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PARTIE 1

INTRODUCTION



L’observation des variations de composés dans les fluides biologiques afin de caractériser et
d’identifier des pathologies n’est pas une nouveauté. Le concept existait déja des I’antiquité,
et au moyen-age avec I’utilisation d’un « diagramme des urines » qui liait la couleur, I’odeur
et le goat des urines en fonction du changement de 1’état de santé'. En pratique clinique
courante, la mesure de parameétres physiologiques (la température d’un patient par exemple),
biochimiques (une glycémie), ou moléculaires peuvent étre des parametres suivis pour définir
un état physiologique ou pathologique. Aujourd’hui, I’utilisation de techniques plus modernes
permettent 1’analyse des échantillons biologiques, mais le principe fondamental reste le
méme : observer les variations de marqueurs biologiques, comme les métabolites associés a

différentes conditions biologiques.

Phand
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Figure 1: Diagramme des urines’.
Cette roue qui liait ['odeur, la couleur, le goiit des urines a un état pathologique, a été publiée en 1506 par
Ulrich Pinder dans son livre « Epiphanie Medicorum ».

Rechercher des marqueurs biologiques d’un état (physiologique ou pathologique) qui
permettraient un diagnostic précoce et donc une prise en charge plus rapide, une orientation
pronostique, un suivi ou une indication thérapeutique, fait partie des enjeux modernes de la

recherche en biologie et en médecine. Ces marqueurs biologiques peuvent étre définis comme



des biomarqueurs, c’est-a-dire, comme une « caractéristique biologique mesurée de facon
objective et évaluée comme un indicateur, soit de processus biologiques normaux ou
pathologiques, soit de réponses pharmacologiques résultant d’une intervention
thérapeutique »2.Un biomarqueur efficace doit étre sensible, prédictif, mesurable, d’acces
facile et de cot faible’.

Bien qu’actuellement de nombreuses techniques approuvées et validées en biochimie, en
biologie moléculaire, grace au génie enzymatique ou génétique par exemple, permettent
d’obtenir un ensemble d’outils pour I’exploration des marqueurs biologiques, il existe de
nouvelles techniques, en plus de ces moyens classiques d’acces aux biomarqueurs, comme
celles des « OMICs » (génomique, transcriptomique, protéomique, métabolomique) qui
ouvrent de nouvelles opportunités pour la recherche et la découverte de biomarqueurs. Leur
finalité serait de révéler et caractériser des profils génétiques, protéiques, lipidomiques,

métaboliques ou encore hormonaux unique d’un état pathologique.

LW
Genes (Génomique) A

et

Métabolites (métabolomique)

Figure 2: 'approche métabolomique et les nouvelles techniques "OMICs"'.



Dans la pratique médicale actuelle, il n’est pas rare de découvrir ou de détecter une pathologie
de maniere fortuite lors d’un examen clinique. La plupart des examens cliniques ou
paracliniques ne sont prescrits et réalisés que lorsqu’on suspecte une pathologie chez un
patient, ce qui signifie qu’ils sont efficaces pour détecter des pathologies installées, sans
forcément avoir un réle prédictif. On peut alors considérer deux fagons d’aborder la recherche
de biomarqueurs : d’une part ceux qui permettent de confirmer le diagnostic d’un état
pathologique, d’autre part ceux qui ont un role prédictif. Cet aspect est primordial dans le cas
des cancers par exemple, ou la précocité¢ de la détection est associée a 1’augmentation des

O] 4
chances de rémission”.

En ce qui concerne la sclérose en plaques, le diagnostic reste trés délicat a poser, car le
manque de tests diagnostiques plus sensibles et spécifiques pour dépister cette pathologie ou
suivre son évolution reste un obstacle pour 1’amélioration de la prise en charge précoce de la
maladie. Les nouvelles technologies émergentes ces derniéres années ont permis de
développer des techniques qui permettent justement un diagnostic plus précis, un dépistage

précoce ou le suivi de prise en charge thérapeutique.

C’est dans ce contexte que notre étude portera sur I’analyse métabolomique du LCR et du
sérum de patients atteints de SEP. Nous avons fait le choix d’utiliser la Résonance
Magnétique Nucléaire du Proton (RMN 'H) comme outil d’exploration du
métabolomeinvitro, cela nous permettant d’établir un profilage métabolomique précis des
patients sains et des patients malades. L utilisation de la RMN du Carbone (RMN '*C) vient
en complément afin d’obtenir une identification structurale des métabolites. Apreés analyse
statistique (ACP ou PLS), les métabolites retrouvés comme discriminants les deux groupes de
patients pourraient devenir de potentiels biomarqueurs de la SEP ou de son évolution, et

pourraient permettre de mieux comprendre les processus physiopathologiques de la maladie.

I.1 La Sclérose en Plaques

La SEP est une maladie auto-immune et inflammatoire du systeéme nerveux central, qui
affecte les gaines de my¢éline et entraine la démyélinisation des fibres nerveuses du cerveau,
de la moelle épiniére et du nerf optique. C’est une pathologie a prédominance féminine® (3

femmes pour 1 homme), qui survient plus fréquemment chez les jeunes adultes (vers 20 a 30



ans pour le premier épisode) et dans les pays de I’hémisphére nord.La race caucasienne est la
plus touchée. La maladie est plus commune en Europe, en Amérique du Nord ou en Australie,
alors qu’elle est rare dans les pays de I’hémisphére sud, en Afrique ou en Amérique du sud.
L’Europe est une zone a prévalence haute de la maladie, avec pres de la moitié¢ des patients
atteints® par rapport a I’ensemble des patients touchés dans le monde. On retrouve un gradient
de répartition du nombre de personnes atteintes en Europe, avec une augmentation de la
prévalence du sud vers le nord et de 1’ouest vers I’est. Plus de 2,5 millions de personnes sont

atteintes a travers le monde’.

Figure 3: prévalence mondiale pour 100 000 habitants de la sclérose en plaquess.
Le nombre de personnes atteint par la SEP est plus important dans [’hémisphere nord que dans I’hémisphére
sud.

La SEP, au niveau physiopathologique, touche la gaine de myéline, qui entoure les axones et
participent a la transmission de I'influx nerveux. Elle est endommagée suite a une
inflammation du systéme nerveux. Lorsque ce phénomene inflammatoire disparait, un
processus de régénération de la gaine de myéline apparait (ou remy¢élinisation) mais lorsque

I’inflammation se reproduit et devient chronique, un durcissement des tissus apparait, a type



de scléroses. La topographie des I¢ésions particuliere, en plaques, a donné le nom de « sclérose
en plaquesy, attribu¢ en 1868 par Charcot. L’origine de la maladie reste peu connue, et
multifactorielle, mais il est fréquemment considéré que cette maladie auto-immune est médiée
par les lymphocytes T. L’invasion des lymphocytes T CD4+ autoréactifs dans le SNC est une

étape centrale dans le déclenchement de la maladie’.

Neceud
de Ranvier

Myéline

Gaines
de myéline °

Figure 4: Schéma de ’organisation des neurones dans le SNC'’.
La Sclérose en plaques détruit myéline, oligodendrocytes et axones.

La SEP n’altére pas I’espérance de vie, mais elle entrailne un handicap progressif tres

invalidant pour le patient.

I.1.a Différentes formes de SEP

La SEP est une pathologie difficile a diagnostiquer et a qualifier. Chaque patient présente une
forme de la maladie qui lui est propre, cependant, en fonction du type d’apparition de la

maladie et de son évolution, on peut différencier 3 types de SEP:



- SEP rémittente-récurrente (RR)
La SEP rémittente-récurrente est la forme la plus répandue, avec prés de 85% des formes
débutantes. Il y a une alternance entre phases de poussées et phases de rémissions. La poussée
est définie comme ¢étant I’apparition de nouveaux symptomes ou 1’aggravation d’anciens
symptomes, pendant plus de 24h, et sans poussée fébrile. Leur fréquence est aléatoire,
pouvant aller de plusieurs fois par an a une tous les 10 ans. En moyenne, un patient présente

une poussée tous les 18 a 24 mois.

- SEP secondairement progressive (SP)
La SEP secondairement progressive caractérise les épisodes d’aggravation réguliere
irréversible. Les rémissions sont mineures, et il y a peu ou pas de rechutes. La maladie et le
handicap progressent réguliérement.
50% des patients atteints par une forme débutante rémittente-récurrente se trouvent atteints
par une forme secondairement progressive aprés 10 ans de maladie, et 95% d’entre eux en

sont atteints apres 25 ans.

- SEP progressive d’emblée
La SEP progressive d’emblée est beaucoup plus rare et touche 15% des patients. La
progression de la maladie est continue, sans rémissions ni poussée. Cette forme affecte

généralement les patients plus agés, qui débutent une SEP apres 40 ans.

I.1.b Initiation et diagnostic de la maladie

Les facteurs génétiques semblent étre de premiere importance dans le déclenchement de la
pathologie, en lien probable avec des facteurs environnementaux''. D’autres hypothéses
suggerent qu’il peut y avoir un lien entre le déclenchement de la maladie et la présence de
certains agents infectieux, qui pourraient potentialiser le développement d’une réaction auto-

immune dirigée contre le SNC.

Les lymphocytes T auto-réactifs de I'immunité (CD4+ et CD8+) ainsi qu’un antigéne

semblable a la myéline jouent un role important dans la maladie'*"*"

. Les lymphocytes T
activés migrent a travers la barriere hématoencéphalique, infiltrent le SNC, et initient la
réponse inflammatoire passant par des cytokines et des macrophages dirigés contre les

oligodendrocytes et les axones, ce qui conduit a la démyélinisation et au dommage axonal.



L’inflammation en cours est responsable des dommages axonaux secondaires
(neurodégénérescence), ce processus €tant responsable du handicap retrouvé dans les formes

secondairement progressives.

1. Activation
4. Invasion

3. Attraction

, g
APC 7 \}
QL |

2. Adhesion

6. Demyelination
Periphery TR -

Figure 5: un modéle d’immunopathogénése de la SEP".

Les cellules T autoréactives sont activées chez les patients SEP(1), a cause de facteurs génétiques ou
environnementaux. Les molécules d’adhésion endothéliales comme ICAM-1 et VCAM-1 sont augmentées (2), ce
qui facilite leur migration dans le SNC. Les chimiokines et [’élaboration de métalloprotéases peuvent augmenter
la migration en dégradant les protéines extracellulaires de la matrice (4). Les cellules T autoréactives passent a
travers la barriére hématoencéphalique (BHE). A l'intérieur du SNC, la réactivation des cellules T par des
cellules présentatrices d’antigenes provoque la libération de médiateurs pro-inflammatoires et cytotoxiques. La
gaine de myéline est alors attaquée (6) suivant différents mécanismes : attaque par les cytokines ; digestion des
antigenes de surface de la myéline par les macrophages ; attaque médiée par le complément ; attaque directe
par les lymphocytes T CD4+ et CD8+

Les cellules B jouent également un réle important dans la pathogénése de la SEP, a I’image de
I’augmentation de la syntheése des immunoglobulines intrathécales chez les patients SEP.
Cette augmentation est mise en ¢évidence par la présence de bandes oligoclonales

, . . , . . e 1
supplémentaires lors de 1’isoélectrofocalisationdes protéines sur gel d’agarose'.



Le diagnostic de SEP, trés délicat a établir, est basé a I’heure actuelle sur un faisceau
d’arguments cliniques et de symptomes €vocateurs : un début entre 15 et 30 ans, I’alternance
de poussées et de rémissions, une névrite optique rétrobulbaire (douleur unilatérale aigiie
accentuée par les mouvements oculaires, le nerf optique est 1ésé¢ au niveau rétrobulbaire'®),
une ophtalmoplégie internucléaire (mouvements oculaires horizontaux anormaux), le signe de
Lhermitte (symptome sensoriel a type de décharge électrique dans la moelle ou dans un
membre lors d’une flexion de nuque'’) ou le phénoméne « Uhthoff» (une sensibilité
exacerbée 4 la chaleur'®). D’autres symptomes cliniques comme une fatigue constante, des
troubles de la marche et de la coordination, une dépression, des troubles cognitifs ou
intestinaux, vésicaux et sexuels® peuvent étayer le tableau clinique. Enfin, les résultats de
I’observation des 1¢ésions a I’IRM et sur I’examen du liquide céphalo-rachidien permettent de
caractériser les processus neuroinflammatoires. L’analyse du LCRpermet donc d’orienter le
diagnostic mais également d’écarterdes diagnostics différentiels (lupus érythémateux, maladie

de Gougerot-Sjogren...).

Ce sont les critéres révisés de McDonald" qui permettent de confirmer le diagnostic de SEP.
Un patient sera diagnostiqué comme atteint de la sclérose en plaques s’il présente un critére
temporel (plus de deux poussées successives) et un critére spatial de dissémination des 1€sions
a I’imagerie, ce qui peut prendre plusieurs mois. L’utilisation de I’'IRM a un impact important
dans le diagnostic plus précoce et précis de la maladie. En effet, I’IRM, sensible au contenu
en eau du parenchyme, permet de mettre en évidence les 1ésions cedémateuses, démyélinisées
ou gliotiques, sous la forme d’hypersignaux lors d’utilisation de séquences pondérées
T2/FLAIR, par exemple. D’autres 1ésions, trés démyélinisées ou trés cedématiées, peuvent

apparaitre en hyposignal en séquence T1%°.



Présentation clinique Données supplémentaires nécessaires au diagnostic

> 2 poussées ; > 21ésions cliniques Aucune

> 2 poussées ; 11ésion clinique Dissémination spatiale démontrée par IRM ou
21ésions IRM et LCR positif ou
Attendre une nouvelle poussée dans un site différent

1 poussée ; > 2 1ésions cliniques Dissémination temporelle démontrée par IRM ou
Deuxiéme poussée
1 poussée ; 11ésion clinique (forme mono symptomatique, syndrome clinique isolé) Dissémination spatiale démontrée par IRM ou

21ésions IRM et LCR positif et Dissémination temporelle
démontrée par IRM ou
Deuxiéme poussée
Progression insidieuse évocatrice de SEP Progression clinique sur au moins 1an
deux des 3items suivants:
>91ésions cérébrales T2 ou 4-8 Iésions cérébrales et PEV
anormaux
> 2 lésions médullaires focales
LCR positif

MacDonald révisé, 2005.
LCR positif signifie la présence de bandes oligoclonales spécifiques du LCR ou augmentation de I'index IgG.

Critéres IRM en faveur d'une SEP: dissémination spatiale
3 des 4items suivants
Une lésion rehaussée par le gadolinium ou 9 Iésions T2
Au moins une lésion sous-tentorielle
Au moins une Iésion sous-corticale
Au moins 3 lésions périventriculaires
Critéres IRM en faveur d’une SEP : dissémination temporelle
Détection d'une lésion rehaussée par le gadolinium au moins 3 mois apreés le
début des symptomes (si elle ne correspond pas aux signes cliniques)
Détection d’'une nouvelle Iésion T2 si elle apparait aprés une premiére IRM
pratiquée au moins 30 jours apreés le début des symptomes cliniques

Tableau 1: Critéres de McDonald révisés.
Tableau reprenant les critéres de McDonald révisé pour le diagnostic de la SEP? (haut) ainsi que le tableau
reprenant les criteres IRM de dissémination spatiale et temporelle (bas).

I.1.c Evolution de la maladie et prise en charge

La progression du handicap moteur est une des difficultés principales du patient atteint de
SEP. Cette progression est mesurée a I’aide d’une échelle internationale, EDSS>
(ExpandedDisabilityStatusScale), qui évalue huit parametres fonctionnels. L’échelle est cotée
de 0 (pas de handicap) a 10 (déces). Elle évalue 4 paramétres dits « majeurs » : la fonction
pyramidale, cérébelleuse (pour la coordination des mouvements), sensitive (pour le toucher et
la douleur) et du tronc cérébral et 4 parametres dits « mineurs » : le transit intestinal et la

fonction urinaire, la fonction visuelle et la fonction cérébrale.
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Figure 6: Echelle EDSS pour I’évaluation du handicap de sclérose en plaques.
L’échelle est chiffrée de 0 a 10. 0 pour un examen neurologique normal, jusqu’a 10 lors du déces du patient.

La prise en charge de la SEP est pluridisciplinaire, et associe le médecin mais également
I’ensemble de 1’équipe médicale et paramédicale (kinésithérapeute, psychologue, assistante
sociale...). Les traitements médicamenteux usuels de la SEP associent classiquement des
traitements des poussées et des traitements de fonds de la maladie, en plus de traitements

symptomatiques en fonction de 1’état du patient.

La prise en charge des poussées séveres ou prolongées se fait généralement par I’utilisation de
corticoides, grace a leurs propriétés anti-inflammatoire et immunomodulatrice. La
corticothérapie est souvent réalisée par voie IV, a I’hopital. Le traitement n’a pas d’intérét
préventif et n’influence pas 1’évolution de la maladie. En théorie, n’importe quel corticoide
peut étre utilisé, mais en pratique, la méthylprednisolone (Solumédrol) administrée en IV a la

dose de 0,5g a 1g/j pendant 3 a 5 jours est privilégiée.

Les traitements de fond font généralement appel aux immunosuppresseurs, comme les
interférons béta (béta-la avec Avonex® et Rebif® ou béta-1b avec Bétaféron®). Ces
glycoprotéinesaux propriétés immunomodulatrices sont indiquéeschez les patients présentant
des SEP marquées par des poussées successives dans les 2 ou 3 années précédentes. Il est
fréquent de voir des effets secondaires de ces interférons, notamment des réactions au site
d’injection ou des syndromes pseudo-grippaux (prévenus pas la prise d’antalgique

antipyrétique ou d’un AINS). La surveillance du traitement est étroite avec NFS, numération
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plaquettaire, surveillance hépatique.L’acétate de glatiramere (Copaxone®) est un autre
immunomodulateuravec une activité thérapeutique analogue aux interférons. Il permet de
réduire les 1ésions inflammatoires visibles a I’IRM. Enfin, d’autres immunosuppresseurs sont
utilisés dans la SEP, hors AMM, en cas de contre-indication ou d’inefficacité des premiers. Il
s’agit du méthotrexate, de 1’azathioprine, de la ciclosporine, du mycophénolate ou encore du

cyclophosphamide.

D’autres traitements par voie injectable, soit réservés a 1’'usage hospitalier ou encore en cours
de développement existent, comme les anticorps monoclonaux (natalizumab,alemtuzumab,
daclizumab, rituximab), les immunosuppresseurs (mitoxantrone), ou encore les traitements
agissant sur la composante inflammatoire (fingolimod, tériflunomide, laquinimod,
diméthylfumarate). Enfin, il existe des traitements par voie orale qui pourraient permettre
d’augmenter 1’observance grace a leur facilit¢é d’administration : fingolimod, laquinimod,

cladribine (Tréosulfan®) ou encore tériflunomide (métabolite actif du léflunomideArava®).

Un ensemble de traitements symptomatiques peut étre propos€ au patient en fonction de ses

atteintes, en luttant notamment contre :

- La spasticité : bacloféne(Liorésal®), dantroléne (Dantrium®), et encore des injections
de toxine botulique,

- Les troubles urinaires : oxybutinine (Ditropan®) et toltérodine (Detrusitol®),

- La constipation,

- Les troubles sexuels : sildénafil (Viagra®), tadalafil(Cialis®), vardénafil (Levitra®)

- La douleur et les douleurs neurogenes :utilisation des antiépileptiques comme la
carbamazépine ou le valproate de sodium, ou bien encore avec la gabapentine,

- La fatigue : et notamment I’effet chape de plomb de la maladie, qui est traité¢ par

amantadine (Mantadix®), hors AMM.

Aprés avoir abordé les principaux ¢€léments permettant la compréhension de la
physiopathologie, du diagnostic et de la prise en charge de la sclérose en plaques, intéressons-
nous aux bases physiques de la RMN, qui constitue 1’outil d’exploration du LCR et du sérum
utilisé dans cette étude. La compréhension des ¢léments physiques de résonance magnétique,
mais €également de lecture du spectre sont indispensables afin d’interpréter les résultats d’une

¢tude métabolomique.
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1.2 La Résonance Magnétique Nucléaire

I.2.a Bases physiques

La RMN repose sur un principe fondamental de magnétisme nucléaire : les noyaux des
atomes sont constitués de protons et de neutrons qui se comportent comme des aimants
microscopiques caractérisés par leur spin (grandeur quantique). Afin d’étre observables en
RMN, ces noyaux doivent avoir un spin non nul, c’est-a-dire que leur nombre de nucléons
(nombre de masse A) et leur nombre de protons (nombre Z) ne doivent pas étre pairs.Bien que
de nombreux noyaux peuvent étre observés en RMN commele 'H, "c, "N, "F et *'P,
I’intérét se porte généralement sur les noyaux 'H, °C et *'P seulement, du fait de leurs
propriétés atomiques (spin non nul et abondance naturelle). Ces noyaux peuvent subir des
transitions énergétiques lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique statique (BO) et
lorsqu’on leur applique des pulses radio-fréquencés™ ayant une énergie précise et égale a leur
fréquence de précession (ou fréquence angulaire w0 définie par I’équation de Larmor®*).Leur
¢tat d’équilibre est alors perturbé et les noyaux sont déplacés dans un état d’excitation en
absorbant I’énergie provenant du champ RF. C’est ce phénoméne que 1’on appelle résonance.
Le signal est observé lorsque les noyaux retournent a leur état d’équilibre en induisant le FID
ou signal de précession libre. Ce sont ces données qui, apres avoir subies une transformée de

Fourier, donnent le spectre RMN.

I.2.b Propriétés magnétiques de I’atome

Comme nous I’avons vu précédemment, la RMN repose sur le principe de magnétisme
nucléaire, les noyaux se comportant comme des micro-aimants caractérisés par leur spin.
Deux notions sont fondamentales a la compréhension du mécanisme de résonance
magnétique : le vecteur d’aimantation microscopique et le vecteur d’aimantation

macroscopique.

i. Vecteur d’aimantation microscopique

Le proton, qui possede une charge positive, et qui est animé d’un mouvement de rotation, va
entrainer 1’apparition d’un champ magnétique, appelé moment magnétique. Ce moment

magnétique est aligné sur 1’axe de rotation et est représenté par un vecteurd aimantation u. Le
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noyau hydrogene, formé d’un seul proton, possede un moment magnétique €levé, qui donne

lieu a un important phénomene de résonance.

Figure 7: Le vecteur d’aimantation dans le cas d’un proton.

ii. Vecteur d’aimantation macroscopique

Dans le cas ou I’échantillon n’est soumis a aucun champ magnétique extérieur, les vecteurs
d’aimantation des protons de I’échantillon sont orientés de fagon aléatoire, et la résultante de
tous ces vecteurs d’aimantation est nulle. I n’y a pas de vecteur d’aimantation

macroscopique.

Si on vient appliquer un champ magnétique extérieur BO a ces protons, il y a une
réorganisation des vecteurs d’aimantation, avec un peu plus de protons paralleles

qu’antiparalleles, ce qui va créer un vecteurd aimantationmacroscopique, a 1’origine du signal

RMN.

No external Applied external
magnetic field magnetic field

Pl KA
¢
ol R

“Net Magnetization”

Figure 8: Alignement des protons dans le champ BO0.
A gauche, il n’y a pas de champ magnétique externe. A droite, ['application du champ B0 provoque une
réorganisation paralléle et antiparalléle des protons.
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On dit que les protons précessent autour de B0, avec une fréquence angulaire w0 définie par
1’équation de Larmor : ©0 = y.B0**y étant le rapport gyromagnétique de 1’espéce nucléaire

considéreée.

I.2.c Noyaux atomiques et phénoméne de résonance

Les noyaux atomiques ¢étudiés en RMN sont ceux possédant un moment magnétiquenon
nul**('H, °C, N, "F et *'P, qui subissent des transitions énergétiques lorsqu’on applique un
pulse de radio-fréquence). Tout comme lors des expériences RMN, la Spectroscopie par
Résonance Magnétique in vivo (SRM) s’intéresse plus particuliérement aux noyaux'H,"’C et

3'P en pratique clinique.

Le principe méme de la RMN consiste a étudier les modifications d’aimantation des noyaux

lorsque 2 champs magnétiques sont appliqués :
- Un champ magnétique statique (BO)

- Un champ magnétique tournant ou onde radiofréquence (RF), de direction

perpendiculaire a BO.

Comme nous venons de la voir, lorsqu’on applique le champ magnétique BO puissant, les
noyaux peuvent prendre deux orientations différentes : soit ils s’alignent dans la méme
direction que le champ BO (position paralléle) et possedent alors une énergie plus basse, soit

ils s’alignent dans la direction contraire (position anti-parallele).

Les spins précessent dans deux directions opposées, et sont dans un état d’équilibre.
Pour observer un signal RMN, il faut perturber 1’état d’équilibre en soumettant les spins a un
champ magnétique tournant ou Radiofréquence (RF), dont la fréquence doit étre égale a la
fréquence de Larmor w0 spécifique des protons dans le champ magnétique donné. Cette
impulsion RF est transmise pendant une courte période : c’est ce qu’on appelle le pulse RF.
Les protons sont alors déplacés dans un état d’excitation en absorbant I’énergie provenant du

champ RF. Ce phénomene est appelé résonance.
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Figure 9: Absorption de I’énergie Radio Fréquencée.

A gauche, avant 'impulsion RF, la petite fleche noire représente |’aimantation microscopique, paralléle au
champ B0. Au centre et a droite, le pulse RF produit a la fréquence de Larmor provoque un déplacement de
I’axe de rotation du proton de z vers y**.

Apres excitation, il y a retour a ’état d’équilibre et apparition de phénomenes inverses que
I’on appelle relaxation T1 et T2. Le temps T1 est appelé « temps de relaxation spin-réseau »,
il est de I’ordre de la seconde et représente le temps nécessaire pour que 63% des spins
retournent a leur état fondamental. Le temps T2 est appelé « temps de relaxation spin-spin ».
Ces temps de relaxation sont responsables, par exemple, des contrastes en Imagerie par

Résonance Magnétique Nucléaire et permettent donc d’observer les images.

I.2.d Le FID : signal de précession libre

A T’arrét de I’excitation RF, les spins retournent a leur état d’équilibre, et restituent 1’énergie
acquise sous la forme d’un signal décroissant avec le temps et de fréquence spécifique : c’est
le FID (Free Induction Decay).Cette énergie est captée par une bobine réceptrice, de direction
perpendiculaire au champ B0, et placée dans le plan transverse, qui permet de mesurer la
variation d’aimantation décrite précédemment. Cette variation est a 1’origine d’un courant

¢lectrique : c’est le signal RMN.
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Figure 10: Séquence de base pour la spectroscopie RMN.
(A) Aprés une impulsion RF, de durée 1, le signal est détecté pendant la durée 2. (B) représente la séquence
permettant une présaturation de [’eau.

Le signal RMN enregistré est complexe et contient plusieurs fréquences. Afin de séparer ces
fréquences et de déterminer leurs intensités respectives pour obtenir un spectre, on applique

une transformation de Fourier.

Transformation

de Fourier l

1 2

Figure 11: le signal RMN et la transformée de Fourier.
Le signal RMN détecté (1) et le spectre obtenu apreés transformation de Fourier (2).

I.2.e Les paramétres du spectre RMN : unités de mesure

Certains parameétres sont importants pour la lecture et 1’identification d’un spectre RMN. Ils
varient en fonction de 1I’environnement chimique du proton et apporte des informations sur la
structure du métabolite. Parmi ces parameétres, les plus importants restent le déplacement

chimique 6 exprimé en ppm, la constante de couplage J en Hz, la multiplicité et I’intensité du
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signal en unités relatives. Il est important de noter que les expériences doivent étre réalisées
dans les mémes conditions physico-chimiques de température et de pH. En effet, les
parametres précédents sont soumis aux variations de ces conditions physico-chimiques.
L’1déal étant de se placer dans les mémes valeurs que les bases de données existantes afin de

faciliter ’interprétation des spectres.

Constante de couplage

Intensité
— J s

|l

Référence

0, S, 3, 0

déplacements chimiques (ppm)

>
>

Densité électronique

Figure 12: Représentation schématique des paramétres RMN.

i. Le déplacement chimique

Cette valeur & définit la position du signal suivant I’axe des fréquences du spectre. 11 est
calculé a partir d’une valeur de référence. Nous utilisons le TMSP comme référence, et la

valeur 0 est calculée avec la formule :

Les fréquences v et vy sont de 1’ordre du MHz, et sont donc trés grandes, c’est la raison pour

laquelle & est exprimé en ppm.
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ii. La densité électronique

Cette densité¢ électronique est responsable du blindage ou déblindage des atomes qu’on
analyse en RMN. En effet, I’atome se trouve dans un environnement qui peut-&tre électro-
attracteur ou répulseur. Des atomes voisins ¢électroattracteurs vont induire un déblindage
¢lectronique, alors que des atomes électrorépulseurs auront tendance a augmenter la densité
¢lectronique autour du noyau. Ce phénomene impacte directement la mesure, puisque plus un
¢lectron sera « déblindé », plus la radiofréquence nécessaire a provoquer sa magnétisation
transversale sera élevée. Cela laisse donc apparaitre 2 zones sur le spectre RMN : une zone de
hauts champs magnétiques et une de bas champs. L’ensemble de ces zones est caractéristique
des noyaux et de leur substitution. C’est ce qui permet de déterminer la structure d’une

molécule par 1’outil RMN.

Densité électronique faible Densité électronique forte
zone des bas champs zone des hauts champs
10 : : AT 0
' Déplacements chimiques (ppm)

Figure 13: Représentation des déplacements chimiques et correspondance avec la densité électronique.

Apres avoir abordé quelques notions fondamentales de Résonance Magnétique Nucléaire,
nous permettant notamment de comprendre le fonctionnement de la RMN et la lecture d’un
spectre, la partie 11 de ce travail s’intéressera a dresser un état de I’art de la métabolomique et

de son utilisation comme méthode de découverte des biomarqueurs.
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PARTIE 11

ETAT DE L’ART
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I1.1 Naissance et progres de la métabolomique

I1.1.a Métabolomique et métabonomique

Les termes « Métabolomique »> et « métabonomique » sont apparus a la fin des années 1990,
début des années 2000, et désignent 1’étude du métabolome. Le but de la métabonomique est
la mesure de la réponse métabolique dynamique globale des systémes vivants aux différents
stimuli ou manipulation génétique. En pratique, il n’y pas de différence entre la
métabonomique et métabolomique, mais le terme métabonomique reste plus utilisé dans le
cadre de recherches en santé afin de décrire I’empreinte ou « fingerprinting » d’un
changement biomédical observé suite a une pathologie, des médicaments ou des toxines’.
Ces ¢tudes apportent des informations capitales grace aux mesures et aux modélisations
mathématiques des variations des produits du métabolisme retrouvés par exemple dans les
fluides biologiques et dans les tissus. Elles permettent ainsi d’observer les effets des aliments,
médicaments ou des pathologies sur I’organisme. C’est une approche en pleine expansion
dans le domaine biomédical, des études toxicologiques ou du métabolisme”.

Une des définitions proposées pour la métabolomique peut-étre la suivante : « C’est une étude
quantitative des métabolites dans un systéme biologique, et des changements dans les
concentrations ou les flux de ces métabolites en rapport avec des perturbations génétiques ou
environnementales»”*. C’est une discipline qui étudie les métabolites, qu’ils soient endogénes
ou exogénes>, produits finaux ou intermédiaires du métabolisme®. Ces métabolites,
molécules de moins de 1500 daltons®', sont retrouvés dans les cellules, les organes ou
I’organisme entier et sont le reflet des facteurs génétiques et environnementaux qui agissent
sur un individu et signent son phénotype. Ils sont une opportunité¢ afin de rechercher des

biomarqueurs spécifiques dans les pathologies neurologiques par exemple®”.

La métabolomique est un champ de recherche qui se développe beaucoup ces dernieres

années, avec plus de 1420 articles relatifs a cette science et publiés en 20117,
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Figure 14: nombre d’articles recensés comprenant les différents termes « OMICs », ISI Web of Science
(Thomson Scientific) .

Le nombre d’articles scientifiques traitant de la métabolomique a considérablement augmenté ces quinze
dernieres années.

I1.1.b Les différentes techniques analytiques en métabolomique

L’¢tude du métabolome peut s’appréhender de différentes fagons en fonction du but

recherché :

- Par profilage métabolique qui consiste a cibler des métabolites présentant le méme
type de structure chimique

- Par analyse complet du métabolome d’une cellule, d’un biofluide, ou d’un tissu sans
restriction a un groupe de molécules

- Par empreinte métabolique ou « fingerprinting » qui permet de comparer 2 profils
métaboliques différents en fonction de conditions particuliéres, et qui visent a chercher

les métabolites discriminants afin de trouver les voies métaboliques perturbées.

La métabolomique s’appuie sur de nombreuses techniquesanalytiques comme la spectroscopie
de masse (MS) ou la RMN, mais également sur la chromatographie gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (GC-MS), la chromatographie liquide haute performance (CLHP) ou
encore la chromatographie liquide couplée 4 la spectroscopie de masse (LC-MS)'.Toutes ces

techniques analytiques sont complémentaires et présentent chacune des avantages ou des
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inconvénients. Spectroscopie de masse et RMN restent les deux techniques de choix lorsqu’il

s’agit d’identifier et quantifier les métabolites.

En spectroscopie de masse, de nombreuses méthodes d’introduction des échantillons existent
(comme I’injection directe, la GC ou la LC), ainsi que de multiples méthodes d’ionisation
(électrospray, impact €lectronique ou MALDI). Les diverses méthodes de détection (Temps
de vol ou TOF, FT-ICR) permettent quant a elles d’obtenir des informations structurelles

différentes.

La RMN présente de nombreux avantages dans le cadre de I’analyse du métabolomecar
I’acquisition nécessite peu ou pas de préparation de I’échantillon, son colit est modéré, la
technique est non biaisée, rapide, robuste et reproductible, quantitative et non-sélective’®
(tableau 2). De plus, les analytes ne sont pas détruits, ce qui permet des ¢&tudes
métabolomiques dans les tissus intacts comme les échantillons de biopsies'.Par exemple, la
RMN haute-résolution est une méthode qualitative et quantitative et non-destructrice. C’est

une méthode analytique robuste, avec une trés bonne reproductibilité et répétabilité™.

Dans le champ de la métabolomique, la RMN et la spectroscopie de masse sont des

\

techniques qui sont utilisées a part égale dans les études, en fonction de leur particularité

propre.

HPLC GC-MS LC-MS MS RMN
Préparation de I'échantillon ++ - - + .
Reproductibilité - + - + .
Quantification absolue - - - - .
Quantification relative + ++ + ++ +++
Identification + ++ ++ ++ ++
Sensibilité + ++ ++ +++ -

Tableau 2: Comparaison des méthodes analytiques en métabolomique.
— représente les inconvénients et + les avantages™.
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Dans un fluide biologique, tel le LCR ou le sérum, tous les protons ou les atomes de carbone
contenus dans chacune des molécules de 1’échantillon donneront un signal RMN. Afin d’étre
observables et détectables sur un spectre, il faut que les métabolites soient en concentration
suffisante,mais il faut également que les séquences d’acquisition RMN choisies(NOESY 1D,
CPMQG, Jresolve, HSQCet COSY) soient cohérentes avec 1’objectif de notre démarche :
identification de métabolites ou obtention de données spectrales semi-quantitatives. En effet,
la métabolomique permet également d’avoir une approche semi-quantitative’’du métabolite
identifié. L’intensité du signal observé sur les spectres en RMN est proportionnelle a la
quantité de noyaux présents dans 1’échantillon. En se servant d’un étalon interne, on peut ainsi
déterminer la quantité relative du métabolite. On peut utiliser a ce titre du TMSP ou du DSS
comme référence interne’. Nous avons fait le choix d’utiliser du TMSP pour sa bonne
solubilité¢ dans I’eau, la possibilit¢ de calibrer le spectre a 0 ppm et parce que les bases de

données du laboratoire sont calibrées avec cet étalon.

I1.2 Analyse métabolomique par RMN sur les biofluides

Vers la fin des années 1960, le développement de la transformée de Fourier et 1’utilisation de
la spectroscopie RMN ainsi que la mise en ceuvre d’aimants supraconducteurs ont permis de
développer ’application de la métabolomique pour le profilage des biofluides. La premicre
application réelle de 1’analyse RMN sur des biofluides date de 1984, avec les travaux de
Nicholson et collaborateurs qui ont mis en évidence les corps cétoniques chez des sujets
diabétiques sur des échantillons de plasma, sang et urine**. Plus tard, dans les années 1990,
d’autres améliorations techniques sur la spectroscopie RMN, comme 1’utilisation des hauts
champs magnétiques ou bien des sondes cryogéniques, ont permis d’améliorer nettement la
sensibilité¢ des spectres, qui restait jusqu’alors un facteur limitant a 1’utilisation de la RMN.
Les ratios signal sur bruit ont été nettement affinés, ce qui permet une détection plus précise.
Aujourd’hui, avec I’ensemble de ces améliorations, les limites de détection des appareils de

spectroscopie RMN peuvent atteindre 1’ordre du micromolaire.

L’utilisation de la métabolomique pour la découverte de nouveaux biomarqueurs ou de
facteurs de risque associés a une pathologie est assez ancienne. Il existe de trés nombreuses
¢tudes basées sur I’analyse de biofluides chez I’animal ou directement chez ’homme, dont le
but principal est la découverte de biomarqueurs, par exemple pour les pathologies du

SNC**. Les produits observables lors des études métabolomiques sont le reflet de
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I’interaction entre géne, protéine, et I’environnement cellulaire,et c’est la raison pour laquelle
de trés nombreusesautres maladies, non limitées aux pathologies du SNC, ont été explorées
par métabolomique RMN (la myopathie de Duchenne*', le cancer ou la schizophrénie par

exemple)

Un avantage important de la métabolomique réside dans le fait que des études
translationnelles peuvent étre menées, dans la mesure ou un certain nombre de métabolites ne
sont pas dépendants d’especes. Ainsi, des biomarqueurs présents chez des animaux en phase
pré-clinique, pourront étre suivis durant une phase clinique chez ’homme, pour une

potentielle application clinique de routine.

I1.2.a Approche métabolomique ciblée et non ciblée*

Les analyses métabolomiques peuvent s’appréhender de deux manieres différentes :
I’approche ciblée et I’approche non ciblée.

L’analyse ciblée permet de se focaliser sur un groupe spécifique de métabolites, quantifiés et
identifiés précisément. Ce type d’approche permet d’évaluer le comportement d’un sous-
groupe particulier de métabolites dans des conditions particulieres. Cette approche nécessite
généralement un haut niveau de purification de I’échantillon, et une extraction sélective des
métabolites. Les métabolites observés sont connus et identifiés, mais ce type d’analyse
présente I’inconvénient de n’étre que partielle par rapport a 1’ensemble des métabolites
potentiellement observable.

L’analyse non ciblée quant a elle, permet d’observer la totalit¢ des métabolites d’un
échantillon, afin d’établir une « empreinte », ou « fingerprint » sans forcément identifier ou

quantifier un métabolite spécifique ou des métabolites discriminants.

Les analyses métabolomiques peuvent également étre classées en analyse discriminatoire,
d’information et/ou prédictive (figure 15).

Les analyses discriminantes ont pour but de trouver des différences discriminantes entre deux
ou plusieurs échantillons, en fonction de leurs caractéristiques métabolomiques. Ces analyses
utilisent généralement des modeles statistiques multivariés (analyses multivariées de
données), notamment grace a 1’utilisation des ACP (Analyses par Composantes Principales)
ou PLS (méthodes des moindres carrés). C’est 1’approche que nous avons utilisée dans notre

¢étude, idéale afin de rechercher des biomarqueurs.
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L’analyse métabolomique informative a pour but d’identifier et de quantifier le métabolome
soit par une approche ciblée ou non ciblée, mais dont le but est d’obtenir des informations
intrins€éques quant a la composition de I’échantillon. C’est I’approche qui est utiliséepour la
constitutiondes bases de données internationales comme HMDB (The HumanMetabolome
Database’) de Wishart et collaborateurs.

Enfin, la métabolomique peut étre prédictive. Dans ce cas, des modeles statistiques basés sur

le profil métabolomique sont créés afin de prédire une variable qu’il est difficile de quantifier
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autrement .
METABOLOMIQUE
l Extraction &
________________________________ préparation de |'échantillon
Ciblé Non Ciblé
J J Traitement de données
Discriminative Prédictive Informative

A A A

Figure 15: Classification générale de la métabolomique*

I1.2.b Les échantillons explorés en métabolomique

La recherche des biomarqueurs peut s’effectuer notamment dans deux types d’échantillons :

d’une part les biofluides, et d’autre part les tissus.

Les biofluides les plus utilisés pour les études métabolomiques restent 1’urine, le plasma ou le
sérum et le LCR. Ils contiennent entre des centaines et des milliers de métabolites potentiels,
et hormis le LCR, sont tous faciles a obtenir. Le LCR permet d’obtenir des informations
intéressantes quant aux métabolites pouvant avoir un lien avec les maladies neurologiques, ce
qui fait de lui un matériel précieux pour ce type d’études™. Il faut cependant préciser que les
conditions de recueil des échantillons biologiques doivent étre strictes car elles peuvent

influencer le métabolome, ce qui reste une limite lors de la réalisation de la ponction lombaire

pour le prélevement du LCR.
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Le sérum, grace a sa facilité d’acces, et par le fait qu’il contient de nombreuses molécules
provenant de différentes voies métaboliques, est 1’un des biofluides les plus utilisés pour la
détection précoce de pathologies®. Il peut-étre obtenu en larges quantités et la répétition de
I’échantillonnage est aisée. Les profils métaboliques du sérum peuvent devenir des indicateurs
importants des états physiologique ou pathologique et peuvent aider a comprendre les
mécanismes pathologiques, d’apparition ou de progression des maladies'®.Les analyses
métabolomiques qui utilisent la spectroscopic RMN du 'H ou la spectroscopie de masse,
réalisées sur des biofluides comme I’urine, le sang ou le LCR, permettent d’identifier des

signatures de métabolites précises qui peuvent E&tre utiles comme biomarqueurs de

pathologies®’.

Du coté des tissus, on retrouve des études concernant la métabolomique dans les pathologies
neurologiques liées a I’age comme la maladie d’Alzheimer mais également dans la SLA ou
Parkinson. La neurométabolomique permet d’améliorer les connaissances des fonctions
physiologiques et pathologiques sur les cellules neuronales®. Enfin, d’autres
¢tudesmétabolomiques ont ét¢ menées sur les hépatites et notamment les hépatocytes. La
recherche de biomarqueurs pour ces pathologies est devenue un enjeu crucial dans le

diagnostic et la détection précoce de ces maladies®.

I1.3 Métabolomique et biomarqueurs

Comme nous I’avons vu, la métabolomique est un puissant outil pour découvrir de nouveaux
biomarqueurs ou de nouvelles signatures métaboliques afin d’individualiser une pathologie
précise.Ceci est possible d’une part grice au développement des plateformes d’analyse et
d’autres part grace aux innovations techniques qui permettent de réaliser un nombre
d’expérimentations plus important et qui donnent acces a plus de métabolites, ce qui concoure
a renforcer le potentiel diagnostic et 1’exploration des systémes biologiques™. Plus
particuliérement en ce qui concerne les pathologies neurologiques, ou les contraintes d’acces

in vivo aux tissus du systéme nerveux central sont importantes.

De plus, tout cela est devenu possible grace a I’utilisation de 1’analyse de données
multivariéesen métabolomique. Ces analyses statistiques permettent d’identifier les

différences du métabolome perturbé ou non perturbé, chez des volontaires sains ou des
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patients atteints de pathologies, ce qui conduit a la compréhension des mécanismes des

pathologies sous-jacentes’' et la discrimination des biomarqueurs.

Design de I'expérience
B. Collecte des
échantillons
C. Préparation des
échantillons
Data acquisition
Data pré-processing
Analyse des données

G M m O

Intégration avec des

métadonnées

H. Identification des
métabolites

I. Classification des
métabolites

J. Comment les

changements

métaboliques sont liés

aux mécanismes

biologiques ?

K. Biomarqueurs ?

Figure 16: le workflow en métabolomique pour la compréhension de mécanismes biologiques et a la
recherche de biomarqueurs.

I1.3.a La métabolomique et la sclérose en plaques

De nombreuses revues existent a propos de [’'utilisation de la métabolomique dans les

pathologies neurologiques*’*

et plus particuliérement dans la sclérose en plaques. Certaines
étudesont 6té réalisées in vitro en utilisant la spectroscopie RMN 'H sur le LCR, qui
représente un fluide d’intérét dans les maladies neurodégénératives, grace a sa proximité avec
le parenchyme et ses échanges avec la circulation systémique par le biais des plexus
choroides.L’étude de Nicoli et collaborateurs en 1996, montre une augmentation du lactate et
du fructose, une diminution de la créatinine et la présence d’autres métabolites inconnus chez
les patients atteints de SEP™. Une autre étude de Lutz et collaborateurs en 2007, s’est

\

intéressée a rechercher les effets caractéristiques des plaques inflammatoires de patients



atteints de sclérose en plaques sur le métabolome du LCR. Ils ont été particulierement
attentifs au recrutement des patients, afin d’avoir une cohorte cliniquement homogene
(patients avec un syndrome cliniquement isol¢). Leur étude a été menée par RMN du proton.
Leurs résultats montrent une augmentation du BHIB (béta-hydroxyisobutyrate) chez les
patients SEP avec plaque inflammatoire active, contrairement a ceux sans plaque active.
Récemment, une étude’ de Dickens et collaborateurs en 2014, & chercher & mettre en
évidence des biomarqueurs permettant de discriminer des patients atteints de SEP rémittente-
récurrente (RR) de patients atteints de SEP secondairement progressive (SP). Ils ont utilisé la
RMN du proton sur des sérums de patients RR, de patients SP et de patients avec d’autres
maladies neurodégénératives comme controle. Ils ont pu mettre en évidence un biomarqueur
de type II afin de discriminer les deux groupes (un biomarqueur de type II est un marqueur
biologique considéré comme critére de substitution : une modification de ce biomarqueur est
associé a un bénéfice clinique ou a un risque). Une étude’ récente de Reinke et collaborateurs
en 2014, réalisée sur des LCR de patients SEP par RMN du proton grace a un spectrometre a
haute définition de 800 MHz a permis de détecter 15 métabolites et des niveaux ¢€levés de
choline, myo-inositol et thréonate chez les patients SEP, alors que les niveaux de 3-
hydroxybutyrate, citrate, phénylalanine, 2-hydroxyisovalérate et mannose avaient diminué.
Selon cette €quipe, ces différences du métabolomeproviendraient d’altérations des voies
énergétiques et du métabolisme des phospholipides.L’étude a été réalisée sur 15 patients SEP

et 17 patients non-SEP.

Du co6té de I’expérimentation animale, une étude de Noga et collaborateurs en 2012, avec un
mode¢le animal de sclérose en plaques (rats EAE) a montré des changements importants du
profil métabolomique du LCR a deux moments différents de la maladie : au début, et au pic
de la maladie®®. Le groupe a réalisé une approche par métabolomique ciblé par LC-MS et GC-
MS et a montré qu’au début de la pathologie, le métabolomese caractérisait par une
diminution de 1’arginine, de 1’alanine et des acides aminés branchés par rapport au controéle,
alors que durant le pic de la maladie, une augmentation dans les concentrations de nombreux
métabolites comme la glutamine, I’O-phosphoéthanolamine, les acides aminés branchés et la
putrescine a été révélée. Une autre étude menée par Mangalam et collaborateurs en 2013, sur
un mode¢le animal de sclérose en plaques rémittente-récurrente (rats RR-EAE), a cherché a
observer les métabolites du plasma a la phase chronique de la maladie, par une approche
métabolomique non ciblée, en utilisant la chromatographie liquide et gaz couplées a la

spectroscopie de masse (LC-MS et GC-MS). Ils ont pu identifier 282 métabolites, et ils ont
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observé des changements sur 44 d’entre eux (32 étant augmentés et 12 diminués), parmi
lesquels ils ont pu mettre en évidence des lipides, des acides aminés, des nucléotides, et

recouper avec plusieurs voies biochimiques altérées.

I1.3.b La métabolomique dans d’autres pathologies

De nombreuses autres revues existent en ce qui concerne l’utilisation potentielle de la

métabolomique dans différentes pathologies comme le diabéte’™®les maladies

59,60,61 62,63,64

cardiovasculaires , ou encore les cancers

Dans le cas des maladies auto-immunes, I’outil métabolomique peut permettre de donner des
informations sur les processus impliqués, ainsi que 1’évolution ou la sévérité de la maladie.
L’étude menée par Lauridsen et collaborateurs en 2010 sur des sérums de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide®, a permis d’identifier le cholestérol, le lactate, les glycoprotéines
acétylées et les lipides comme étant des métabolites impliqués dans des formes plus séveres
de la maladie, par rapport a des patients contréles. Les sérums ont été analysés par
spectroscopie RMN du 'H. A ce titre, les profils de patients avec une maladie active et ceux
présentant une rémission étaient différents. De plus, apres 31 jours de traitement des deux
groupes, les profils métabolomiques n’étaient plus différents. Une seconde étude®® de Madsen
et collaborateurs en 2011, dont le but était de vérifier la faisabilité du diagnostic précoce de la
Polyarthrite Rhumatoide en mesurant des biomarqueurs particuliers, grace a une plateforme
de GC-MS et de LC-MS a permis de montrer que la PR pouvait étre diagnostiquée avec une
sensibilité¢ de 93% et une spécificité de 70%, en utilisant un profil de 52 métabolites. De plus,
les patients présentant une PR ou une arthrite psoriasique pouvaient étre discriminés avec une
sensibilit¢ de 90% et une spécificité de 94%. L’acide glycérique, le D-ribofuranose et
I’hypoxanthine sont augmentés chez les patients présentant une arthrite psoriasique, alors que
I’histidine, 1’acide thréonique, la méthionine, le cholestérol, 1’asparagine et la thréonine sont
diminués par rapport aux contrdles sains. Enfin, une étude®’ menée sur la maladie coeliaque
par Bertini et collaborateurs en 2009, en RMN du proton sur des échantillons d’urine et de
sérum, a permis de montrer que certains acides aminés, lipides, pyruvate et choline du sérum
des patients malades étaient diminués, alors que les niveaux de glucose, d’acide 3-
hydroxybutrique étaient plus élevés. D’autres métabolites discriminants ont été rapportés dans

les urines.
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I1.4 Intérét du profilage du LCR et du sérum dans la recherche

de biomarqueurs de 1a SEP

Comme nous venons de la décrire, de nombreuses études ont cherché a identifier un profil
métabolomique spécifique de la SEP en utilisant 1’approche métabolomique sur le liquide
céphalo-rachidien, mais rares sont celles qui ont utilisé 1’approche métabolomique combinée
sur du LCR et du sérum. A ce titre, le LCR représente un biofluide d’intérét dans
I’exploration de la SEP. C’est un fluide d’aspect « eau de roche », qui entoure le cerveau et la
moelle épiniere afin de les protéger des dommages mécaniques ou immunologiques. Il se
compose principalement d’eau (99%), de protéines, de nutriments ou d’électrolytes
nécessaires au métabolisme ou issus de dégradation. Il est produit a un rythme de 500 ml par
jour et est renouvelé environ 4 fois dans une journée®. Il est directement en contact avec le
systtme nerveux central, et sa composition biochimique est le résultat des atteintes
physiopathologiques des maladies neurologiques. Cependant, le LCR reste un biofluide
difficile d’acces. La ponction lombaire est un acte invasif, qui peut étre douloureux et
entrainer des complications. En revanche, la prise de sang est beaucoup moins dangereuse et
douloureuse, et le sérum reste un fluide trés intéressant, car de nombreuses 1ésions affectant la
barriére hémato-encéphalique sont observées durant la SEP. Ainsi, on peut imaginer que les
changements métaboliques affectant le LCR peuvent avoir diverses répercussions au niveau

du sérum.

Comme nous I’avons vu, unbiomarqueurest un indicateur d’apparition ou de progression
d’une pathologie,qui permet de distinguer un état normal d’un état pathologique. Et a ce titre,
le profilage métabolique du LCR et du sérum peut révéler tout son intérét pour déterminer de
manicre précoce un dysfonctionnement li¢ a la SEP, avant méme que les premiers symptomes

puissent €tre pergus, ce qui reste toute la difficulté decette maladie.

I1.5 Les séquences en RMN pour la métabolomique

Des séquences d’acquisition particulieéres, appelées séquences d’impulsion, permettent
d’obtenir des données spectrales intéressantes pour 1’analyse métabolomique et la recherche

de métabolites discriminants pour 1I’étude comparative (NOESY 1D pour le LCR, CPMG pour
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le sérum), mais aussi pour I’identification du métabolome lorsque les seules données une

dimension ne suffisent pas (Jresolve, HSQC ou COSY).

i. Pour le LCR

LA NOESY 1D est une technique permettant 1’acquisition d’un spectre une dimension, qui
représente le déplacement chimique du 'H. Elle est rapide, quantitative et permet d’avoir une
idée de I’environnement chimique des protons, et des couplages avec leurs voisins. En
revanche, dans le cas ou beaucoup de molécules possedent des protons avec des déplacements
chimiques proches, on aura un phénoméne de superposition qui rendra I’interprétation du
spectre difficile, et il faudra utiliser une autre technique en 2 dimensions. La J-res par exemple
est une technique bidimensionelle qui permet d’observer le déplacement chimique du proton
'H et les constantes de couplage (J).La COSY est une autre techniquebidimensionelle qui
permet ’acquisition de spectreshomonucléaire'H-"H. Enfin, I’'HSQC est une technique qui
permet 1’acquisition de spectres en 2D fréquentielle. Elle permet d’obtenir les corrélations

entre les protons et carbones, et les empreintes spécifiques des métabolites recherchés.

ii. Pour le sérum

La CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) utilisée pour les séra est une séquence T2-filter qui
permet une diminution de I’influence des molécules de haut poids moléculaire sur le spectre
(comme les protéines sériques ou 1’albumine) qui peuvent masquer de nombreux métabolites.
Ce protocole a été optimisé au cours d’un travail précédent de master réalisé par Antoine

Lion® au laboratoire en 2010.

Apres avoir dressé un état de ’art de la métabolomique et I’intérét de cette derni¢re pour la
détermination de biomarqueurs, les parties III (matériels et méthodes), IV (résultats) et V
(discussion) de ce travail concernent le cceur de 1’étude comparative que nous avons menée
sur le liquide céphalo-rachidien et le sérum chez des patients atteints de sclérose en plaques

par ’approche métabolomique en RMN du proton.
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PARTIE III

MATERIELS ET METHODES
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II1.1 Design expérimental

L’¢étude s’est déroulée en 3 étapes :
- Constitution des pools d’échantillons
- Analyse des échantillons par RMN 'H et °C : acquisition des données et identification
du métabolome

- Analyse statistique, modélisation multivariée et exploitation des résultats.

Figure 17: design expérimental de I’étude et analyse par une approche métabolomique.
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II1.2 Matériels et méthodes biologiques

II1.2.a Les échantillons

Les échantillons de LCR et séra recueillis proviennent de fonds de tubes utilisés par le service
de biochimie du Centre de Biologie Humaine du CHU d’Amiens. Ilsont permis de constituer
2 groupes : un groupe « MS » qui contient les patients atteints de SEP et un groupe « Non-
MS » qui constitue notre groupe référence.

Une recherche sur les antécédents cliniques des patients a été effectuée et résumée dans le

tableau de I’annexe 1.

Dans un premier temps, le critére biochimique d’isoélectrofocalisation des IgG du LCR a été
retenu afin de discriminer le groupe MS du groupe non-MS. Cette technique permet de mettre
en ¢vidence la forte réaction immunitaire locale se manifestant par une synthése
intrathécaled’IgG par des clones lymphoplasmocytaires. Elle est révélée par la présence de
bandes oligoclonalesd’IgG observées seulement dans le LCR et absentes du sérum’’. Au-dela
de 5 bandes apparaissant a I’isoélectrofocalisation des IgG, un diagnostic de maladie
inflammatoire du systeme nerveux peut-étre posé. Il vient étioler le faisceau d’arguments en
faveur d’une SEP. On a également utilisé le critere du rapport de Delpech afin d’affiner
I’inclusion dans le groupe MS. Les biochimistes du CHU d’Amiens consideérent que ce
rapport se trouve dans une norme comprise entre 0.20 et 0.70. Les autres échantillons (0
bande d’IgG, et rapport de Delpech compris entre 0.20 et 0.70) ont permis de constituer le
groupe référence. Ce sont des patients n’ayant pas de SEP définie sur les criteéres

biochimiques.

Dans un deuxiéme temps, I’inclusion dans les différents groupes a été affinée. Pour le groupe
MS, seuls les patients ayant une SEP cliniquement définie aprés validation du neurologue ont
été retenus, et ceux ne présentant pas de SEP cliniquement définie, et dans la mesure du
possible pas d’autre pathologie inflammatoire ont ¢té inclus dans le groupe non-MS (tableau

3).
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Non-MS MS

Nombre de patients 10 12

Femmes : hommes (n) 8:2 11:1

Age moyen (années) 48.27 +/- 19.96 33.92 +/-12.63

Pathologies paralysie du VI gauche SEP cliniquement définie (7)
Troubles sensitifs SEP forme primaire progressive
encéphalite Forte suspicion de SEP (4)

polyneuropathie
myélite
diplopie

NORB
Etiologie inconnue ou autres (3)

Tableau 3: principales caractéristiques des groupes MS et non-MS.

Notre étude a été réalisée en accord avec un protocole de recherche non interventionnelle
déposé auprés du comité de protection des personnes (CPP) d’Amiens. Une information

aupres de la CNIL a été déposée.

IIL.2.b Protocoles de prélevement des LCR et séra et conservation des

échantillons

Le prélévement du LCR s’effectue par ponction lombaire, par un clinicien, selon le protocole
standard du CHU d’Amiens et dans des conditions strictes d’asepsie.Elle se fait au niveau du
cul-de-sac dural. Le LCR est recueilli dans plusieurs tubes stériles, destinés aux examens

biochimique, cytologique et bactériologique.
Le prélevement de sérum s’effectue dans les conditions de la centrale de prélévement du CHU
d’Amiens. Il est fait sur une veine du bras a I’aide d’une aiguille papillon, garrot défait. Le

sérum est récolté dans des tubes secs. Le prélevement est fait a température ambiante.

Les échantillons de LCR et de séra sont conservés a -80°C au laboratoire BIOPI a la faculté

de pharmacie d’Amiens avant le protocole de préparation en vue de 1’analyse RMN. La
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température de stockage a -80°C assure l'intégrit¢ de la composition métabolique de
I’échantillon. I1 a ét¢ démontré qu’un stockage a -20°C pourrait entrainer un certain nombre
de processus chimiques qui peuvent influencer la concentration en métabolites’'. Avant leur
préparation en vue de I’analyse RMN, les échantillons stockés a -80°Csont décongelés a

température ambiante, durant environ 1 heure.

II1.2.c Protocoles de préparation des LCR et séra en vue de I’analyse par

RMN
i. Protocole de préparation des LCR

Un échantillon de 400 microlitres de LCR est dilué¢ dans 200 microlitres de solution tampon
phosphate. L’utilisation du tampon phosphate s’avere étre la méthode la plus efficace qui a
fait ’objet d’une optimisation (voir partie IV.1). La solution de tampon phosphate est
concentrée a 0,2 mmol/l, et préparée selon le protocole décrit plus loin. Son pH est de 7.,4.

On prépare une solution mere de Na,HPO4 a 1 mol/l et une solution mére de NaH,PO4 a 1

mol/l (tableau 4).

solution mére Na,HPO, (1 mol/l) solution mére de NaH,PO, (1 mol/l)

Na2HPO4 0,7098 g NaH2PO4 0,999 g

D20 5ml D20 5ml
M(Na2HPO4), xH20 119,98 g/mol M(NaH2P04), yH20 141,95 g/mol

Tableau 4 : préparation des solutions meres nécessaires au tampon phosphate.

On mélange ensuite 1,15 ml de la solution mere de Na,HPO4 a 1 mol/L avec 0,85 ml de la
solution mere de NaH,PO4 a 1 mol/l dans une fiole jaugée de 10 ml. On ajoute 1,72 mg de
TMSP (concentration de 0.172 mg/ml de TMSP), en tant qu’étalon interne.On ajoute
¢galement 6 mg de NaN3 (sodium azide), qui permet d’éviter la prolifération bactérienne. On
complete la fiole jusqu’a 10 mL avec du D,O.Nous utilisons des tubes Smm 509-UP

(Norelllnc, Landisville, USA) pour I’analyse RMN de nos échantillons de LCR.
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*400 pL de *Bruker

LCR Avance 600
200 pL de MHz
tampon 5 mm TXI
phosphate probe
/4 (NaN3, TMSP, *TopSpin
— pH=7,4) version 3.1

Figure 18: protocole de préparation des LCR.

ii. Protocole de préparation sérum

Un aliquot de sérum de 200 microlitres est décongelé a température ambiante. 11 est dilué dans
300 microlitres de D,O. L’ homogénéisation se fait par 3 minutes de vortex puis 5 minutes de
centrifugation a 24000 RPM. Le pH est ajusté entre 6,95 et 7,05, grace a une solution de DCI,
a 0,7N ou de NaOD a 0,IN%. Les tubes utilisés pour I’analyse RMN sont des tubes RMN
CORTECNEC, disposant d’un systéme de capillaire pour 1’étalon. Le capillaire contient une
référence interne, qui est composée d’une solution de TMSP concentrée a 0,25mg/ml dans du

D,0. Le capillaire permet d’isoler le TMSP de notre solution de sérum, ce qui permet de

. . , T . 2
s’affranchir des interférences dues aux protéines du sang, et notamment 1’albumine’.

Sans
€200 pL capillaire, les
Solution aliquot protéines du
sérum serum sang
'/ 300 pL D20 / perturbent le
/ signal RMN

Figure 19: protocole de préparation des sérums.
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IT1.3 Analyse métabolomique en RMN

I11.3.a L’acquisition

Les spectres sont obtenus apres acquisition sur un spectrometre RMN Bruker 600 MHz
AVANCE III (systeme magnétique 14.09T), équipé d’une sonde TXI 5 mm z-gradient. Les
spectres 'H en une dimension pour le LCR ont été acquis en utilisant une séquence spin-écho
avec suppression du pic de ’eau (présaturation sur 1’eau). Le pic de I’eau présente un
probléme en RMN, puisqu’il masque les pics adjacents du fait de la résonance des protons
(aux environs de 4,8 ppm sur le spectre). Le LCR contient majoritairement de I’eau et afin
d’obtenir des résultats exploitables sur nos spectres, il est nécessaire de réaliser une
présaturation correcte sur 1’eau. Le logiciel TopSpin (Bruker) est utilis€¢ pendant 1’acquisition.

Les shim sont réalisés par une procédure automatisée Topshim 1D.

I11.3.b Les paramétres d’acquisition en RMN

La RMN liquide est une technique analytique permettant de déterminer les structures de
molécules chimiques, en adoptant une approche qualitative et semi-quantitative’>. L’approche
qualitative, permettant de déterminer la composition chimique d’un échantillon biologique,
est basée sur les relations existantes entre les différents noyaux d’une molécule, soumis a des
champs magnétiques spécifiques. Un spectre RMN obtenu dans ces conditions particulieres
permet d’identifier et de caractériser précisément les composants chimiques d’un échantillon.

L’ approche semi-quantitative est €également nécessaire pour I’analyse métabolomique.

Afin d’obtenir des spectres intéressants pour ces deux approches, il existe plusieurs séquences
d’acquisition spécifiques (tableau 5). Ces différentes séquences d’impulsion permettent
d’obtenir des spectres en une ou deux dimensions (spectre 'H ou spectre couplé 'H-""C par
exemple), qu’on appelle spectres homonucléaires ou hétéronucléaires. Les méthodes
d’acquisition que nous utiliserons pour notre étude métabolomique RMN et leurs objectifs

sont présentées en tableau 5, et leurs parametres spécifiques sont en tableau 6.
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Biofluide

Nom de la séquence

Dimension

Objectifs

SERUM

LCR

LCR/SERUM

LCR/SERUM

LCR/SERUM

CPMG 7

NOESY 1D 7®

Jresolve ou JRES

HSQC

Ccosy 677

1 dimension 'H

1 dimension 'H

2 dimensions 'H-"H

2 dimensions 'H-"C

2 dimensions 'H-"H

Semi-quantitatif/Identification

Semi-quantitatif/Identification

Identification

Identification

Identification

Tableau 5 : principales caractéristiques et objectifs des séquences RMN utilisées.
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Séquences Parameétres d'acquisition

CPMGt2filter (Bruker)

Angle de basculement 90°
Nombre de points (TD) 128K
Largeur spectrale 8417 Hz
Nombre de scans (NS) 128
Fenétre spectrale (SW) 14 ppm
Délai de relaxation (D1) 7s

NEOSY 1D avec présaturation de I'eau (Bruker NOESY 1D du 06/11/09)

Angle de basculement 90°
Nombre de points (TD) 128K
Nombre de scans (NS) 128
Fenétre spectrale (SW) 14 ppm
Temps d'acquisition (AQ) 7.8s
Délai de relaxation (D1) 7s
Gain du récepteur (RG) 128
Centre de fenétre (OSP) 4.708 ppm
J-resolved 1H (Brukerjresesgpmodifiée du 04/09/02) F1 F2
Angle de basculement 90°
Nombre de points (TD) 64K
Nombre de scans (NS) 8
Fenétre spectrale (SW) 0.13 ppm 14 ppm
Temps d'acquisition (AQ) 0.8s 3.89s
Gain du récepteur (RG) 203
COSY 1H (Brukercosygpprqgf du 9/04/04) F1 F2
Angle de basculement 90°
Nombre de points (TD) 512 4K
Nombre de scans (NS) 8
Fenétre spectrale (SW) 14 ppm
Temps d'acquisition (AQ) 0.03s 0.24s
Délai de relaxation (D1) 15s
Gain du récepteur (RG) 203
Centre de fenétre (OSP) 4.709 ppm
HSQC 1H-13C (Bruker hsqcetgpprsisp2.2 du 07/04/04) F1 F2
Angle de basculement 90°
Nombre de points (TD) 256 2048
Nombre de scans (NS) 128
Fenétre spectrale (SW) 200 ppm 14 ppm
Temps d'acquisition (AQ) 3.89s
Délai de relaxation (D1) 0.061s
Gain du récepteur (RG) 2050
Centre de fenétre (OSP) 4.709 ppm

Tableau 6 : paramétres d’acquisition des séquences RMN utilisées pour ’analyse métabolomique.
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I11.3.c Data préprocessing

C’est une étape intermédiaire entre 1’acquisition spectrale et I’analyse des données. L’étape de
préprocessing permet de transformer les données afin de les rendre comparables et
d’améliorer I’analyse statistique’®"** .Les étapes de préprocessing incluent la correction de la

ligne de base ((a) figure 20), I’alignement, le binning et la normalisation si nécessaire.

Les spectres sont phasés manuellement, la ligne de base est corrigée, et le TMSP est utilisé
comme référence (0.0 ppm)°. Les zones en dehors de 0 et 10 ppm sont supprimées car elles ne
contiennent aucun métabolite d’intérét. La zone de présaturation de 1’eau entre 4.7 et 5.0 ppm

est supprimée afin de ne pas perturber I’analyse statistique.

Un alignement automatique des spectres est réalisé par IntervalCorrelatedShifting (icoshift
v1.2 sous le logiciel MATLAB, (b) figure 20)*'. Cet alignement est indispensable car les

.o , . .. 2
variations observées entre chaque spectre peuvent influencer 1’analyse statistique™.

Afin de faciliter les analyses statistiques multivariées, les spectres sont buckettés entre 0 et 10
ppm ((c) figure 20). Cette étape de binning/bucketting permet de réduire la matrice de
données en divisant le spectre en différents segments. Chaque segment du spectre est ensuite
intégré afin de calculer une aire sous la courbe utilisée pour I’étape d’analyse statistique.
Plusieurs méthodes sont proposées, la plus répandue étant un découpage du spectre
équidistant (par exemple tous les 0.04 ppm)®. Cependant, ces méthodes présentent
I’inconvénient de découper les pics de maniere brute, ce qui peut engendrer de mauvais
résultats lors de 1’analyse statistique. Nous avons donc utilis¢ une méthode de Dynamic

Adaptative Binning (DAB) qui permet de s’affranchir de ce probleme (figure 20 (c)).

Enfin, un ajustement sur ’aire du TMSP est effectué sur nos données spectrales. Cet
ajustement permet de corriger les variations des shimsou fluctuations instrumentales de la

machine durant I’acquisition des spectres et rend les données comparables entre elles.
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Figure 20: spectres RMN 1H de sérum.

(a) Influence de la correction de la ligne de base (spectre bleu : avant correction ;spectre rouge : apres
correction).

(b) Influence de [’alignement. (haut : avant [’étape d’alignement des spectres par [ utilisation d’icoshift vi.2
sous MATLAB ; bas : le réalignement final permet d’avoir des spectres comparables entre eux).

(c) Le binning ou découpage automatique des spectres avant [’étape d’intégration permet de définir les zones
preécises a intégrer avant l’analyse statistique.
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I11.3.d L’analyse des données spectrales

Les spectres sont analysés avec les logiciels AMIX-VIEWER 3.9.11 et TopSpin3.0. (Bruker).
Ils sont exportés en matrices de données comportant m lignes (€chantillons) et n colonnes
(intégrales des bins). Cette matrice de données est utilisée afin de réaliser une modélisation
statistique par ACP (analyse en composantes principales) ou PLS grace au logiciel Simca
P+v.12.0.1 (Umetrics). L analyse par ACP est I’analyse statistique multivariée la plus utilisée

en métabolomique™. Un test statistique de Wilcoxon a été réalisé avec le logiciel MATLAB.

II1.3.e L’identification des métabolites

Une ¢étape importante du travail consiste en 1’identification et la caractérisation des
métabolites. Cette étape préalable est nécessaire, puisque les métabolites identifiés sont
susceptibles d’apparaitre comme discriminants lors de notre analyse statistique. Il est donc
primordial d’identifier le maximum de métabolites avec certitude dans nos échantillons de

LCR et de séra.

La caractérisation des métabolites a été réalisée sur des individus identifiés « non-MS ». Pour
procéder a I’identification, nous avons utiliséla base de données SBASE (AMIX), le logiciel
TopSpin 3.0(spectres (a) et (b) de la figure 21), les bases de données du laboratoire, les bases
de données internationales parmi lesquellesHMDB disponible en ligne (www.hmdb.ca)’'ou la
littérature. HMDB présente 1’avantage de répertorier des métabolites dans le LCR et dans les
séra humains. L’identification a nécessit¢ un balayage manuel des spectres, avec une

comparaison des empreintes protons ou carbone des métabolites de référenceaux tables de
shifts.

Nous avons utilisé¢ I’ensemble des spectres en NOESY 1D, en CPMG, ou en 2 dimensions
lorsque les résonances en 1 dimension ne permettaient pas d’identifier les métabolites avec
précision (zone d’overlaps, zones de densité trop importante). Un exemple des corrélations
protons-protons ou protons-carbone sur 2 dimensions est présenté sur le spectre (c) de la
figure 21. Les résultats de 1’identification du métabolome des LCR et séra ont été reportés en
annexe (tableaux des annexes 2 et 3) et a la figure 23. Enfin, des fiches synthétiques reprenant

une partie du travail d’identification se trouvent en annexe.
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Figure 21: exemple de "utilisation de spectres 1H NOESY 1D de LCR sous AMIX.

Identification du glucose (forme alpha et béta D) grdace aux standards ((a) et (b), spectre bleu). Le spectre
HSOC en 2D du LCR (c) est utilisé pour les identifications plus délicates. En rouge apparait I'empreinte >C du
glucose standard. Le spectre est présenté entre 3 et 4,5 ppm, zone de résonance des sucres.
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PARTIE IV

RESULTATS
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IV.1 Optimisation du protocole de préparationdu LCR pour

I’analyse par RMN

Avant de lancer les analyses de nos échantillons, nous avons effectué¢ une étaped'optimisation

du protocole de préparation des échantillons LCR. Nous avons suivi un protocole de la

littérature™, que nous avons adapté a nos échantillons. Avant de choisir le protocole le plus

efficace, 7 conditions de préparation ont été testées.

L’¢chantillon de LCR utilis¢ a été récupéré aupres d’un patient atteint d’hydrocéphalie apres

ponction lombaire thérapeutique.

IV.1.a Les conditions de préparation testées

Les parametres testés sont les suivants :

TMSP dans I’échantillon ou isolé dans un capillaire

Tampon phosphate ou solvant D,0 et ajustement manuel du pH
Volume de LCR (200 pl, 300 pl ou 400 pl)
Concentrations de TMSP (1 mg/l ou 0.172 mg/1)

Toutes ces conditions de préparation sont présentées dans le tableau 7.

Tube Param(‘-ftre Volume LCR  Volume D20 Ajustement pH Volume étalon Concentration pH final
testé ({T0)] () avec DCI (ul) ou tampon (ul) TMSP(mg/ml)

1 -

capillaire 400 100 Non 100 (capillaire) 1 8.12
2 capillaire 400 98 2 100 (capillaire) 1 7.38
3 pH 400 100 Non 100 1 8.37
4 solvant D20 400 97 3 100 1 7.51
5 tampon 400 0 Non 200 (tampon) 0.172 7.41
6 volume LCR 200 299 1 100 1 7.5
7 volume LCR 300 198 2 100 1 7.3

Tableau 7 : les conditions de tests pour ’optimisation de ’acquisition des données LCR en
métabolomique.
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La fenétre de détection du spectrometre RMN nécessite un volume d’échantillon final
équivalent a 600 pul. Cependant, ne connaissant pas encore les volumes de LCR dont nous
pourrions disposer, nous avons testé la viabilit¢ de I’acquisition avec des volumes plus faibles
(200 et 300 pl) dans les conditions 6 et 7 du tableau 7. L’ajustement final des volumes a été
fait avec un solvant deutéré.

Le LCR contient des protéines, qui peuvent interagir avec le TMSP et perturber 1’analyse
RMN. C’est la raison pour laquelle nous avons testé¢ d’isoler le TMSP dans un capillaire, a
I’extérieur de notre échantillon et sans contact avec les protéines (conditions 1 et 2 du tableau
7).

Durant ’analyse RMN, un changement de pH induit un changement de force ionique, qui
peut perturber les résultats (shifts). D’apres la littérature, le pH doit étre ajusté entre 7,3 et
7,7%. Sans ajustement, le LCR est basique, avec un pH autour de 8,3. Dans les conditions 2,
4, 6 et 7 du tableau (a), nous avons testé 1’ajustement manuel du pH grace a une solution de

DCl a 0,7N ou NaOD a 0,IN.

IV.1.b Influence des différents parameétres et choix du protocole final

L’utilisation du capillaire a induit une mauvaise présaturation sur 1’eau (pic a 4.8 ppm)
(spectres (a) de la figure 22). Ceci engendre des résultats peu exploitables. De plus,

’utilisation du capillaire alourdit la préparation et n’améliore pas les résultats.

La correction et I’ajustement du pH sont nécessaires pour obtenir des spectres sans shift
(spectre (b) de la figure 22). Le tampon phosphate permet d’avoir un milieu au pH fixé sans

devoir réaliser un ajustement manuel.

Les faibles volumes d’échantillon n’offrent pas une bonne sensibilité d’acquisition (spectre
(c) de la figure 22). Nous devons disposer d’au moins 400 ul par échantillon.La quantité
d’eau présente dans le LCR (99%) induit une faible sensibilité lors de I’acquisition et
nécessite une bonne pré-saturation sur 1’eau que nous avons réussi a obtenir avec notre
optimisation.

Enfin, la concentration de TMSP a 1 mg/ml est trop importante par rapport aux autres
métabolites du spectre, ce qui induit un pic trop intense en 0 ppm. La concentration de 0,172

mg/ml est plus adaptée.
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Figure 22: Comparaison des conditions testées pour la mise au point du protocole LCR.
Apreés comparaison des spectres en condition 2 (violet), condition 3 (rouge), condition 5 (bleue) et condition 6
(verte), on note que la condition 5 utilisant le tampon phosphate offre de meilleurs résultats.
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La condition 5 utilisant le tampon phosphate est celle présentant le meilleur rapport
interprétation et facilité de préparation. Elle offre un résultat qualitatif intéressant, avec des
spectres plus précis, despics assez distincts, une bonne présaturation sur 1’eau et un retour

correct a la ligne de base.

IV.2 L’identification du métabolome

Une partie importante du travail consiste en 1’identification du métabolome sur les sérums et
LCR non-MS. Notre identification a permis de caractériser 23 métabolites en quantité
suffisante dans le LCR*® et 22 métabolites dans le sérum. Les métabolites identifiés dans ces
deux fluides biologiques sont représentés dans les tableaux 2 et 3 en annexe. Un profil
spectral métabolomique du LCR humain et un profil du sérum humain obtenu par RMN 'H
chez un individu « Non-MS » sont représentés en figure 23. Les données obtenues apres

identification sont cohérentes avec celles déja réalisées dans la littérature™.

On peut découper les spectres RMN en plusieurs zones. On observe le TMSP a 0 ppm, puis
une zone dans laquelle on observe les résonances des acides gras et CH2 ou CH3 entre 0.5 et
1.5 ppm.Entre 0.7 ppm et 3.5 ppm, on retrouve la zone des acides aminés/acides organiques et
la zone de résonance des sucres entre 3 et 4.5 ppm (figure 23). On peut apercevoir les
fonctions alcénes pour des déplacements supérieurs a 5-6 ppm.Cette zone n’apparait pas sur
les spectres de nos figures car elle ne contient que trés peu de métabolites d’intérét dans les

deux biofluides.

Certains prélévements de LCR ont laissé apparaitre un métabolite inconnu qui n’a pas ¢été
identifié et qui apparaissait sous forme d’un singulet a 3.7 ppm associé¢ a un carbone a 73.43
ppm, certainement dii @ une contamination exogene par produits anesthésiques/antiseptiques
au moment de la ponction lombaire (13 échantillons sur 23). D’autres métabolites exogenes
comme de I’isopropanol ont pu étre identifiés dans certains échantillons, associés une fois de

plus a une provenance extérieure.
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Figure 23: spectres RMN 1H du sérum et du LCR humain non-MS.

(a) spectre représentatif d 'une acquisition 1H RMN sur sérum humain non-MS. 1: HDL; 2: leucine; 3: valine; 4: éthanol; 5:
lactate; 6: alanine; 7: 2-hydroxybutyrate; 8: acétate; 9: glycérol; 10: glutamine; 11: acétone; 12:glutamate; 13: créatine;

14: créatinine; 15: glucose; 16:bétaine; 17: scyllo-inositol; 18: histidine; 19 : thréonine.

(b) Spectre représentatif d’'une acquisition 1H RMN sur LCR humain non-MS. 1: 2-hydroxyisovalérate; 2: 2-
hydroxybutyrate; 3: valine; 4: éthanol; 5: lactate; 6: alanine; 7: acétate; 8: glutamine; 9: acétone; 10: glutamate; 11:
citrate; 12: créatine; 13: créatinine; 14: glucose; 15: choline; 16: méthanol; 17: myo-inositol; 18: threonate.
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IV.3 Etude comparative in vitro du LCR des patients SEP

cliniquement définie et non-SEP par une approche métabolomique

IV.3.a Vérification des dossiers patients et validation du neurologue

L’échantillonnage des patients est indispensable pour la réalisation des ¢études
métabolomiques, et le critere de bandes oligoclonales surnuméraires a 1’isoélectrofocalisation
des IgG seul ne peut étre suffisant pour constituer I’inclusion dans le groupe MS. En effet,
certaines scléroses en plaques sont cliniquement définies sans pour autant présenter un profil
de bandes oligoclonales supplémentaires a 1’isoélectrofocalisation, et a contrario certains
profils positifs a 1’isoélectrofocalisation peuvent refléter des pathologies inflammatoires

périphériques qui ne sont pas diagnostiquées comme SEP.

Les dossiers cliniques des patients ont été étudiés afin de préparer les 2 groupes, en éliminant
dans la mesure du possible les pathologies neurologiques inflammatoires, qui peuvent
présenter des profils métabolomiques similaires aux SEP. La sclérose en plaques doit étre
cliniquement définie, ¢’est-a-dire que les patients doivent répondre aux critéres de Mc Donald
révisés pour étre diagnostiqués comme atteints de SEP*’.La validation du diagnostic de
Sclérose en Plaques estdemandée a un neurologue du CHU d’Amiens et est retenue pour

I’inclusion.

IV.3.b Résultats statistiques sur LCR aprés amélioration de I’échantillonnage

Apres cette confirmation, les échantillons se composent d’un groupe de patients « non-MS »

et d’un groupe de patients « MS » cliniquement définis (tableau de I’annexe 1).

L’ACP (score-plot (a) de la figure 24) ne permet pas de discriminer des groupes
significativement différents en fonction des conditions pathologiques. Cependant, la
composante principale R2X(1) permet d’expliquer 60,18% de la variance des données. Les
composantes principales représentent la distribution de la variance maximum dans le modele
multivarié. Malgré cette répartition des €chantillons dans le modele de I’ACP, une tendance
générale peut se dégagerexpliquant le comportement de 50% des échantillons MS (5 sur 10)

contre 56% des ¢chantillons non-MS (5 sur 9).
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Figure 24: Résultats sur LCR par RMN 1H.

(a) Score-plot de I’analyse par ACP des données spectrales du LCR par RMN "H dans le groupe non-MS et le
groupe MS. Echelle pareto, R2X(1)=0.601799 et R2X(2)=0.146127. (b) Le loading-column plot permet de
visualiser les métabolites les plus significatifs lors de ’analyse par ACP (NAA = N-acétylaspartate ; 3-hydroxyi
= 3-hydroxyisovalérate ; 2-hydroxyi = 2-hydroxyisovalérate ; 2-hydroxbb = 2-hydroxybutyrate).
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Le loading-column plot (figure 24 (b)) permet d’observer quels métabolites apportent le plus
leur contribution dans ce modéle, suivant la composante R2X(1).Lorsque I’intervalle de
confiance a 95% croise I’axe des abscisses, le métabolite n’a pas un poids discriminant dans

le modéle.

Le lactate, la glutamine, le pyruvate, la créatine et le glucose (forme alpha et béta D) sont
ceux dont la variance est significativement différente entre les groupes MS et non-MS. Tous

ces métabolites ont une tendance a étre augmentés dans le groupe MS.

IV.4 Etude comparative in vitro du sérum des patients
cliniquement définis comme SEP par une approche

métabolomique

L’¢étude comparative du métabolome des séra a été réalisée sur 8 échantillons de patients non-
MS et 12 échantillons MS a cause de mauvais profils spectraux retrouvés sur certains
échantillons, dus principalement a des problémes durant 1’acquisition. Seuls les patients
cliniquement définis comme MS, validés par le neurologue et avec de bons profils spectraux

RMN ont été inclus.

La classification hiérarchique ascendante (CAH) permet de classer les patients en fonction du
degré de similarit¢é de I’ensemble des variables dans des groupes (figure 25 (a)). La carte
construite laisse apparaitre 5 faux-négatifs parmi tous les individus. La sensibilité calculée est
de 58% pour une spécificité¢ de 100% (Vrais positifs = 7, Faux-positifs = 0, faux-négatifs = 5,
vrais négatifs = 8).

Afin de déterminer si il existe une différence entre les groupes MS et non-MS, une analyse
multivariée par ACP a été réalisée (figure 25 (b)). Elle permet de discriminer deux groupes de
patients avec seulement deux individus MS dans le mauvais groupe (individus 14 et 21). La
composante R2X(1) explique 29,79% de la variance totale. La composante R2X(2) permet

d’expliquer 16,11% de la variance additionnelle dans la totalité des données.
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Figure 25: Résultats sur sérum par RMN 1H.

(a) Classification hiérarchique ascendante ou CHA. (b) Score-plot de [’analyse par ACP des données spectrales

du sérum par RMN 1H. Echelle pareto. Deux groupes apparaissent distincts séparant les patients MS des

patients non-MS. Le loadingcolumn plot (c) permet d’observer les métabolites qui influencent le plus le modéle.
Les barres en gris représentent des métabolites non identifies (HDL = High DensityLipoprotein et VLDL =

VeryLowDensityLipoprotein).
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2-hydroxybutyrate Tyrosine

{575 17 1.65 7.19
Chemical shift, ppm Chermical shif, pprm
a) b)
Créatinine .
Valine —,
| |
304
Chemical shift, ppm
e)
. moyenne
Métabolites p MS vs non Wilcoxon relative non- moYenne sd non-MS sdms Ratio
value Mms test relative MS
MS

Isoleucine *k A 0.0014 0.0102 0.0162 0.001766 0.00198 1.59
Valine *k A 0.0011 0.0088 0.0122 0.001967 0.002123 1.39
2-hydroxybutyrate *k A 0.0024 0.0035 0.005 0.000859 0.00097 1.43
Créatinine * A 0.0151 0.0024 0.0031 0.000444 0.000658 1.29

non identifié * A 0.0334 0.0015 0.0018 0.000264 0.000365 1.2
Tyrosine * A 0.0227 0.0008 0.0009 0.000126 0.000132 1.125

non identifié *k N 0.0078 0.0478 0.0406 0.00588 0.004152 0.85
non identifié * N 0.0185 0.0644 0.0557 0.00875 0.005813 0.86
Glucose * N 0.0122 0.0354 0.0297 0.004704 0.003276 0.84

Figure 26: Agrandissement des zones caractéristiques des métabolites discriminants du sérum.

La figure représente [’agrandissement sur la zone caractéristique du (a) 2-hydroxybutyrate, (b) de la tyrosine,
(c) de la créatinine et (d) de la valine et isoleucine. En rouge, on observe les spectres MS et en bleu les non-
MS. (e) Tableau résumant les variations majeures des métabolites dans le modeéle par ACP. Un test de Wilcoxon
a été réalisé sur chacun de ces métabolites. *p<0,05, **p<0,01.
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La figure 26 représente la visualisation des spectres RMN des groupes MS et non-MS. On
observe la confirmation des résultats de I’ACP pour le 2-hydroxybutyrate (a), la tyrosine (b),
la créatinine (c), la valine et isoleucine (d). Les spectres rouges MS sont plus intenses que les
spectres bleus non-MS. Du fait de la complexité des spectres au niveau de la zone des sucres,
les résultats du glucose n’ont pas été¢ montrés. Les résultats sur les métabolites inconnus n’ont

pas été montrés.

L’analyse univariée (test de Wilcoxon non-paramétrique) a été réalisée sur 1’ensemble des
données (annexe 4). La créatinine, 1’isoleucine, la valine, le 2-hydroxybutyrate, la tyrosine et
le glucose (forme alpha et béta-D) sont discriminants dans le modele. 3 métabolites non
identifiés sont également significativement différents entre les deux groupes. Les résultats
non-paramétriques sont cohérents avec ceux de la figure 25(c) qui permet de montrer la
contribution de chaque métabolite dans la discrimination du groupe MS et du groupe non-MS
selon la composante R2X(1) du modele multivarié par ACP.Isoleucine, valine, 2-
hydroxybutyrate, tyrosine et un métabolite inconnu sont augmentés dans le groupe MS. Le
glucose et 2 métabolites inconnus sont diminués.

D’autres métabolites ont un poids dans ’ACP et sont augmentés chez les MS comme le
glutamate, la choline, la thréonine. Ils n’apparaissent pas discriminants dans 1’analyse

univariée.
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V.1 L’inclusion des patients de I’étude

La SEP est une pathologie auto-immune et évolutive du SNC, associée a une
neuroinflammation chronique, et dont le diagnostic reste délicat a poser, en reposant
principalement sur la clinique. Le LCR, en contact étroit avec le SNC, est utilis€ pour révéler
ces profils particuliers neuroinflammatoires afin de chercher des marqueurs spécifiques de la
maladie. La premicre étape délicate de 1’étude était d’inclure des patients atteints de SEP
versus des patients « non-MS ». Le critere d’isoélectrofocalisation des IgG, qui signe la
présence d’une synthese intrathécale de protéines, n’est pas assez spécifique de la SEP. Il
traduit la neuroinflammation, qu’elle soit centrale ou périphérique. Apres vérification des
dossiers et discussion avec le neurologue, il s’avere que ce critére ne permet pas d’étre assez
sélectif de notre pool de patients, qui présentent des profils cliniques différents, comme des
pathologies inflammatoires diverses pouvant entrainer la présence de bandes oligoclonales
supplémentaires a ’lEF sans €tre une SEP vraie. L’inclusion a été faite a partir des patients
SEP définis par le neurologue et les autres échantillons de LCR et de sérum des patients
présentant des situations cliniques ambigiies comme les pathologies inflammatoires diverses
n’ont pas été inclus. Cependant, il faut noter que la sclérose en plaques peut se présenter sous
des formes cliniques différentes, comme une forme rémittente-récurrente (la plus fréquente),
mais elle peut étre également primaire progressive ou secondairement progressive. Nos
moyens d’étude ne permettent pas de différencier ces formes dans notre groupe de patients,
d’autant que ces critéres sont souvent confirmés dans le temps, et donc ne nécessitent plus la
pratique d’une ponction lombaire du LCR, plutot réalisée en début de diagnostic, et en phase
précoce. Ceci représente une limite importante a notre inclusion.

Une des solutions pour s’affranchir de ces problémes d’inclusion aurait ét¢ de constituer un
pool de patients « référence » non pas avec des échantillons destinés a 1’isoélectrofocalisation
des IgG (souvent demandée suite a un probléme neurologique ou suspicion de maladie
inflammatoire), mais plutét avec des fonds de tubes de patients ayant subi une ponction

lombaire pour une recherche bactériologique ou virologique qui s’avere négative.
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V.2 La normalisation des données

La derniere étape de préprocessing qui consiste en la normalisation des données est classique
en métabolomique par RMN. Elle permet de tenir compte de la fluctuation inter-individuelle
des concentrations de métabolites dans les fluides biologiques due aux effets de dilution.
Plusieurs études, notamment en lien avec les urines, montrent 1’importance d’une telle
normalisation®. 11 existe de nombreuses méthodes de normalisation, comme [’utilisation du
pic de la créatinine comme référence (pour les études sur 1’urine). Nous avons normalisé les
données du LCR avec une correction sur 1’aire du TMSP, mais également en utilisant les
ratios sur le pic de la créatinine. Malgré ces méthodes de normalisation, un effet de dilution
interindividuel peut encore subsister, et il serait intéressant de tester des méthodes plus
complexes de normalisation comme un Probablistic Quotient Normalization(PQN) pour le

LCRY et de rechercher si le modéle mathématique est plus robuste

V.3 Les métabolites discriminants dans le LCR chez les patients

SEP

Le modele par ACP n’offre par une discrimination idéale des patients MS et non-MS, mais
permet de dégager certaines tendances. L’observation des métabolites qui fluctuent entre les
deux groupes laissent apparaitre que le lactate, le pyruvate, la glutamine, la créatine et le

glucose semblent avoir le plus de poids dans le modele.

Le lactate est un métabolite résultant du métabolisme énergétique, et sa production dépend
largement de la glycolyse. L’augmentation du pic du lactate est trés souvent observée lorsque
les cellules sont en hypoxie a cause des processus inflammatoires tissulaires ou d’une
réduction du flux sanguin due aux oedémes cérébraux par exemple. Ces résultats sont
cohérents puisque la SEP entraine un processus neuroinflammatoire majeur. De nombreuses
¢tudes ont déja rapporté le fait que le lactate était un métabolite d’intérét en tant que marqueur
de la SEP dans le LCR*™®". Une étude précédente utilisant la GC-MS (Spectrométrie de masse
couplée a la chromatographie gazeuse) a montré 1’augmentation du lactate chez les patients
MS, a cause d’une augmentation de la glycolyse par déréglement des processus €nergétiques

en lien avec un dysfonctionnement mitochondrial’®. Ceci pourrait également appuyer les
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résultats sur la tendance a la variation du glucose. Une autre étude in vitrode Nicoli et
collaborateurs en 1996, a également démontré 1’augmentation significative du pic du lactate
chez les patients MS™ et la Spectroscopie par Résonance magnétique in vivo utilise ce pic du

lactate comme marqueur des processus inflammatoires des tissus.

La glutamine est un acide aminé qui joue un role majeur dans le métabolisme du cerveau. Elle
est impliquée dans les processus énergétiques, dans la prolifération cellulaire, et peut-&tre
consommeée dans les états neuroinflammatoire par les cellules. Il résulterait une modification
de sa concentration chez les patients MS par rapport aux patients non-MS. C’est ce que
rapporte notamment I’étude de Smolinskaet collaborateurs en 2011, qui a travaillé sur des
modeéles animaux de la maladie’.De plus, la glutamine est formée a partir du glutamate, lui-
méme issudu catabolisme des acides aminés. Les travaux de Frohmanet collaborateurs en
20060nt rapporté que les acides aminés et particulierement la leucine pouvaient avoir un role
dans la SEP en tant que régulateurs négatifs de la myélinisation des oligodendrocytes’. 11 est
possible que le métabolisme des acides aminés soit alors perturbé chez les patients atteints de

SEP, et pourrait induire I’augmentation de glutamine observée chez nos patients MS.

La créatine est considérée comme un des principaux métabolites cérébraux. La variation de sa
. A . roror . 95 s r .

concentration semble étre un marqueur de pathologies neurodégénératives >, d’altérations

gliales ou de démy¢linisation. Des niveaux ¢€levés de créatine ont déja été rapportés dans des

études précédentes’™”’

chez des patients SEP, ce qui semble cohérents avec nos résultats.
Le glucose est un métabolite majeur qui entre dans les processus énergétiques. Cependant, il
est sujet a une importante variabilité inter-individuelle dans sa concentration, ce qui induit un

biais sur I’interprétation de la validité biologique du résultat.

V.4 Les métabolites biomarqueurs dans le sérum des patients SEP

L’analyse par ACP montre I’augmentation significative de 6 métabolites dans le groupe MS
parmi lesquels la créatinine, 1’isoleucine, la valine, le 2-hydroxybutyrate, la tyrosine et un
métabolite inconnu, et la diminution du glucose et de deux métabolites inconnus chez les

patients MS.
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V.4.a Isoleucine, valine, tyrosine et 2-hydroxybutyrate et role de la barriére

hématoencéphalique

L’isoleucine et la valine sont deux acides aminés branchés et le 2-hydroxybutyrate est un
acide organique produit par le catabolisme des acides aminés (thréonine et méthionine). Les
premiers résultats sur le LCR ont montré une tendance a la variation de la glutamine,
impliquée dans le catabolisme des acides aminés. En situation physiologique normale, la
barriere hémato-encéphalique forme une interface hémato-méningée qui empéche tout
échange entre le sang et le liquide céphalo-rachidien par diffusion simple. Certains articles
rapportent une altération de la barriére hématoencéphalique (BHE) chez les patients SEP’®, ce
qui pourrait engendrer un passage de métabolites du LCR au sang. La rupture de la BHE se
produit lors d’une poussée avec démyélinisation active. Glutamine, glutamate, isoleucine,
valine et tyrosine sont des acides aminés appartenant a des voies communes. De plus, le
pyruvate se trouve au carrefour de plusieurs voies métaboliques et, grace a des
transaminases,permet la synthése d’acides aminés comme la valine et 1’isoleucine.La
variation de la concentration de la glutamine et du pyruvate dans le LCR peut expliquer
I’augmentation de la concentration des petits acides aminés branchés retrouvée dans le sérum

des patients MS, et pourrait traduire une phase de poussée de la SEP.

Le cluster (figure 25 (a)) montre que les individus d’'un méme groupe (MS ou non-MS)
présentent des similitudes dans leur profil métabolomique, et des différences entre les deux
groupes. L’isoleucine, la valine, la tyrosine,le 2-hydroxybutyrate et la glutamine sont des
métabolites qui apparaissent comme liés, €tant trés proches sur la classification hiérarchique,
ce qui semble cohérent avec nos résultats et leur implication dans des voies métaboliques
communes. L’ensemble de ces résultats tend a souligner le potentiel de I'utilisation de la
métabolomique dans la recherche de profils spectraux discriminants de la SEP, et dans la

recherche de biomarqueurs d’intéréts.

V.4.b Glucose et créatinine

La glycémie est tres variable d’un individu a ’autre, tout comme 1’état de la fonction rénale.
L’apparition de la créatinine et du glucose comme métabolite discriminant est alors a

modérer. Nous n’avons pas d’information sur 1’heure de prélévement des échantillons de séra
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des patients, ni méme sur 1’état de leur fonction rénale, ce qui peut induire d’importants biais

quant a ces résultats.

Enfin, il serait intéressant d’approfondir ’identification structurale des 3 métabolites inconnus

afin d’avoir encore plus d’informations sur des potentiels biomarqueurs de la SEP.
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Cette ¢tude montre I’intérét de 1’utilisation de la métabolomique par RMN du proton comme
possible voie vers la découverte de biomarqueurs de pathologies. La variation de certains
métabolites caractéristiques d’états physiopathologiques est telle que, sous condition d’un
échantillonnage suffisant, il est possible de trouver des profils spectraux spécifiques.
Cependant, afin d’améliorer le modele, il est indispensable d’affiner dés le départ 1’inclusion
des patients. La SEP étant une maladie tres difficile a appréhender cliniquement (nombreux
diagnostics différentiels et difficulté du diagnostic positif), les l1ésions physiopathologiques
peuvent induire de grosses variations de métabolites, méme lorsque les signes cliniques sont
trés proches. Le manque d’homogénéité du groupe témoin a sans doute été la raison principale

pour laquelle I’investigation sur le LCR n’a pas donné de résultats significatifs.

Bien que notre étude n’ait pas permis de discriminer avec certitude des métabolites dans le
LCR des patients SEP, elle a tout de méme permis de mettre en évidence 1I’importance des
petits acides aminés branchés (BCAA) dans le sérum comme possible reflet de 1’effet de la
démy¢linisation et de 1’altération de la barriere hématoencéphalique dans la SEP. De plus,
I’utilisation des données couplées sur LCR et sérum reste une approche innovante et peu

décrite dans la littérature pour la SEP.

Aujourd’hui, I’exploration in vivograce a la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
peut ouvrir la voie a des investigations encore plus poussées. Cette technique, qui se
démocratise grace a I’implantation quasi-systématique de séquences spécifiques d’acquisition
sur les imageurs IRM, est non-invasive et apporte des informations complémentaires de
I’imagerie, lors du diagnostic ou du suivi des SEP. La comparaison des deux techniques in
vivo et in vitro pourrait apporter de nouvelles perspectives de suivi des traitements et
pathologies des patients, voire méme devenir une alternative a la ponction lombaire,

nécessaire a I’analyse biochimique du LCR.
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ANNEXES



Annexe 1 : Caractéristiques des patients

Numéro Sexe age Delpech sur::r::.f:ires Situation clinique ISO+/1SO-  MS/non-MS
1 F 59 0.51 0 Paralysie du VI gauche ISO - non-MS
2 F 26 0.58 0 Troubles sensitifs hémicorps gauche ISO - non-MS
3 F 69 0.56 0 Encéphalite ISO - non-MS
4 H 78 0.57 0 polyneuropathie ISO - non-MS
5 F a7 0.5 0 hypersignaux sur IRM 1SO - non-inclus
6 F 78 0.55 0 Myélite ISO - non-MS
7 F 30 0.63 0 Vertiges et troubles de la marche ISO - non-MS
8 H 57 0.53 0 Diplopie binoculaire avec paralysie du lll ISO - non-MS
9 F 24 0.58 0 NORB ISO - non-MS
10 F 34 0.45 0 Etiologie inconnue ISO - non-MS
11 F 29 0.52 0 Etiologie inconnue ISO - non-MS
12 F 30 0.5 0 SEP cliniquement définie ISO - MS
13 F 44 2.01 7 SEP cliniquement définie ISO + MS
14 F 21 0.79 5 SEP cliniquement définie ISO + MS
15 F 25 0.98 8 Suspicion de SEP ISO + MS
16 F 34 0.93 5 Suspicion de SEP ISO + MS
17 F 55 0.8 8 Suspicion de SEP ISO + MS
18 F 19 0.7 8 SEP cliniquement définie ISO + MS
19 F 50 0.67 4 Suspicion de SEP ISO + MS
20 r 50 073 3 SEP cliniguement définie forme primaire IS0 + MS

progressive
21 H 31 0.87 4 SEP cliniquement définie ISO + MS
22 F 33 0.93 13 SEP cliniquement définie ISO + MS
23 F 15 0.99 9 SEP cliniquement définie ISO + MS




Annexe 2 : Identification du métabolome du sérum humain et assignation

des pics principaux (comparaison au TMSP référencé a 0,00 ppm)

Numéro Métabolite Shift (ppm) Multiplicité J (Hz)
1 Lipide CH3 0.90-1.00 b
2 Leucine 0.96 t 6.05
1.71 m
3.74 m
3 Isoleucine 0.93 t 7.6
4 Valine 0.99 d 6.9
1.04 d 6.9
3.67 d 4
5 éthanol 1.18 t 7.1
3.66 q
6 Lactate 1.32 d 6.8
4.11 q
7 Alanine 1.49 d
8 2-hydroxybutyrate 1.65 m
1.73 m
9 Acétate 1.92 s
3.81
10 Glycérol 2.03 s
11 Glutamine 2.13 m
2.45 m
12 Acétone 2.24 s
13 Glutamate 2.34 m
14 Créatine 3.03 s
15 Créatinine 3.05 s
16 Glucose 3.24 dd 9.3
17 Bétaine 3.26 s
3.93 s
18 Scyllo-inositol 3.35 s
19 Histidine 3.92 s
20 Thréonine 3.58 d 4.9
21 Tyrosine 6.89 m
7.19 m
22 Phénylalanine 7.33 d
7.38 m

7.41 m




Annexe 3 : Identification du métabolome du LCR humain et assignation des

pics (comparaison au TMSP référencé a 0,00 ppm)

Numéro Métabolite Shift (ppm) Multiplicité J (Hz)
1 Lipide CH3 0.90-1.00
2 2-hydroxyisovalérate 0.84 d 6.63
0.98 d 6.25
2.02 m
3.85
3 Isoleucine 0.93 t 7.6
1.03 d 6.9
3.67 d 4
4 2-hydroxybutyrate 0.9 t 7.42
1.66 m
1.74 m
3.99 dd
5 Leucine 0.96 t 6.05
1.71 m
3.74 m
6 3-hydroxyisovalérate 1.27 s
7 Lactate 1.33 d 6.94
4.12 q 6.92
8 Alanine 1.49 d 7.24
3.78 q
9 Acétate 1.92 s
10 Glutamine 213 m
2.45 m
3.47 t 6.36
11 Acétone 2.24 s
12 Acéto-acétate 2.29 s
3.45 s
13 Pyruvate 2.38 S
14 Citrate 2.55 d 15.7
2.66 d 9.77,3.70
15 Diméthylamine 2.72 3
16 Créatine 3.04 s
3.93 s
17 Créatinine 3.05 s
4.06 s
18 L-phénylalanine 3.13 m
4 m
7.43 t

19 Choline 3.2 s



20

21

22

23

D-Glucose

Myo-inositol

Méthanol
B-glucose
a-glucose

Formate

3.5
4.05
3.25
3.53
3.29
3.56
3.53
4.07
3.36
4.65
5.24

8.46

dd
dd
dd
dd

dd

9.33,8.01
9.82,3.77

3.75




Annexe 4 : Test non paramétrique sur les données métabolomiques du

sérum
fin ppm début ppm  Test Wilcoxon n:,?r/:&nse moyenne MS p
Formate 8.4511 8.4426 0.6485 0.0004 0.0004
Tyrosine 7.1967 7.1829 0.0227 0.0008 0.0009 *
B-D-glucose 5.2362 5.2094 0.0122 0.0354 0.0297 *
A-D-glucose 4.6522 4.621 0.0276 0.0174 0.0153 *
Thréonine 4.2628 4.231 0.1286 0.0023 0.0027
Lactate 4.13 4.0784 1 0.0135 0.0143
non identifié 4.05 4.041 0.0334 0.0015 0.0018 *
non identifié 3.915 3.8582 0.0078 0.0478 0.0406 *k
non identifié 3.8578 3.8001 0.0185 0.0644 0.0557 *
Myo-inositol 3.675 3.6217 0.2545 0.0141 0.0115
Scyllo-inositol 3.3609 3.3429 0.0575 0.0083 0.0102
Bétaine 3.264 3.2542 0.1286 0.0042 0.0058
non identifié 3.2542 3.2077 0.0151 0.0603 0.0531 *
choline 3.198 3.1879 0.1715 0.0019 0.0025
créatinine 3.0397 3.031 0.0151 0.0024 0.0031 *
Créatine 3.031 3.025 0.4033 0.0023 0.0027
Diméthylamine 2.7196 2.7133 0.7612 0.0002 0.0002
Citrate 2.708 2.704 0.0946 0.0002 0.0004
Glutamine 2.4697 2.4212 0.1489 0.0115 0.0129
Glutamate 2.1541 2.1002 0.1286 0.0158 0.0185
2-hydroxybutyrate 1.7523 1.6862 0.0024 0.0035 0.005 *x
Alanine 1.4842 1.4532 0.5949 0.0227 0.0241
Lactate 1.3395 1.3049 0.7612 0.0459 0.047
lipides CH3 13 1.2599 0.1965 0.0119 0.0169
éthanol 1.2008 1.19 0.0482 0.0005 0.0007 *
valine 1.0473 1.0193 0.0011 0.0088 0.0122 *k
valine 1.016 1.0012 0.0078 0.0013 0.002 *x
isoleucine 0.99 0.973 0.0014 0.0081 0.0113 *k
isoleucine 0.9649 0.9399 0.0014 0.0102 0.0162 *x

HDL/VLDL 0.9074 0.8493 0.4474 0.0291 0.0398




Annexe 5 : Fiches d’identification des métabolites présents dans le LCR

Ces informations ont été réalisées a partir des comparaisons de nos prélévements et des bases
de données internationales. Pour chaque molécule, il est rapporté¢ sa représentation
topologique, les pics significatifs de résonance issus de nos mesures (en bleu), comparés aux
pics caractéristiques retrouvés dans les bases de données (en noir), un tableau récapitulatif des
shifts, constantes de couplage et les associations aux hydrogeénes correspondants, et enfin
quelques caractéristiques générales référencées concernant le métabolite. Ces fiches
d’identification ont été réalisées pour les métabolites suivants (I’ordre correspond a 1’ordre

d’apparition sur le spectre de 0 a 10 ppm) :

2-hydroxyisovalérate

2-hydroxybutyrate

L-Leucine

3-hydroxyisovalérate

Lactate

Alanine

Acétate

Glutamine

Acétone

Acéto-acétate

Pyruvate

Citrate

Diméthylamine

Créatine

Créatinine

L-phénylalanine

Choline

D-glucose

Myo-inositol

Méthanol

Formate




2-hydroxyisovalérate

H5A HS5B HSC

OI I 2.100 Z.050 2.000 1.550 1.500

3.500

3.850

3.800

3.750

shift (ppm) type J (Hz) Numéro H’s
5 H5A, H5B,
0.84 d 6.63 H5C
4 H4A, H4B,
0.98 d 6.25 H4B
2.02 m - 3 H3
3.85 d ND 2 H2
Caractéristiques

L’acide 2-hydroxyisovalérique, connu aussi sous le nom d’acide 2-hydroxy-3-
méthylbutyrique, est un métabolite qui provient généralement de la cétogenése et du
métabolisme de la valine, de la leucine ou de ’isoleucine’. On le retrouve dans les urines des

. , , . . . )
patients présentant une cétoacidose ou une acidose lactique”.



"Liebich HM, Férst C. Hydroxycarboxylic and Oxocarboxylic Acids in Urine: Products from
Branched-Chain Amino Acid Degradation and from Ketogenesis. Journal of

Chromatography. 1984; 309(2): 225-242.

?Landaas S, Jakobs C. The Occurrence of 2-Hydroxyisovaleric Acid in Patients with Lactic
Acidosis and Ketoacidosis. Clinica Chimica Acta; International Journal of Clinical

Chemistry. 1977; 78(3): 489-493.



2-hydroxybutyrate

HAAL H4B HAC

00 0.975 0.950 0.925 0.900 0.875 0.850

O
H C H3B HIA
’ 1 ~OH N Ty
2
3
H3C 4
[
IAVARWING
shift (ppm) type J (Hz) Numéro H’s
4 H4A, H4B,
0.903 t 7.42 H4C
1.655 m 3 H3A
1.742 m H3B
3.997 dd
Caractéristiques

L’acide 2-hydroxybutyrique est un acide organique qui provient de I’alpha-cétobutyrate.

L’alpha-cétobutyrate est lui-méme issu du métabolisme de la thréonine et de la méthionine,

deux acides aminés, et de I’anabolisme du glutathion'.

L’acide 2-hydroxyturique est relargué par la cystathionine lorsque cette dernicre est clivée en

cystéine qui est incorporée au glutathion. Le glutathion intervient dans les réactions de

détoxifications, notamment suite a un stress oxydatif. Le 2-hydroxyturate est justement un



marqueur précoce de 1’insulino-résistance et de I’homéostasie glycémique qui apparait lors

d’une augmentation de I’oxydation des lipides et du stress oxydatif’.

11 a été montré récemment qu’un niveau ¢élevé d’acide 2-hydroxyturique dans le plasma était

un bon marqueur du dépistage des stages précoces du diabéte de type II°.

Des études plus anciennes ont également montré que I’augmentation du rapport

NADH2/NAD était le facteur le plus important de production du 2-hydroxybutyrate”.

!Gall WE, Beebe K, Lawton KA, Adam KP, Mitchell MW, Nakhle PJ, Ryals JA, et al. Alpha-
Hydroxybutyrate Is an Early Biomarker of Insulin Resistance and Glucose Intolerance in a

Nondiabetic Population. PloS One. 2010; 5(5).

’Li X, XuZ, LuX, Yang X, Yin P, Kong H, Yu Y, Xu G. Comprehensive Two-Dimensional
Gas Chromatography/time-of-Flight Mass Spectrometry for Metabonomics: Biomarker
Discovery for Diabetes Mellitus. Analytica Chimica Acta. 2009; 633(2): 257-262.

Landaas S, Pettersen JE. « Clinical Conditions Associated with Urinary Excretion of 2-
Hydroxybutyric Acid ». Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation.

1975; 35(3): 259-266.



L-Leucine

CH,
?KS ‘
6 4

\ —OH
7S
O

1
shift (ppm) type J (Hz) Numéro F1 (ppm)
0.96 t 6.05 8,9 23.65
1.71 m - 7,6
3.74 m - 4 56.25
Caractéristiques

La leucine est un acide aminé branché, le plus courant des acides aminés protéinogenes. La
valine, I’isoleucine et la leucine font partie de ces acides aminés a chaine branchée. Malgré

leur similitude de composition, ces 3 acides aminés ont des roles métaboliques différents.

Les déficits de ces acides aminés entrainent des symptomes différents. Pour la valine par

exemple, sa carence entrainera des perturbations neurologiques, alors que I’isoleucine

provoquera des perturbations musculaires.




3-hydroxyisovalérate
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Caractéristiques

Le 3-hydroxyisovalérate est un métabolite excrété par les urines. Des taux ¢levés de ce
métabolite correspondent généralement a des déficiences enzymatiques (comme la 3-
méthylcrotonyl-CoA carboxylase ou la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase)*. Le

métabolisme du 3-hydroxyisovalérate est li¢ a celui de la biotine.

On peut également retrouver des taux élevés de la 3-hydroxyisovalérate chez les fumeurs®, ou

les patients sous traitement anti-convulsivant de longue durée, type carbamazépine ou
phénytoine®. Les niveaux élevés peuvent également avoir pour origine une diminution de la

filtration rénale de la biotine'.

'Stratton SL, Bogusiewicz A, Mock MM, Mock NI, Wells AM, Mock DM. Lymphocyte
Propionyl-CoA Carboxylase and Its Activation by Biotin Are Sensitive Indicators of Marginal
Biotin Deficiency in Humans. The American Journal of Clinical Nutrition. 2006; 84(2):
384-388.

*Mock DM, Mock NI, Nelson RP, Lombard KA. Disturbances in Biotin Metabolism in
Children Undergoing Long-Term Anticonvulsant Therapy. Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition. 1998; 26(3): 245-250.

3Sealey WM, Teague AM, Stratton SL, Mock DM. Smoking Accelerates Biotin Catabolism in
Women. The American Journal of Clinical Nutrition. 2004; 80(4): 932-935.

‘Bannwart C, Wermuth B, Baumgartner R, Suormala T, Weismann UN. Isolated Biotin-
Resistant Deficiency of 3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Presenting as a Clinically Severe
Form in a Newborn with Fatal Outcome. Journal of Inherited Metabolic Disease. 1992; 15(6):
863-868.



Lactate

1.375 1.350 1.325 1.300 1.27s
d
Jd = 7.15 Hz
4,175 4.150 4.125 4.100 4.075
1 1 I 1 1
- u J\ ]

N
col @ 4[122 fpw / 2473.705 Bz Index - 2244 - zzas 3 . L B - LE
row : 7.6 ppm / 10812.5 Hz Index = 311 a : : &

: : : : i

: : P :

: : - : : Le

: : : : B

: g
= Reewr ; ; ;

: : : : o

: : : : -8

: : : : 2

: : : : re

: . . : :

: : " : :

: b : : )
T T — T T T
4 3 z 1 -0 F2 [ppm]
4 >
Numéro H’s C13 (ppm)

Shift 1H (ppm)

J (Hz)

1.33

6.94

3

H3A, H3B, H3C

22.82

4.12

6.94, 6.92

2

H2

71.26




Caractéristiques

L’acide lactique ou acide 2-hydroxypropanoique est un acide organique impliqué dans de
nombreux processus biochimiques. C’est un acide alpha-hydroxylé. Le lactate est un sel de
cet acide. Il est produit par les muscles durant les phases d’effort intense. On retrouve
¢galement le lactate dans les processus €nergétiques, et notamment dans le cycle oxydatif de
la glycolyse, ou il est produit par fermentation lactique lorsque la consommation des sucres

est supérieure a I’apport en oxygene. C’est le cas lors des efforts intenses.

La mesure du taux de lactate est un bon indicateur de 1’état d’un patient de réanimation. S’il
est élevé, le niveau de lactate est révélateur d’un mauvais fonctionnement du métabolisme
énergétique, et peut-tre considéré comme un marqueur précoce d’un état potentiellement

’ . 1
réversible.

En ce qui concerne les tumeurs malignes, le lactate peut s’avérer étre un métabolite de choix
en ce qui concerne leur classification. Ainsi, en fonction de la 1€sion, les niveaux de lactate

. . A e 42
peuvent €tre relativement bas ou extrémement élevés”.

'Valenza F, Aletti G, Fossali T, Chevallard G, Sacconi F, Irace M, Gattinoni L. Lactate as a
Marker of Energy Failure in Critically Il Patients: Hypothesis. Critical Care. 2005; 9(6):
588-593.

*Walenta S, Schroeder T, Mueller-Klieser W. Lactate in Solid Malignant Tumors: Potential
Basis of a Metabolic Classification in Clinical Oncology. Current Medicinal Chemistry. 2004;
11(16): 2195-2204.



Alanine
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Caractéristiques

La L-Alanine est un acide-aminé non essentiel, qui provient de la conversion d’un glutamate,
par un processus appelé transamination. L’alanine est un acteur majeur dans la régulation du

métabolisme du glucose. Sa concentration dans le muscle est trés importante, et c’est un des



plus importants acides aminés relargués par le muscle, fonctionnant comme source d’énergie
principale. Dans le foie, I’alanine se transforme en pyruvate. L’alanine-aminotransférase
(ALAT) catalyse la réaction dans laquelle le groupement aminé de 1’alanine est transféré al’a-

cétoglutarate.

Le métabolisme normal de 1’alanine, comme celui des autres acides aminés, est dépendant
d’enzymes contenant de la vitamine B6. Enfin, I’alanine, comme le GABA, la taurine ou la

glycine, est un neurotransmetteur inhibiteur du cerveau.



Acétate
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Caractéristiques

L’acide acétique est une des plus simples acides carboxyliques. C’est un réactif chimique tres
utilisé, par exemple pour la production de bouteilles plastiques, film photographique... Dans
I’industrie alimentaire, 1’acide acétique est utilis¢ comme régulateur de I’acidité. L’acide
acétique intervient dans le métabolisme des lipides et des glucides, en liant avec le coenzyme

A.



Glutamine
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shift (ppm) type J (Hz) Numéro F1 (ppm)
2.13 m - 6 29.05
2.45 m - 7 33.66
3.47 t 6.36 4 56.98
Caractéristiques

La glutamine est un acide-aminé naturel non essentiel, présent abondamment dans le corps
humain, et participant a de trés nombreux processus métaboliques. C’est le principal
transporteur d’amine dans le corps humain, grace a sa participation dans le métabolisme de

I’azote. C’est un donneur d’azote, qui permet la syntheése des bases puriques et pyrimidiques.

En effet, il participe a la transformation organique de ’ammoniac grace a la conversion d’un
acide glutamique en glutamine par la glutamine synthétase. La glutamine est également une
importante source d’énergie pour de nombreuses cellules. Il est formé a partir du

remplacement de la chaine latérale d’un acide glutamique par une amine.



Acétone

H1A HIE HIC H3A H3E H3C

HD-exchange
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2.175

L’acétone est un corps cétonique produit pendant la cétogénése. Son rdle physiologique n’est

pas clairement défini. Un des roles proposés pourrait étre de servir de tampon pH dans

certaines conditions métaboliques, notamment celles conduisant 2 une accumulation d’acide

acétoacétique, et une dérégulation du pH'.

Dans I’industrie chimique, 1’acétone peut servir de solvant, trés soluble dans 1’eau, I’éthanol

ou I’éther. C’est un produit irritant, dont I’inhalation peut conduire a une hépatotoxicité.

Dans notre échantillon, ¢’est une contamination exogene, il n’est pas naturellement présent.

Nous ne le retrouverons d’ailleurs dans un seul échantillon parmi tous ceux analysés.

il 3
1 3 | T
shift (ppm) type J (Hz) Numéro H’s 13C (ppm)
HIA, HIB, HIC
2.24 S - 1,3 H3A, H3B, H3C 32.9
Caractéristiques



'Kalapos MP. Possible Physiological Roles of Acetone Metabolism in Humans. Medical
Hypotheses. 1999;53(3): 236-242.



Acéto-acétate
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Caractéristiques

L’acéto-acétate est un acide organique faible produit par le foie chez ’homme dans certaines
conditions métaboliques. C’est un corps cétonique, qui intervient dans la cétogénése ou voie
des corps cétoniques. Cette voie est sollicitée notamment lors d’un jeune prolongé ou d’un
diabete, d’une acidocétose. L’acéto-acétate est converti partiellement en acétone par une

décarboxylation, et il est excrété par les urines ou la respiration.

L’acéto-acétate est un métabolite important intervenant dans le métabolisme énergétique des
tissus extra-hépatiques, spécialement le cerveau ou les poumons, lorsque I’organisme ne peut
plus utiliser ses réserves de glucose. L’acéto-acétate permet également la formation
d’acétoactéyl-CoA ou d’acétyl-CoA nécessaires a la synthése du cholestérol, des acides gras

ou des lipides.

Dans les poumons, I’acétoacétate sert plus que le glucose en tant que précurseur de la
synthese des phospholipides pulmonaires. Les lipides synthétisés, et particuliérement la
dipalmityl phosphatidylcholine, sont incorporés dans le surfactant, et ont un role dans les

. . 1
premiers jours de la vie'.

'Yeh YY, Sheehan PM. Preferential Utilization of Ketone Bodies in the Brain and Lung of
Newborn Rats. Federation Proceedings. 1985; 44(7) : 2352-2358.



Pyruvate
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Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numéro H’s 13 C (ppm)
6 H3A, H3B,
2.38 S - H3C
Caractéristiques

L’acide pyruvique est un métabolite qui fait partie du métabolisme des glucides (c’est le
produit final de la glycolyse), du métabolisme énergétique par son intervention dans le cycle
de Krebs, du métabolisme des protéines ou encore des acides gras. On le retrouve notamment
dans le muscle avec 1’acide lactique. C’est donc un métabolite majeur au carrefour de
plusieurs voies métaboliques. D’un point de vue chimie organique, ¢’est un alpha-cétoacide,

c’est-a-dire qu’il porte une fonction acide carboxylique et une fonction cétone.

Son oxydation peut-étre retardée lors d’un déficit en thiamine, ce qui provoque son

accumulation dans les tissus, et particulierement dans le tissu nerveux.



Acide citrique
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col : 2.5523 ppm / 1531.8191 Hz Index = 2 _— 7'5
25 25 o — -
shift (ppm) type J (Hz) Numéro H’s F1 (ppm)
2.55 d 15.7 3,6 6a, 3a 48,2
2.66 d 9.77,3.70 6,3 6a, 3a 48,2
Caractéristiques

L’acide citrique est un acide faible formé a partir du cycle de 1’acide tricarboxylique ou

apporté par la nourriture. L’excrétion urinaire du citrate est un outil permettant le

diagnostique différentiel des calculs rénaux, maladies rénales, et il joue un role dans les

pathologies osseuses. L’acide citrique est retrouvé dans les agrumes, notamment dans les

citrons, ou on peut en retrouver pres de 8% de la masse seche du fruit. Il est utilisé comme

conservateur naturel, mais également pour acidifier les aliments et les boissons. Les sels

d’acide citrique sont utilisés comme anticoagulant, étant donné leur capacité a chélater le

calcium.




Diméthylamine

Hl1a HIB HJIC H3A H3F HiC
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shift (ppm) type J (Hz) Numéro F1 (ppm)
2.72 S - 2,3 EIE
Caractéristiques

Le diméthylamine est une amine organique secondaire. On le retrouve fréquemment dans les
urines chez ’homme. Le diméthylamine est utilisée dans 1’industrie chimique, comme agent

colorant ou dans les savons par exemple.

Il est apporté par I’alimentation. Sa concentration urinaire augmente chez les individus qui ont
consommé du poisson ou des produits de la mer, comme du calmar, du merlan, de 1’aiglefin,

. 1
de la sardine ou de la morue’.

'"Mitchell SC, Zhang AQ, Smith RL. Dimethylamine and Diet. Food and Chemical
Toxicology.2008; 46(5): 1734-1738.



Créatine
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Caractéristiques

La créatine est un acide aminé que I’on peut retrouver dans I’urine. Dans le tissu musculaire,
la créatine est généralement sous forme de phosphocréatine. La créatine est excrétée sous
forme de créatinine, son métabolite issu du catabolisme. La créatine intervient dans le
métabolisme énergétique. Un phosphate provenant de I’ATP, et qui représente une réserve
énergétique importante, est transféré sur la créatine pour former la phosphocréatine. La
réaction, réversible, est catalysée par la créatine kinase. La créatine est formée dans le foie, a
partir principalement de 3 acides aminés : I’arginine, la glycine et la méthionine. Elle est
stockée pour la majorité dans le muscle squelettique (95%), le reste se trouvant dans le

cerveau ou le coeur.



HEA HEEB HEC

Créatinine
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3.05 S - 6 6a, 6b, 6¢ 32.2
4.06 S - 2 2a, 2b 59
Caractéristiques

La créatine est un produit du catabolisme de la créatine phosphate dans le muscle. La
déshydration (perte de H20) sur la créatine entraine la formation de la créatinine. La créatine
est métabolisée par les reins, les muscles, le foie et le pancréas. Elle est transportée jusqu’aux
reins par le plasma, ou elle est éliminée par filtration glomérulaire et excrétion tubulaire
partielle. Elle est produite de maniére constante par le corps, et sa concentration sérique est un
test simple pour évaluer la fonction rénale. Les valeurs de référence sont de 45-90 pmol/l pour

les femmes et de 60-110 pmol/l pour les hommes.



L-phénylalanine
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7.600 7.500 7.400 7.300

Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numéro H’s 13C (ppm)
3.13 m - 3 H3A, H3B ND
4.00 m - 2 H2 ND
7.34 d 7.05 5,9 H5, H9 ND
7.38 m - 7 H7 ND
7.43 t 8.23 6,8 H6, H8 ND
Caractéristiques

La phénylalanine est un acide-aminé essentiel, aromatique et non polaire. Il participe a la

formation des catécholamines, c’est-a-dire la dopamine, la tyramine, I’adrénaline ou la

noradrénaline, grice a I’action de la phénylalanine hydroxylase, qui le transforme en tyrosine,

précurseur des catécholamines. On le retrouve dans 1’alimentation, et notamment les produits

riches en protéines, comme les viandes ou le fromage. Les patients atteints de

phénylcétonurie, maladie génétique grave, entraine une concentration plasmatique de la

phénylalanine de prés de 400 fois supérieure a la normale. Cette concentration élevée est due

au déficit enzymatique de la PAH ou phénylalanine hydroxylase.



Ces patients souffrent de troubles neuropsychologiques graves, puisque la phénylalanine en
exces pénetre dans le cerveau et altére la substance blanche. Le patient doit suivre en régime

pauvre en phénylalanine.



/ \ 1 H4A H4B HAC HSA HSE| HSC HEA HEE HEC

3.300 3.250 3.200 3.150 3.100

Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numéro H’s
H3A, H3B,
H3C H4A,
3.21 S - 3,4,5 H4B, H4C
H5A, H5B,
H5C
3.5 dd ND 3
4.05 dd ND 2
Caractéristiques

La choline est un précurseur important de I’acétylcholine, donneur de méthyl dans de
nombreux processus métaboliques, et surtout dans le métabolisme des lipides. La choline est
considérée comme une vitamine essentielle. Le lait, les ceufs et les noix sont riches en
choline. La plupart de la choline est retrouvée sous forme de phospholipides, que 1’on appelle
phosphatidylcholine ou lécithine. Un déficit en choline peut conduire a une ¢élévation du
niveau d’ALAT dans le sérum, et est associ¢ a une augmentation de 1’incidence du cancer du

foie.



Alpha D-glucose Béta D-glucose

Hek-beta

H4-alpha Hei-alpha
Hi-alpha

HSBTreta
‘ HGB—a_LLh ‘ | ‘

Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numero H’s C13 (ppm)
3.25 dd 9.33, 8.01 2 2p 76.93
3.41 m : 5 Sa, 5B 72.41
3.47 m - 4 4B 78.65
3.50 m : 3 3B 78.65
3.54 dd 9.82,3.77 2 2p 74.31
3.74 m - 3,6 3a, 6Af, 6Ba 63.38
3.84 m - 4,6 40, 6Aa 63.38
3.89 dd 12.22,2.21 6 6Bp 63.56
4.65 d 7.92 1 1B 98.71
5.24 d 3.75 1 la 94.91




Caractéristiques

Le glucose est un monosaccharide, qui est composé¢ de 6 atomes de Carbone et d’un groupe
aldéhyde : c’est un aldohexose. Le glucose est la premiére source d’énergie de 1’organisme,
qui est directement assimilable, contrairement au saccharose. Le glucose est la principale
source d’énergie pour le cerveau, c’est la raison pour laquelle on en trouve dans le LCR. 1l est
stocké sous forme polymérique de glycogene, et est libéré lors de la glycogénolyse. Le
glucose peut avoir une origine endogene, en étant produit par le foie et les reins a partir

d’intermédiaire comme le pyruvate et le glycérol. C’est ce qu’on appelle la néoglucogénese.

On retrouve le glucose dans 1’alimentation, et notamment dans les fruits, ou dans les plantes.



Myo-inositol
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Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numéro H’s 13C (ppm)
3.29 t 9.41 2 H2 ND
3.56 dd 9.77,3.70 6,4 H4, H6 ND
3.53 t 9.85 3,1 HI, H3 ND
4.07 t 2.87 5 H5 ND
Caractéristiques

Le myoinositol est un alcool polycyclique qui joue un réle important en tant que second

messager, qu’on peut retrouver sous forme d’inositol phosphate, de phosphatidylinositol et de
phosphatidylinositol phosphate. Le myoinositol est le principal stéréoisomere de 1’inositol,

qui dérive du glucose. Il existe 9 stéréoisomeres possible de 1’inositol.

On le retrouve fréquemment dans la nourriture, et particuliérement dans les céréales et le blé.



Méthanol
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Shift 1H (ppm) type J (Hz) Numéro 13C (ppm)
336 S - 2 51.74
Caractéristiques

Le méthanol est le plus simple des alcools, léger, volatil, et toxique. Le méthanol peut-étre a
I’origine d’intoxication accidentelle, ou de suicide. Sa toxicité est due aux composés produits
par I’activité de I’alcool déshydrogénase (ADH) et de 1’aldéhyde déshydrogénase'. Le
méthanol est présent dans le corps naturellement, et il est produit lors de la dégradation de

composés organiques. On en trouve généralement dans les fruits et les 1égumes frais, ainsi que

dans les jus de fruits. Il provient dans ce cas de la dégradation de la pectine par la

pectinestérase et la pectate lyase.

Dans I’industrie chimique, il est utilisé comme solvant.

]Mégarbane B, Borron SW, Baud FJ. Current Recommendations for Treatment of Severe

Toxic Alcohol Poisonings. Intensive Care Medicine. 2005; 31(2): 189-195.
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Formate

shift (ppm) type J (Hz) Numéro
2 Confirmation
8.46 S avec Cosy
Caractéristiques

L’acide formique est aussi appelé acide méthanoique, c’est le plus simple des acides

carboxyliques. Le formate est un de ses sels. Il peut subir une oxydation pour devenir du

dioxyde de carbone. L’acide formique est un sous-produit lors de la formation de I’acétate.

On s’en sert dans les industries textiles, le tannage, 1I’alimentaire en tant qu’additif E236 par

exemple. En médecine, la mesure urinaire des formiates permet de détecter un

empoisonnement par le méthanol.

L’acide formique est présent chez les insectes, comme les hyménopteres, les abeilles ou les

fourmis.




L’approche métabolomique par RMN pour la recherche de biomarqueurs : une étude
comparative in vitro du Liquide Céphalo-Rachidien et du sérum de patients atteints de
Sclérose en Plaques

Résumé : La Sclérose en Plaques (SEP) est une pathologie démyélinisante, qui touche principalement
le systeme nerveux central. Le diagnostic de la SEP reste délicat a poser, car les manifestations
cliniques sont proches d’autres pathologies neurodégénératives. Pour affirmer le diagnostic de SEP, il
faut que le patient subisse plusieurs crises dans le temps (critere temporel), et que les lésions
diagnostiquées par I'imagerie par résonance magnétique (IRM) soient évolutives (critére spatial). Un
critére biochimique, en plus de ces manifestations cliniques, basé sur une mise en évidence d’une
synthése intrathécale d’IgG et une isoélectrofocalisation des immunoglobulines, permet d’appuyer le
diagnostic. Notre analyse comparative par RMN 1H de séra et de LCR a été conduite chez 10 patients
témoins et 12 patients atteints de sclérose en plaques. L’analyse multivariée sur les données
spectrales du sérum, afin de rechercher des métabolites discriminants en fonction des conditions
pathologiques, a permis de révéler I'augmentation de petits acides aminés (lsoleucine, valine,
tyrosine), du 2-hydroxybutyrate et la diminution du glucose dans le groupe sclérose en plaques. Ces
métabolites pourraient étre de futurs biomarqueurs de la maladie.

Mots-clés: Liquide cérébrospinal, sérum, métabolomique, sclérose en plaques.

A comparative analysis in vitro of Cerebrospinal Fluid and serum in Multiple Sclerosis
Patients by NMR metabolomic approach

Abstract :Multiple sclerosis (MS) is a demyelinating disease which affects specially the central
nervous system. The MS diagnosis is difficult to confirm, because the clinical aspects are similar to
some neurological diseases. To confirm the diagnosis of MS, the patient has to manifest a temporal
criteria (an increase in the number of crisis in time) and a spatial criteria (an increase of the number
of neurological lesions visible in MRI). A biochemical criterion, in addition to the clinical
manifestations, based on the evidence of the immunoglobulin isoelectric focusing, could confirm the
diagnosis. The comparative analysis with 1H NMR of sera and CSF performed on 10 healthy patients
and 12 MS patients. Wewill conduct amultivariateanalysis ofspectral data, to search
fordiscriminatingmetabolitesaccording topathological conditions. An increase in amino-acids such as
isoleucine, valine and tyrosine, then in 2-hydroxybutyrate and the decrease of glucose were
observed in the serum of MS patients. They could become interesting biomarkers of the disease.

Keywords : cerebrospinal fluid, serum, metabolomic, Multiple Sclerosis.
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