.

Dans notre étude les paramétres ont été optimisés gies données obtenues par
HPLC-MS. Néanmoins, pour chaque technique analgtigu matrice biologique, ces
parametres devront étre optimisés. Pour XCMS, détdes différents parametres montre que
la valeur de la largeur du pic a mi-hauteur (fwrek) une valeur clef pour ce logiciel aussi
bien pour I'extraction que pour I'alignement. PdarkerLynx'™, cinq paramétres auront une
influence, le pourcentage de bruit de fond a élenidans le spectre chromatographique, la
valeur de seuil du bruit de fond a éliminer dansgectre de masse, la valeur minimale de la
largeur du pic de masse a 5% de la hauteur (PWanghaisPeak Width at 5% Height
lintervalle de masse (MW en angldidass Window et l'intervalle du temps de rétention
(RTW en anglaifketention Time Windgw

L’optimisation de ces parametres permet d’optimiaematrice de données selon les critéres

établis.
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3. Evaluation de la qualité des matrices de donnéebtenues.

Les deux logiciels étudiés donnaient des donnéetiasies en termes d'intensité des
ions détectés. Toutefois, Markerlyfkdétecte beaucoup plus d’ions que XCMS quelque soit
les parametres utilisés : 38% des ions sont commauxsieux logiciels, 19% sont spécifiques
a XCMS et 47% sont spécifiques & MarkerLYAxCette différence peut é&tre expliquée par la
présence d’ions de faible intensité détectés ekelmsent par MarkeLynX!. Le fait

d’extraire plus d’ions peut étre un atout dans étsdes nutritionnelles a condition de

d’éliminer les signaux correspondant a des polkiades artefacts ou du bruit de fond.

D’aprés les Figures 1ll. 5 et 6, 'optimisation degrametres des deux logiciels donne
un nombre d'ions présents dans 95% des échantitiffésent entre MarkerLynX' (53) et
XCMS (136). Cette différence est liée a une linmtatde MarkerLynX". Méme si
MarkerLynx™ présente des avantages en termes de détectioiordesle faible intensité,
lorsqu’un pic n’existe pas ou qu’il est de faibigensité, le logiciel lui attribue une valeur
d’intensité nulle. Ainsi, la matrice de données kéaitynx™ contient 60% de valeurs nulles
alors que la matrice de données XCMS n’en contientine grace a I'étape de recherche des
données manguantes. Cette différence expliquealesins obtenues dans les Figure lll. 5 et 6.
Dans la mesure ou cette valeur nulle perturbe I§@eastatistique, il est nécessaire de
remplacer systématiquement cette valeur par ureuvagale a 95% de la valeur minimale
(différente de 0) d’intensité trouvé pour cet iand les échantillons biologiques. (Gidaal,
2008)

Afin de définir la notion de matrice de donnéesreppes » (Van Den Bergét al,
2006) nous avons élaboré certains critéres d’étiatugEn outre, pour aider a la décision, il a
fallu définir des seuils acceptables pour chaqu&rer Ainsi, une matrice de donnée
« propre » signifie qu’elle n’a aucun ion dédoubt&que plus de 50 ions sont présents dans

plus de 95% des échantillons.

4. Prétraitement des données

En métabolomique, les signaux détectés par HPLC-#d8tiennent aussi bien
information biologique (les métabolites présedéns I'échantillon) que des polluants ou du
bruit. Le meilleur modéle OSC-PLS-DA est obtenusétectionnant les ions dont I'effet du

phénotype est significatif, ainsi les signaux cgpandant au bruit (faible intensité) ou aux
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polluants sont éliminés. En effet, contrairement'aalyse de covariance sur mesures
répétées en utilisant un modele mixte, le model€-®ES-DA prend en compte toutes les
données sans éliminer celles issues des variatioo#ifactorielles liees au design
expérimental (variation instrumentale, cinétiquerégime). Cette élimination préalablement
effectuées permet d’améliorer le modele de praatic(Emildeet al, 2005 et Janseet al,
2005).

D’aprés le Tableau lll. 4, le prétraitement stajist est lié au logiciel. Pour XCMS, il n'y a
pas de différence entre centrage et centrage iéduttV). Par contre pour Markerlyf%, le
centrage réduction diminue significativement le Upadc Ceci s’explique par le fait que
MarkerLynx™ extrait plus d’ions que XCMS (Environ 33% en plugs ions sont de faibles
intensités et appartiennent en partie au bruitate.f Le centrage réduction homogénéise
toutes les valeurs d’intensité ainsi, le bruit tBmsité plus faible, aura le méme poids
statistiqgue que les ions intenses. Ce bruit specarperturber 'analyse statistique et donner

un mauvais modele de discrimination.

Transformer les intensités en logarithme (Van Viekteal, 2008) n’améliorent pas le
modéle de prédiction appliqué & la matrice de desnilarkerLynX™ contrairement a
XCMS. La transformation logarithme comme la norsedion statistique qui consiste a
centrer et réduire les données tend a homogéniéisantensités de tous les ions et donc
augmenter limportance du bruit spectral plus alammddans les pics extraits par
MarkerLynx™ . En conséquence, le pouvoir discriminant du m®d&?cum) se trouve

diminué.

Les deux logiciels montrent clairement qu’entredéses d’analyse, I'intensité globale
des ions extraits varie. La normalisation de césnisités par la moyenne des intensités des
ions dans chaque série d’analyse permet de palipagie a ce probleme si on ne sélectionne
pas les ions par analyse de la variance. Néann@igsrrection du biais technique liée a
I'échantillon n’améliore pas le modele car cellggoend en compte en plus de la variation de
la réponse instrumentale, la variation biologiqueinséque a chaque échantillon.
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V. Conclusion

Dans cette étude, nous avons développé siretégie pour le traitement des
données métabolomiqueLette stratégie consiste a s’assurer que 'eraet I'alignement
des données est optimale et que les résultatsusbprisse réveéler l'information biologique.
Des criteres d’évaluation d'une matrice de donné&esmt proposés pour permettre
'optimisation des parametres des logiciels. D’apies criteres testéles deux logiciels ont
des performances équivalentesPour XCMS, il faut optimiser la valeur de la laug a mi-
hauteur d'un pic de masse (fwhm). Pour MarkerYhxcing paramétres doivent étre
optimisés pour chaque jeu de données : le pougerda bruit de fond a éliminer dans le
spectre chromatographique (PPBN en andtaisk to Peak Baseline Nojs&a valeur de seuil
du bruit de fond a éliminer (NEL en angl&isise Elimination Levgl la valeur minimale de
la largeur du pic de masse a 5% de la hauteur (BNV&nglaiPeak Width at 5% Height
lintervalle de masse (MW en angldidass Window et I'intervalle du temps de rétention
(RTW en anglaisRetention Time Winddw Le rapport signal sur bruit des pics
chromatographiques et de masse ainsi que la ladgeges pics seront des indicateurs forts
pour déterminer les valeurs des parametres d’d@xdira@cceptables. Pour l'alignement, la

variation du temps de rétention entre les échanslianalysés est la référence.

Les différents prétraitements appligués aux matrae données ont montré que cette
étape pouvait améliorer la visualisation de la atéoh biologique dans le cas d'une
intervention nutritionnelle. Les matrices issuess di#ifférents traitements ont pu étre
comparées par un modeéle statistique de discrinoim@SC PLS-DA. En raison de la qualité
instrumentale (bruit important) de nos donnéesy jpeErideux logicielsla sélection des ions
par ANOVA donne les meilleurs résultats en termesealprédiction du modéle Toutefois,
cette stratégie devra étre appliquée pour chagtiitgue d’analyse ou matrice biologique
etudiée, afin de déterminer les parametres desidédgiiet les méthodes de prétraitement

optimales.
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Chapitre IV
. Introduction.

En métabolomique, la stratégie d’identification de®marqueurs est basée sur
I'utilisation de bases de données, ainsi que silifation de spectrométrie de masse haute
résolution en tandem. L’identification chimique sw@te a rechercher des similitudes entre
des données expérimentales (I'empreinte spectralla onasse monoisotopique détectée) et
des métabolites référencés dans les bases de dofRwée confirmer l'identification, certains
criteres physico-chimiques entre I'analyte et lenposé connu doivent étre similaires (le
temps de rétention, les fragments). (Milneral, 2005). Dans le cas ou les masses détectées
ne sont pas référencées, une étape de caracwris@iformules brutes est nécessaire avant

I'identification.

L’objectif de ce chapitre est d’identifier les biamueurs plasmatiques de la prise de
poids chez des volontaires soumis a un régime Hymdique pendant 56 jours (ANR
METAPROFILE). Les échantillons plasmatiques ontatélysés par UPLC-QToF (Pereira et
al. 2009) afin d'obtenir des profils métaboliques déférents temps du régime. La
comparaison de ces profils métaboliques plasmatigu@ermis de sélectionner une liste

d’ions témoins de la dérégulation du métabolisnaiite par le régime.

La premiére étape de lidentification consiste amg&ler I'information redondante
présente dans la matrice des marqueurs. Une méthasie sur I'étude de corrélations a
permis de classer les ions sélectionnés en quaitpes qui sont les isotopes, les fragments,
les adduits ou les ions moléculaires. Dans unidewxtemps, afin d’obtenir la masse exacte
des ions sélectionnés, certains échantillons plagugs ont été re analysés par LTQ-Orbitrap
(Scheltema et al., 2008). Cette technique nousakedgnt permis de réaliser des expériences
de fragmentation (MS2 ou MBet d’accéder ainsi & des informations structsrafussi,
I'utilisation combinée des masses exactes, desildifbns isotopiques et des spectres de
fragmentation des ions moléculaires sélectionnésargtlysés par Orbitrap, ont permis

d’identifier ou caractériser ces composés.
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[l. Matériels et Méthodes

1. Etude d’'intervention chez 'Homme

Pour cette étude, deux groupes de sujets agés ad4.8ns ont été recrutés : un groupe de 40
sujets minces (IMC < 25) sans antécédents familtiakésité, et un groupe de 40 sujets en
surpoids (25<IMC<30) avec antécédents familiauxs kelontaires ont été soumis a un
régime hyperlipidique et hypercalorique pendantj®@rs. Ce régime a consisté en une
surnutrition lipidique apportée par 20g de beud®8g d'amandes et 100g d’emmental
correspondant a 760 kilocalories supplémentairegopa. Les échantillons de plasma ont été

prélevés sur héparine a différentes périodes dmes(p, 14™ et 56™jour).

2. Traitement des échantillons

Les méthodes de préparation et d’analyse utiliséas celles développées dans le deuxieme

chapitre.

2.1. Préparation des échantillons

Les plasmas ont été préparés par une méthode cipifation protéique lente qui consistait a
conserver pendant 30 minutes a -20°C un mélang208gL de plasma et de 400uL de
méthanol. Une étape de centrifugation a 13000 tparsninute pendant 10 minutes a permis
de séparer le précipité du surnageant. Ce surnbgsfpréleve, évaporé sous azote, et repris

dans un mélange eau/acétonitrile (50/50) contebdrfo d’acide formique.

2.2. Analyse des échantillons

Analyse haut débit

131 échantillons plasmatiques ont été analysésupacouplage chromatographie liquide
(UPLC) avec un spectrométre de masse ESI-QToF niiaters (Saint Quentin en Yvelines,
France) en mode positif et négatif avec une gamenmalsse comprise entre m/z 70 et 1000.
Pour la séparation, une colonne ACQUITY UPLC HSS de 2,1 x 50 mm (Waters)
contenant des particules de 1,8 um a été utilisémamtenue dans un four a 30°C. 6 pL
d’échantillon plasmatique ont été injectés et élaésn débit de 0.4mL/minute utilisé en
mode gradient linéaire (curve 6) réalisé comme:stét 0 a 2 min: 100 A%, de 2 a 15 min: 0
a 100% B, de 15 a 22 min 100% B et de 22 a 26 mnlLO0%A.
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La tension du capillaire et la tension de cOneéé@toptimisées a 3 kV et a 30V, le temps de
balayage et le temps de séjour ont été fixés a Q,Jetseconde et le débit des gaz de

yavee

nébulisation et de désolvatation (azote) ont &isfa 50 et 500 L / h, respectivement.

Les échantillons ont été répartis dans quatre séfenalyse de maniere a équilibrer les 2

phénotypes (surpoids et mince) dans chaque série.
Analyse haute résolution

Certains échantillons ont été sélectionnés et afyaés par LTQ-Orbitrap (Thermo Fischer)

afin d’obtenir une mesure de masse exacte (3ppmg¢sspectres de fragmentations MS? et
MS? nécessaires a I'identification ou la caractérisatia précision en masse est inférieure a
3 ppm compte tenu d’'une calibration externe infégea 2 ppm. La calibrant utilisé est une

solution de peptide fentomolaire.

3. Traitement des données

Pour déterminer les parameétres des logiciels diektn et d’alignement nous avons suivi la

stratégie développée au Chapitre IlI.

3.1. Extraction et Alignement des données

D'apreés les résultats du Chapitre IlI, le choix tiEgiciels XCMS et MarkerLyn®' n'a pas
d’effet significatif sur les résultats obtenus. Paette étude, le logiciel MarkerLyf% est
utilisé. Des tests préliminaires, utilisant lestémés d’évaluation de la matrice de données

élaborés au chapitre Ill, ont permis de fixer liesj@aramétres MarkerLynX comme suit

> le pourcentage de bruit de fond a éliminer darspksctre chromatographique (PPBN

en anglai?eak to Peak Baseline Nojse30%,

> la valeur de seuil du bruit de fond a éliminer (N&LanglaisNoise Elimination Level)
al,

> la valeur minimale de la largeur du pic de masS&oade la hauteur (PW5 en anglais
Peak Width at 5% Heighest choisie automatiquement par le logiciel,

> lintervalle de masse (MW en angladass Windowa été fixé a 0,1 Th,

> et lintervalle du temps de rétention (RTW en aiggRetention Time Windgw).6

minute.
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3.2. Sélection des candidats a l'identification

L'utilisation de méthodes univariées telles quendllyse de covariance (ANCOVA) sur
mesures répétées en utilisant le modéle mixte anipede déterminer les métabolites
discriminants le phénotype (surpoids ou minceyglgime et l'interaction des deux facteurs.
Pour réaliser cette méthode univariée un programée elaboré sur le logiciel SAS version
9.1 (SAS Institure Cary, NC) basé sur la formuleaute :.

Xijk= Xo+ i+ [+ ()5 + D+ (O + Clsgy + Uijsk

* X estla valeur du métabolite au départ;

e [ est I'effet du phénotype;

* [Jj estl'effet du regime ;

« (C70); est l'interaction entre le phénotype et le régime ;

» [ effet de la série d’analyse ;

« (UL est l'interaction entre le phénotype et la sérandlyse ;

* [lg est I'effet aléatoire.

* [ljsk est 'erreur aléatoire.
Ainsi, le programme permet de sélectionner un idieBet du phénotype, du régime ou de
l'interaction des deux est significatif et si legensités mesurées de cet ion ne varient pas

significativement entre les séries d’analyse.

4. Stratégie d’identification

Deux stratégies d’identification sont appliquéesx aions sélectionnés par analyses
statistiques.

La premiere stratégie consiste a soumettre auxsbadsedonnées, les données analytiques
obtenues par Orbitrap (la masse exacte du pic rotagique, des adduits et/ou son spectre
de masse (MS?)). Un algorithme réalisé au labamfeermet d’automatiser cette étape. Les
bases de données utilisées sont des bases comeawerkiegg (www.genome.ji{eqgq),
HMDB (Whishart, 2007) ainsi que celles développéms laboratoire. Pour accepter
l'identification putative d’'un pic proposeée par lbase de données, les composés compares
devaient avoir une variation des masses exactesidaofe a 3 ppm, des distributions
isotopiques similaires et les fragments des spedi®é réalisés. (Figure IV. 1). Un autre
logiciel a été utilisé afin d’obtenir la distribati isotopique des métabolites présents dans la
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base de données: HRMet (Draper et al., 2009). IDg, plans ce logiciel, une valeur de

probabilité est affectée a chaque abondance reldtin isotope.

Am < 3 ppm
Comparaisondes
distributions
—_Isotopiques

Masse exacte

i [M+/-HT

Soumission Identificati
—_— dentification
aux bages de A
> putative

données

m/z

Figure. IV.1 _Schématisation de la stratégie d’identificatiotative (Sumner et al., 2007)).

Lorsqu’aucune proposition n’était proposée pour urmeasse mesuree, celle-ci était alors
soumise a un logiciel fourni par la société Therischer « Qual Browser ». Ce logiciel
propose des formules brutes a partir des massadeexan s'appuyant sur les regles de
caractérisation classiques telles que la regleadote et les sept régles d'or élaborées par
Kind et Fiehn (2007).

L’analyse de la distribution isotopique, ainsi qies fragments obtenus par CID nous a

permis de confirmer ou non les formules propos@egure 1V. 2).

MSMS
fr-agments >

Distribution
. desisotopes

[M+/-H]-

> N formules > N-k formules ——— Nouveau

brutes brutes Meétabolite ?

m/z

Figure. IV.2 _ Schématisation de la stratégie de caracténsatio

La comparaison des distributions isotopiques arétdisée a l'aide de la méthode des
moindres carrés. (Loftust al, 2008). Le calcul ci-dessous permet d’obtenir uakeur de

I'écart-type résiduel (a) qui doit tendre vers zéro

a = ([M+Hex MESUIE - Meiey  thEOIQUE)Z+(Mstoxe1)  MESUE -[henaxe1) " théorique)? /2....4+(

| (M+hoxen]  MESUNE - fvshaxen)  théorique)?/n
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[1l. Résultats

1. lons sélectionnés en mode positif et négatif

1.1. Sélection des ions par ANCOVA.

L’analyse de covariance appliquée a chaque iorct#fear spectrométrie de masse en mode
positif, a permis de sélectionner 108 ions, soiirem 2% des ions extraits. Parmi ces ions, 43
d’entre eux ont une réponse qui varie significatieat en fonction du phénotype, 55 en
fonction du régime et 18 en fonction de leur intéom. En mode négatif, 47 ions ont été
sélectionnés et répartis comme suit : 15 ions fogiifs pour I'effet du phénotype, 21 pour
I'effet du régime et 4 pour I'effet de leur intet@n. Dans la figure IV 3, les ions sélectionnés
ont été répartis en fonction de leurs masses exattde leurs temps de rétention en mode

positif (&) et en mode négatif (b).

En mode positif (a), une grande partie des iorectiéhnés ont été élués de la colonne entre 7
et 16 minutes, ce qui correspond a une phase mabigenant entre 53% et 100%
d’acetonitrile. Compte tenu du pourcentage élevacetonitrile, les ions sélectionnés
proviennent probablement de composés relativementpplaires. Par exemple, d’aprés les
résultats répertoriés dans le tableau 1 au chdpities ions élués a 10 minutes et de valeurs
m/z d’environ 500 sont potentiellement des lysophasydilcholines (lysoPC), molécules
composeées d’'une longue chaine de carbone aveétengdiaire.

En mode négatif (figure 1V.3 (b)), les ions sélentiés ont été élués tout au long de l'analyse
et sont donc de polarité trés variée. Toutefaispombre d’ions plus importants sont détectés
vers 10 minutes, dapres le tableau 1l 1 présenta ahapitre I, les

lysophosphatidyléthanolamine (PE) sont éluéestarops de rétention.
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Figure. IV.3 _ Répartition des ions sélectionnés par analyséa dmvariance selon leurs
temps de rétention (axe x) et de leurs massesyja¥en mode positif (a) et en mode négatif

(b)

Dans une deuxiéme phase, afin d’éliminer l'inforimatredondante, une étude de corrélation

a été effectuée sur toutes les intensités dessirstionnés. Ainsi ces ions ont été répartis en
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guatre groupes: les ions moléculaires potentiellgmdentifiables, leurs isotopes, leurs

fragments et adduits.

1.2. Recherche des ions moléculaires, isotopesuyiagdet fragments en mode positif et

négatif.

La liste des ions sélectionnés par ANCOVA a étdyaga par I'algorithme développé au sein
du laboratoire qui permet I'étude des corrélatiohsur cela, il calcule un coefficient de

corrélation (R2) entre deux variables indépendagtegiantitatives, soit les intensités de deux
ions X et Y. La corrélation est acceptée si la walde R2 est supérieur a 0.9, et que la
probabilité de commettre I'erreur alpha (p) est€iigur a 0.05. Dans la figure IV 4, nous

avons représenté le nombre d'isotopes, d’adduiggout de Na, K, CECOOH...), de

fragments et d’ions moléculaires ainsi trouvés damsatrice des marqueurs.

fragments ; 10

adduits ; 0

(@)

adduits ; 0

(b)

Figure. IV.4 _ L’étude des corrélations entre les intensités ibes sélectionnés par
ANOVA ont permis de déterminer des relations ewtre ions permettant de les répartir en
différentes classes : les ions moléculaires, le®ges, les fragments et les adduits (a) Mode
positif (b) Mode négatif.

D’aprés la figure IV 4, en mode positif, le nombdsions moléculaires [M+H]"
potentiellement identifiables est de 83 ions. Paider a I'identification, 15 isotopes et 10

fragments des ions moléculaires ont été détermiB@s.mode négatif, sur les 47 ions
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sélectionnés, nous retrouvons 35 ions moléculgotentiellement identifiables, ainsi que 7

fragments et 5 isotopes. Notons qu’aucun adduiétéadentifié par le logiciel.

2. ldentification des ions moléculaires

2.1 Requétes dans les bases de données

L’ensemble des ions sélectionnés sont analysésipateuxieme algorithme développé au
laboratoire qui recherche dans les bases de donid®B et KEGG) existantes les
métabolites dont la masse monoisotopique est églanasse mesurée a + 0.01 dalton preés.
Si tel est le cas, une identification est propos&sur affiner notre recherche, nous avons
répertorié dans le tableau 1, les ions dont laatian entre la masse mesurée et la masse

théorique était inférieure a 3 ppm.
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T,empg de Mass? I\{Ias;e Am/z Identification par la base de données Formule Effebiologique
rétention mesurée théorique  (ppm)
7.9 585.2710 585.2712 -0.34 Bilirubin 3836N4Os Diminue au cours du régime
A t
9.58 468.3084  468.3090  -1.28 LysoPC(14:0) »oHGNOP “gmernégi;“ecours du
9.76 518.3242  518.3246  -0.77 LysoPC(18:3(9Z,12215Z CocHagNOP A“gme:étzi;“ecours du
Pl tré chez |
1027 5203392  520.3403  -2.11 LysoPC(18:2(9Z,122)) CogHsgNOP -0 CoNEENTe ENEZES
sujets minces
10.3 544.3389  544.3403 -2.57 LysoPC(20:4(5Z,8Z,147)) GgHsoNO,P  Diminue au cours du régime
Diminue au cours du régime
10.31 568.3388 568.3403 -2.63 LysoPC(22:6(42,72182,167,1927)) GoHsoNO;P et Plus concentré chez les
sujets minces
Plus concentré chez les
10. 70. 70. -1. LysoPC(22:5(72,1 197 Hs,NO;P . .
0.59 570.3553 570.3559 05 ysoPC(22:5(72,10Z 132,19Z7)) GoHsoNO; sujets minces
Plus concentré chez les
10.97 22. 22. -1.72 LysoPC(18:1(9Z NO;P . .
0.9 522.3550 522.3559 ysoPC(18:1(92)) 26HEENO; sujets minces
11.34 5483711 5483710  0.18 LysoPC(20:2(11Z,147)) CogHaNOp T 1US cOncentre chez les
sujets minces
Pl tré chez |
11.5 758.5702  758.5699  0.39 PC(18:2(9Z,122)/16:0) SHENOgP o> concentre chez 1es
sujets en surpoids
11.86 524.3709 524.3715 -1.14 LysoPC(18:0) 26He4NO;P  Diminue au cours du régime
LysoPC(20:1(112)) _— L
12.12 550.3868 550.3872 0.73 PC(18:1(92)e/2:0) CogHseNO;P  Diminue au cours du régime
12.24 510.3915 510.3923 -1.56 LysoPC(0O-18:0) 26HGENOgP  Diminue au cours du régime
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LysoPE(22:0/0:0)

12.56 538.3870 538.3867 0.55 LysoPE(0:0/22:0) Co7/HseNO7;P  Diminue au cours du régime

Docosahexaenoic acid
13.35 329.2473 329.2474 -0.30 6alpha-Methylprogesterone CxH320,  Diminue au cours du régime
2alpha-Methylpregn-4-ene-3,20-dione
Arachidonic acid
Dihydroabietic acid
13.52 305.2469 305.2474 -1.63  3beta-Methoxyandrost-5-en-16beta-ol  CyoH3,0,  Diminue au cours du régime
17beta-Hydroxy-4alpha-methyl-5alpha-
androstan-3-one

Tableau. IV.1_ Ce tableau contient tous les ions dont la vamagintre la masse mesurée et la masse théoriqgudéesture a 3 ppm. Les ions

ont été détectés par Orbitrap et leurs massest®msoémises aux bases de données en libre acogg éK&IMDB). PC (phosphatidylcholine),
PE (phosphatidyléthanolamine)
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D’aprés l'identification proposée par les basesddanées, une grande partie des masses
mesurées correspondent a des métabolites lipidigihespholipides ou acides gras) (Tableau
IV. 1). De plus, plusieurs propositions de métabslisont associées a la méme masse, ce qui
complique l'identification. Pour confirmer l'ideffitation, des techniques complémentaires
sont nécessaires comme la comparaison des digtrisuisotopiques mesurées et théoriques,

ainsi que I'étude des spectres de fragmentation CID

En raison de la faible intensité des ions détee@smode positif, seul le mode de
fragmentation MS2 a été utilisé sur I'Orbitrap. Bdes spectres MS2 des ions précurseurs
identifiées comme des phosphocholines ou lysophadpilmes (m/z 510.3915, 550.3868,
468.3084, 518.3242, 520.3392, 544.3389, 568.338R).3553, 522.3550, 548.3711,
758.5702, 524.3709); un fragment caractéristiqgudéadeholine est détecté a m/z 184.0723
ainsi gu’une perte d’eau (18.0107 Th) (Figure 1. 5

o) CHs

\\/ \/\|/

C17H33)J\0/>/ o \ 19.43

HO
Exact Mass: 522.3554
Mol. Wt.: 522.6747
m/e: 522.3560 (100.0%), 523.3593 (28.1%), 524.3828%), 524.3602 (1.4%)
C, 59.75; H, 10.22; N, 2.68; O, 21.43; P, 5.93

v

CHj
C5H15NO4P+
Exact Mass: 184.0733
Mol. Wt.: 184.1501
m/e: 184.0739 (100.0%), 185.0772 (5.4%)
C, 32.61; H, 8.21; N, 7.61; O, 34.75; P, 16.82

Figure. IV.5 _ Fragmentation caractéristique d’'une lysophospbloot Perte de l'ion m/z
184,0733.
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Par conséquent, pour ces douze ions, I'identiicatiroposée par la base de données a
permis de sélectionner tous les isoméres de lalléamdées lysophosphocholines ou des
phosphocholines. En effet a ce stade, il est ddfibe différencier les isomeres.

Pour les quatre ions restants, la fragmentation M& pas donné d’ions
caractéristiques. Toutefois la formule brute pré@eogpar la base de données peut étre
confirmée par la comparaison des distributions opigies mesurée et théorique. La
distribution isotopique théorique du métaboliteéréhcé est obtenue a I'aide d’'un logiciel

« Qual Browser ».

De plus, le calcul du rapport isotopique permetvaiaune idée du nombre d’atomes de
carbone présents dans le composé étudié.

Nombre d’atome de carbone = (intensité du pic [MHih}ensité du pic [M])* (100/1.1) (1)

Pour trois des composés restant (la bilirubin idla@rachidonique, acide docosahexanoique),
la similitude des distributions isotopiques, noesnpet de confirmer l'identification. Enfin,
pour l'ion a m/z 538.3870 aucun fragment et isotp@eanet de confirmer son identification.
Pour toutes les masses non répertoriees dans Iless bde données, une étape de

caractérisation permettra de définir une formulgdar
2.2. Caractérisation des ions moléculaires [M+Hgn mode positif.

Dans le tableau IV. 2, nous avons inscrit le nomieeformules brutes proposées par le
logiciel« Qual Browser » pour une masse donnésj gue la formule brute retenue, grace a

la concordance des profils isotopiques théorigtiebservés.
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lons moléculaires . Nombre de formules brutes Am/z . .
. Isotopes mesureés . Formule Effet biologique
mesurés proposées (ppm)
210.1224 (12%) L
209.1224 211.1191 (0.7%) 3 X X Augmente au cours du régime
226.0489 227.0669 (5%) 3 CeHiN3Osstl 141 TS Concegarrzggiz les sujets en
286.2006 287.1684 (23%) 3 X X Augmente au coursgime
314.2422 315.2299 (14%) 2 X X Diminue au coursélyime
406.3352 407.3302 (24.4%) 3 CooHgoNOPy*tL -2.5 Diminue au cours du régime
414.2969 415.3071 (26.6%) 7 CosHaNaSytl 052 TS Concﬂf;iecshez les sujets
512.3402 513.3412 (18%) 27 C15H4303N15P*l  -0.67 Diminue au cours du régime
1
525.374 (24.3%) C26H55NO7P* -0.07 - .
524.3714 526.377 (2.6%) 13 C19H59V705P§1 067 Diminue au cours du régime
563.4244 564.4382 (37.7%) 36 033H59N203S+1 0.55 Diminue au cours du régime
620.4833 (48.7%) Plus concentré chez les sujets en
619.4894 621.4644 (12.6%) 37 X X surpoids
780.5526 781.5699 (42%) 98 X X Plus concentré chez les sujets en
surpoids
992.6725 (43.8%)
991.6549 993.6786 (5.9%) 133 X X Diminue au cours du régime

994.6989 (0.6%)

Tableau. IV.2_ Caractérisation des masses mesurées par Orbitraym répertoriées dans les bases de donné&mass Tous les ions détectés
et sélectionnés par ANCOVA sont de couleur noidisuque ceux juste détectés par Orbitrap sont @gero
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D’aprés le tableau IV. 2, six formules brutes ont &ire attribuées mais aucun spectre de
fragmentation n’a permis de déterminer des peredes ions caractéristiques.

Par conséquent, sur les 83 ions moléculaires peliement identifiables en mode positif,
seuls 21 ions ont été identifiés ou caractérisésteGaible valeur s’explique en partie par le
fait que de nombreux ions sélectionnés par analyswariée avaient une réponse
instrumentale trop faible pour pouvoir obtenir daformations spectrales permettant de
confirmer I'identification (15 ions).

Une démarche similaire a été appliquée aux iorcgéhnés en mode négatif.
2.3. Requétes dans les bases de données.

Dans un premier temps, la liste d’ions a été soaraisx différentes bases de données. En
utilisant les mémes criteres que précédemmentafu@mi de la masse inférieure a 3 ppm),

montré au tableau IV. 3.

139



Chapitre IV Identification et caractérisation

Masse
Tfemps de  mesuree '\,"a?se Am/z Identification Formule Effet biologique
rétention (mode théorique  (ppm)
MS)
1.2 167.0209  167.0205  2.39 WAcide urique @H4N4Os D'mc"”“e, au cours
u régime
DEA D
6.8 369 1733 369 1735 -0.50 5a-Dihydrotestosterone sulfate CuoHagOsS Augmentg au
Androsterone sulfate cours du régime
®)Glycocholic acid Plus concentré
7.7 464.3008 464.3012 -0.86 3a,7b,12a-Trihydroxyoxocholanyl-Glycine Ca6H43NOg chez les sujets
Glycocholate minces
3) oa. = o Al Plus concentré
8.4 567.3167 567.3169  -0.35 (32°0,78)-23-Carboxy-7-hydroxy-24-norcholan-3-yl- .y o ' chey les sujets en
b-D-Glucopyranosiduronic acid :
surpoids
®)chenodeoxyglycocholic acid
Glycoursodeoxycholic acid Plus concentré
8.7 448.3057  448.3063 -1.33 Glycochenodeoxycholate Co6H43NOs chez les sujets
Glycodeoxycholate minces
3alpha,12alpha-Dihydroxy-5beta-cholan-24-oylglycine
(4)LysoPE(16:0/0:0) Augmente au
9.6 452.2787  452.2777 2.21 LySoPE(0-0/16:0) CaHaNOP 0 régime
“LysoPE(0:0/22:6(42,72,10Z,13Z,167,19Z)) Diminue au cours
10.27 5242788 524.2777  2.09 | o0pE(22:6(42,72,102.132,162.192)/0:0) 7 4NOP T égime
®)DG(16:1(92)/14:0/0:0) PIUS CONCentré
14.2 537.4511 537.4519  -1.48 DG(16:0/14:1(92)/0:0) CsHesOs  chez les sujets

DG(14:1(92)/16:0/0:0)
DG(14:0/16:1(92)/0:0)

minces

Tableau. IV.3_ Ce tableau contient tous les ions dont la vianagntre la masse mesurée et la masse théorigudérgeure a 3 ppm. Les ions
ont été détectés par Orbitrap et leurs massest@mpémises aux bases de données en libre accgg €K&IMDB). L'identification proposée
par le moteur de rechreche nous permet d’identBieslasses de meétabolites : purines (1), des d&30(2), des acides biliaires (3), des
phospholipides (4) et des glycérolipides (5). (1{@&acylGlycérol), PE (PhosphatidylEthanolamine)
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La comparaison avec les bases de données (HMDE@g)Knous a permis d’annoter huit
pics correspondant a des métabolites de la fadékepurines (1), des stéroides (2), des acides
biliaires (7), des phospholipides (4) et des glgtipides (4). Pour confirmer cette
identification, les ions moléculaires ont été fragnes. Les spectres MS?2 des ions
moléculaires m/z 464.3008, 567.3167, 448.3057 eongént une perte de 62.00 (R=7000)
correspondant a la molécule &bt (A m/z = 3.31 ppm). La comparaison des spectres MS?
des acides biliaires présents dans la base de eemidDB, montre également une perte de
62. (Figure 1V-6)
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metapro-03-MS3 #3344 RT: 2423 AV:1 NL: 2.18E3
F: FTMS -p ESId Full ms2 448.30@cid25.00 [110.00-460.00]
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metapro-03_091118113311 #3734 RT: 25.75 AV:1 NL: 463E3

F: FTMS -p ESId Ful ms2 567.31@cid25.00 [145.00-580.00]
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Figure. IV.6 _ Spectre MS? des ions pseudo-moléculaires m/z3448464,30 et 567,32.
Notons une perte de 62,00.

Dans le spectre MS2 de I'ion m/z 167.0209, deugrfrants ont été détectés a m/z 124.0151
(C4H2N30,) et 96.0205 (6H2N3O). (Figure 1V-7).
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metapro-03-MS3 #342 RT: 251 AV:1 NL:2.18E5
F: FTMS - p ESId Full ms2 167.02@cid25.00 [50.00-180.00]
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Figure. IV.7 _ Spectre MS2 de I'ion pseudo moléculaire m/z ABJ9. Deux fragments sont
détectés m/z 124,0151 et 96,0205.

Or ces fragments ne correspondent pas avec padéras trouvés dans les bases de données.

Toutefois, un chemin de fragmentation hypothétigsteproposeé. (Figure 1V-8).
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Figure. IV.8 _Chemin de fragmentation hypothétique de I'ion &8Z.0209.

Le spectre MS? de lion m/z 369.1733 élué a 6.8 utgis contient de nombreux ions
fragments difficilement interprétables (m/z 51.10ro/z 31.94). , la perte caractéristique des
sulfates de stéroides (97.9596 Thomson correspordan groupement sulfaté (Hst al,
2008)) n’est pas observée. Pour les trois dereimgposés du tableau V-3, les spectres MS2
ne contiennent pas d’informations complémentaifesitefois les distributions isotopiques
des ions mesurés et celles des métabolites réeByedans les bases de données sont
similaires. Les écarts-type résiduels sont inféseu10*. Cette approche posséde cependant
une limitation dans le cas d'un faible nombre dig®s. L'analyse par LC-MS de ces
standards permettra de valider cette identificatPour toutes les masses non répertoriées
dans les bases de données, seul I'ion m/z 564 8®2Betre fragmenté. (Figure 1V.9).
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Figure IV.9 _ Spectre MS2 de l'ion pseudo moléculaire m/z 38d5. Le fragment m/z
504,31 est obtenu. Spectre ft& I'ion fragment m/z 504,31.
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L’ion m/z 564.3305 se fragmente en MS? en un iod 604,31. La perte de 60,02 est
caractérisée pars840,. Le spectre M&de I'ion m/z 504,31 donne un fragment & m/z 279.23
pouvant correspondre, d’aprés HMDB, a l'acide knglie. Les autres ions n’ont pu étre

caractérisés en raison du manque d’informationtsgecdu a leurs faibles intensités (non
détection des isotopes et fragments).

Par conséquent, sur les 35 ions moléculaires pellentent identifiables, seuls 8 ions

ont été identifiés. En mode négatif, une grandéedes ions détectés sont trés peu intenses
ce qui explique la difficulté de I'identificatiort de la caractérisation.
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V. Discussion

Dans cette étude, nous avons choisi d'utiliser nmé¢hode statistique univariée plutét que
d’autres techniques statistiques telles que la BAS{Loftus et al, 2008 and Gikaet al,
2008), afin de pouvoir modéliser les différentearses de variabilité et ainsi soustraire les
effets liés a la série d’analyse.

Sur I'ensemble des métabolites sélectionnés (156)iseul 29 ont été identifiés ou
caractérisés potentiellement. En raison de I'énodinversité des structures chimiques des
meétabolites, I'étape d’identification est en effehitante en métabolomique. Malgré la
précision en masse des techniques utilisées, Idreode métabolites présents dans les bases
de données (7300 métabolites dans la base HMDB)enmet pas dans tous les cas une
identification. En réalité, bien qu’une variatiom masse inférieure a 3 ppm soit une condition
sine qua nongelle-ci n'est pas suffisante. Ainsi, il est iqBssable d’appliquer d’autres
criteres pour la confirmation de l'identificationel que la distribution isotopique et la
fragmentation CID. Toutefois, cette stratégie nengd pas toujours de différencier les
isomeéres, comme nous pouvons les remarquer dansbésaux IV 1 et 3. En effet, les
isomeres de la méme famille de molécules ont sdawenfragments communs. Pour obtenir
des informations complémentaires, il est envisdgglider des techniques complémentaires
de fragmentations comme par exemple des fragmensatilS et des techniques d’ajout
d’hydroxydes métalliques pour caractériser des &@n de position. (Werner et al., 208).
Néanmoins, pour améliorer 'efficacité de I'iderddtion, il est essentiel de développer des
bases de données contenant des spectres de massM{d) de tous les métabolites
référencés (Whishart et al., 2008). Toutefois, ppue cette amélioration permette une réelle
avancee, les techniques utilisées pour les fragatiens doivent étre standardisées. En effet,
d’'un spectrometre de masse a l'autre, les fragrtiens®aCID d’'une méme molécule peuvent
varier. Actuellement la seule maniére efficace pmnfirmer I'identification d’'un ion détecté
est d’analyser par le méme instrument le compas&latd quand il est disponible.
L’élucidation de nouvelles structures est tres denw et peut engendrer des conclusions
erronées (Nicolaowet al, 2005). Pour obtenir, une formule brute non ambigill est
nécessaire d'utiliser des spectrométres de makaeata résolution afin d’avoir une précision
en masse inférieure a 3 ppm. (0.001 Da). Plusdeigion en masse est grande (inférieure a 3
ppm), plus le nombre de formules empiriques proge®st faible. (Scheltens al, 2008).
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Ainsi, 'augmentation de la résolution et de lasbitité des techniques analytiques utilisées

permettront de caractériser de plus en plus dilmcennus. (Tableau IV. 4).

Exactitude de masse d’un spectrometre de ]
Nombre de formules proposées

masse

3 ppm (Orbitrap) 23
1 ppm (FTICR) 7
0.1 ppm (pas encore) 1

Tableau. IV 4.Nombre de formules brutes proposées en fonctida geécision en masse du
spectrometre de masse utilisé.(Ketdal, 2006)

Les résultats obtenus (Tableau IV. 2) confirmeatule de Kindet al. (2006) qui
montre que, plus le poids moléculaire des compeségrand, plus le nombre de formules
proposées l'est également. Toutefois l'utilisatida la distribution isotopique permet de

diminuer drastiquement le nombre de candidats.|€BablV. 5).

Masse de la molécule3 ppm 3 ppm
étudiée (Da) Sans isotope Avec isotope
150 1 1

300 7 1

500 64 3

Tableau. IV.5. Nombre de formules brutes proposées pour difféeenimasses
monoisotopiques avec oOu sans ces isotopes déteetesun spectrometre de masse
d’exactitude en masse de 3 ppm.

Enfin pour tous les ions non identifiables en raisie leur faible intensité, il serait
envisageable de pré fractionner et/ou concenteeédbantillons afin d’obtenir de meilleurs

empreintes spectrales et d’améliorer la répongaimentale en spectrométrie de masse.
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V. Conclusion

Dans cette étude, 29 ions ont été identifiés oacté@risés potentiellement, comme
marqueurs de modifications métaboliques induitesymarégime hyper-lipidique. Les ions
identifiés ont été répartis en différentes cat@gode métabolites : onze lysophosphocholines,
une phosphocholine, quatre acides biliaires, deidea gras, une purine, un glycérolipide, un
stéroide et deux lysophosphatydiléthanolaminesestl toutefois nécessaire de confirmer
l'identification et d’interpréter les modification®bservées par l'étude des réseaux

métaboliques impliqués.

De plus, 'augmentation de la précision en massm@ira dans I'avenir d’identifier
de plus en plus de métabolites. Toutefois I'étudardtrices complexes induit des effets de
charge qui peuvent conduire a la réduction du nentions transférés dans I'analyseur
diminuant la capacité de reproductibilités des magxactes mesurées. (Parsatral., 2007).
Cette variation peut conduire a des erreurs dadsenifification. D’aprés Southam et al.
(2007), l'utilisation du mode SIM en FT-ICR (en #ag Selected lon Monitoringpermet
d’augmenter d’'un facteur 3000 la reproductibilie¢ ld valeur de la masse mesurée. Ainsi,
cette approche pourrait conduire a des identificatiplus fiables.

Une alternative existe : elle consiste a déveloges logiciels permettant de relier
entre eux les métabolites par les réactions biocjies identifiées dans I'organisme. Ces
approches bioinformatiques permettraient peut @rsimplifier cette étape d’identification.

(Jourdaret al, 2008).
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Conclusions et perspectives

Dans le cadre d’'une approche métabolomique, ceitke é@avait pour principal objectif
de développer des méthodes analytiques permettanguerir des profils métaboliques
globaux de fluides biologiques et didentifier dekBiomarqueurs potentiels de

dysfonctionnements métaboliques occasionnés painter@ention nutritionnelle.

Dans un premier temps, une méthode robuste demattion de profils plasmatiques
a été développée et validée par UPLC-MS. D’aprés mnésultats, I'héparine est
'anticoagulant le plus approprié pour I'étude ncblée du métabolome par LC/MS. La
comparaison de trois méthodes de précipitatiorépoeé lentes a montré que l'utilisation du
méthanol avec un rapport plasma/méthanol 1/2 esplida reproductible et extrait un
maximum de métabolites (Chapitre 1).

Les sources de variabilité analytiques ont étéiéasdCelles-ci peuvent étre attribuées
a la réponse instrumentale, mais également a ééalaxtraction des pics durant le traitement
des données. Pour comprendre l'origine de cettahifité, les parameétres de deux logiciels
d’extraction et d’alignement (MarkerLynx et XCMS)ars le cas d'une longue série
d’analyses ont été optimisés (Chapitre IIl).

Ces logiciels génerent un grand nombre de donnésgerant I'information
biologique mais également du bruit. Le chapitreddlce manuscrit propose une stratégie de
traitement des données meétabolomiques obtenued @dS qui consiste d’'une part, a
s’assurer que I'extraction et I'alignement des dmmest optimale et d’autre part, que les
méthodes de prétraitement appliquées permettentaXraire I'information biologique. Des
criteres d’évaluation d’'une matrice de données pooposés pour permettre I'optimisation
des parametres des logiciels. D’apres les critéesges,les deux logiciels (XCMS et
MArkerLynx ™) ont des performances équivalentes?our déterminer les valeurs critiques
des parametres de ces logiciels, le rapport siggmabruit des pics chromatographiques et de
masse, la largeur de ces pics ainsi que la vamiatio temps de rétention ont été des

indicateurs forts.
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L’étude des différents prétraitements appliqués matrices de données ont montré
gue la sélection des ions par ANCOVA donne leslmet résultats en termes de prédiction

du modeéle.

Enfin, ces deux avancées méthodologiques (méthodé/timue et traitement de
données) ont permis de traiter les échantillonssméiques issus de lintervention
nutritionnelle du projet METAPROFILE. Différentearhilles de métabolites identifiés ont été
proposées grace aux bases de données: onze lgpbplkbholines, une phosphocholine,
guatre acides biliaires, deux acides gras, unen@udn glycérolipide, un stéroide et deux
lysophosphatydiléthanolamine. Toutefois, sur I'enSke des ions candidats a I'identification
seule 5 % ont été potentiellement identifiés ouaci@risés. Ce pourcentage montre la
complexité de cette étape. La premiéere difficuié de réussir a distinguer dans la liste des
marqueurs potentiels les ions moléculaires desitjdies fragments ou des isotopes. Enfin,
méme si cette étape est franchie, la diversité iguiendes métabolites ainsi que le manque
d’exhaustivité dans les bases de données rendipanipossible I'identification. Ainsi,
aujourd’hui la seule facon de confirmer une idecation est d’analyser directement le

composeé standard.

A partir de ces résultats, différentes perspectpesvent étre envisagées pour les

étapes clés d’'une étude métabolomique par spedhierdé masse appliquée a la nutrition :
Couplages ESI-MS et métabolomique

Le couplage UPLC-QToF est une technique « haut débt adaptée a I'obtention
de profils métaboliques completsToutefois, les interventions nutritionnelles né&test la
comparaison d'un grand nombre d’échantillons affaveoir une puissance statistique
suffisante, compte tenu de la variabilité intradirdger- individuelle. La prise en charge de
telles séries d’échantillons impliquent des temjamalyse importants, qui peuvent induire
des variations instrumentales en termes de temp®tdation, d’'intensité du signal ou de
masse. Dans le cas d'une approche non ciblée, édsodes analytigues de plus en plus
courtes peuvent étre envisagées comme premiéreodmgrpour limiter ce phénomene.
Néanmoins, les techniques utilisées ont certaingtations. En effet, bien gues meilleures
performances de 'UPLC soient obtenues a un haut débit, laléailitesse de balayage du

QToF rend ce couplage optimal impossil#lasi, il serait préférable d’utiliser un couplage
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UPLC-TOF permettant d’obtenir de hautes performanee termes de sensibilité et de

reproductibilité des temps de rétention et des ezmssesuréedDes méthodes alternatives

« shot gun » sont également envisagées par injedirecte sur des spectrometres de masse
tres haute résolution (Orbitrap, FT-ICR) (Yaeg al, 2009). Ces méthodes nécessitent
cependant de travailler sur matrices diluées pouitdr les phénoménes de suppression
d’ionisation, ce qui limite la richesse de I'infoation accessible.

Traitement de données et métabolomique

L’amélioration des techniques analytiques engenddes données de plus en plus
complexes contenant certes l'information recherciméés aussi du bruit. Dans les études
meétaboliques, les techniques les plus courammdigées sont la PLS-DA (Wiklunét al,
2008), 'ACP (Gikaet al, 2008) ou 'ANOVA (Boccardet al, 2007). Ces techniques
statistigues permettent de révéler les ions disnents pour un effet biologique étudié.
Aujourd’hui, certains statisticiens mettent en @olat robustesse de ces modeles multivariées.
(Werthesiuset al, 2008 (a)). Pour donner du poids a ces techniguest nécessaire de
trouver des critéres de validation capables de rapaue la discrimination biologique n’est
pas due au hasard. (Werthesttigl, 2008 (b)).

Il est essentiel de développer des algorithmegedigents » capables de trouver les
faux positifs ou les faux négatifs contenus danksta des marqueurs potentiels. (gual,
2008).

Identification et métabolomique

Il est clair que I'amélioration de la précision masse contribue a la détection de plus
en plus de métabolites. Les avancées des techna@uesute résolution permettent des
infusions directes sur couplage piege ionique dCRT(en anglaig-ournier Transform lon
Cyclotron ResonanggPayneet al, 2009) ou des couplages LC-LTQ-FT-Orbitrap. (Detg
al., 2007 ; Dunnet al, 2008 ; Scheltemat al, 2008). Ces instruments sont adaptés a
l'identification car d’'une part, des spectres desgeasont obtenus avec une mesure de la
masse exacte, et d’autre part le couplage avedélge pionique permet d'effectuer des

fragmentations MS

Toutefois, il est important de s’assurer que la uresde la masse exacte soit
reproductible. Or, I'étude de matrices complexeduindes effets de charge dans le piége

qguadripolaire (LTQ) qui peuvent conduire a la réauc du nombre d’ions transférés dans
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'analyseur diminuant la reproductibilité des massractes mesurées. D’apres Soutkaal.
(2007), Il'utilisation du mode SIM (en anglgselected lon Monitoringpermet d’augmenter
d’un facteur 3000, la reproductibilité de la valelerla masse mesurée dans un FT-ICR. Une
guestion subsiste sur I'obtention de la valeuradmasse exacte et des profils isotopiques qui

peut, soit étre déterminés a un temps donné, sa@tuhe moyenne des mesures a des

balayages successifs.

Pour simplifier I'étape de confirmation d’identiéition, il est nécessaire de développer
des bases de données exhaustives contenant lgsespde fragmentations a différentes
energies de collision sur différents couplages LS-&1 la distribution isotopique a différentes
résolutions. La standardisation des méthodes estétape clé pour le partage des données
analytiques. La diminution des colts des nouvdbelniques a haute résolution (Orbitrap)
permettra a de nombreuses équipes d'accéder aeer@métrie de masse tres haute

résolution, facilitant le partage de données dditgua

Une autre alternative a I'identification est de elépper des outils bioinformatiques,
qui permettent notamment d’étudier les donnéestsples par la théorie des réseaux
(Jourdaret al, 2007).

En conclusion, I'enrichissement des bases de donséd’avancée des outils
bioinformatiques et des techniques analytigues anmgent un avenir meilleur pour cette

discipline qui est encore émergente.
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Chapitre V
l. Enjeux scientifiques de la these.

1. Contexte

La prise de poids est I'état d'une personne saufffane augmentation importante de cellules
adipeuses, qui se traduit par un exces de poigartréle facon généralisée dans les diverses
zones grasses de l'organispmuvant conduire a I'obésité. L'obésité a été maoe comme
une maladie en 1997 par 'OMS (Organisation Morddd la Santé). Sa prévention est un
probleme de santé publique dans les pays dévelaipesrs voie de développement. En effet,
la prévalence de I'obésité dans le monde a doudié gtteindre 31% en moins de 20 dbss
études épidémiologiques ont établi de fortes assations entre I'obésité et I'apparition

de certaines pathologies comme les maladies cardasculaires ou le diabete de type 2.
L’'obésité est également associée a une augmentatido risque de développer un
syndrome métabolique. Le syndrome meétabolique corste a un déréglement du
métabolisme Le meétabolisme est I'ensemble des transformatiomsléculaires et
énergétiques qui se déroulent de maniére inintgpuerdans les cellules d’'un organisme
vivant (animaux, plantes,.). C'est un processusrord, qui fait intervenir des processus de de
synthese organique (anabolisme) et de dégradatatabplisme). Toutes ces réactions
provoguent la synthese ou la perte de métabolitesagont impliqués dans des phénomenes
biologiques, puis expulsé de la cellule. Hors dedbBule, les métabolites sont localisés dans
les fluides biologiques (urine, plasma, salive). diabéte de type 2 (DT 2), les troubles
cardiovasculaires et l'accident vasculaire céréBMC) font parti des syndromes
meétaboliques décrits. Considérant I'importance @e pcobleme de santé publique, de
nombreux projets se sont développés autour de dmatique de I'obésité et de ses

complications.

2. Projet METAPROFILE financé par I'Agence Nationale pour la Recherche

Les objectifs de ces projets, financés par des ranogies de recherche nationaux ou
internationaux, sont denieux comprendre I'étiologie de I'obésité afin de éfinir des

stratégies nutritionnelles permettant d’améliorer b santé Certains génes et certaines
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voies métaboliques spécifiguement impliqués darmeieloppement de ces maladies ont été
découverts en utilisant des approches classiquetblées. Contrairement a ces derniers, le
projet financé par 'ANR (Allocation National de &erche) nomméMETAPROFILE,
dans lequel s’inscrit ma thése, a pour principal ojectif d’'identifier des marqueurs
biologiques en utilisant une approche globale afime détecter le plus tét possible les
dérégulations métaboliques associées a la surnutah et prédisposant au développement
de désordre métaboliqgue Cette approche globale est d'intérét dans le domade la
nutrition puisque l'analyse du métabolome (ensendas métabolites) permettra d’évaluer
I'effet d’'un régime, non plus sur une voie métatpod ciblée, mais au niveau du métabolisme
global.La métabolomique est une approcheui permet de détecter des métabolites présents
dans les fluides biologiques comme l'urine, le plasou la salive. Un grand nombre de
méthodes basées sur des techniques colmmésonance magnétique nucléaire (RMN) et

la chromatographie liquide (LC) ou gazeuse (GC) cquée a la spectrométrie de masse
(MS) ont été développées pour analyser les centaingdesanilliers de métabolites présents
dans les fluides biologiqueBans notre projet, les protocoles biologiques ontt& menés
chez 'homme et la souris soumis a un régime hypdipidiqgue. Au cours de ces études
cliniques, les matrices biologiques plasmatiquesirgtaires ont été prélevées a différents
temps cinétiques puis analysées par RMN et LC/MS. @halyses nous ont permis d’obtenir
des empreintes métaboliques caractéristiques doopype de l'individu a un temps. Ces
empreintes ont été ensuite analysées par des geesstatistiques univariées ou multivariées
capables de déterminer les biomarqueurs modifi&oars du protocole. La comparaison des
empreintes métaboliques plasmatiques et urinageshdmmes et des souris nous ont permis
d’identifier une liste de métabolites pertinentsidéntification de ces métabolites a été
utilisée pour définir les voies métaboliques impégs dans I'apparition de I'obésité.

Ce projet ANR (7) a impliqu@lusieurs partenairesayant chacun des objectifs et des

délivrables bien précis.
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Objectifs Partenaires

Intervention nutritionnelle sur la souris INSERMulouse (1)

CRNH Lyon (2)

Intervention nutritionnelle sur ’hnomme LNH Clermont-Ferrand (3)

Analyse des fluides biologiques par RMN INRA (4)ulause

Analyse des fluides biologiques par MS INRA (4) @ient-Ferrand/Theix

INRA (4) Clermont-Ferrand/Theix

Analyse statistique INRA (4) Toulouse

Partage des données générees Plateforme intégratBerdeaux.

Il. Le sujet de these.

1. Choix de la thése

Suite a des études fondamentales en spectrométmneadse, je souhaitais appliquer mes
compétences analytiques a une problématique cBintgnéral. La thése recherchée devait
donc, utiliser la spectrométrie de masse dans desaikhes du vivant. Apres quelques
semaines de recherche, le sujet de théese propasBINIRA qui avait pour objectif de
développer une méthode permettant la détection pteimes de métabolites présents dans
des fluides biologiques (plasma et urine) par clatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC/MS) semblait corresgoadnes attentes. En effet, je continuais
a approfondir mes connaissances en analytique déautme formant sur de nouvelles

disciplines la nutrition et les statistiques.

2. Moyens humains mis en place en place pour réadisce projet

Cette these a été realisée sur la Plateforme ddExgpbn du Métabolisme (PFEM) dans
'équipe « Plateforme du métabolisme et spectraméte masse » (PMSM) appartenant a
'Unité de Nutrition Humaine (UNH) a I'INRA de Cleront-Ferrand/ Theix. Cette équipe est
composée de 8 titulaires dirigés par Estelle PGjoslot, ingénieur de recherche : 4 analystes

spécialisés en spectrométrie de masse, une refpengaalité, un statisticien et un
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bioinfomaticien. Un directeur de recherche, Jearuid.0oSébedio, oriente les travaux

scientifiques de la plateforme.
La réalisation de ce projet a mis a contributiggedsonnes :
Personnes impliquées de février 2007 a Janvier:2010

o 1 thésarde a temps complet : Hélene Pereira.

o 1 Ingénieur Statisticien a 31% de son temps : Beamcois Martin, Ingénieur d’Etude.

o 1 encadrante a 22% de son temps : Estelle PujdtGuingénieur de Recherche et
responsable de I'équipe PMSM.

o 1 directeur de these a 21% de son temps : Jeas Béédio, Directeur de Recherche.
3. Le réseau développé

Les trois années de ma thése m'ont permis de g¢parlanon réseau professionnel
essentiellement dans le domaine de la rechercheé&abonomique et en spectrométrie de

masse.

En métabonomique, discipline en pleine essorr¢acontré des scientifiques a travers
différents réseaux centrés sur cette nouvelle tgqakn des réseaux Nationaux (Réseau
Francais de Meétabolomique et de Fluxomique; RFME}ropéens (Nugo (8) ou

Metabomeeting), et internationaux (Metabolomicsi&gl.

Par ailleurs, ma spécialité initiale, la spectraimmétie masse, m’aména naturellement a
faire partie de la Société Francaise de Spectrioendér Masse (SFSM) qui organise chaque

année des congres a travers la France.

Au cours de ma thése, jai participé a ces difflsemencontres dans le cadre de congres
(SFSM, RFMF, Metabolomics Society), de groupesrdeail (Nugo, Metabomeeting) qui
m’ont permis de mieux comprendre le contexte biigjog de mes travaux et de confirmer ou

infirmer certaines orientations que j'ai pu prendre

J'ai également participé activement a I'organisatle la journée INR’Avenir 2008, qui
consistait a réunir les acteurs du monde professioffprivé et public) et les jeunes
chercheurs. Pour réaliser cet événement traditicaé@NRA de Clermont—Ferrand/ Theix,
nous avions constitué un groupe de 5 doctorantduat bioinformaticien. Afin de mener au
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mieux cette journée nous avions suivi 3 formatitres constructives pour I'élaboration de ce
projet, « élaboration d’'un projet événementiel>gommunication » et « prise de parole en
public ». Cette journée a été un franc succes paitgtaux de participation a été conséquent,
pres d’'une centaine d’étudiants et professionneisépondu positivement a notre invitation.
La préparation de cette journée m’a permis d’élargon réseau aux entreprises agro-
alimentaires et aux anciens doctorants de I'INRA.
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[1l. Déroulement du projet.

1. Préparation et orientation du projet

Ce projet étant imbriqué dans un projet de recleglbbal METAPROFILE, tous les
éléments de préparation avaient été formaliséstanan arrivée : ainsi des objectifs précis
avaient été élaborés. La finalité du projet gloftaiht de répondre a une question biologique,
'apport analytique devait étre préparé. En eff@tnouveauté de cette approche nécessitait
I'élaboration d’'une stratégie analytique rigourewm d’exploiter au mieux les résultats

biologiques obtenus.
Les principaux délivrables qui incombent a mon grréjaient :

o valider les méthodes analytiques globales pouralim® de matrice complexe (le
plasma) par spectrométrie de masse,

o déterminer des signatures biologiques a partir d&bolites observés par LC/MS
chez les souris et les hommes,

o identifier des métaboites responsables de |la geggoids.

Chaque délivrable avait une date de livraison giémnelle.

2. Conduite du projet

J'avais la responsabilité opérationnelle de la gdeddu projet sous le contrdle du
Directeur de These et de I'Encadrante de thésaelms, deux structures formelles ont eu un

réle fondamental dans la conduite et la réoriemadiu projet au cours des trois années:

* Le comité de direction du projet ANR Métaprofile

¢ Le comité de these

Le comité de direction du projet ANR Métaprofile

Dans le cadre de 'ANR, des réunions d’avancemenpmbjet ont été réalisées tous les 6
mois. A chaque réunion, les partenaires devaiefdgnter les avancées scientifiques et les
problemes rencontrés le cas échéant. Un représet@ahlANR suivait ces avancées. Ces
réunions m’'ontpermis de faire un bilan régulier et formalisé desmecherches et ainsi

d’envisager la faisabilité temporelle de certairidivlables. A titre illustratif, le premier
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délivrable devait étre prét en septembre 2007, rorra@son de problémes techniques,

interruption de l'appareil d’analyse, et difficidtéle I'exploitation des résultats, cette étape a
été retardée. Néanmoins, grace aux différentesriesgme des membres de cette équipe, aux
échanges d'idées et de connaissance, le premieratdé a été réalisé. Les autres délivrables
doivent étre finalisés pour la fin de 'année 2008utes les données sont actuellement en

cours de traitement.

Le comité de these

Un comité de thése a été réuni, composé de chersckpeécialisés dans I'analyse chimique

par spectrométrie de masse ou chromatographieléqui

o Jean Philippe Antignac du LABERCA (Nantes),

o Christophe Junot du CEA (Saclay),

o Bruno Combourieu de I'Université Blaise Pascal (@ient Ferrand)

o Olivier Berdeaux (INRA Dijon).
Ce comité s’est réeuni a deux reprises, en fin éen@re année et en la fin de deuxieme année
de these. Lors de ces discussions, les échangexéotres enrichissants et ont permis une
orientation objective du projet de recherche. Lalisétion de comptes-rendus annuels fut
essentielle pour permettre des prises de décismliegiales et des choix sur les orientations

du projet scientifique.

La participation aux différents groupe de travagamisé par les réseaux européens (Nugo
ou Metabomeeting), m’'ont permis de me positionnar r@pport aux avancements de ma
thése. En effet, les discussions abordées lorgsleéuinions m’ont permis de réaliser que les
problemes que je rencontrais, étaient semblablesua d’autres équipes. Ces groupes de
travail ont permis de s’échanger sur certains pdiethniques concrets qui restaient ambigus

dans la littérature, et ainsi de mieux guider majgd.

169



Nouveau Chapitre de la these

3. Colt du projet (Annexe 1)

Ce projet est financé entierement par 'ANR Metéifgp la dotation totale versée
directement a I'équipe « plateforme de spectrométeé masse et de métabolisme » (PMSM)
chaque année. Le montant de cette dotation estrtiréuaalytigquement par postes de
dépenses : les déplacements, la sous-traitancapgeseils, le financement de la bourse de

these, I'équipement et la maintenance.

La consolidation du codt de la these fait en annguantifie le projet a 278 000 euros pour
les 3 années de recherche, ce qui est concordantlavbudget prévu initialement et les
reporting analytiques effectués aupres de I'ANRr eglobalité du projet Metaprofile.
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IV. Principales compétences développées au coursldehése

1. Compétences Scientifiques

Chromatographie Maintenance et développement de méthodes sur ub€ UP
Liquide Acquity et HPLC Alliance 2600 de chez Waters

Maintenance, diagnostic et réparation de la
. source électrospray et analyseur (Quadripble couplé a un
Spectrométrie de Mass: _ 5
temps de vol) de chez Waters. Elaboration de méthod

analytique.

] . Développement méthodologique de la préparation
Préparation i ) ) . .
) _ d’échantillons sur des matrices biologiques congsex
d'échantillons _
(plasma & urine)

Utilisation de logiciels de traitement du signalg8slynx).
Utilisation de logiciels spécifiques (XCMS, Markgk) qui
_ ) permettent de comparer les données de spectrordétrie
Traitement des données/
_ o masse.
interprétation des L o o
Utilisation de logiciels d'analyse statistiques¢&i$tat, SAS
Simca-P).

Utilisation de base de données afin d’'interpréter

résultats.

biologiquement les résultats. (HMDB, Kegg, Metlin)
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2. Connaissances méthodologiques

Veille scientifique et Rechercher, sélectionner, traiter et organisefofimation
bibliographique scientifique

Gestion du temps, planification des taches, ciassion des
priorités.
Conduite de projet Gestion des moyens matériels.
Organisation et animation des réunions du comitihélse :

Rapport d’avancement semestriel, livraison des/dédbles.

Mettre au point des méthodologies pour recueiéis tesultats :
Détermination de critéres de validation nécessalegprise de
décision, Utilisation de plan factoriel afin d’éual les logiciels
Méthodes d'analyse. utilisés.
Mise en place d’'une méthodologie rigoureuse paietdous
les paramétres analytiques afin de valider la nd&hoise en

place.

La démarche qualité ISO 9000 mise en place audeeia
5 . plateforme de spectrométrie de masse m’'a conduit &
Démarche qualité . : : _
mettre a jour des fiches existantes, et créerideed

d'instruction propre aux appareils utilisés.

Hiérarchisation des idées.
Valorisation scientifique lllustration scientifique claire des résultats.
Rédaction de manuscrit (francais et anglais). (Aerid.
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3. Qualités personnelles exprimées

Elaboration de stratégie, choix des sujets a aborfdgse de

Autonomie o
décision.

Rédaction quotidienne des actions a faire. Orgéinis et
animation de réunion.
Compte rendu détaillé des points importants etvaldgper

le cas échéant.

Organisation & Rigueur

Elaboration de poster et de communication oralmesg
o travaux au sein de I'équipe, de l'unité et de céngr
Communication ) _ .
internationaux et de collegues doctorants provedauitres

domaines.

La métabolomique est une discipline nouvelle eldmarche
a développer nécessitait de formuler des hypotr&ses
évitant les idées préconcgues. Analyser le besoin en
métabolomique et mettre en place des stratégiaesqtenir
Créativité & Persévérance une méthode plus rigoureuse était compliquée dtoait
beaucoup de point d’incertitude. Il a été nécessigr
reformuler
les problemes lié a la métabolomique par la
décomposition des éléments du probléme

Malgré mes difficultés a rédiger, a prendre la fmem public
et a parler anglais, j'ai continué a m’inscrire pdas oraux
o ou poster dans différents congres (nationaux et
Motivation _ )
internationaux).
J'ai mené de front : mon activité dans I'assocraties non

titulaires de I'INRA et ma these.
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4. Réseau professionnel développé

Développement de liens avec des biologistes : Rincgllin,
ANR METAPROFILE Alain Paris, une bioinformaticienne: Hélene Dumastedes
analystes.

Société Francaise de Conservation des liens avec le laboratoire de Géeunde Tabet

Spectrométrie de Masse et Carlos Afonso (Paris) et de Jean Francois M(i\etz).

Réseau Francais de  Développement de liens avec les acteurs de la wlétalgue
Métabolomique & en France au CEA Saclay, LABERCA de Nantes, Platefo

Fluxomique intégrative de Bordeaux, INRA de Toulouse.

Développement de liens avec de grands institutsittéion en

Nugo
Europe : TNO (Pays Bas).

_ A l'aide du directeur du site de Theix, Mr Beckeous mettons
Ancien doctorants de

'INRA en place un annuaire des anciens doctorants afident’les

jeunes doctorants a rentrer dans le monde professio

174



Nouveau Chapitre de la these

V. Conclusion

Cette these m’a permis de découvrir des domainentdijues nouveaux : la biologie,

I'épidémiologie, la réalisation d’études cliniqueddes statistiques multivariées.

Cette expérience a contribué au développement degoeur, en adoptant des méthodes
de travail efficaces et ma créativité en faisarilésr ce projet avec de nouvelles idées ou
approches. Aidée par la recherche bibliographigae,les discussions et les échanges avec
différents partenaires et chercheurs, mon esmitalyse et de synthése m’ont permis d’avoir

une gestion claire du projet, qualité nécessattesjpostes a responsabilité.

Une partie de ma mission consistait a présenteravascees scientifiques. Les méthodes
de communication, de la construction du raisonneéragrdéveloppement de I'argumentaire,
m’ont permis d’apprendre a exposer clairement désd. Ainsi cette expérience m’a permis
de prendre confiance en moi et d’améliorer mon &sgion orale et écrite. L’échange
scientifique et le travail en équipe ont été eslsndans mon épanouissement au sein de

cette équipe.

Je souhaiterais continuer a appliquer mes conmeigesaanalytiques dans des domaines
tels que les sciences du vivant, la pharmacologiel’@nvironnement. Par ailleurs, les
problémes techniques rencontrés au cours de ma th&mnt donné envie de participer au
développement instrumental de ces outils et d’&langs connaissances analytiques, sur de
nouveaux appareils tels que I'Orbitrap ou le FTIC&choix entre laboratoire public ou privé
pour mon futur emploi se fera essentiellement ewtfon des objectifs du poste proposé et
des opportunités qui vont réellement se concrétiséalement, je recherche un poste pour
lesquels des challenges dans le domaine de larepeittie de masse sont importants pour
capitaliser et développer mes connaissances ettesgsedéja construites lors de ces trois

dernieres années.
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Lexique

1. Structures & programmes

INSERM Institut National de la Santé et de la Reche Médicale (1)
CRNHL Centre de Recherche en Nutrition Humaine ylen(2)

LNH Laboratoire de Nutrition Humaine (3)

INRA Institut National de Recherche Agronomique (4)

CEA Commissariat a I'Energie Atomique (5)

LABERCA Laboratoire d’Etudes des Résidus et Contaamis dans les Aliments (6)
ANR allocation Nationale de Recherche(7)

NUGO The European Nutrigenomics Organisation (8)

PMSM Plateforme Métabolisme et Spectrométrie deddas

PFEM Plateforme d’Exploration du métabolisme

UNH Unité de Nutrition Humaine

RFMF Réseau Francais de Métabolomique et de Fluyaeni

SFSM Société Francaise de Spectrométrie de Masse

2. Termes scientifiques et techniques

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
LC Chromatographie Liquide
GC Chromatographie Gazeuse

MS Spectrométrie de Masse
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Annexe 1 Evaluation du codt de la these

Colts totaux (euros TTC)

Codt
Nature de la dépense Détails * Nompre unitaire Qggte-part Total
d'unités | moyen en | utilisation
€
1|Ressources Humaines Salaire Brut /mois Charges Zlgr:gii ch:frzzllr;eois (3:5?;;5) a:t Total
1.1} Hélene Pereira 1664 499 36 2163 1 77868
1.2l Encadrante 1 : Estelle Pujos Guillot 2500 630 36 0313 0.22 24789.6
1.3 Encadrant 2 : Jean Louis Sébédio 5800 1740 36 7540 21 0. 57002.4
1.4} Ingénieur : Jean Francgois Martin 3200 840 36 4040 0.31 45086.4
Sous-totalRessources Humaines 204746.4
2|Consommables N‘om'b,re Codt unitaire Qggte-p art Total
d'unités utilisation
2.1 Fournitures expérimentales
1-Produits chimiques indéfini indéfini 1 2531.2
2-Vials, inserts, verrerie, filtres indéfini indéfini 1 6533.4
3-Seringue 1 102 1 102
4-Colonnes 4 594 1 2371.1
5-Gaz 4 120 1 480.8
2.2 Fournitures de bureau indéfini indéfini 1 478.4
Sous-totalConsommables 124964

D
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3l infrastructures Codt annuel de I'équipé Colt mensuel de I'équiFeNombr_e Codt unitairg u(t?llijsc:t?c-)%a(;te Total
PMSP PMSM de mois| mensuel Iéquipe

3.1 Entretien, gardiennage, secrétariat 3000 250 36 14 07 0. 53

3.2 Loyers des locaux 792 66 36 5 0.07 167

3.3| Electricité, eau, chauffage 18114 1509.5 36 106 0.07 3800

3.4 Autres
1-Essence 1884 157 36 11 0.07 396
2-Traitements des dechéts 252 21 36 2 0.07 53
3-Mise en place des normes 5988 499 36 35 0.07 1343
4-Hygyéne et sécurité 960 80 36 6 0.07 202
5-Matériels moyens 18459 1538.25 36 108 0.07 3875
Sous-totalInfrastructures 99049
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: . Taux d'amortissement ¢ . Anpée de ... | Quote-part
4{ Matériel (amortissements) . R 'burée de I'amortissementprise en [Colt unitairg L Total
début de thése utilisation
compte

4.1 Matériel d'expérimentation
1-Spectrometrie de masse couplée a une
chrcf)matographie quuide—achétz en 2005 40% 5ans 3 250000 0.25 37500
2-Centrifugeuse-acheté en 2008 0% 3 ans 2 610D 0.07 245
3-Evaporateur sous azote-acheté en 2008 0% 3 ans 2 2500 0.07 118
4-Pousse seringue-acheté en 2007 0% 3 ans B 2000 0.2 5p0

4.2 Matériel informatique
1-Ordinateur de bureau-acheté en 2007 0% 3 ans B 1890 1 890 1
2-Disque dure-acheté en 2007 0% 1lan 1 396 1 39¢
3-Logiciels-acheté en 2007 0% 1lan 1 252 1 252
Sous-totalMatériel 40941
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5|Déplacements Transports/ Hébergements Inscription Nombre Co(t unitaird Qggte-part Total
de jours utilisation
5.1) Réunion de thése
1-Réunion ANR(*3) 250 0 3 83 1 250
2-Comité de thése(*2) 1000 0 2 500 1 1000
5.2 Congrés en France
i/;;:sosneg(rgg(;j;; la Société Francaise de Spectronaétiie 100 150 3 83 1 250
E:Ac;r;g;eégg; Société Francaise de Spectrométrie|de 100 150 3 83 1 250
2-Congres de Métabolomique et Fluxomique(2008 100 0 15 3 83 1 250
3-Metabomeeting (2008) 50 bourse 2 25 1 50
5.3 Congres a I'étranger
1-Nugo Workshop (Copenhague-2009) 400 0 4 100 1 40(
2-Metabolomics Society (Edmonton-2009) 300 1200 5 300 1 5001
Sous-totalDéplacements 395(
6| Formation Transports/ Hébergements Inscription Nombre Cout unitairg Qggte-part Total
de jours| moyen en § utilisation
6.1] Formation
1-Validation de Méthode 400 500 5 80 1 900
2-Anglais 0 120 5 24 1 120
3-Prendre la parole en public/ animation de débats 0 220 1 220 1 220
4-Gérer un projet et communication 0 280 2 140 1 280
5-Ecole d'été 80 700 5 156 1 780
6-Applied Biosystem (analyse des lipides) 50 0 1 50 1 50
6.2| Autres frais (Inscription a I'Université, Sécu.) 0 1350 indéfini indéfini 1 1350
Sous-totalFormation 3700
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: L Codt annuel de I'équipé Colt mensuel de I'équipeNombre ~ | Quote-part
7|Documentation et communication PMSP PMSM de mois Codt unitairg utilisation Total
7.1 Affranchissements, Internet, téléphone 6456 538 3p 8 3 0.07 1356
7.2 Impression Poster 62 5 36 5 1 180
7.3 Impressions 992 83 36 6 0.07 210
74 Qogum?ntatlon (périodiques, livres, bases de dannée 466 39 36 3 0.07 100
bibliothéque, etc.)
Sous-totalDocumentation et communication 1846
8| TOTAL 277589.

181



Nouveau Chapitre de la these

182



Nouveau Chapitre de la these

Annexe 2 Valorisation Scientifique

Development and validation of a UPLC/MS method fora nutritional metabolomic study
of human plasma.Publication.Hélene Pereira, Jean Francois Martin, Charlotte ylolean

Louis Sébédio, Estelle Pujos-Guillot. Metabolonfaxsceptée).

A strategy to analyse large batches of samples inet@abolomic study Hélene Pegira, Jear
Francois Martin, Jean Louis Sébédio, Estelle PugsHot. (en cours).

Mise en place d'une méthode d'analyse de plasma dane cadre d'une étude en
métabonomique Communication Orale et postétéléne Pereira, Jean Francgois Martin, Jean
Louis Sébédio, Estelle Pujos-Guillo€ongres du réseau francais de meétabolomique et
fluxomique.(Bordeaux). Février 2008.

Identification de biomarqueurs précoces des perturbtions métaboliques associées a la
prise de poids par spectrométrie de masse par uneppgroche en métabolomique
Communication OraleHélene Pereira, Jean Francois Martin, Jean Louidé&ko, Estelle
Pujos-Guillot.Animation Scientifique INRA de Clermont-Fd-Theixiid 2008 .

Untargeted analysis by LC/ESI/Qtof of urines of mie fed with a hight fat diet
Communication oraleHélene Pereira, Jean Francgois Martin, Jean Loui®é&ko, et Estelle

Pujos Guillot.Société Francaise de Spectrométrie de Masse. (Rlen&eptembre 2008.

Metabolomics on large batches of samples: problemand solutions for extracting
valuable information. Communication orale et postétéléne Pereira, Jean Frangois Martin,
Remy Burcelin, Alain Paris, Jean Louis Sébédio ellestPujos-Guillot. Workshop Nugo
(Copenhague). Février 2009.

Methods development for metabolic profiling of plasna samples for nutrition studies
Poster. Hélene Pereira, Jean Francois Martin, Remy Burcelixlain Paris, Jean Louis

Sébédio, Estelle Pujos-Guilld€ongrés Metabolomics Society (Edmonton CanadaleSdpe
2009
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ANNEXE | (CHAPITRE II)

Prednisone
COvaT0
HaN
Procaine
O“V"""“NﬁGHg
9]
CH3
CO737eE
Colchicine
CH5
. . HaC. CHs
4 Aminopyridine R
N CH34
9]
COvE39
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Aminoanthracene

C14417

Acide dehydrocholic

0
] '| OH
Tryptophane
N NH
H
DO0020
0O
CH4
Leucine HO™
NH; CH4
DO0030
Tyrosine

Dooozz
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HO

H,N

Phénylalanine
Doo0z1

Méthionine
DOooLs

Tableau 1_ Structure des standards biologiques rédobiotiques étudiés

189



ANNEXE

190



ANNEXE 2 (CHAPITRE 1)

ANNEXE
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ANNEXE 3 (CHAPITRE 1lI)

ANNEXE

Individus ayant swivi le régime hyper-lipidigque
pendant 56- semaines

|

Tons
extraits et
alignés

Temps de .
rétention —

2264 70.01
047 007
1547 TL0S
881 159

049 7208

&8 72.12

2.73 7294
14.64 74.06
1531 74.06
1626 7407
17.02 7407
1795 7408
2142 74.09
208 74.09

22.2 74.09
15.73 45737
926 45835

495 45929

- DOK  angfr_140K angir_280K

260.2463 2713848 307.8416
36565503 B3T3 31655
2086075 216.7085 208.62
B4.6752 D a.nr
419.2585 2926716 256.1985
[1] D [1]

0 233.4347 2274534
Incl"}\'ldu a\:}fc un g
INl6 mutiab 25 o
D D D
73.6182 0 0
SROR19 D D
440167 0 0
D D D

0 0 0

0 0 0
113.0856 1518068 106.6606

fangfr SGOK  barri_140K  barri 560K |
0 0 0
345176 1964729 266116
0 150.8861 215.6961
544254 90.1322 0
248.0752 SR2668 180.504'
[1] 0 0
276.4502 IDLEX2S 7s.48m
Indviduav®cun ©
o 0 _ 0
sbboke ' 11flale 25 o
[1] 0 0
0 0 0
731164 0 0
0 1] 0
0 0 0
0 0 0

0 0
£5.0652 122. 2581 1016114

Représentation d'une matrice de donnée
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En enfin, je terminerai par la phrase de mon cakellonsieur Bernard LYAN
si souvent répétée durant ces trois années de :the§€® n’'est pas que je
m’ennuis ici, mais le devoir m'appelant ailleurs n@en vais de ce pas le
rejoindre. ».... Merci Bernard !
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RESUME EN FRANCAIS:

L’étude du métabolome est un challenge analytique important, de par la grande diversité chimique des
métabolites présents a des concentrations trés variables dans les matrices biologiques. Ce travail
présente une stratégie analytique mettant en ceuvre le couplage chromatographie liquide /
spectrométrie de masse afin d’acquérir des profils métaboliques de fluides biologiques et d’identifier
des biomarqueurs potentiels de dysfonctionnements métaboliques. Une attention particuliere a été
donnée a 1’étude des sources de variabilité analytique, depuis I’étape de préparation d’échantillons
jusqu’au traitement des données. Un protocole optimisé a été proposé et appliqué a une intervention
nutritionnelle (ANR METAPROFILE). L’identification a été basée sur I’utilisation des bases de
données, ainsi que sur [Dinterprétation des informations spectrales (profils isotopiques et

fragmentations MSn).

TITRE EN ANGLAIS :

Development of a metabolomic approach by mass spectrometry. Application to Nutrition.

RESUME EN ANGLAIS :

The study of small molecules, defined as the metabolome, is an important analytical challenge due to
the wide variety of metabolites with different physico-chemical properties, which are present at
different concentrations. We report, here, an analytical strategy using mass spectrometry coupled to
liquid chromatography (LC/MS) to acquire metabolic profiles from biofluids and identify potential
biomarkers of metabolic dysfunctions. Special attention was given to the analytical variability from
sample preparation to data processing. An optimized workflow was proposed and applied to a
nutritional intervention (ANR METAPROFILE). The biomarker identification process included

database queries and study of spectral informations from isotopic patterns to MSn fragmentations.

DISCIPLINE :

Ecole Doctorale des Sciences Fondamentales — Spécialité Chimie

MOTS CLES :

Meétabolomique, Spectrométrie de masse, Métabolisme, Nutrition

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE :

Plateforme d’Exploration du Métabolisme - Unité de Nutrition Humaine UMR1019
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