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Mécanismes moléculaires de la régulation thyroïdienne par l’iode : recherche des 

protéines iodées et application de la métabolomique aux études des pathologies de la 

thyroïde et d’autres organes 

Résumé 
La thyroïde est une glande endocrine importante pour le contrôle du métabolisme, le 

développement et la croissance des mammifères. Sa fonction est stimulée par la « Thyroid 

Stimulating Hormone » (TSH) mais inhibée par une forte élévation de l’iode plasmatique. Cette 

inhibition par l’iode a été décrite il y a plus de 70 ans, mais la compréhension des mécanismes 

sous-jacents reste partielle et controversée. La mise en place de l’effet inhibiteur de l’iode 

nécessite la génération de composants intermédiaires iodés dont la nature est inconnue. La 

première partie de cette thèse a eu pour objectif d’étudier si des protéines iodées pourraient 

avoir un rôle dans la régulation de la thyroïde par l’iode. En combinant le marquage radioactif, 

l’électrophorèse bidimensionnelle et la spectrométrie de masse, nous avons mis en évidence 

dans des cellules en culture une iodation spontanée de la Peroxyrédoxine 6 (PRDX6). Nous 

avons ensuite identifié les positions d’iodation sur la protéine PRDX6 et évalué leurs effets sur 

son activité enzymatique. De plus, nous avons montré qu’une diminution de l’expression de la 

PRDX6 par « Short hairpin RNA » amplifie la diminution de la capacité de captation d’iode 

induite par un excès d’iode. Sur la base de ces résultats, nous proposons que la PRDX6 exerce 

un rôle protecteur vis-à-vis d’une exposition aiguë à l’iode. Les résultats obtenus apportent des 

connaissances originales dans le mécanisme de la régulation thyroïdienne par l’iode et dévoilent 

un nouveau rôle potentiel de cette peroxydase dans la thyroïde.  

La deuxième partie de cette thèse a consisté à développer des approches en métabolomique 

pour les appliquer dans les études sur des dysfonctionnements ou des lésions de la thyroïde. 

Pour ce faire, nous avons utilisé la chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie 

de masse pour mesurer la variation des métabolites dans les cellules ou les tissus. Grâce à 

l’exposition à des perturbateurs thyroïdiens d’une lignée de cellules thyroïdiennes de rat, nous 

avons identifié une liste de métabolites iodés comme étant de potentiels marqueurs d’exposition 

aux perturbateurs thyroïdiens. Par la suite, grâce aux prélèvements congelés de lésions 

thyroïdiennes dont le diagnostic de nature avait été réalisé en histologie, nous avons construit 

un modèle de classification supervisée (de type OPLS-DA) basé sur les données 

métabolomiques pour discriminer les lésions bénignes des malignes. Les variations des 

métabolites déterminants pour cette classification indiquent une altération au niveau du cycle 

de Krebs, du métabolisme du glutathion et du métabolisme des bases puriques. En outre, nous 

avons montré qu’une liste restreinte de métabolites suffit pour établir un modèle de 

discrimination statistiquement significatif. Ces résultats ouvrent la possibilité d’affiner le 

diagnostic sur les prélèvements de cytoponction en ciblant uniquement ces métabolites. Ces 

approches en métabolomique ont également été appliquées à l’étude d’autres types de tumeurs, 

notamment la classification des sous-types histologiques de carcinomes du rein. 

Mots clés : Thyroïde, Iodation, Peroxyrédoxine, Métabolomique, Cancer, Classification  
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Identification of an iodinated protein involved in thyroid regulation by iodide and 

metabolomics approach in the study of thyroid disruptors and cancers 

Abstract 
Thyroid function is stimulated by the thyroid-stimulating hormone TSH while inhibited by 

iodide. The inhibition of thyroid function by an excess of circulating iodide was first reported 

more than 70 years ago but our understanding of the underlying molecular mechanisms remains 

unclear. The inhibitory effect of iodide is due to the presence of oxidized iodide in the 

thyrocytes and the subsequent generation of iodinated intracellular signaling molecules. The 

first part of this thesis aimed to study the potential role of iodinated proteins in thyroid 

regulation by iodide. By combining radioactive labeling, two-dimensional gel electrophoresis 

and mass spectrometry, we showed that the cytosolic enzyme, Peroxiredoxin 6 (PRDX6), is 

spontaneously iodinated in cultured cells in the presence of iodide. We identified the iodinated 

amino acids in the PRDX6 sequence and studied the effect of the iodination on the protein’s 

activity. In addition, decreased expression of PRDX6 by short hairpin RNA led to increased 

cell iodide uptake loss induced by excess iodide. Based on our findings, we propose that 

PRDX6 is involved in the cellular responses to excess iodide. This novel function for PRDX6 

provides new insights into the molecular mechanisms underlying acute regulation by iodide. 

The second part of this thesis aimed to develop metabolomics approach in the studies of thyroid 

disruptors and thyroid cancers. To this end, we analyzed metabolite variations in various 

samples using LC-MS (Liquid chromatography-Mass spectrometry). Firstly, in rat thyroid cell 

line exposed to different thyroid disruptors, we identified a list of iodinated metabolites, which 

could serve as potential biomarkers for thyroid disruptor screening. Secondly, we analyzed 

frozen specimens from thyroid nodules previously diagnosed by histology. Our data allowed us 

to build a multivariate classification for the discrimination of benign and malignant thyroid 

nodules. We also detected various metabolic dysregulations in malignant thyroid nodules, 

including the TCA cycle, the glutathione metabolism and the purine metabolism. Accurate 

classification was possible by using only a short list of metabolites, allowing for future LC-MS-

based thyroid nodule diagnosis on fine-needle aspiration biopsies. Finally, we showed that 

metabolomics approach could also be helpful for the characterization of other tumors. 

Keywords: Thyroid, Iodination, Peroxiredoxin, Metabolomics, Cancer, Classification 
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Partie I : Mécanismes moléculaires de la régulation 

thyroïdienne par l’iode : Recherche des protéines iodées 

 

I.i Introduction 

I.i.1 Contexte  

La thyroïde est une glande endocrine importante pour le contrôle du métabolisme cellulaire 

chez l’adulte et également pour le développement et la croissance des os et du système nerveux 

central chez le fœtus et le nouveau-né. Il est clairement établi que sa fonction est stimulée par 

l’hormone hypophysaire TSH (Thyroid Stimulating Hormone). La fonction thyroïdienne est 

également fortement contrôlée par la concentration circulante de l’iode. En effet, une forte 

élévation de cette concentration induit en réponse aiguë une diminution de la capacité 

d’accumulation d’iode et de son organification. Ces diminutions se traduisent par une inhibition 

transitoire de la synthèse hormonale. Cette régulation complexe (appelée effet Wolff-Chaikoff) 

a été décrite il y a plus de 70 ans, mais la compréhension des mécanismes sous-jacents reste 

partielle et controversée.  

L’effet régulateur de l’iode est supprimé en présence d'agents qui bloquent soit l’influx de 

l’iode, soit l’oxydation de l’iode. Des composants intermédiaires iodés inhibiteurs « XI » ont 

été pressentis comme étant les effecteurs de l’effet de l’iode (appelé paradigme XI de Van 

Sande). La nature de ces composants iodés reste mal connue. Au cours du temps, de nombreux 

candidats ont été proposés. Parmi ces candidats, les iodolipides ont été les plus étudiés. 

Toutefois les iodolipides identifiés ne reproduisent pas tous les effets inhibiteurs de l’iode, ce 

qui suggère la présence d’autres effecteurs dans la régulation par l’iode. Mon travail de thèse a 

consisté à explorer une nouvelle hypothèse, celle de l’implication de protéines iodées, qui 

pourrait expliquer le mécanisme d’action de l’iode sur la fonction thyroïdienne. 

La compréhension des mécanismes de la régulation de la fonction thyroïdienne par l’iode 

présente des intérêts en recherche fondamentale mais également dans le domaine de la santé, 

notamment pour la gestion de certaines pathologies de la thyroïde ou pour le traitement des 

cancers thyroïdiens. Une meilleure compréhension de la régulation par l’iode vise également 

l’optimisation de la prophylaxie à l’iode en cas d’accident nucléaire. En effet, l’administration 
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de l’iode stable utilisée en contremesure face à une exposition accidentelle à l’iode radioactif 

met à profit cette régulation afin de ralentir la captation thyroïdienne de l’iode. 
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I.i.2 Thyroïde 

I.i.2.1 Anatomie générale 

La thyroïde est la glande endocrine la plus grande chez les humains. Elle est située de façon 

superficielle à la face antérieure du cou. La glande thyroïdienne est composée de deux lobes, 

droit et gauche, reliés par l’isthme thyroïdien (Figure 1). Le mot « thyroïde » est dérivé du grec 

ancien thyreoeidês, qui signifie « bouclier long ». Ce terme a été donné en raison d’une 

impression erronée quant à la forme de la thyroïde qui est réellement en bi-lobes. Il est 

soupçonné que cette confusion soit liée à la localisation proche de la thyroïde du cartilage 

thyroïde qui lui ressemble bien à un bouclier grec (Figure 1) (Halmi, 1986).  

 

Figure 1. Anatomie de la glande thyroïdienne. 

(Adaptée de Anatomy & Physiology, Chapter 17.4 The Thyroid Gland par OpenStax, Rice university. 
Livre en ligne :  http://cnx.org/content/col11496/1.6/, consulté le 05 mars 2018) 

 

La glande thyroïdienne est structurée en follicules thyroïdiens. Un follicule est l’unité 

fonctionnelle de la thyroïde. Il est constitué d’un épithélium monocouche sphérique composé 

de cellules folliculaires que l’on appelle aussi les thyrocytes (ou thyréocytes). Cette 

monocouche de cellules entoure une cavité centrale contenant le colloïde (Figure 2A). La 

thyroglobuline (Tg), le précurseur des hormones thyroïdiennes, est produite par les thyrocytes 

puis secrétée et stockée dans le colloïde. Elle constitue la protéine la plus abondante de la 

thyroïde. Sa concentration dans les follicules thyroïdiens est au moins de 100 mg/ml (Smeds, 
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1972). Elle est également la protéine la plus iodée. Elle contient 134 résidus tyrosine dont 53 

ont été montrés iodés par spectrométrie de masse (Braverman and Utiger, 1996; Dedieu et al., 

2011). 

Une des fonctions spécifiques des follicules thyroïdiens est de piéger l’iode qui est un élément 

rare à la surface de la terre, mais indispensable pour la synthèse des hormones thyroïdiennes et 

donc pour le contrôle du métabolisme cellulaire chez les mammifères. Les ions iodures (I-) sont 

transportés de façon active depuis la circulation sanguine puis jusqu’au colloïde où ils serviront 

ensuite pour la synthèse des hormones thyroïdiennes, T4 (Thyroxine) et T3 (Triiodothyronine). 

Une fois synthétisées, ces hormones sont sécrétées dans la circulation sanguine pour exercer 

leurs nombreux rôles physiologiques (Figure 2B). 

 

Figure 2. Follicule thyroïdien, l’unité morpho-fonctionnelle de la glande thyroïdienne. 

A. Glande thyroïdienne de rat illustrant la forme histologique des follicules thyroïdiens.  
(Extraite de (1996). Werner and Ingbar’s The Thyroid: A Fundamental and clinical text. Chapter 3 
Anatomy. p22.)  
B. Composition et fonctions des follicules thyroïdiens.  
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I.i.2.2 Synthèse des hormones thyroïdiennes 

La fonction la plus importante de la thyroïde est de synthétiser les hormones thyroïdiennes, T4 

et T3, qui sont essentielles pour la régulation métabolique du corps humain. L’iode est un 

élément essentiel pour les hormones thyroïdiennes. Il représente respectivement 65% et 58% 

de la masse moléculaire de T4 et T3 (Figure 3). Les hormones thyroïdiennes sont les seules 

hormones qui contiennent de l’iode chez l’homme.  

 

Figure 3. Formules chimiques des hormones thyroïdiennes et de leurs précurseurs. 

 

La synthèse des hormones thyroïdiennes est réalisée à travers les étapes suivantes : 

I.i.2.2.1 Transport actif de l’iodure 

La première étape de la synthèse des hormones thyroïdiennes est le transport de l’iodure, I-. Les 

ions iodures sont transportés de façon active à partir de la circulation sanguine par la protéine 

NIS (« Natrium Iodide Symporter » ou Symporteur Sodium/Iodure) (Figure 4.①). Le NIS est 

exprimé au niveau de la membrane basale des cellules folliculaires (Carrasco, 1993; Darrouzet 

et al., 2014; Peyrottes et al., 2008). Il couple le transport d’un anion iodure (I-) avec deux cations 

sodium (Na+) (Eskandari et al., 1997). Le NIS utilise le gradient de sodium pour transporter 

l’iodure contre son gradient électrochimique. Ce gradient de sodium est maintenu de façon 

énergie-dépendante par la Na+-K+ ATPase. Le NIS est un exemple de système de transport 
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actif : la concentration des iodures libres peut être 20 à 50 fois plus élevée que celle dans le 

plasma dans le cas d’une thyroïde normale (Berson and Yalow, 1955).  

L’iodure diffuse ensuite dans le cytoplasme des cellules folliculaires jusqu’au colloïde à travers 

la membrane apicale notamment grâce à la protéine pendrine (Karniski et al., 1999) (Figure 4.

②). Ce transport est considéré comme passif étant donné que le gradient électrochimique est 

en faveur du sens de transport. La pendrine est un échangeur d’anion qui est exprimée au niveau 

de la membrane apicale des cellules folliculaires. La protéine échange un ion iodure (I-) contre 

un ion chlorure (Cl-). Toutefois, le rôle physiologique de la pendrine au niveau de la thyroïde 

est discutable. Par exemple, le modèle de souris knock-out ne développe pas d’anomalies 

thyroïdiennes (Calebiro et al., 2011; Everett et al., 2001). D’autres canaux de l’iode ou non 

spécifiques sont soupçonnés d’être présents à la membrane apicale pour assurer le transport de 

l’iode vers le colloïde  (Bizhanova and Kopp, 2011; van den Hove et al., 2006).  

I.i.2.2.2 Incorporation de l’iode sur la thyroglobuline : organification 

La thyroglobuline est synthétisée par les cellules folliculaires et elle est ensuite sécrétée dans le 

colloïde au moyen de vésicules d’exocytose (Björkman et al., 1976). L’iodation de la 

thyroglobuline a lieu dans le colloïde à proximité de la membrane apicale des cellules 

folliculaires. Les ions iodures sont d’abord oxydés par la TPO (Thyroïde Peroxydase) en 

présence de peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Ruf and Carayon, 2006). La TPO est exprimée au 

niveau de la membrane apicale des cellules folliculaires (Figure 4. ③). La nature des espèces 

oxydées de l’iode, ou espèce réactive de l’iode, est sujet à discussion. Plusieurs hypothèses ont 

été proposées : I·, I+, OI- ou I0 (Magnusson et al., 1984; Nunez and Pommier, 1982). Les H2O2 

qui sont nécessaires pour la formation de l’iode oxydé sont produits principalement par la 

DUOX2 (Dual Oxydase), aussi connue sous le nom THOX pour Thyroïde Oxydase. La 

DUOX2 est une protéine NADH-dépendante qui est colocalisée avec la TPO à la membrane 

apicale (Carvalho and Dupuy, 2017; De Deken et al., 2000; Morand et al., 2004) (Figure 4.④). 

Les iodes oxydés produits par la TPO réagissent spontanément avec les résidus tyrosine de la 

thyroglobuline pour former des résidus monoiodotyrosine (MIT) ou diiodotyrosine (DIT) 

(Figure 3). Cette étape d’incorporation de l’iode sur la thyroglobuline est appelée 

organification. Tous les résidus tyrosine de la Tg n’ont pas la même accessibilité et réactivité 
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par rapport à l’iode. Environ 1/3 des tyrosines sur la Tg peuvent être iodées ce qui représente 

1% de sa masse (Dedieu et al., 2011).  

I.i.2.2.3 Couplage des résidus iodotyrosine 

Deux résidus iodotyrosine de la thyroglobuline qui se situent à proximité l’un de l’autre se 

condensent pour pouvoir ensuite former des résidus iodotyronine (Figure 3). Le couplage de 

deux résidus DIT forme un résidu T4 et le couplage d’un résidu MIT et d’un résidu DIT forme 

le résidu T3 (Figure 4.⑤). En moyenne, la distribution des différents résidus iodés de la 

thyroglobuline est la suivante : 40% de MIT, 34% de DIT, 20% de T4 et 5% de T3. Ces ratios 

peuvent varier selon le régime en iode des individus (Dunn, 1996). 

I.i.2.2.4 Endocytose et protéolyse de la thyroglobuline, et sécrétion des 

hormones thyroïdiennes 

Après le couplage, les Tg dans le colloïde sont internalisées dans les cellules folliculaires pour 

être envoyées dans le lysosome (Figure 4.⑥). Le lysosome contient une série d’endopeptidases, 

comme les cathépsines D, H et L, qui permettent le clivage de la Tg pour libérer des résidus T4 

et T3. Les hormones thyroïdiennes sont ensuite sécrétées dans la circulation sanguine et peuvent 

ainsi atteindre de nombreux organes.  

Le mécanisme de transport de ces hormones du lysosome jusqu’au plasma à travers la 

membrane basale est resté mal connu pendant de nombreuses années. Récemment, plusieurs 

transporteurs de monocarboxylate (MCT), notamment le MCT8, ont été identifiés comme 

transporteur spécifique des hormones thyroïdiennes (Figure 4.⑦) (Friesema et al., 2003, 2008). 

 

Les composants utilisés pendant la synthèse des hormones sont recyclés. Les Tg peuvent être 

exportées de nouveau dans le colloïde avec le système des vésicules à travers l’endosome et/ou 

l’appareil de Golgi  (Kostrouch et al., 1993; Miquelis et al., 1993). L’iode contenu sur les 

résidus iodotyrosine peut être dissocié par l’iodotyrosine déhalogénase 1 (DEHAL1) pour être 

réutilisé dans le colloïde (Gnidehou et al., 2004). La quantité d’iode formée par jour par la 

DEHAL1 est environ 3-5 fois plus élevée par rapport à la quantité transportée à partir du plasma 

(DeGroot, 1966). Une autre famille de déiodinase, les thyroxine 5’-désiodases, est présente 
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dans la thyroïde et convertit environ 10% de T4 en T3 qui est la forme active de l’hormone 

(Salvatore et al., 1996). 

 

Figure 4. Schéma des étapes majeures dans la synthèse et la sécrétion des hormones 

thyroïdiennes. 

① Transport actif de l’iodure par le NIS (Symporteur Sodium/Iodure) à partir de la circulation sanguine 

dans les cellules folliculaires. ② Transport de l’iodure dans le colloïde. ③, ④ Incorporation de l’iode 
sur la thyroglobuline. Les ions iodures sont oxydés par la TPO (Thyroïde Peroxydase) en présence de 
H2O2 produit principalement par la DUOX2 (Dual Oxydase). Les iodes oxydés produits par la TPO 
réagissent spontanément avec les résidus tyrosine de la thyroglobuline. ⑤ Couplage des résidus 

iodotyrosine de la thyroglobuline. ⑥ Endocytose et protéolyse de la thyroglobuline pour produire des 

hormones thyroïdiennes T4 et T3. ⑦ Sécrétion des hormones thyroïdiennes à travers des MCT 
(Transporteur de Monocarboxylate).  
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I.i.2.3 Fonction des hormones thyroïdiennes 

Les hormones thyroïdiennes sont produites essentiellement sous forme de T4 chez l’homme (≈ 

80%) (Dunn, 1996), qui est un précurseur peu actif. Cette forme est ensuite convertie dans les 

cellules cibles par la Thyroxine 5’-désiodase en T3, la forme active. 

Chez les fœtus et les jeunes enfants, les hormones thyroïdiennes sont essentielles à la croissance 

et au développement. Elles sont nécessaires pour la différenciation et la prolifération de tous 

les types de cellules, notamment au niveau du système nerveux central et au niveau de l’os. 

Chez les adultes, elles régulent le métabolisme de base des cellules. Elles augmentent la 

biosynthèse et la dégradation des protéines, des sucres et des lipides, ainsi que l’utilisation de 

l’oxygène conduisant à la production d’ATP. Elles participent également au contrôle du rythme 

cardiaque et à la sécrétion des sérotonines. 

 

I.i.2.4 Facteurs régulateurs de la fonction thyroïdienne 

La glande thyroïdienne peut être régulée au niveau de sa fonction et de la différenciation et 

prolifération de ses cellules (Tableau 1). Un grand nombre de facteurs régulateurs sont 

impliqués, y compris les hormones spécifiques à la thyroïde, des hormones non spécifiques, des 

facteurs de croissances, des cytokines, etc. Nous retrouvons parmi cette liste les deux 

régulateurs physiologiques les plus importants : la TSH et l’iode circulant. La TSH agit 

positivement tandis que l’iode agit négativement sur la régulation thyroïdienne (Dumont, 1971; 

Dumont et al., 1992). 
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Tableau 1. Facteurs régulateurs de la thyroïde. 

 (Extraite de Jameson, J.L. and De Groot, L.J. (2015). Endocrinology: Adult and pediatric. E-Book: 
Edition 7. Part 7 Thyroid, p1298.) 

 

I.i.2.4.1 Régulation de la fonction thyroïdienne par la TSH 

La TSH (Thyroid Stimulating Horomone), aussi connue sous l’appellation thyrotropine, est une 

hormone produite par l’hypophyse antérieure qui stimule la sécrétion des hormones 

thyroïdiennes. La production de la TSH est elle-même régulée de façon positive par la TRH 

(Thyrotropin Releasing Hormone) sécrétée par l’hypothalamus. En revanche, une élévation de 

la concentration circulante des hormones thyroïdiennes, T4 et T3, diminue la sécrétion de la 
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TSH et inhibe ainsi la fonction thyroïdienne. Il a été récemment montré que T3 peut également 

inhiber la fonction thyroïdienne de façon indépendante de la TSH (Zwarthoed et al., 2016). 

D’autre part, la sécrétion de la TSH est inhibée par les corticostéroïdes et la dopamine (Figure 

5). 

 

Figure 5. Production de la TSH par l’axe hypothalamus-hypophyse-thyroïde. 

(Adaptée de Brent, G.A. (2012). Mechanisms of thyroid hormone action. J. Clin. Invest. 122, 3035–
3043.) 
 

Le récepteur de la TSH (TSHR) est un récepteur membranaire couplé à la protéine Gs et 

exprimé à la surface des cellules folliculaires. La fixation de la TSH à son récepteur spécifique 

active la production des adénosines monophosphates cycliques (AMPc) ainsi que l’activation 

de la PKA (Protéine kinase A) et des voies de signalisation en aval qui conduisent à l’expression 

des gènes spécifiques (NIS, Tg, TPO, etc.) (Vassart and Dumont, 1992) (Figure 6). La TSH 

active également toutes les étapes impliquées dans la synthèse des hormones thyroïdiennes 

(Dumont, 1971): 

- Augmentation de la concentration de l’iode intracellulaire en activant l’expression du 

NIS (Kogai et al., 1997; Riedel et al., 2001) 

- Augmentation de l’iodation de la thyroglobuline en activant la production de H2O2 

- Stimulation du couplage MIT/DIT pour former des résidus T4 et T3 
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- Augmentation de l’endocytose de la Tg (Bernier-Valentin et al., 1991) 

- Augmentation de la protéolyse de la Tg iodée 

- Sécrétion des hormones thyroïdiennes des cellules folliculaires vers la circulation 

sanguine 

 

Chez l’humain, le TSHR peut aussi activer la cascade PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate), mais ceci nécessite une concentration d’hormones 5 à 10 fois plus élevée par 

rapport à la voie AMPc dépendante (Laurent et al., 1987). L’activation de la cascade PIP2 

augmente la génération de H2O2 et ainsi l’organification de l’iode (Corvilain et al., 1994). 

 

 

Figure 6. Cascades régulatrices activées par la TSH chez les cellules folliculaires 

humaines. 

(Adaptée de Bagriacik, E.U. et al. (2012). TSH-induced gene expression involves regulation of self-
renewal and differentiation-related genes in human bone marrow-derived mesenchymal stem cells. J. 
Endocrinol. 212, 169–178.) 
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I.i.2.4.2 Régulation de la fonction thyroïdienne par l’iode 

L’apport journalier en iode peut varier de 50 microgrammes jusqu’à quelques milligrammes 

même dans les régions où l’accès à l’iode est suffisant (Park et al., 1981). Une telle variation 

dans l’apport alimentaire en iode est compensée en grande partie par l’autorégulation de la 

thyroïde. L’iode régule directement différentes étapes de la synthèse des hormones 

thyroïdiennes. Cette régulation permet à la thyroïde de s’adapter à un apport irrégulier d’iode 

par l’alimentation, mais également de synthétiser des hormones malgré un régime pauvre en 

iode. Une élévation de l’iode circulant provoque une inhibition de certaines fonctions 

thyroïdiennes permettant une adaptation rapide à un apport d’iode important. 

 

I.i.2.4.2.1 Inhibition aiguë de l’organification par un excès d’iode 

(Effet Wolff-Chaikoff) 

L’inhibition de la fonction thyroïdienne par un excès d’iode est démontrée pour la première fois 

in vitro en 1944 sur des coupes de thyroïde (Morton et al., 1944) et 4 ans après in vivo sur la 

thyroïde de rat (Wolff and Chaikoff, 1948). Une quantité variable d’iode 127 marqué à l’iode 

131 a été injectée aux rats par voie intrapéritonéale. Les concentrations d’iode dans le plasma, 

dans la thyroïde et dans le précipité protéique de la thyroïde, qui représente la quantité d’iode 

organifiée, ont été suivies dans le temps grâce à la radioactivité. Quand la quantité d’iode 

injectée est faible (niveau traceur), la majorité de cette dose est organifiée, autrement dit 

incorporée sur la thyroglobuline (Figure 7A). En revanche, quand la quantité d’iode augmente, 

une inhibition presque complète au niveau de l’organification est observée (Figure 7B). 

L’inhibition de l’organification dans la thyroïde par excès d’iode est également connue comme 

« Effet Wolff-Chaikoff », nommé d’après ses découvreurs.  

L’effet Wolff-Chaikoff est inhibé en présence de thiocyanate qui est un compétiteur de l’iodure 

au niveau du transporteur NIS. Cela suggère qu’une forte concentration intra-thyroïdienne en 

iode est nécessaire pour son effet inhibiteur  (Raben, 1949). Les effets inhibiteurs de l’iode sont 

également réprimés en présence des inhibiteurs de TPO, par exemple le propylthiouracile 

(PTU) ou le méthimazole (MMI) (van Sande et al., 1975). 
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L’inhibition de la thyroïde par l’iode est conservée chez les rats qui ont subi une 

hypophysectomie (Halmi and Spirtos, 1955). Ces résultats montrent que l’effet inhibiteur de 

l’iode est indépendant de la TSH. 

 

Figure 7. Inhibition de l’organification de l’iode dans la thyroïde par un excès d’iode. 

Variations de l’iode dans le plasma et dans la thyroïde après injection de 10 gamma (A) et 500 gamma 
(B) d’iode 127 chez les rats. 
(Extraite de Wolff, J. and Chaikoff, I.L. (1948). Plasma inorganic iodide as a homeostatic regulator of 
thyroid function. J. Biol. Chem. 174, 555–564.). 
 

 

I.i.2.4.2.2 Échappement de l’inhibition par l’iode 

En 1949, une deuxième publication des mêmes auteurs, Wolff et Chaikoff, a montré que 

l’inhibition par l’excès d’iode est temporaire. Bien qu’une haute concentration en iode soit 

maintenue dans le sang, une quantité significative d’iode organifié est observée au bout de 26 

heures au niveau de la thyroïde de rats (Wolff and Chaikoff, 1949). Ce phénomène est désigné 

comme « l’échappement à l’effet Wolff-Chaikoff ». Chez l’humain, l’inhibition de la fonction 

thyroïdienne par l’administration répétitive d’iode peut durer jusqu’à une dizaine de jours avant 

que le phénomène d’échappement ne soit mis en place (Sternthal et al., 1980). 

Le phénomène d’échappement a été démontré plus tard comme étant associé à la diminution 

d’expression du NIS. Chez les rats qui ont été administrés 2 mg de NaI par voie intrapéritonéale, 

une forte diminution a été observée à la fois au niveau de l’ARN messager (ARNm) du NIS et 

de l’expression de la protéine (Figure 8A) (Eng et al., 1999). De plus, la régulation du NIS 
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induite par l’iode est conservée au niveau de l’expression de la protéine chez la lignée de cellule 

thyroïdienne de rat FRTL-5 (Figure 8B) (Eng et al., 2001). Cette diminution a été démontrée 

récemment comme étant associée à la réduction de la longueur de la queue poly A de l’ARNm 

du NIS, ce qui conduit à une réduction de sa stabilité et de son efficacité de traduction (Serrano-

Nascimento et al., 2010, 2012). 

 

La diminution de l’expression de NIS réduit le transport d’iode dans les cellules folliculaires et 

ainsi abaisse le niveau d’iode intra-thyroïdien jusqu’à ce qu’il soit inférieur à un seuil critique, 

ce qui permet ensuite la reprise de l’organification et de la synthèse des hormones 

thyroïdiennes. Le mécanisme d’action de l’inhibition par l’iode est supposé être basé sur la 

formation de composés iodés inhibiteurs intracellulaires, XI (Figure 9).  

Figure 8. Niveau de l’ARN messager du NIS et de la protéine du NIS suite à une 

administration aiguë d’iode. 

Ces résultats sont déterminés respectivement par analyse de Northern Blot et Western Blot. 
A. Les rats ont été injectés avec 2 mg d’iode par voie intrapéritonéale.  
(Extraite de Eng, P.H.K. et al. (1999). Escape from the acute Wolff-Chaikoff effect is associated with a 
decrease in thyroid sodium/iodide symporter messenger ribonucleic acid and protein. Endocrinology 
140, 3404–3410.) 
B. La lignée cellulaire de thyroïde de rat FRTL-5 a été incubée avec 1 mM d’iode.  
(Extraite de Eng, P.H.K. et al. (2001). Regulation of the sodium iodide symporter by iodide in FRTL-5 
cells. 139–144.) 
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Figure 9. Mécanisme d’échappement de l’inhibition de la fonction thyroïdienne par excès 

d’iode (Effet Wolff-Chaikoff). 

(Adaptée de Leung, A.M., and Braverman, L.E. (2014). Consequences of excess iodine. Nat. Rev. 
Endocrinol. 10, 136–142.) 

 

I.i.2.4.2.3 L’effet inhibiteur de l’iode est dose-dépendant. 

L’effet inhibiteur  de l’iode sur la thyroïde varie selon la dose administrée et peut être divisé en 

4 catégories (Nagataki and Ingbar, 1964). 

1. Effet de l’iode à dose faible 

Quand la dose administrée d’iode reste relativement faible, le métabolisme de l’iode dans la 

thyroïde ne varie pas. Le pourcentage d’iode absorbé, la quantité d’iode organifié et la synthèse 

des T4 et T3 restent proportionnels à la dose d’iode administrée.  

2. Effet de l’iode à dose modérée 

Une dose modérée d’iode (< 50 µg de NaI chez le rat) diminue le pourcentage d’iode absorbé 

par les cellules folliculaires et celui de l’iode organifié dans la thyroïde par rapport à la quantité 

totale administrée. En revanche la quantité absolue d’iode organifié et la synthèse des T4 et T3 

augmentent. (Figure 10)   

3. Effet de l’iode à dose forte (Excès d’iode) 

Après avoir administré une dose forte d’iode (> 50 µg de NaI chez le rat), la quantité relative 

et absolue d’iode absorbé et organifié diminue (Figure 10). Cet intervalle de concentration est 
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considéré comme un excès d’iode. C’est dans cette configuration que l’effet Wolff-Chaikoff 

est observé. 

4. Effet de l’iode à dose extrêmement forte 

Une dose très forte d’iode peut saturer le NIS (Ki ≈ 3x10-5 M) (Wolff, 1983). Mais malgré la 

saturation du système de transport, la quantité d’iode absolue absorbée par les cellules 

folliculaires reste élevée à cause de la forte concentration plasmatique d’iode. De plus le 

transport de l’iode peut se faire également  par la diffusion passive (Wolff, 1989). 

 

Figure 10. Effet de la dose d’iode administrée sur le métabolisme de l’iode dans la 

thyroïde. 

Différentes doses d’iode marqué à I131 ont été administrées par voie intrapéritonéale à des rats qui ont 
été sacrifiés 30 minutes après.  
(Extraite de Nagataki, S., and Ingbar, S.H. (1964). Relation between qualitative and quantitative 
alterations in thyroid hormone synthesis induced by varying doses of iodide. Endocrinology 74, 731–
736.) 
 

Les mêmes effets ont été observés chez l’humain. Une administration supérieure à 1 mg/jour 

d’iode peut déjà inhiber l’absorption de l’iode. L’effet d’une dose modérée d’iode sur la 

sécrétion de T4 et T3 reste discutable. Une administration de 4,5 mg/jour d’iode ne fait pas varier 

le niveau de T4 et T3 libre ou total dans le sang (Gardner et al., 1988). Une administration de 10 

mg/jour pendant 7 jours ne fait pas varier le niveau de T4 et T3 dans le sang de façon significative 

(Ikeda and Nagataki, 1976). Une administration journalière de 30 mg/jour de KI pendant 8 jours 

diminue significativement le niveau des hormones thyroïdiennes dans le sang. Le maintien 

d’une dose plus forte (100 mg/jour) peut induire le développement de l’hypothyroïdie chez 

certains individus, mais cet effet est en général réversible une fois que la forte dose d’iode est 
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enlevée (Markou et al., 2001; Sternthal et al., 1980). En outre, l’excès d’iode (modéré à fort) 

augmente le niveau de la TSH dans le sang (Ikeda and Nagataki, 1976). Une dose faible comme 

0,75 - 1,5 mg d’iode en apport journalier peut déjà induire une augmentation de la TSH (Chow 

et al., 1991; Gardner et al., 1988). 

 

I.i.2.4.2.4 Mécanisme de la régulation de la thyroïde par l’iode 

L’iode agit sur les deux cascades régulatrices des cellules folliculaires : l’AMPc et PIP2. L’iode 

inhibe l’activation de l’adénylate cyclase par la TSH et l’accumulation de l’AMPc (Cochaux et 

al., 1987; Van Sande and Dumont, 1973; Van Sande et al., 1975). Cependant, cette inhibition 

n’altère pas la fixation de la TSH à son récepteur (Uchimura et al., 1979). L’iode inhibe 

également l’activation de la voie Ca2+-PIP2 par la TSH (Corvilain et al., 1994; Laurent et al., 

1989). Ceci explique une partie des effets inhibiteurs de l’iode observés sur les étapes en aval 

stimulées par des signaux intracellulaires comme l’AMPc, le calcium et le DAG.  

L’iode réprime l’expression des protéines essentielles impliquées dans la fonction thyroïdienne 

comme TSHR, NIS, Tg et TPO (Leoni et al., 2008; Uyttersprot et al., 1997). La régulation de 

l’iode au niveau du NIS n’est pas uniquement transcriptionnelle. Plusieurs auteurs ont observé 

une diminution de capacité d’accumulation d’iode des cellules avant la baisse de l’expression 

du NIS (Arriagada et al., 2015; Leoni et al., 2011; Serrano-Nascimento et al., 2014). Ces 

résultats suggèrent une inactivation directe du NIS à la membrane plasmique ou une 

relocalisation de la protéine.  

L’iode agit également sur une autre étape cruciale de la synthèse des hormones, la génération 

de H2O2. L’effet de l’iode dépend de la concentration : à une forte concentration d’iode, la 

production de H2O2 est inhibée (Corvilainf et al., 1991) tandis qu’à une concentration plus faible 

et pour un temps d’incubation plus court, l’iode stimule la génération de H2O2. Ce contrôle de 

la production de H2O2 par l’iode pourrait avoir un intérêt physiologique en stimulant une 

oxydation efficace dans le cas d’une glande déficiente en iode et en évitant une oxydation 

excessive de l’iode quand sa concentration est en excès (Corvilain et al., 2000).  

L’iode pourrait aussi inhiber la prolifération cellulaire. Un effet cytotoxique a été observé à 

forte dose. A une concentration de 10-5 à 10-3 M, l’iode induit la nécrose chez les cellules 
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folliculaires isolées du tissu normal paranodulaire humain. Ces effets pourraient être liés à la 

production de radicaux libres suite à la génération de H2O2 (Many et al., 1992). In cellullo, une 

production de ROS mitochondriaux induits par l’iode a été montrée chez les lignées 

thyroïdiennes de rat (Arriagada et al., 2015; Serrano-Nascimento et al., 2014; Yao et al., 2012). 

L’excès d’iode réprime la transcription du gène VEGF (Suzuki et al., 2010) et induit une 

apoptose indépendante de la voie p53 (Vitale et al., 2000). L’effet antiprolifératif de l’iode est 

également observé chez les lignées non-thyroïdiennes et est proposé comme une stratégie anti-

tumorale (Arroyo-Helguera et al., 2006). 

 

Les effecteurs en amont de ces régulations restent mal connus. En tenant compte que les effets 

inhibiteurs de l’iode sont réprimés en présence des inhibiteurs de NIS (par exemple le 

perchlorate) et des inhibiteurs de TPO (par exemple PTU ou MMI) (Van Sande et al., 1975), il 

a été proposé par de nombreux auteurs que l’effet de l’iode serait mis en place à travers la 

formation d’un ou plusieurs composés iodés intermédiaires, nommés « XI » (Van Sande et al., 

1975). Ces composés sont intracellulaires et seraient formés après l’oxydation de l’iode. Ils 

devraient reproduire à eux seuls les mêmes effets inhibiteurs que l’iode. Cette supposition est 

appelée « hypothèse XI » ou « paradigme XI de Van Sande » (Figure 11). De nombreux 

candidats ont été proposés pour XI, mais sa nature reste méconnue. Les iodolipides sont les plus 

étudiés parmi ces candidats et nous développerons les travaux concernés dans le prochain 

chapitre.  
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Figure 11. Paradigme XI de Van Sande. 

(Extraite de Jameson, J.L. and De Groot, L.J. (2015). Endocrinology: Adult and pediatric. E-Book: 
Edition 7. Part 7 Thyroid, p1302.) 

 

I.i.2.4.2.5 Iodolipides 

Des composants iodés de nature lipidique ont été détectés dans la thyroïde dans les années 50 

par centrifugation différentielle (Taurog et al., 1957). Mais ce n’est que vingt ans après, avec 

l’émergence de la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse, que la 

structure chimique des iodolipides a pu être déterminée. Boeynaems et al. ont détecté une 

formation de delta-iodolactone (6-IL) dans la thyroïde de rat incubée en présence d’iode et 

d’acide arachidonique (Boeynaems and Hubbard, 1980). D’autres formes d’iodolipides sont 

identifiées peu après comme omega-lactone (14-IL), 2-IHDA et I-OH-A (Boeynaems et al., 

1981) (Figure 12). 

Les iodolipides exercent un effet anti-prolifératif important en réprimant les facteurs de 

croissance épidermique (EGF) (Dugrillon and Gärtner, 1995; Dugrillon et al., 1990). Un effet 

apoptotique a aussi été démontré pour le 6-IL à travers l’activation de PPARγ (Nava-Villalba 
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et al., 2015; Nuñez-Anita et al., 2009). Les iodolipides reproduisent également d’autres effets 

inhibiteurs de l’iode, mais les résultats publiés sont controversés et non-concluants. Un résumé 

non-exhaustif est donné dans le Tableau 2. 

 

 

Figure 12. Structures chimiques des iodolipides et de leur précurseur. 
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Tableau 2. Résumé des effets inhibiteurs d’iodolipides. 

(Extraite de Nava-Villalba, M., and Aceves, C. (2014). 6-Iodolactone, key mediator of antitumoral 
properties of iodine. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 112, 27–33.) 
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I.i.2.4.2.6 Maladie thyroïdienne induite par l’iode 

De façon générale, l’effet de l’iode est réversible chez l’humain et nous sommes protégés par 

l’auto-régulation de la thyroïde. Néanmoins, chez certains individus, l’échappement de l’effet 

Wolf-Chaikoff ne peut pas être mis en place. Une hypothyroïdie est donc induite par une 

administration prolongée d’iode. La fréquence exacte d’hypothyroïdie et celle des goitres 

thyroïdiens induits par l’iode ne sont pas connues. Mais elles sont beaucoup plus fréquentes 

chez les patients atteints d’un dysfonctionnement thyroïdien par rapport aux individus normaux. 

 

I.i.2.4.2.7 Application 

L’iode était utilisé historiquement pour traiter l’hyperthyroïdie avant le développement des 

médicaments antithyroïdiens comme PTU et MMI. Par exemple, la solution de Lugol, un 

mélange de solution de diiode (I2) et d’iodure de potassium (KI) était utilisé en première 

intention dans le traitement de l’hyperthyroïdie (Kaur et al., 1988; Ochi and DeGroot, 1969). 

L’iode est également utilisé en radio-protection face à un accident de l’industrie nucléaire civile. 

L’administration de 100 mg de KI par voie orale entre 24 heures avant à 1 heure après 

l’exposition à l’iode radioactif réduit de plus de 70 % la quantité d’iode radioactif absorbée 

(Becker, 1983; Blum and Eisenbud, 1967) (Figure 13). Une dose à partir de 30 mg/jour diminue 

déjà de plus de 95% la quantité de radioactivité accumulée (Sternthal et al., 1980). Selon la 

recommandation de la FDA en 2001, l’iodure de potassium est administré en fonction de l’âge 

et de la dose d’exposition à I131. Pour un adulte qui a reçu 0,1 gray ou plus de radioactivité, un 

comprimé de 130 mg de KI est recommandé toutes les 24 heures (2001). En revanche, dans le 

cas d’une exposition répétée ou prolongée à l’iode radioactif, une dose unique de KI peut ne 

pas protéger efficacement la thyroïde. Le projet PRIODAC (Prophylaxie Répétée par l’Iode 

stable en situation Accidentelle) dont cette thèse fait partie a pour objectif de revisiter la 

recommandation actuelle au niveau de la protection contre une exposition radioactive prolongée 

et d’évaluer la toxicité d’une prise répétée d’iode. Les résultats obtenus pendant le projet 

PRIODAC ont montré une protection efficace et l’innocuité de la prise répétitive de KI à une 

dose de 1 mg/kg sur 8 jours chez les rats adultes. En revanche, chez les rates gestantes, des 

effets délétères ont été observés au niveau du fonctionnement thyroïdien et du développement 

du système nerveux central du fœtus. Une réévaluation de la prophylaxie répétée du KI plus 
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adaptée en termes de bénéfice/risque pour protéger les individus les plus sensibles (fœtus) est 

en cours. 

Un autre objectif du projet PRIODAC est de développer une base de connaissances sur les 

mécanismes moléculaires de la régulation de la thyroïde par l’iode. Dans le cas où 

l’administration de l’iode stable est retardée (3 – 5 heures après l’exposition à l’iode radioactif), 

l’inhibition transitoire de la fonction thyroïdienne amène a priori à une rétention plus importante 

de l’iode radioactif déjà organifié dans la thyroïde. L’administration de l’iode stable perd ainsi 

son rôle protecteur (Figure 13). Une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents 

permettra le développement de nouvelles stratégies dans la prise en charge d’une contamination 

par de l’iode radioactif.     

 

 

Figure 13. Effet protecteur contre l’absorption d’iode radioactif de l’iodure de potassium 

(100 mg) chez l’humain. 

(Extraite de Becker, D. V. (1983). Physiological basis for the use of potassium iodide as a thyroid 
blocking agent logistic issues in its distribution. Bull. New York Acad. Med. J. Urban Heal. 59, 1003–
1008.) 
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I.i.3 Iodation des protéines 

L’iodation est une réaction chimique qui ajoute un ou plusieurs atomes d’iode. Plusieurs 

composants cellulaires, comme les lipides ou les protéines, peuvent être iodés de façon 

spontanée en présence de l’iode oxydé produit par les peroxydases à partir de I-. Certains acides 

aminés aromatiques, dont notamment la tyrosine, sont des sites privilégiés d’iodation, comme 

dans le cas de l’iodation de la thyroglobuline. L’histidine peut également être iodée, mais elle 

est moins réactive que la tyrosine. (Figure 14) 

 

Figure 14. Structure chimique des acides aminés iodés. 

 

L’iodation intracellulaire joue un rôle important dans la régulation de la thyroïde par l’iode. 

L’effet inhibiteur de l’iode serait réalisé à travers des composants intermédiaires iodés dont la 

nature est inconnue. Au cours du temps, de nombreux candidats ont été proposés dont les 

iodolipides, mais les résultats publiés sont controversés et non-concluants. Ceci suggère qu’un 

mécanisme plus complexe soit présent et que plusieurs types de composés iodés pourraient y 

participer. Nous avons choisi de nous intéresser aux protéines iodées et des travaux particuliers 

ont été menés dans cette thèse pour confirmer leur existence dans les conditions physiologiques 

et pour comprendre leur rôle dans la régulation par l’iode. Nous détaillerons dans la suite de ce 

chapitre les études déjà effectués concernant les iodo-protéines.  
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I.i.3.1 Iodation de la thyroglobuline 

L’étude des iodo-protéines dans la thyroïde a commencé il y a plus de 50 ans (Robbins and 

Rall, 1960). De nombreuses études ont été effectuées en combinant le marquage radioactif et 

l’ultracentrifugation analytique pendant les années 60. Outre la thyroglobuline, une famille de 

protéines possédant des taux de sédimentation différents (de 6S à 27S) a été observée (Roche 

et al., 1968; Salvatore et al., 1965). Ces protéines, malgré leurs tailles différentes, possèdent des 

propriétés physico-chimiques similaires. Elles ont été identifiées plus tard comme des 

oligomères de Tg ou des fragments de Tg produits par protéolyse (Dunn and Dunn, 1999). Nous 

avons observé un profil des iodo-protéines similaire par Western Blot grâce à des anticorps 

maison anti-mono ou diiodo-tyrosine (Figure 15). 

 

Figure 15. Western Blot anti mono ou di-iodo-tyrosine des extraits de thyroïde de rats. 

Les rats sont traités pendant 7 jours sous : Régime d’iode normal (Piste 1, 2) ; Régime d’iode normal en 
présence de 63 mg/L de PTU dans l’eau de boisson (Piste 3) ; Régime d’iode normal en présence de 
112,5 mg/L de perchlorate de sodium dans l’eau de boisson (Piste 4). Les anticorps anti-iodo-tyrosine 
ont été générés au cours de cette thèse. La bande à 72kDa correspond à une reconnaissance de l’albumine 
qui est utilisée comme protéine porteuse pendant l’immunisation. 
 

I.i.3.2 Iodation d’autres protéines intra-thyroïdiennes 

Le travail d’Ossendorp et al. en 1989 a montré la présence d’autres iodo-protéines 

intracellulaires en plus de la thyroglobuline et de ses fragments chez FRTL-5, une ligné 
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cellulaire de thyroïde de rat. Ces protéines ont été détectées par marquage radioactif couplé à 

l’analyse en gel d’électrophorèse SDS-PAGE (Figure 16). Bien que les protéines n’aient pas pu 

être identifiées, le papier a proposé que ces iodo-protéines pourraient jouer un rôle dans le 

transport de l’iode, dans la régulation de l’organification et même dans la croissance cellulaire 

(Ossendorp et al., 1989). 

 

Figure 16. Extrait protéique des cellules de FRTL-5 stimulées à 100 µU/mL de TSH.   

A. Coloration au Bleu de Coomassie. B. Marquage à l’I125 révélé par autoradiographie. C. Western Blot 
révélé par un anti-Tg de rat.  
(Extraite de Ossendorp, F.A. et al. (1989). Iodination of newly synthesized thyroglobulin by FRTL-5 
cells is selective and thyrotropin dependent. Mol. Cell. Endocrinol. 66, 199–205.) 
 

Lemansky et al. ont identifié plusieurs protéines iodées chez les cultures primaires de porc par 

immuno-précipitation. Un niveau relativement élevé d’iodation est détecté sur la Cathepsine-D 

(CD), une endoprotéase lysosomale qui participe à la protéolyse de la thyroglobuline. Des 

niveaux d’iodation plus faibles sont détectés sur d’autres protéines comme la TPO, 

l’Aminopeptidase-N (APN) et la Thrombospondine (TSP) (Figure 17). Toutes ces protéines ont 

atteint à un moment dans leur cycle intracellulaire la membrane apicale des cellules folliculaires 

où l’iode oxydé est généré. L’auteur propose qu’un niveau d’iodation de base est présent dans 

les cellules folliculaires et l’iodation des protéines observée dans cette étude peut être 
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considérée comme un effet secondaire de la synthèse des hormones thyroïdiennes (Lemansky 

et al., 1994). 

 

Figure 17. Identification des protéines iodées autres que la thyroglobuline. 

Extraits protéiques de follicules thyroïdiens de porc marqués à l’I125 avant (-) et après (+) 
immunoprécipitation (Ippt) de la Thyroglobuline (A), la Cathepsine-D (B) et autres protéines faiblement 
iodées (C). 
TG : Thyroglobuline ; CD : Cathepsine-D ; TPO : Thyroïde Peroxydase ; APN : Aminopeptidase-N; 
TSP :  Thrombospondine. 
(Extraite de Lemansky, P., Popp, G.M., Tietz, J., and Herzog, V. (1994). Identification of iodinated 
proteins in cultured thyrocytes and their possible significance for thyroid hormone formation. 
Endocrinology 135, 1566–1575.) 

 

Un autre travail en 1997 a montré chez les cultures primaires de thyroïde de porc que l’iodation 

intracellulaire est liée au niveau de H2O2 présent (Figure 18). L’auteur a montré que l’iodation 

des protéines dans la thyroïde est un processus essentiellement extracellulaire ayant lieu à 

proximité de la membrane apicale. Elle peut avoir lieu dans le cytoplasme quand le niveau 

intracellulaire de H2O2 augmente et ceci est contrôlé par des peroxydases cytosoliques (Ekholm 

and Björkman, 1997). 
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Figure 18. Séparation en gel d’électrophorèse des extraits protéiques de cultures 

primaires de thyroïde marqués à l’iode radioactif. 

Les cultures primaires de thyroïde de porc sont incubées pendant 1 heure avec uniquement de l’iode 
radioactif (Piste 1) ; l’iode radioactif et 100 µM (Piste 2) ou 10 µM (Piste 3) de H2O2 ; l’iode radioactif 
et 2mM de MMI, un inhibiteur de la TPO (Piste 4).  
(Extraite de Ekholm, R., and Björkman, U. (1997). Glutathione peroxidase degrades intracellular 
hydrogen peroxide and thereby inhibits intracellular protein iodination in thyroid epithelium. 
Endocrinology 138, 2871–2878.) 

 

Pour conclure, la présence des iodo-protéines autres que la thyroglobuline a été observée depuis 

de nombreuses années in vitro et in vivo. Le niveau de H2O2 intracellulaire est susceptible d’être 

impliqué dans la génération de ces protéines. Mais aucune protéine n’a été identifiée comme 

étant iodée de façon spécifique ou comme étant impliquée dans la régulation de la thyroïde par 

l’iode. 

 

I.i.3.3 Difficultés dans l’étude des iodo-protéines  

Plusieurs difficultés sont présentes pour l’étude des iodo-protéines dans la régulation 

thyroïdienne. Tout d’abord ces iodations sont masquées par la thyroglobuline. Elle est en même 

temps la protéine la plus abondante et la plus iodée dans la thyroïde. Elle contient plus de 80-

90% de l’iode organifié (Lemansky et al., 1994). De plus, une iodation non spécifique est 
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présente chez les cellules folliculaires à cause de la génération de l’iode oxydé. Ceci pose un 

problème pour différencier une iodation spécifique par rapport à cette iodation non spécifique. 

Pour surmonter ces problèmes, nous avons choisi un modèle cellulaire non-thyroïdien, HEK, 

qui génère un transport actif d’iode grâce à une transfection stable de NIS. Nous avons montré 

que ce modèle conserve en partie la régulation par l’iode, mais permet d’éviter la présence de 

la thyroglobuline et l’iodation non spécifique en particulier celle liée à la production des 

hormones thyroïdiennes. 

En outre, les iodations des protéines impliquées dans le mécanisme de l’auto-régulation de la 

thyroïde induite par l’iode, si elles existent, sont à un niveau extrêmement faible. Nous avons 

couplé plusieurs techniques dans ce projet, dont le marquage radioactif et la spectrométrie de 

masse à haute résolution, dans le but de s’affranchir de ces problèmes de sensibilité. 
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I.i.4 Peroxydases dans la thyroïde 

Les cellules folliculaires de la thyroïde génèrent au niveau de leur membrane apicale, une 

quantité importante de H2O2 qui est un élément indispensable dans l’organification de l’iode. 

Un niveau élevé de peroxyde d’hydrogène est toxique pour les cellules et peut causer des dégâts 

oxydatifs à tous les types de composants cellulaires : protéines, lipides et acides nucléiques. 

L’iode peut aussi induire une production de ROS mitochondrial chez les lignées thyroïdiennes 

(Yao et al., 2012). Or, contrairement à d’autres types de cellules qui libèrent des ROS, par 

exemple les neutrophiles mais qui ont une durée de vie de seulement 5-90 heures (Tak et al., 

2013), les cellules folliculaires sont des cellules qui ont une longue durée de vie. Dans une 

thyroïde normale, la division cellulaire est un phénomène rare qui a lieu trois à cinq fois dans 

la vie d’un humain après la croissance (Song et al., 2007). Par conséquent, les cellules 

folliculaires ont besoin d’un système de protection suffisamment efficace pour limiter ces 

dégâts oxydatifs générés tout au long de leur vie cellulaire (Beckett and Arthur, 2005; Köhrle 

et al., 2005). Ce stress oxydatif peut être généré par la production d’énergie de la cellule mais 

aussi par la diffusion des ROS produits dans le colloïde pour la synthèse des hormones. De 

nombreux types de peroxydases sont donc présentes dans les cellules folliculaires pour assurer 

le contrôle de leur état redox intra-cellulaire. Ces peroxydases participent à la physiologie et 

aux pathologies de la thyroïde. (Schweizer et al., 2008) 

 

I.i.4.1 Principaux types de peroxydases dans la thyroïde 

De façon générale, les peroxydases sont des enzymes antioxydantes qui catalysent la réduction 

du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau (H20) :  

H2O2 + AH2 → 2 H2O + A 

                                                                                          Avec AH2 = Donneur d’électrons 

Pour beaucoup d’entre elles, le peroxyde d’hydrogène est le substrat optimal. Mais elles 

pourront aussi utiliser d’autres types de peroxydes, comme les hydroperoxydes lipidiques : 

ROOR’ + AH2 → ROH + R’OH + A 
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La nature des donneurs d’électrons dépend du type d’enzyme. Ceci peut être un glutathion, un 

hème, un résidu cystéine ou sélénocystéine, etc.   

Plusieurs types de peroxydases sont exprimées par les cellules folliculaires pour lutter contre le 

stress oxydatif. Nous les appellerons « peroxydases protectrices » dans la suite de ce chapitre 

pour les différencier de la thyroïde peroxydase (TPO) qui possède plutôt un rôle fonctionnel 

dans la synthèse hormonale.  

Les principales peroxydases protectrices dans la thyroïde sont les glutathion peroxydases, les 

catalases et les peroxyrédoxines. Ces peroxydases protectrices sont exprimées à un niveau 

comparable à celui des protéines thyroïdiennes, comme la TPO (Figure 19). 

Ces trois types de peroxydases protectrices dans la thyroïde sont en fait des protéines 

ubiquitaires qui sont exprimées dans tous les types d’organes pour lutter contre le stress 

oxydatif. Nous discuterons uniquement de leur rôle dans la thyroïde dans la suite de ce chapitre.  
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Figure 19. Expression des enzymes impliquées dans la régulation redox de la thyroïde. 

Les extraits des protéines de thyroïdes de souris sont digérés par la trypsine et analysés en LC-MS. Leur 
niveau d’expression est estimé approximativement avec le nombre de spectres détectés (PSM, Peptide 
Spectrum Match) et le nombre de peptides uniques détectés pour chacune des protéines. Ces analyses 
ont été effectuées au cours de cette thèse. 
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I.i.4.1.1 Glutathion peroxydase 

Les glutathion peroxydases (GPX) sont, comme leur nom l’indique, les enzymes qui réduisent 

le peroxyde d’hydrogène en eau en utilisant le glutathion (GSH) comme donneur d’électrons : 

2 GSH + H2O2 → GS-SG + 2 H2O 

Les GPX sont des sélénoprotéines. Leur réaction catalytique est réalisée à travers un 

groupement sélénocystéine (-SeH) sur l’enzyme qui permet d’abord la réduction de H2O2 pour 

donner -SeOH qui est par la suite réduit par le glutathion. Les glutathions oxydés (GSSG) sont 

recyclés par les glutathion réductases. 8 protéines de GPX ont été identifiées chez l’humain, 

dont quatre sont exprimées au niveau de la thyroïde : GPX1, GPX3, GPX4 et GPX8 

(Schmutzler et al., 2007). 

Le rôle au niveau de la thyroïde des sélénoprotéines, dont les GPX, est étudié depuis de 

nombreuses années. La thyroïde fait partie des organes les plus riches en sélénium (Dickson 

and Tomlinson, 1967). De plus, même sous un régime pauvre en sélénium ou chez les modèles 

de souris déficientes en sélénium, la concentration du sélénium et l’activité des glutathion 

peroxydases au niveau de la thyroïde restent stables (Bermano et al., 1995; Hill et al., 2003). 

Les sélénoprotéines jouent donc un rôle important dans la physiologie de la thyroïde. 

Les GPX participent à la maintenance de l’état redox de la thyroïde et au métabolisme des 

hormones thyroïdiennes. La GPX1 dégrade les H2O2 dans les cellules folliculaires et réprime 

ainsi le niveau d’iodation des protéines intracellulaires (Ekholm and Björkman, 1997). La 

GPX3 est exprimée par les cellules folliculaires et est sécrétée dans le colloïde. Après avoir été 

stimulée par la TSH, la génération de H2O2 et la synthèse des hormones augmentent tandis que 

la sécrétion de la GPX3 diminue (Howie et al., 1995; Schmutzler et al., 2007). Ces résultats 

suggèrent que la GPX3 participe à la régulation thyroïdienne en gérant l’équilibre entre la 

disponibilité de H2O2 dans le colloïde, le substrat principal de la TPO, et la détoxification des 

H2O2 intracellulaires. 

Les sélénoprotéines sont aussi impliquées dans les pathologies thyroïdiennes. L’expression de 

la GPX1 et de la thiorédoxine réductase (TRXR1) diminuent significativement dans les cellules 

de cancer thyroïdien par rapport aux cellules saines. De plus, un niveau plus élevé de radicaux 

libres a été détecté dans les échantillons tumoraux. Ces résultats suggèrent un rôle important de 
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l’hyper-production des radicaux libres dû au manque de défense antioxydante adéquate dans 

les cancers thyroïdiens (Metere et al., 2018). 

 

I.i.4.1.2 Catalase 

Les catalases sont exprimées dans tous les organes, y compris la thyroïde. Elles catalysent la 

dismutation du peroxyde d'hydrogène en eau et dioxygène : 

2 H2O2 → O2 + 2 H2O 

La catalase est une enzyme tétramèrique composée de quatre chaînes polypeptidiques contenant 

chacune un hème dans son site actif. La catalase est localisée essentiellement dans les 

peroxisomes qui sont principalement impliqués dans la dégradation des acides gras à très longue 

chaine (Sepasi Tehrani and Moosavi-Movahedi, 2018). Le rôle des catalases dans le 

métabolisme biochimique est moins important dans la thyroïde que dans d’autres organes, ce 

qui peut expliquer son niveau d’expression relativement faible par rapport aux autres 

peroxydases protectrices. 

L’activité de la catalase est réduite chez les patients souffrant de la maladie de Basedow ou 

d’adénomes thyroïdiens (Mano et al., 1997). L’expression de l’ARNm des catalases est plus 

faible dans les cas de carcinomes que dans les contrôles. 

 

I.i.4.1.3 Peroxyrédoxine 

Les six isoformes de la famille des peroxyrédoxines (PRDX) sont tous exprimés, au moins au 

niveau transcriptionnel, dans la thyroïde chez l’humain. Les PRDX sont probablement la 

famille de peroxydases protectrices la plus abondante au niveau de la thyroïde (Figure 19). Chez 

les souris knock-out d’un gène de PRDX, aucun dysfonctionnement thyroïdien n’a été décrit 

dans les publications. Les différents isoformes pourraient exercer un rôle redondant pour 

assurer une protection plus robuste contre les dégâts liés au stress oxydatif. 

Très peu d’études ont été effectuées sur le rôle des PRDX dans la thyroïde et la majorité de ces 

études restent descriptives. Il a été montré que le niveau de certaines PRDX est altéré dans les 
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maladies thyroïdiennes. Par exemple, l’expression de PRDX1 est augmentée dans le cas des 

néoplasmes folliculaires et des thyroïdites par rapport aux tissus normaux (Yanagawa et al., 

1999). Par contre, l’expression de PRDX1 et PRDX6 est réprimée dans les carcinomes 

papillaires de thyroïde par rapport aux tissus normaux et bénins, et on soupçonne cette 

répression d’être causée par la mutation BRAF V600E (Nicolussi et al., 2014). La PRDX2 a 

été retrouvée sous-exprimée dans les carcinomes papillaires de thyroïde (Brown et al., 2006). 

Les PRDX1 et 2 ont été proposées comme des biomarqueurs potentiels pour ces types de 

maladie thyroïdienne. L’expression cytosolique de PRDX5 dans la thyroïde est augmentée chez 

les patients atteints de certaines maladies thyroïdienne (maladie de Basedow, goitre multi-

nodulaire et nodules chauds) par rapport aux contrôles et de plus le niveau de PRDX5 est 

significativement plus élevé pour les maladies de Basedow que pour les goitres multi-nodulaires 

(Gérard et al., 2005). 

Le niveau d’expression des PRDX a aussi été montré comme étant altéré suite aux différents 

régimes en iode. Chez les rats traités pendant 2 mois avec un régime pauvre en iode, une 

augmentation transitoire de PRDX3 et PRDX5 est observée (Maier et al., 2007). En outre, 

l’expression de PRDX2 chez les lignées thyroïdiennes peut être stimulée par la TSH (Kim et 

al., 2001). 

 

Le fonctionnement des PRDX implique d’autres protéines redox. Dans la plupart des cas, les 

peroxyrédoxines sont réduites par la thiorédoxine (TXN), sauf la PRDX6, qui elle est réduite 

par le glutathion (Manevich and Fisher, 2005). La thiorédoxine, elle, est réduite par la 

thiorédoxine réductase (TRXR) (Lillig and Holmgren, 2007). La réduction de la PRDX6 par le 

glutathion implique aussi la glutathion réductase (GR) (Ghezzi, 2005). Ces protéines participent 

ensemble à la régulation de l’état redox de la thyroïde. Les thiorédoxine réductases sont 

impliquées dans l’autorégulation de la thyroïde par l’iode. Une induction par excès d’iode 

stimule en même temps l’expression et l’activité de la thiorédoxine réductase pour lutter contre 

le stress oxydatif généré par l’iode. De plus, l’inhibition de l’activité de la thiorédoxine 

réductase empêche la récupération de l’expression du NIS (Leoni et al., 2011). 
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I.i.4.2 Famille des peroxyrédoxines 

Une attention particulière a été portée sur la fonction des peroxyrédoxines, notamment la 

Peroxyrédoxine 6 (PRDX6), parce que nous avons mis en évidence pendant cette thèse une 

iodation de la PRDX6 suite à une exposition aiguë à l’iode. 

 

La découverte des peroxyrédoxines est relativement tardive (Chae et al., 1994) par rapport aux 

autres membres de la famille des peroxydases (Loew, 1900; Mills, 1957).  Les PRDX sont 

reconnues aujourd’hui comme les peroxydases les plus importantes dans la défense des cellules 

contre le stress oxydatif (Karplus, 2015; Perkins et al., 2016; Poynton and Hampton, 2014). 

Celles-ci sont de véritables protéines ubiquitaires exprimées dans les cellules animales, les 

plantes, les levures, les eubactéries et même les archées. Elles possèdent une activité 

comparable aux autres peroxydases majeures comme les glutathion peroxydases et les catalases  

(Parsonage et al., 2008; Peskin et al., 2007). 

 

I.i.4.2.1 Classification 

Les peroxyrédoxines sont divisées en trois sous-familles. Toutes les PRDX conservent un 

résidu cystéine qui sert comme site de réduction pour les peroxydes. Ce résidu est appelé 

cystéine peroxydasique (Sp). La cystéine peroxydasique oxydée réagit ensuite dans la plupart 

des cas avec une deuxième cystéine (SR, pour cystéine résolutive ou « resolving ») pour former 

un pont disulfure. Cette forme oxydée de l’enzyme est ensuite recyclée par un donneur 

d’électron approprié (Figure 20) (Hall et al., 2011; Rhee, 2016; Rhee et al., 2012).  

Les trois classes de PRDX se différencient selon la présence ou la localisation de la cystéine 

résolutive (Figure 20) : 

- Peroxyrédoxine 2-Cys typique : Enzyme homodimérique dont chaque monomère 

contient une cystéine peroxydasique SP et une cystéine résolutive SR. La SP oxydée 

d’une sous-unité forme un pont disulfure avec la SR située sur l’autre sous-unité. Ce 

pont disulfure est ensuite réduit par des oxydoréductases présentes dans les cellules, le 

plus souvent la thiorédoxine. 
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- Peroxyrédoxine 2-Cys atypique : Cette deuxième classe de PRDX fonctionne en 

monomère. Le pont disulfure est formé entre la SP et la SR d’une même unité. (Declercq 

et al., 2001; Seo et al., 2000) 

- Peroxyrédoxine 1-Cys : Cette sous-famille de PRDX ne possède pas de résidu SR. Les 

SP oxydées sont directement réduites par une autre protéine ou par de petites molécules 

de thiol, le plus souvent le glutathion. 

Six protéines peroxyrédoxines sont exprimées chez les cellules de mammifères. Leurs 

caractéristiques principales sont résumées dans le Tableau 3. 

 

 

 

Figure 20. Réaction catalytique des trois classes de peroxyrédoxines (PRDX ou Prx). 

Dans le cas de la peroxyrédoxine 2-Cys typique, la cystéine peroxidatique (SP noire) forme un pont 
disulfure inter-unité avec la cystéine résolutive (SR rose) d’une autre sous-unité (liaison en barre rayée 
rose et noire) ; Dans le cas de la peroxyrédoxine 2-Cys atypique, le pont disulfure est formé entre la SP 
et la SR de la même unité ; La peroxyrédoxine 1-Cys possède uniquement une SP. 
(Extraite de Wood, Z. a., Schröder, E., Harris, J.R., and Poole, L.B. (2003). Structure, mechanism and 
regulation of peroxiredoxins. Trends Biochem. Sci. 28, 32–40.)   
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Tableau 3. Caractéristiques principales des six protéines peroxyrédoxines (PRDX). 
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I.i.4.3 Peroxyrédoxine 6 (PRDX6) 

La Peroxyrédoxine 6 (PRDX6) est une enzyme bifonctionnelle. Elle possède en même temps 

une activité glutathion (GSH) peroxydase et une activité phospholipase A2 (PLA2). La PRDX6 

est la sixième et dernière protéine identifiée de la famille des peroxyrédoxines. Elle est isolée 

pour la première fois à partir du corps ciliaire de l’œil bovin et son activité glutathion 

peroxydase sélénium-indépendante a été démontrée (Shichi and Demar, 1990). Le gène 

homologue chez l’homme a été identifié peu après (Chae et al., 1994; Kim et al., 1997) à partir 

des résultats générés par clonage aléatoire (Nagase et al., 1995). La PRDX6 était décrite à 

l’époque comme une phospholipase A2 acidique calcium-indépendante (aiPLA2). Outre 

aiPLA2, la PRDX6 a eu plusieurs appellations différentes (comme GSH peroxydase non-

sélénium dépendante et antioxydant protéine 2 (AOP2)) avant d’être assignée à la famille des 

peroxyrédoxines (Sue et al., 2005), d’abord sous le nom de 1-cys peroxyrédoxine, car 

contrairement à d’autres membres de sa famille, le mécanisme catalytique de la PRDX6 

implique un seul résidu cystéine. 

 

I.i.4.3.1 Activité enzymatique de la PRDX6 

I.i.4.3.1.1 Activité glutathion peroxydase 

La PRDX6 comme toutes les enzymes peroxyrédoxines peut réduire différents types de 

peroxydes : H2O2, les hydroperoxydes de chaînes courtes comme hydroperoxyde de tert-butyle, 

hydroperoxyde du cumène et peroxynitrite (ONOO-) (Chen et al., 2000; Peshenko and Shichi, 

2001). En revanche contrairement aux autres membres de cette famille, la PRDX6 peut aussi 

réduire les hydroperoxydes lipidiques. L’activité peroxydase de la PRDX6 pour les 

phospholipides (mesurée en utilisant l’hydroperoxyde de phosphatidylcholine) est similaire à 

celle pour la réduction d’H2O2 (Fisher et al., 1999; Manevich et al., 2009). Elle est une des deux 

protéines, avec la Glutathion peroxydase 4, pour laquelle une activité significative de 

phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase a été démontrée (Maiorino et al., 1990).  
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Le cycle catalytique de la réduction des peroxydes par la PRDX6 est réalisé en trois étapes :  

1. Peroxydation 

Les peroxydes sont d’abord réduits par la cystéine 47 (-SH) de la PRDX6 pour donner un résidu 

sulfénique (-SOH) (Figure 21.①) (Kang et al., 1998). La vitesse de réduction de H2O2 par 

PRDX6 est de 6 µmol/min/mg de protéine et la constante de Michaelis est à 180 µM  (Chen et 

al., 2000; Manevich et al., 2009; Toledo et al., 2011).  

2. Résolution 

La résolution de la PRDX6 oxydée est réalisée à travers l’isoforme π de la glutathion S-

transférase (πGST). Le résidu sulfénique de la PRDX6 forme d’abord avec le site actif de πGST 

(-SH) un hétérodimère PRDX6-S-S-πGST (Figure 21.②). Le glutathion porté par la πGST 

libère ensuite cette dernière en glutathionylant la PRDX6 (Figure 21.③) (Ralat et al., 2006, 

2008). L’implication de la πGST dans la réduction de la PRDX6 est confirmée dans une lignée 

cancéreuse MCF7 qui n’exprime pas de πGST. La transfection seule de PRDX6 sans πGST ne 

donne pas d’activité peroxydase significative (Manevich et al., 2004). La structure cristallisée 

de la PRDX6 a montré que son site actif, le résidu Cys47, est contenu dans une poche étroite, 

ce qui présume que le GSH ne peut pas y accéder seul sans l’aide de πGST (Choi et al., 1998). 

Toutefois, les expériences avec la protéine recombinante de PRDX6 ont montré une activité de 

peroxydase avec seulement la GSH, sans présence de πGST (Chen et al., 2000; Fisher et al., 

1999). Ceci pourrait être lié à un changement dans la conformation tertiaire de la protéine 

recombinante qui permet l’accès du GSH à son site actif (Fisher, 2017). 

3. Recyclage 

La PRDX6 glutathionylée (PRDX6-S-SG) retourne ensuite à sa forme active (PRDX6-SH) 

grâce à la participation d’une deuxième molécule de GSH. Ce dernier forme le glutathion oxydé 

(GSSG) avec le glutathion fixé sur la PRDX6 libérant ainsi l’enzyme (Figure 21.④). Les GSSG 

sont ensuite recyclés par la glutathion réductase qui dépend du NADPH. 
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Figure 21. Cycle catalytique de l’activité glutathion peroxydase de la PRDX6. 

(Extraite de Fisher, A.B. (2011). Peroxiredoxin 6: A Bifunctional Enzyme with Glutathione Peroxidase 
and Phospholipase A 2 Activities. Antioxid. Redox Signal. 15, 831–844.) 

 

En plus de la cystéine 47, 2 autres résidus sur la PRDX6 assurent ensemble son activité 

peroxydase. En effet, sa structure cristallographique a montré que la Cys 47 est liée par une 

liaison hydrogène à l’histidine 39 et est activée électrostatiquement par l’arginine 132 (Choi et 

al., 1998; Manevich and Fisher, 2005). La présence de ces deux acides aminés crée un 

environnement positivement chargé qui facilite la fixation des substrats. L’ajout d’une histidine 

équivalente en position 40 et la suppression de la cystéine résolutive permet aux 2-cys PRDX 

d’acquérir une activité ascorbate peroxydase qui est initialement spécifique à la PRDX6 

(Monteiro et al., 2007). Ensemble, Cys 47-His 39-Arg 132 forment une triade catalytique pour 

l’activité de la peroxydase (Fisher, 2011). 

 

I.i.4.3.1.2 Activité phospholipase A2 (PLA2) 

La PRDX6 possède également une activité phospholipase A2. Elle est capable d’hydrolyser les 

glycérophospholipides à la position sn-2 (Figure 22A, B). Son activité enzymatique est 

d’environ 100 nmol/min/mg de protéine et la constante de Michaelis est de 350 µM. Son activité 

dépend de la tête hydrophile des phospholipides. Elle a une activité préférentielle pour les 

phosphatidylcholines (PC) et son activité pour les phosphatidyléthanolamines (PE) est environ 

40% plus faible ; celle-ci est encore plus faible pour d’autres types de groupe (Figure 22A). Par 

contre, l’enzyme n’a pas de préférence pour le type de queue hydrophobe des lipides (Chae et 

al., 1994; Chen et al., 2000).  
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Figure 22. Phospholipides et phospholipases. 

A. Différents types de phospholipides.  
(Extraite de Osman, C., Voelker, D.R., and Langer, T. (2011). Making heads or tails of phospholipids 
in mitochondria. J. Cell Biol. 192, 7–16.) 
B. Site de clivage des différentes classes de phospholipase.  

 

L’activité PLA2 de la PRDX6 est maximale à pH 4 (Manevich et al., 2009). Contrairement à 

beaucoup d’autre phospholipase A2, son activité ne dépend pas du calcium (Berg et al., 2001). 

La PRDX6 est exprimée essentiellement dans le cytosol, mais son expression est détectée au 

niveau du lysosome et du corps lamellaire dans les pneumocytes où un pH acide est maintenu 

(Wang et al., 2006a). Ces résultats suggèrent que la PRDX6 exerce son rôle de phospholipase 

essentiellement dans le lysosome mais pas dans le cytosol. Par contre son activité peroxydase 

envers les phospholipides oxydées est comparable à pH7 et à pH acide (Manevich et al., 2007). 

Ceci permet à la PRDX6 d’assurer son rôle dans la réparation des phospholipides peroxydés à 

la membrane plasmique. 

La PRDX6 possède deux sites actifs distincts pour l’activité peroxydase et phospholipase. Le 

rôle PLA2 de la PRDX6 est assuré par trois acides aminés : His 26, Ser 32 et Asp 140, à 

l’opposé de Cys 47 (Figure 23A) (Manevich et al., 2007). Cette triade catalytique est souvent 

retrouvée chez les autres types de phospholipases (Fisher and Jain, 2009). 
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Figure 23. Structure tertiaire de la Peroxyrédoxine 6. 

A. Les sites catalytiques de l’activité glutathion peroxydase (Cys47) et l’activité phospholipase A2 (His 
26, Ser 32, Asp 140) de la PRDX6. 
B. Fixation des hydroperoxydes lipidiques à la PRDX6. 
(Extraite de Fisher, A.B. (2011). Peroxiredoxin 6: A Bifunctional Enzyme with Glutathione Peroxidase 
and Phospholipase A 2 Activities. Antioxid. Redox Signal. 15, 831–844.) 

 

I.i.4.3.1.3 Activité lysophospholipide acyltransférase, un nouveau rôle 

de la PRDX6 

Très récemment, une troisième activité enzymatique de la PRDX6 a été identifiée. La PRDX6 

est aussi une lysophospholipide acyltransférase (LPCAT) qui possède la capacité de transférer 

un acide gras libre sur une lysophosphatidylcholine (LysoPC) à la position sn-2. Cette activité 

est assurée par le motif H26xxxxD31. La PRDX6 peut aussi utiliser d’autres types de 

lysophospholipides comme substrat, mais elle a une nette préférence pour les lysoPC. 

Concernant les chaînes hydrophobes, la PRDX6 a une affinité supérieure pour les palmitoyl-

CoA. La PRDX6 est la seule LPCAT dont la localisation cytoplasmique a été démontrée. 

(Fisher et al., 2016)   

Les études cinétiques ont montré que la PRDX6 peut d’abord hydrolyser les chaînes 

hydrophobes des phospholipides par son activité PLA2 et ensuite acyler de nouveau une chaîne 

palmitique sans libération de produit intermédiaire. En combinant son activité phospholipase et 

acyltransférase, la PRDX6 est capable de générer essentiellement des phosphatidylcholines 

avec une chaîne palmitique en position sn-2. (Fisher et al., 2016)   
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I.i.4.3.2 Structure 

La PRDX6 est une petite protéine contenant 224 acides aminés. Sa masse moléculaire est de 

25,1 kDa pour la protéine humaine. Celle-ci est une protéine ubiquitaire comme les autres 

membres de la famille des PRDX et, à notre connaissance, il n’existe pas de lignée cellulaire 

qui n’exprime pas de PRDX6 (Manevich and Fisher, 2005). La séquence de la PRDX6 est 

hautement conservée à travers différentes espèces de mammifères ce qui suggère un rôle 

important dans le métabolisme des cellules (Figure 24). Tous les résidus impliqués dans ses 

trois activités enzymatiques (peroxydase, phospholipase et acyltransférase) sont conservés 

entre les protéines murines et humaines. Les deux sites d’iodation identifiés au cours de cette 

thèse sont également conservés (Figure 24). 

La PRDX6 humaine est cristallisée sous forme d’homodimère. Mais contrairement aux 2-Cys 

peroxyrédoxines, les deux Cys 47 catalytiques ne peuvent pas former de pont disulfure entre 

elles car elles sont séparées spatialement. De plus, contrairement aux 2-cys PRDX dont les 

résidus cystéines catalytiques sont exposés à la surface de la protéine, la cystéine catalytique de 

la PRDX6 est enfouie dans une poche étroite (Figure 23A) (Choi et al., 1998; Fisher, 2011).    

  

Figure 24. Alignement de séquences des PRDX6 de différents mammifères. 

M : Souris ; R : Rat ; H : Humain ; B : Bovin.  
(Modifiée de Fisher, A.B. (2011). Peroxiredoxin 6: A Bifunctional Enzyme with Glutathione Peroxidase 
and Phospholipase A 2 Activities. Antioxid. Redox Signal. 15, 831–844.) 
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I.i.4.3.3 Régulation post-traductionnelle de la PRDX6 

L’activité de la PRDX6 est régulée par sa phosphorylation à la position Thr 177. Elle peut être 

phosphorylée par les MAP kinases comme ERK ou p38  (Wu et al., 2009) . L’activité PLA2 de 

l’enzyme phosphorylée est plus que 10 fois plus élevée (≈ 1,3 µmol/min/mg de protéine) par 

rapport à la forme non phosphorylée. De plus, la phosphorylation élargit la plage active de 

l’enzyme au niveau du pH. En effet, l’activité PLA2 de la PRDX6 phosphorylée est similaire à 

pH neutre et à pH acide. Par contre, la phosphorylation de Thr 177 n’a pas d’effet sur l’activité 

peroxydase de la PRDX6 (Chatterjee et al., 2011; Wu et al., 2009).  

 

I.i.4.3.4 Fonction 

I.i.4.3.4.1 Défense antioxydante 

Des expériences in vitro et in vivo ont montré que la PRDX6 est une enzyme qui participe à la 

défense antioxydante des cellules. La surexpression de la PRDX6 augmente la résistance au 

stress oxydatif induit par les hydroperoxydes et l’irradiation aux UV chez différentes lignées 

cellulaires. La présence de PRDX6 diminue le niveau de ROS, la stimulation de la voie NF-κB 

et la production de lipides peroxydés (Dierick et al., 2003; Fatma et al., 2008; Singh et al., 2016; 

Wang et al., 2008), tandis qu’une diminution de l’expression de PRDX6 augmente la 

peroxydation des lipides et l’apoptose (Pak et al., 2002). Les souris qui surexpriment la PRDX6 

sont plus résistantes au stress oxydatif généré par l’hyperoxie (Wang et al., 2004, 2006b). Au 

contraire, les souris knock-out de PRDX6 montrent une augmentation des effets délétères du 

stress oxydatif au niveau des poumons et du foie et une augmentation de la mortalité face à 

l’hyperoxie ou à l’administration de molécules induisant du stress oxydatif (Wang et al., 2003b, 

2004, 2006a). Ces souris ont aussi montré une réduction de l’intégrité de la chromatine du 

sperme et de la fertilité liée à l’âge (Ozkosem et al., 2015). Ensemble, ces résultats suggèrent 

que la PRDX6 protège contre les dégâts cellulaires associés au stress oxydatif. 
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I.i.4.3.4.2 Réparation de la membrane plasmique peroxydée 

 La PRDX6 a un rôle important dans la réparation des phospholipides peroxydés à la membrane 

plasmique. Elle possède une poche de fixation pour les phospholipides oxydés : La tête polaire 

des phospholipides est fixée à proximité du site PLA2, tandis que la queue hydrophobe oxydée 

s’insère dans la poche de la PRDX6 de telle façon que la double liaison peroxydée de la chaîne 

lipidique se retrouve à proximité de la Cys 47, le site peroxydase de la PRDX6 (Figure 23B) 

(Manevich et al., 2009). Sa structure particulière lui permet donc d’avoir la capacité de réduire 

les phospholipides peroxydés, ce qui est unique parmi toutes les peroxyrédoxines. 

Grâce à ses trois activités enzymatiques distinctes, la PRDX6 participe aux deux voies majeures 

de la réparation des phospholipides membranaires oxydés : la réduction directe et la 

déacylation/réacylation. L’oxydation des chaînes hydrophobes des phospholipides diminue leur 

hydrophobicité, leur permettant ainsi de « flotter » vers le côté intérieur de la membrane. La 

PRDX6 dans le cytosol possède une affinité particulière pour les phospholipides oxydés et 

s’associe à la membrane plasmique. La PRDX6 répare ensuite les lipides oxydés soit en les 

réduisant grâce à son activité peroxydase, soit en hydrolysant la chaîne oxydée grâce à son 

activité phospholipase et en la remplaçant par un acide gras non oxydé grâce à son activité 

acyltransférase. La PRDX6 se dissocie ensuite de la membrane plasmique et retourne à son état 

de repos. (Figure 25) (Fisher, 2017; Manevich et al., 2009) 

 

Figure 25. Mécanisme de réparation des phospholipides membranaires oxydés par la 

PRDX6. 

PL : Phospholipides. 
(Extraite de Fisher, A.B. (2017). Peroxiredoxin 6 in the repair of peroxidized cell membranes and cell 
signaling. Arch. Biochem. Biophys. 617, 68–83.) 
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La peroxydation des lipides est un des mécanismes majeurs des dégâts cellulaires associés au 

stress oxydatif. La formation des phospholipides oxydés à la membrane pourrait déclencher une 

chaîne de réactions qui donne lieu aux deux composants principaux : malondialdéhyde (MDA) 

et 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE), qui sont impliqués dans la voie de signalisation de la survie 

et de la mort cellulaire. En particulier, le niveau de 4-HNE est étroitement lié à la survie 

cellulaire (Figure 26) (Ayala et al., 2014). La réparation des lipides oxydés à la membrane est 

donc primordiale pour la survie des cellules. La PRDX6, grâce à ses trois activités 

enzymatiques, assure un rôle important dans la détoxification de la membrane oxydée et la 

régulation de l’homéostasie des phospholipides. 

 

 

Figure 26. 4-HNE favorise la survie cellulaire ou induit la mort cellulaire selon sa 

concentration. 

4-HNE au niveau physiologique est métabolisé par les enzymes. 4-HNE à un niveau faible joue un rôle 
important comme molécule de signal pour renforcer la réponse adaptive des cellules envers le stress 
oxydatif. 4-HNE à un niveau élevé induit la formation des adduits et ainsi l’apoptose ou la nécrose 
cellulaire.  
(Extraite de Ayala, A., Muñoz, M.F., and Argüelles, S. (2014). Lipid Peroxidation: Production, 
Metabolism, and Signaling Mechanisms of Malondialdehyde and 4-Hydroxy-2-Nonenal. Oxid. Med. 
Cell. Longev. 2014, 1–31.) 
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I.i.4.3.4.3 Métabolisme du surfactant pulmonaire 

Le surfactant pulmonaire est un complexe phospholipide-protéine sécrété continuellement par 

les grandes cellules alvéolaires du poumon appelées aussi pneumocytes de type 2. Le surfactant 

pulmonaire réduit la tension superficielle air/liquide à la surface des alvéoles pulmonaires, ce 

qui est indispensable à une fonction respiratoire normale. Le composant principal du surfactant 

pulmonaire est la dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). La PRDX6 participe au recyclage 

et à la dégradation de la DPPC en générant des lysoPC grâce à son activité PLA2 dans le corps 

lamellaire des pneumocytes (Fisher and Dodia, 1996). La DPPC pulmonaire est recyclée très 

activement avec une demi-vie de 6-10 heures. La PRDX6 a donc un rôle important dans le 

métabolisme du surfactant pulmonaire. Les souris knock-out de la PRDX6 ont montré une 

augmentation progressive des phospholipides dans le parenchyme pulmonaire et la lumière 

alvéolaire (Fisher et al., 2005). Des anomalies du métabolisme des phospholipides au niveau 

d’autres organes n’ont pas été rapportées à notre connaissance.  

 

I.i.4.3.4.4 Activation des NADPH oxydases 

Les NADPH oxydases (NOX) constituent une famille de protéines qui produit des superoxydes 

(O2·) et du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Différentes études ont montré que l’activité PLA2 de 

la PRDX6 est nécessaire pour l’activation de la NOX2 (Chatterjee et al., 2011; Ellison et al., 

2012; Lee et al., 2013). L’hydrolyse des phospholipides membranaires par l’activité PLA2 de 

PRDX6 génère des lysoPC qui sont par la suite hydrolysés en acide lysophosphatidique. Ceci 

mène à l’activation de rac qui est nécessaire pour l’activation de NOX2 (Vázquez-Medina et 

al., 2016). La PRDX6 participe également à la génération des superoxydes induite par la NOX1 

(Kwon et al., 2016). 
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I.ii Résultats 

I.ii.1 Article I : La régulation de la Peroxyrédoxine 6 par l’iodation 

apporte de nouvelles connaissances dans les mécanismes moléculaires de la 

régulation aiguë par l’iode et dans la fonction de cette enzyme. 

 

La thyroïde est une glande endocrine importante pour le contrôle du métabolisme cellulaire 

chez l’adulte mais également pour le développement du système nerveux central chez le fœtus 

et le nouveau-né. Sa fonction est stimulée par la TSH mais inhibée par une élévation de l’iode 

plasmatique. Une forte élévation de cette concentration induit en réponse aiguë une diminution 

de la capacité d’accumulation d’iode et de son organification. Une inhibition transitoire de la 

sécrétion hormonale est également observée. Cette réponse aiguë est suivie d’une phase 

d’échappement si un apport d’iode important est maintenu. L’échappement est caractérisé par 

une synthèse hormonale normale avec une capacité de transport d’iode réduite. Cette régulation 

complexe (appelée effet Wolff-Chaikoff) a été décrite il y a plus de 70 ans, mais la 

compréhension des mécanismes sous-jacents est toujours très partielle et controversée. La 

compréhension de la régulation thyroïdienne par l’iode présente des intérêts en recherche 

fondamentale mais également dans le domaine de la santé notamment pour l’optimisation du 

traitement des métastases thyroïdiennes par l’iode 131. Une meilleure compréhension de cette 

régulation sera également mise à profit pour optimiser la prophylaxie à l’iode stable en 

contremesure face à une exposition accidentelle à l’iode radioactif. 

Plusieurs études ont montré que la mise en place de l’effet inhibiteur de l’iode nécessite la 

génération de composants intermédiaires iodés dont la nature reste inconnue. Nous avons 

cherché dans cette partie de la thèse à identifier des protéines iodées formées au niveau 

intracellulaire et potentiellement impliquées dans la régulation par l’iode. La recherche des 

protéines iodées est difficile in vivo dans la thyroïde. En effet, la forte expression de la 

thyroglobuline, la protéine la plus abondante et la plus iodée dans la thyroïde, peut interférer 

fortement avec la détection des protéines iodées de signalisation minoritaires. De plus, l’iode 

oxydé généré à la membrane apicale des cellules folliculaires de la thyroïde peut ioder d’autres 

protéines de façon aspécifique. Ces protéines iodées aspécifiques sont difficiles à différencier 
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des protéines iodées à l’intérieur des cellules folliculaires possédant potentiellement un rôle 

régulateur. Dans les lignées de cellules thyroïdiennes, ces protéines sont en partie exprimées et 

peuvent aussi masquer l’iodation d’une protéine signal. Pour contourner ces problèmes, l’idéal 

serait de pouvoir utiliser dans une telle étude un modèle cellulaire non-thyroïdien capable 

d’accumuler de façon active de l’iodure à l’intérieur des cellules et dans lequel les régulations 

par l’iode sont retrouvées. Dans une première partie de notre travail, nous avons donc comparé 

des lignées thyroïdiennes et une lignée cellulaire (appelée HEK-NIS) qui avait été générée à 

partir d’une transfection stable d’un plasmide portant le gène codant pour le co-transporteur 

sodium/iodure NIS dans des cellules HEK-Flp-In-293. 

In vivo, un excès aigu d’iode diminue l’accumulation d’iode dans les cellules folliculaires, 

l’expression du NIS, l’organification de l’iode et la sécrétion des hormones thyroïdiennes. Il a 

déjà été montré par de nombreux groupes que la diminution de la capacité d’absorption d’iode 

induit par un excès d’iode est conservée chez les lignées de cellules thyroïdiennes de rat, comme 

FRTL-5 et PCCL-3. Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur la régulation par l’iode 

de la capacité d’absorption d’iode des cellules et nous avons d’abord étudié si la capacité 

d’absorption d’iode est régulée de la même façon chez HEK-NIS par rapport aux lignées de 

cellules thyroïdiennes. Nous avons montré que suite à une exposition à 50 µM d’iodure de 

sodium, la capacité d’absorption d’iode diminue de façon similaire chez HEK-NIS par rapport 

aux FRTL-5 et PCCL-3 (Article I. Fig.1A). Ces résultats montrent que la lignée HEK-NIS est 

un modèle adéquat pour rechercher les protéines iodées impliquées dans la régulation de la 

captation d’iode. 

Grâce au marquage radioactif à I125 et à l’électrophorèse sur gel, nous avons détecté quatre 

protéines iodées (respectivement à 200, 70, 40 et 25 kDa) dans les cellules HEK-NIS (Article 

I. Fig.2). Nous avons ensuite identifié par électrophorèse sur gel en deux dimensions et 

spectrométrie de masse une protéine candidate : la Peroxirédoxine 6 (PRDX6) (Article I. 

Fig.3A). L’iodation de la PRDX6 est confirmée par immunoprécipitation (IP) couplée au 

marquage radioactif (Article I. Fig.3B) et deux positions iodées (His 39 et Tyr 89) ont été 

détectées sur la PRDX6 par spectrométrie de masse chez les HEK-NIS exposées à l’iode 

(Article I. Fig.3C). Nous avons identifié pour la première fois une protéine iodée dont l’iodation 

est réalisée au niveau intracellulaire. Nous avons ensuite étudié le rôle de l’iodation de la 

PRDX6. 
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La Peroxirédoxine 6 est une enzyme antioxydante qui possède en même temps une activité 

peroxydase et une activité phospholipase A2. Nous avons montré par modélisation in silico que 

les deux résidus iodés de la PRDX6, His 39 et Tyr 89, se situent à la proximité de la Cys 47 qui 

assure l’activité peroxydase de l’enzyme (Article I. Fig.4A). Etant donné que le site actif de la 

PRDX6 est contenu dans une poche étroite et que la forme ionisée de Cys 47 est stabilisée par 

l’His 39, l’iodation de la PRDX6 aux deux positions identifiées pourrait donc altérer son activité 

peroxydase. Nous avons vérifié cette hypothèse en montrant que l’activité peroxydase de la 

protéine recombinante PRDX6, mesurée par la consommation de H2O2, diminue 

considérablement après avoir été iodée (Article I. Fig.4B). 

Pour mieux comprendre le rôle de la PRDX6 dans la régulation des cellules par l’iode, nous 

avons généré une population clonale modifiée à partir de la lignée HEK-NIS dans laquelle 

l’expression de PRDX6 est réduite par shRNA (« short hairpin RNA »). Nous avons ensuite 

montré que la baisse de la capacité d’absorption de l’iode induite par l’iode (NaI 50 µM) se met 

en place extrêmement rapidement, dès 10 minutes après l’exposition, et cette baisse est 2 fois 

plus forte chez les cellules qui expriment moins de PRDX6. Nos résultats montrent pour la 

première fois que la protéine PRDX6 peut participer directement ou indirectement à la 

régulation des cellules par excès d’iode. Ces résultats fournissent également pour la première 

fois des évidences qu’une protéine iodée pourrait être impliquée dans le mécanisme de 

régulation de l’iode.  
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Abstract 

It has been known for decades that excess iodide inhibits thyroid function with an acute 

response and an escape phenomenon. This regulation, called the Wolff-Chaikoff effect, allows 

thyroid cells to adjust iodide uptake and organification in response to variations in dietary 

iodide. However, the mechanisms underlying this regulation are poorly characterized and are 

often speculative. 

In this work, we postulate that iodinated proteins could be involved in the cellular response to 

intracellular iodide. We performed radioactive labeling and mass spectrometry experiments to 

identify iodinated proteins after iodide exposure of NIS-expressing cells.  

We showed that a cytosolic protein, Peroxiredoxin 6 (PRDX6), is spontaneously iodinated in 

NIS-expressing cells that are incubated in presence of iodide. We also found that PRDX6 

iodination impairs its peroxidase activity and that PDRX6 silencing modifies the cellular 

response to iodide exposure.  

We propose that PRDX6 participates to cellular responses to excess iodide. This novel function 

for PRDX6 provides new insight into the molecular mechanisms of the acute Wolff-Chaikoff 

effect. 
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Introduction 

The thyroid gland produces thyroid hormones that regulate metabolic processes that are 

essential for normal growth and development as well as regulating metabolism in adults. 

Thyroid function is regulated by two major physiological factors: TSH (thyroid-stimulating 

hormone) and iodide. The pituitary release of TSH is induced by a decrease in the concentration 

of thyroid hormones (T3 and T4) in the blood. The regulation of thyroid function by iodide helps 

the thyroid to adapt to fluctuating levels of iodide. TSH stimulates thyroid function by binding 

to its specific receptor, TSH receptor, whereas high iodide concentrations in the blood inhibit 

thyroid function through less well-characterized mechanisms.  

The inhibition of thyroid function by excess iodide was first reported more than 70 years ago.  

Morton and collaborators (1944) first showed that the biosynthesis of thyroid hormones was 

inhibited by high doses of iodide in ex vivo sheep thyroid tissue (1). A few years later, inhibition 

of iodide organification in the presence of high plasma iodide levels was described in rats that 

were given single doses of iodide (2). This inhibition was called the acute Wolff-Chaikoff effect 

(see review by Dayem and collaborators (3)). The escape from the acute Wolff-Chaikoff effect 

was reported in rats that were subjected to continuous high iodide plasma concentrations for 2 

days (4). That same year, Raben (5) showed that the inhibition of iodide organification by high 

iodide concentrations depended on intrathyroidal iodide accumulation. Later, inhibition of the 

thyroid uptake capacity was reported by Braverman and Ingbar (6) in thyroids from rats that 

were in vivo-adapted to iodide. In the thyroid, it is now well-established that iodide is actively 

transported by the sodium iodide symporter (NIS) and subsequently oxidized by the thyroid 

peroxidase (TPO).  Interestingly, the iodide inhibitory effect was also found in thyroid slides 

and it was suppressed in the presence of NIS inhibitors, such as perchlorate, or in the presence 

of TPO inhibitors, such as propylthiouracil (PTU) or methimazole (MMI) (7). More recently, 

Article I.3

after the cloning of the genes encoding key enzymes for thyroid hormone synthesis, Eng and 



collaborators (8) showed that NIS and TPO expression is decreased in response to chronic and 

acute iodide excess. 

With the development of cell culture models of thyroid cells, it has also become possible to 

study the inhibition of iodide transport in vitro. The suppression of iodide uptake in cells grown 

in the presence of high iodide concentrations was observed in cultured porcine thyroid cells (9).  

The rat thyroid-derived cell line, FRTL-5, which has conserved responsiveness to TSH 

stimulation has been widely used for iodide accumulation studies. Grollman and collaborators 

(10) observed that iodide uptake in these cells was inhibited after iodide exposure, but if the 

cells were incubated with NaI and MMI, an inhibitor of organification, the inhibition no longer 

occurred. More recently, Eng and collaborators (11) showed that excess iodide does not 

decrease NIS mRNA in the same in vitro thyroid cell model but evokes a decrease in the NIS 

protein suggesting that, in FRTL-5 cells, iodide modulates NIS at a posttranscriptional level. 

Experiments with NIS or TPO inhibitors indicate that the presence of oxidized iodide is 

necessary for the regulatory effect of iodide, with the subsequent formation of iodinated 

intracellular signaling molecules (7). However, the nature of such molecules is still unknown. 

Several studies have shown that various forms of iodolipids (notably, 6-iodolactone) could 

reproduce part of iodide effect (12 ,13 ,14 ,15 ,16). In 1986, Sherwin and Price (17) observed 

that pre-treatement of thyroid slices with cycloheximide, a protein synthesis inhibitor, reduced 

the iodide-induced suppression of iodide transport and that the effect of cycloheximide was 

associated with the reduced iodination of an 8-10 kDa protein. More recently, we have studied 

iodinated proteins in the thyroid of mice using LC-MS (liquid chromatography-mass 

spectrometry) (18). This approach has improved our knowledge of the iodinated sites of 

thyroglobulin (Tg). Our results also suggested that, in thyroid tissues, iodinated thyroglobulins 

are highly expressed and could thus strongly interfere with the identification of other, less 

abundant, iodinated signaling proteins.
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In this study, we search for iodinated proteins that could be involved in thyroid regulation by 

iodide. More specifically, here, we aim to identify mechanisms underlying the post-

transcriptional regulation of iodide transport by iodide. The presence of large amounts of 

iodinated thyroglobulin interfere with the identification of iodinated signaling protein (which 

is presumed to be present at low levels). Interestingly, we observed that in the NIS-expressing 

HEK-293 cell line (here called HEK-NIS), a cell model without thyroglobulin, iodide uptake 

capacity is inhibited by iodide as in thyroid cell lines (FRTL-5 and PCCL-3). Using radioactive 

labeling, we identified the iodination of Peroxiredoxin 6 (PRDX6) following iodide exposure 

of HEK-NIS. We showed that iodination of this protein inhibits its enzymatic activity. 

Knockdown of this peroxiredoxin induces stronger inhibition of the iodide uptake. Considered 

together, our results suggest that PRDX6 could be involve in the thyroid regulation by iodide. 

 

Materials and methods 

Reagents and antibodies 

F12 Ham, bovine insulin, TSH, transferrin, hydrocortisone, Gly-His-Lys acetate, somatostatin, 

sodium iodide, sodium perchlorate, iodine, ascorbate, ascorbate oxidase, Tris HCl, Triton X-

100, poly-L-Lysine solution, cOmplete protease inhibitor, PhosSTOP phosphatase inhibitor, 

PeroxiDetect kit were purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, France). DMEM Gluta-

MAX, 0.25% Trypsin-EDTA, Dynabeads Protein G, Hygromycin B, PRDX6 recombinant 

protein (#LF-P0004) were purchased from Invitrogen (Villebon-sur-Yvette, France). EZ-link 

Sulfo-NHS-SS-Biotin and streptavidin agarose resin were ordered from Pierce Thermo Fisher 

Scientific (Villebon-sur-Yvette, France). Fetal bovine serum was obtained from PAA 

Laboratories (Les Mureaux, France). Precast gels, IPG (immobilized pH gradient) strips and 4x 

Laemmli buffer were ordered from Bio-Rad Laboratories (Marnes-la-Coquette, France
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InstantBlue protein stain was purchased from Expedeon (Cambridge, UK). Carrier-free sodium 

iodine 125 (NaI) was purchased from Perkin Elmer (Villebon-sur-Yvette, France) and Isobio 

(Fleurus, Belgium). MTS assay reagent, ProteaseMAX surfactant and sequencing grade 

modified trypsin were ordered from Promega (Charbonnières-les-Bains, France).  

For antibodies, rabbit polyclonal anti-PRDX6 antibody (ab73350) was purchased from Abcam 

(Paris, France); rabbit polyclonal anti-Na/K ATPase antibody (SC28800) was purchased from 

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany); mouse monoclonal anti-beta-actin (A1978) 

antibody was purchased from Sigma; mouse monoclonal anti-NIS c-terminal antibody was an 

in-house generated antibody. 

Cell culture 

FRTL-5 and PCCL-3 rat thyroid cell lines were cultured in Ham’s F12 medium supplemented 

with 5% FBS, 10 µg/mL insulin, 10 nM hydrocortisone, 5 µg/mL transferrin, 10 ng/mL 

somatostatin, 10 ng/mL Gly-His-Lys acetate, 10 mU/mL TSH at 37°C with 5% CO2. A stable 

Flp-In-293 cell line expressing NIS (that we refer to here as HEK-NIS) was generated as 

previously described (Huc-Brandt et al., 2011). HEK-NIS cells were cultured in DMEM 

supplemented with 10 % FBS and 200 µg/mL hygromycin. A clonal population (called 

shPRDX6) of cells expressing shRNA constructs against the prdx6 gene was generated from 

HEK-NIS using the PRDX6 Human shRNA Plasmid Kit (TR310191, OriGene, Herford, 

Germany) according to the manufacturer’s protocol. A control clonal population (called shCtrl) 

was generated in parallel with a non-effective scrambled shRNA cassette.  Cell lines were 

cultured in DMEM supplemented with 10 % FBS, 200 µg/mL hygromycin and 0.2 µg/mL 

puromycin. For experiments, PCCL-3 and FRTL-5 cells were deprived of TSH for at least 4 

days and then re-activated by application of TSH. All cell lines were shifted to 0.5% FBS 

medium the day after seeding and the iodide treatment started one day later.
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Iodide uptake assay 

Iodide uptake assays were performed as previously described (Dayem et al., 2008). Briefly, 

monolayers of confluent cells were incubated with HBSS, 10 mM HEPES buffer containing 30 

µM NaI and 6.67 Ci of I125/mol of NaI for 30 minutes. After three washes, cells were 

permeabilized with ethanol, and radioactivity was measured using a gamma-counter 

(srMPD/96MT, BioTraces). Cell uptake capacity was corrected by cell viability measured by 

MTT assay according to the manufacturer’s protocol (Promega). Uptake measurements were 

performed in three independent set of experiments with triplicates in each set. 

Cell surface protein biotinylation 

70% confluent cells were washed twice with ice-cold PBS buffer and incubated at 4°C for 30 

minutes with freshly prepared 0.24 mg/mL Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce) in PBS. Non-reacted 

biotin reagent was then quenched by a 50 mM glycine incubation for 15 minutes. Afterwards, 

cells were lysed with RIPA buffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% SDS, 

1% Triton X-100, protease and phosphatase inhibitors, pH 7.4), and the lysates were incubated 

with streptavidin agarose resin (Pierce) for 1 hour at 4°C to bind biotinylated cell surface 

proteins. Then the resin was washed 3 times using RIPA buffer and the biotinylated proteins 

were eluted using Laemmli buffer. 

Radioactive iodide labeling and electrophoretic separation 

Cells were incubated with iodine-125 for 2 or 24 hours and then lysed with RIPA buffer. All 

electrophoresis reagents and equipment were purchased from Bio-Rad. For one-dimensional 

electrophoresis, cell lysates were separated using Criterion precast 10% Tris-HCl gels. For two-

dimensional electrophoresis, cell lysates were first precipitated to eliminate salts and detergents 

using the ReadyPrep 2D Cleanup Kit following the manufacturer’s instructions. IPG 

(immobilized pH gradient) strips (pH 3-10, 11 cm, ReadyStrip) were first rehydrated 
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with cell lysates overnight at 20 °C. Cell lysates were subsequently separated by their isoelectric 

point in a Protean IEF (isoelectric focusing) Cell at 250 V for 15 minutes, then increased to 

8000 V for 30 000 Volt-hours. IPG strips were reduced, alkylated and transferred to a Criterion 

12.5% Tris-HCl Gel for size separation. Gels were then dehydrated at 60°C using a gel dryer 

and iodine-125 labeling was developed using an autoradiographic film.  

Immunoprecipitation of PRDX6 

70% confluent cells were harvested and lysed with a buffer containing 20 mM HEPES pH 7.5, 

0.15 M NaCl and 1% Triton X-100. Cell lysates were incubated at 4 °C for 1 hour with nude 

Dynabeads (Invitrogen) for pre-clearing.  Then, lysates were incubated with an anti-PRDX6 

antibody (5 µg of antibody for 1 mg of cell lysate protein) overnight at 4 °C in lysis buffer 

containing 5% glycerol. The PRDX6 protein-antibody complex was precipitated for 2 hours at 

4 °C using G-protein-coupled Dynabeads and then eluted with Laemmli buffer.   

In-gel protein digestion 

Cell lysates were separated on SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis) gels, stained by InstantBlue (Expedeon), a ready to use Coomassie protein 

stain, and spots or bands of interest were cut into ≈ 1 mm3 cubes. All reagents for protein 

digestion were freshly prepared in 50 mM NH4HCO3. Gel cubes were destained with 50% 

acetonitrile (ACN), reduced with 25mM DTT at 56°C for 10 minutes, alkylated with 55 mM 

iodoacetamide at room temperature for 10 minutes in the dark, dehydrated with ACN and dried 

in a Speed Vac concentrator (Savant, Thermo). Gel pieces were rehydrated in 50 - 100 µL of 

trypsin (0.025 µg per µg of protein to digest) in 50 mM NH4HCO3 containing 0.01% 

ProteaseMAX surfactant (Promega), a trypsin enhancer, followed by a 4-hour incubation at 37 

°C. After protein digestion, the resulting peptide extracts were separated from gel cubes. Formic 

acid was added 
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for 10 minutes to remove degraded ProteaseMAX, dried in a Speed Vac, resuspended in 

ACN/H2O: 20/80 and stored at -20°C until LC-MS analysis. 

Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) analysis 

The LC analysis was performed using a 50 cm x 75 µm, 2 µm, C18 PepMap NanoLC column 

(Thermo) at a flow rate of 300 nL/min. The mobile phase was composed of H2O (Buffer A) and 

80/20: acetonitrile/H20 (Buffer B) both containing 0.1% formic acid. The gradient started at 3% 

of Buffer B, increased to 25% over 40 minutes, and then to 90% by 55 minutes, and was held 

at 90% until 65 minutes. The column temperature was set at 40 °C. The MS analysis was 

performed using an Orbitrap Fusion Lumos (Thermo). The resolution was set at 120K and 30K 

for MS1 and MS2, respectively. MS1 acquisition was performed in full scan mode with a scan 

range from 380 to 1500 m/z, a maximum injection time at 50 ms and an AGC (Automatic gain 

control) target at 4 × 105. MS2 fragmentation was performed using 30% HCD (Higher energy 

collision-induced dissociation) in a top speed data dependent manner with an AGC target of 5 

× 104 and a maximum injection time of 100 ms. Mass spectra were subsequently processed in 

Proteome Discoverer software (v1.4.1.14, Thermo). Database searches were performed using 

Sequest HT with the UniProt human database (updated at May 09, 2014), precursor and 

fragment mass tolerances were set at 10 ppm and 0.02 Da, respectively, and using Percolator 

for PSM (peptide spectrum match) validation. Dynamic modifications were allowed for 

iodination of histidine and tyrosine (+ 125.897 Da), diiodination of histidine and tyrosine (+ 

251.793 Da), carbamidomethylation of cysteine (+ 57.021 Da) and oxidation of methionine 

(+15.995 Da). 

In silico modeling 

Visualization of PRDX6 was conducted using UCSF CHIMERA (Version 1.11.2) (19) and the 

human PRDX6 crystal structure coordinates (PDB entry: 5b6m) (20) 
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Bank in Europe (21). The replacement with iodinated side chain was performed using 

SwissSidechain plug-in (22). 

Protein iodination and peroxidase activity measurement 

Recombinant PRDX6 was incubated in PBS pH 7.4, 0.5% glycerol with iodine in the form of 

beads for 5 minutes at 25°C for iodination. Iodine beads were removed, and excess iodide was 

removed using the Zeba Spin Desalting Column (7K MWCO, Thermo). 5 µg of normal or 

iodinated PRDX6 was incubated for 1 hour in the presence of 1 mM H2O2 and 3 mM ascorbate. 

Afterwards, samples containing excess ascorbate were incubated for an additional 15 min with 

1 unit of ascorbate oxidase (Sigma) at room temperature. The H2O2 concentration was measured 

with a PeroxiDetect Kit (Sigma) according to the manufacturer’s protocol. The PRDX6 activity 

was calculated by the consumption of H2O2 compared to a control sample without enzyme. 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (Version 5.03, GraphPad Software 

Inc., USA). Results are shown as the mean ± standard error of the mean (SEM). Significance 

of the difference between the means are calculated by Student’s test with the level of 

significance set as * for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001 and **** for p < 0.0001. 

 

Results 

Inhibition of iodide uptake by excess iodide in HEK-NIS is similar to that observed in 

FRTL-5 and PCCL-3 

Thyroglobulin is the most abundant protein in the thyroid and is also highly iodinated. Detection 

and identification of additional iodinated signaling proteins (which are presumed to be present 

at low levels) from thyroid extracts is challenging, because such proteins are likely 
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concealed by the abundance of thyroglobulin. It has been already reported that FRTL-5 and 

PCCL-3 cells mediate iodide uptake which is inhibited by iodide via posttranscriptional 

mechanisms (11,23). We have focused here on the posttranscriptional mechanisms that regulate 

iodide uptake capacity. Therefore, we investigated whether a similar iodide-evoked inhibition 

of iodide uptake occurs in HEK-NIS cells (a cell line derived from HEK Flp-In-293 that stably 

expresses NIS (24)) as in FRTL-5 and PCCL-3 cells. As shown in Fig. 1A, iodide uptake after 

2- and 24-hour incubations with 50 µM NaI, was similarly decreased in both the HEK-NIS cell 

line, and the rat thyroid cell lines, PCCL-3 and FRTL-5. Thus, we conclude that the regulatory 

mechanism induced by iodide is conserved, at least partially, in HEK-NIS cells. This cell line, 

which does not express thyroglobulin, is thus an ideal model for study putative iodinated 

signaling proteins. 

We further studied the NIS expression under the same experimental conditions. The total 

expression of NIS remained unchanged in FRTL-5, PCCL-3 and HEK-NIS cells after 2 or 24 

hours of incubation with iodide (Fig. 1B, C). We subsequently focused our study on HEK-NIS. 

NIS surface expression, assessed by surface biotinylation, remained unchanged in HEK-NIS 

cells after 24-hour iodide induction (Fig. 1C) although cells lost more than 60% of their iodide 

uptake capacity. These results indicate that the reduction in cell iodide uptake capacity is not 

dependent on NIS expression regulation in HEK-NIS cells. 

Protein iodination in HEK-NIS cells after incubation with radioactive iodide 

To identify spontaneous iodination of proteins in HEK-NIS cells, we incubated cells in the 

presence of iodine-125. Cellular protein extracts were analyzed by SDS-PAGE and iodine-125 

labeling was revealed by autoradiography. The 2 and 24 hour-incubated samples showed 

similar patterns of radioactive iodinated proteins: Proteins with an apparent molecular weight 

of 200, 70, 40 and 25 kDa were labeled (Fig. 2). The radioactive labeling was more intense with 

a longer incubation time. 
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Identification of iodinated proteins using two-dimensional (2D) gel electrophoresis and 

liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry (LC-MS) 

We performed 2D gel electrophoresis on the I125-labeled protein extracts to identify the 

iodinated proteins that were previously detected with one dimensional SDS-PAGE. Protein 

extracts with stronger radioactive labeling, i.e. from cells that had been incubated for 24 hours 

in the presence of iodine-125, were analyzed. Labeled proteins were separated by 2D gel 

electrophoresis. In parallel, 2D electrophoresis was performed on the same cell lines, which had 

been incubated for the same length of time and in the same media but without radioactive iodide. 

Only one spot, with an apparent molecular weight of 25 kDa and an isoelectric point (pI) of 7, 

was detected after autographic development (Fig. 3A, gel on the left side). The equivalent 2D 

gel region, loaded with the control sample without radioactive iodide (Fig. 3A, gel on the right 

side), was excised.  Proteins present in the excised area were digested and identified using LC-

MS. Four proteins were detected: Peroxiredoxin 6 (PRDX6), Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase (HPRT), 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HCD2) and 

Triosephosphate isomerase (TPI1). The iodination of these 4 proteins was studied using 

immunoprecipitation (IP) assays of the iodine-125-labeled extract. Using an antibody against 

PRDX6, our results clearly showed that the radioactivity is mainly present in the eluted fraction 

of immunoprecipitated PRDX6 protein, and only to a low extent in the flow-through or control 

IP (Fig. 3B). This experiment indicates that PRDX6 is the iodinated protein. We further 

identified the iodination sites on PRDX6 using mass spectrometry on the anti-PRDX6 

immunoprecipitation fraction. Indeed, two iodinated peptides were detected: 

FHDFLGDSWGILFSh39(iodo)PR (z = +3, MH+ = 2156.87949 Da, ΔM = -2.04 ppm) and 

DINAy89(diiodo)NcEEPTEK (z = +2, MH+ = 1834.45867 Da, ΔM = -2.00 ppm). Their posterior 

error probabilities (PEP), the probability that the observed PSM (peptide spectrum match) is 

incorrect (Käll et al., 2008), were 0.00241 and 0.00713, respectively, 
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of the spectrum annotation. Both iodination sites were unambiguously assigned with a match 

tolerance of 0.02 Da and an annotation threshold of 5% of the base peak (Fig. 3C). 

Effect of PRDX6 iodination on its peroxidase activity 

First, using in silico modeling, we replaced the His 39 and Tyr 89 residues with the 

corresponding iodinated equivalent residues in the PRDX6 structure (PDB entry: 5b6m). Both 

sites appear to be located in the proximity of Cys 47, which is in the peroxidase active site of 

the enzyme (Fig. 4A). The positively-charged side chain of His 39 was shown to be important 

for the reactivity of the redox active Cys 47 by stabilizing its ionized form (25). Therefore, we 

investigated the PRDX6 peroxidase activity before and after iodination. To avoid excess 

iodination of recombinant PRDX6, we chose direct incubation with iodine for a short duration 

(5 minutes), instead of standard methods that incubate with iodide under oxidative conditions 

for a longer duration (up to 30 minutes) (26 ,27 ,28). Our results show that iodination of PRDX6 

strongly impairs its peroxidase activity (Fig. 4B). 

Effect of PRDX6 silencing on the inhibition of iodide uptake induced by excess iodide 

To study the putative role of PRDX6 in regulation by excess iodide, we selected a PRDX6-

knockdown clonal population derived from HEK-NIS cells expressing shRNA inducing 

specific PRDX6-silencing. This clonal population was called shPRDX6. In parallel, a control 

clonal population (shCtrl) was generated using the same procedure with a mix of non-effective, 

scrambled shRNA cassettes. We first examined the protein expression levels of PRDX6 and 

NIS in shPRDX6 cells compared to shCtrl cells after induction by excess iodide. Cells were 

treated with iodide (50 µM) for 10 minutes, 30 minutes, 2 hours or 24 hours. In the control 

experiment, no iodide was added. In all experiments, cells were analyzed at 70% confluence 

(Fig. 5A). Our results showed that, in shPRDX6 cells, PRDX6 expression was at least 2-fold 

reduced. In both clonal populations, shPRDX6 and 
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unchanged after iodide addition for all of the time periods that were tested. In addition, 

consistent with the results from HEK-NIS cells (Fig. 1C), iodide did not modify the total NIS 

protein expression in shPRDX6 or shCtrl cells.  

We proceeded to study the effects of iodide on iodide uptake capacity in shPRDX6 and shCtrl 

cells. As rapidly as 10 minutes after iodide application, cellular iodide uptake capacity was 

decreased by more than 30%. The reduction in iodide uptake was higher, up to 50%, in PRDX6-

knockdown clonal populations (shPRDX6). The difference in the loss of iodide uptake 

associated with PRDX6 silencing gradually dissipated with longer iodide incubation periods. 

After a 2-hour iodide incubation, significant differences were no longer observed between the 

shCtrl and shPRDX6 cells (Fig. 5B).    

 

Discussion 

In this study, we showed that a cytosolic protein, Peroxiredoxin 6 (PRDX6), is spontaneously 

iodinated in NIS-expressing cells incubated in presence of iodide. We also showed that PRDX6 

iodination impairs its peroxidase activity. Finally, we observed that PDRX6 silencing modifies 

the cellular response to iodide exposure. Suppression of PRDX6 protein expression increases 

the iodide-induced inhibitory effect on cell iodide uptake capacity. According to these results, 

we propose that PRDX6 participates in the cellular response to excess iodide. This is the first 

time that an intracellularly-formed iodinated protein has been identified and proposed to be 

implicated in thyroid regulation by iodide. This work also highlights a new function for PRDX6. 

 

Our first goal was to identify intracellularly-formed iodinated proteins that could be involved 

in the acute regulation response to iodide. To achieve this goal, we used an artificial thyroid 

cell model, HEK-NIS, which mediates active iodide uptake through exogenous 
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human NIS. Compared to the thyroid, HEK-NIS is advantageous because it does not express 

thyroglobulin (Tg), which is the predominant iodinated protein. Tg contains 80-90% of 

organified iodine in the thyroid (29). In more recent work, using mass spectrometry coupled 

with liquid chromatography (18), we also observed a high level of iodinated thyroglobulin in 

the mouse thyroid. Consequently, identification of low-abundance iodinated signaling proteins 

in the thyroid was challenging. Apart from thyroglobulin, several other iodinated proteins have 

been identified in primary cultures of porcine thyrocytes, as TPO, Cathepsin-D and 

Aminopeptidase-N (29,30), but no specific role is attributed to their iodinations. Given the fact 

that all of these proteins reach during their cellular transport the apical membrane, where high 

level of oxidized iodide is generated for organification, the iodination of these proteins is 

considered to occur extracellularly in colloid as a non-specific by-product of thyroid hormone 

formation. As HEK-NIS cells do not express protein specialized in generating oxidized iodide, 

i.e. TPO, such non-specific iodination is absent and will not interfere with the detection of 

intracellularly-formed iodinated signaling proteins. 

In this study, we focused on the mechanisms that regulate iodide transport at the post 

transcriptional level after acute exposure to iodide. Interestingly, and as shown in the first part 

of this study, iodide-evoked inhibition of iodide uptake capacity was observed in thyroid cell 

lines that express NIS (i.e. PCCL-3 and FRTL-5), as well as in HEK-NIS cells. Several groups 

have already studied the inhibition of cellular iodide uptake following acute iodide exposure in 

PCCL-3 and FRTL-5. The loss of iodide uptake was observed after 30 minutes (31), 1 hour 

(32) and 2 hours (33) of exposure to iodide. Consistent with these results, we observed a 30% 

loss in cellular iodide uptake capacity after 2 hours of incubation with 50 µM iodide in PCCL-

3 and FRTL-5 (Fig. 1A). Leoni and collaborators observed a greater loss, ≈ 50%, after a 1-hour 

incubation, probably because a 20-fold higher concentration of iodide (1 mM) was used. Under 

these conditions, iodide uptake inhibition could be related to the 
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beginning of the uptake assay. Our results indicate that the mechanism of iodide-evoked 

regulation is at least partially conserved in HEK-NIS cells. Here, we also show that the iodide-

evoked decrease in iodide uptake capacity in HEK-NIS cells is not related to decreased NIS 

expression or its subcellular localization (Fig. 1C). Eng and collaborators observed that the NIS 

protein decreased to 50% of control levels in FRTL-5 cells exposed to 1 mM iodide for 24 hours 

(11). It is difficult to compare this result with ours, given that we used a much lower 

concentration of iodide (50 µM). Nevertheless, our results indicate that intracellular iodide 

evokes inactivation of NIS activity in thyroid cell lines and HEK-NIS cells without having a 

significative effect on NIS expression. Furthermore, we observed that in HEK-NIS cells, as 

well as in various NIS-expressing cell lines (unpublished data), iodide evoked an 

antiproliferative effect. An apoptotic effect related to NIS expression in the presence of iodide 

has previously been reported (34). Altogether, these data indicate that HEK-NIS is a good 

model for investigating the mechanisms underlying the iodide-evoked regulation of iodide 

uptake. Compared to thyroid cells, HEK-NIS does not express iodinated thyroglobulin and 

other thyroid-specific proteins. Use of HEK-NIS cells allows us to focus on proteins that are 

involved in the iodide-evoked regulation of NIS-expressing cells. 

Therefore, we sought proteins that were spontaneously iodinated when HEK-NIS cells were 

incubated in presence of radioactive iodide. Iodinated proteins were analyzed by 1D and 2D gel 

electrophoresis and revealed by autoradiography. We detected four main bands by 1D gel 

electrophoresis, corresponding to proteins with apparent molecular weights of 200, 70, 40 and 

25 kDa (Fig. 2).  Only one spot was detected by 2D gel electrophoresis, which corresponded to 

a protein with an apparent molecular weight of 25 kDa and an isoelectric point of 7 (Fig. 3A). 

We expect that the 25 kDa protein is the same for both gel electrophoresis analyses. During the 

sample preparation for 2D gel electrophoresis, membrane proteins were eliminated in the 

protein precipitation step used to eliminate salts and detergents from 
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isoelectric focusing. This elimination could explain why only the 25 kDa iodinated protein was 

found using 2D gel electrophoresis, if all of the larger iodinated proteins were membrane-

associated. Here, we focus our study on this 25 kDa-protein, which we extracted, digested and 

identified using liquid chromatography coupled to mass spectrometry. We found that the 

iodinated protein from this 2D gel spot was Peroxiredoxin 6 (PRDX6). Iodination of PRDX6 

was verified by immunoprecipitation (Fig. 3B) of protein extracts from HEK-NIS cells 

incubated in presence of iodine-125 using specific antibodies against PRDX6. In addition, 

iodinated peptides of PRDX6 were identified using mass spectrometry (Fig. 3C). Importantly, 

one should note that PRDX6 is typically expressed in the thyroid and we assumed that PRDX6 

should have the same behavior, i.e. iodinated, in the thyroid as that observed in the HEK-NIS 

cells. Further studies will be undertaken to identify the other iodinated proteins using methods 

that are specific for membrane proteins.  

Peroxiredoxin 6 is a multi-functional enzyme that mediates glutathione peroxidase, 

phospholipase A2 and acyl transferase activities (35). In this study, when HEK-NIS cells are 

incubated in presence of 50 µM iodide for 24 hours, we showed that two residues of PRDX6, 

His 39 and Tyr 89 are iodinated. Using the crystal structure of PRDX6, Choi and collaborators 

proposed that the imidazole ring of His 39 forms a tight interaction with the sulfur atom of Cys 

47, the peroxidase active site cysteine. The positively-charged histidine side chain stabilizes the 

ionized form of the active site cysteine, which is required for its reactivity (25). The addition of 

an iodine atom to His 39 would significantly impair its interaction with Cys 47 due to steric 

hindrance (Fig. 4A). Moreover, a possible reorientation of the imidazole ring of histidine could 

occur after iodination. Thus, we postulated that the iodination of the His 39 residue of PRDX6 

interferes with the enzyme peroxidase activity by affecting the reactivity of Cys 47. Moreover, 

given that Cys 47 is located in a narrow pocket in PRDX6 (25), the presence of mono-iodo-His 

39 and di-iodo-Tyr 89 within the proximity of the active site could also create steric hindrance,
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disrupting the access of peroxide substrates. Consistently, when we performed a H2O2 

peroxidase assay on recombinant human PRDX6, we found that its H2O2 peroxidase activity 

was significantly reduced after being iodinated, compared to the non-modified enzyme (Fig. 

4B). Together these results indicate that the iodination of PRDX6 strongly impairs its 

peroxidase activity.  

We further studied the putative role of PRDX6 on the iodide-evoked inhibition of iodide uptake 

capacity in HEK-NIS cells. For this purpose, we derived clonal populations from HEK-NIS 

cells that either expressed an shRNA to induce specific PRDX6-silencing (shPRDX6) or 

expressed a non-effective scrambled shRNA (shCtrl) for the control. In both clonal populations, 

iodide-evoked inhibition of iodide uptake was triggered extremely quickly, in less than 10 

minutes. The reduction in uptake was almost doubled after 10 minutes in shPRDX6 when 

compared to shCtrl cells, suggesting a stronger response to excess iodide when PRDX6 

expression is reduced. We also observed that the reduction in iodide uptake capacity was not 

due to the decrease in NIS expression in either shCtrl or shPRDX6 cells. These results suggest 

that PRDX6 is implicated in the acute cell response to iodide. Excess iodide has been 

demonstrated to increase cellular oxidative stress by inducing mitochrondrial superoxide 

production (31,33,36). PRDX6 is known to be an important protein in cell antioxidant defense 

(35). The overexpression of PRDX6 protects cells from oxidative stress induced by hypoxia 

(37) and hydroperoxide (38,39), whereas knockdown of PRDX6 causes an accumulation of 

phospholipid hydroperoxides and increases apoptotic cell death (40). The protective role of 

PRDX6 against excess iodide, and probably the subsequently formed oxidative iodide, 

suggested by our results is consistent with its already proven role in cell defense against 

oxidative stress. 

Peroxiredoxin has 6 isoforms in humans (41) and they are all expressed at a relatively abundant 

level in the HEK cell line. However, PRDX6 is the only peroxiredoxin that was iodinated
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Interestingly, PRDX6 is the only peroxiredoxin known to be associated with plasma membranes 

where it exhibits a hydroperoxide phospholipid peroxidase activity, which is unique among all 

peroxiredoxin isoforms. In addition, PRDX6 is a multi-functional enzyme that also exhibits 

phospholipase A2 and acyltransferase activities. Together, these three activities give an 

essential role to PRDX6 in the repair of peroxidized cell membranes (35). Membrane 

phospholipid peroxidation is one of the major mechanisms for oxidative-stress-induced cell 

injury: Oxidized lipids control cell survival and their accumulation promotes apoptosis (42). 

Interestingly, iodolipids, such as iodolactone, have previously been described as putative signal 

molecules in the iodide-evoked regulation of the thyroid (43,44).  Moreover, iodolipids also 

have an inhibitory effect on cell proliferation through cell cycle arrest and apoptosis (44). Given 

our results from this study, we propose that PRDX6 also participates to the repair of membrane 

iodinated lipids. PRDX6 could either limit the formation of iodolipids through indirect or direct 

mechanisms. On one hand, the production of oxidized lipids could be a step that favors iodolipid 

formation in presence of iodide. Thus, the control of the oxidized lipids by PRDX6 indirectly 

limits the production of iodolipids. On the other hand, it has been shown that the crystal 

structures of peroxiredoxins and deiodinases share some similar catalytic mechanisms (45). In 

addition, we showed in this study that PRDX6 is spontaneously iodinated in cells mediating 

iodide uptake. Together, these results provide tentative evidence that PRDX6 could repair 

iodolipids through a direct deiodinase activity. Further investigations will be required to 

determine whether PRDX6 repairs iodolipids through direct or indirect mechanisms. In the 

thyroid (under normal iodide dietary conditions), we propose that PRDX6 either repairs 

oxidized lipids which  limits the amount of iodolipids or mediates the direct deiodination of 

iodolipids. Down-stream signaling molecules produced by oxidized or iodinated lipids would 

therefore remain under a critical level. In the case of increased circulating iodide, PRDX6 is 

iodinated and, consequently, its hydroperoxide phospholipid peroxidase activity is inhibited.
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The inactivation of the enzyme promotes lipid peroxidation and/or iodination and thus the 

associated signaling pathways. Interestingly, it has been shown that iodide induces reactive 

oxygen species production (31,33,36), which could also contribute to the induction of oxidized 

and/or iodinated lipid signaling mediated by PRDX6. 

 

In summary, we have shown that, in HEK-NIS cells incubated in presence of iodide, 

Peroxiredoxin 6 is mono-iodinated at His 39 and di-iodinated at Tyr 89. Both iodination 

positions are located near the peroxidase active site of PRDX6 and the iodination strongly 

impairs the peroxidase activity of the recombinant PRDX6 protein. We further demonstrated 

that the under-expression of PRDX6 increases iodide uptake loss induced rapidly by iodide 

showing for the first time that PRDX6 participates directly or indirectly to cell regulation by 

excess iodide. This study highlights the implication of iodinated proteins in the molecular 

mechanisms underlying the acute regulation by iodide and suggests a new function for 

Peroxiredoxin 6. 
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Figure1.Celliodideuptakeinhibitionbyexcessiodideisconservedinanon-thyroidalcelllineandis
independentofNISexpressionandlocalization.A.Iodideuptakeassay.RatthyroidcelllinesFRTL-5andPCCL-3,
andHEKFlp-In-293cellstransfectedwithhumanNIS(HEK-NIS)weretreatedwith50µMNaIfor2and24hours.
Cellulariodideuptakecapacitywasthenmeasuredusingradioactiveiodide.Resultswerenormalizedineachcase
tothecorrespondingnon-treatedcelllines.Theexperimentswereindependentlyperformedatleastthreetimes,
andintriplicate.Thedataareexpressedasmean±SEM.B.NIStotalexpressioninFRTL-5andPCCL-3cells.FRTL5
andPCCL3cellsweretreatedwith50µMNaIfor2and24hours.NISexpressionwasanalyzedbyWesternBlot.
Na+/K+ATPasewasanalyzedasaloadingcontrol.Immunoblotsarerepresentativeofthreeindependent
experiments.Resultsareexpressedasmean±SEMinarbitraryunits(A.U.).C.NIStotalandsurfaceexpressionin
HEK-NIScells.HEK-NIScellsweretreatedwith50µMNaIfor2and24hours.Theplasma-membranefractionof
NISwaspurifiedbyabiotinylationassay.TheexpressionoftotalorsurfaceNISwasthenanalyzedbyWestern
Blotting.GAPDHandNa+/K+ATPasewereanalyzedasloadingcontrolsfortotalandsurfaceproteins,respectively.
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Figure2.IodinatedproteinsaredetectedinHEK-NIScells.HEK-NIScellsweretreatedfor2or24hourswith0.1
mCi ofiodine-125.Celllysateswere separatedbySDS-PAGE.I125 labeledproteinswere detectedby
autoradiography.
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Figure3.Peroxiredoxin6(PRDX6)isiodinatedatHis39andTyr89aftercellexposuretoexcessiodide.A.Two-
dimensionalgelelectrophoresisofiodine125-labeledcelllysates.HEK-NIScellsweretreatedwith0.1mCiiodine
125(NaI)for24hoursandcelllysatewasseparatedby2Dgelelectrophoresis.Autoradiographicdevelopment
showingI125labeledproteins(Leftpanel).Coomassiebluecoloration(Rightpanel).Markedspotwasanalyzedby
massspectrometryandcontainsPRDX6.B.ConfirmationofPRDX6iodinationbyimmunoprecipitation.Theabove
lysate(=Input)wasincubatedwithnudeDynabeadsfor1hour(=Pre-clean).Celllysatewasthenincubated
overnightwitheitherrabbitpolyclonalanti-PRDX6antibodyornon-immunizedrabbitIgGandprecipitatedbyG-
proteincoupledDynabeadsandelutedbyLaemmlibuffer(=IP).TheremaininglysateafterIPcorrespondstothe
flowthrough.AutoradiographicdevelopmentofI125labelingshowedcleariodinationofimmunoprecipitated
PRDX6andtheradioactivitywasalmostabsentinthesampleprecipitatedusingnon-immunizedIgG.C.MS2
spectrumoftheiodinatedpeptidesofPRDX6.HEK-NIScellsweretreatedwith50µMNaIfor24hours.PRDX6was
thenimmunoprecipitatedfromthecelllysateandanalyzedbymassspectrometry.Mono-iodinationwasdetected
atHis39anddi-iodinationwasdetectedatTyr89ofPRDX6
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A B

Figure4.IodinationimpairsPRDX6peroxidaseactivitybysterichindrance.A.PRDX6proteinmodeling.
Bothiodinationsites,His39andTry89(inpurple),arelocatedwithintheproximityofCys47(inyellow),the
peroxidaseredoxactiveresidueoftheenzyme.B.PRDX6peroxidaseactivitybeforeandafteriodination.
RecombinantPRDX6wasiodinatedbya5-minuteincubationwithiodine.TheactivityofPRDX6beforeand
afteriodinationwasmeasuredbytheconsumptionofhydrogenperoxidecomparedtocorrespondingcontrol
samplewithoutenzyme.Theexperimentswereperformedthreetimesindependently,eachtimein
triplicate.Thedatawereexpressedasmean±SEM.Significanceofthedifferencebetweenthemeansis
calculatedbyStudent’stestwiththelevelofsignificancesetas*forp<0.05,**forp<0.01,***forp<
0.001and****forp<0.0001.
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Figure5.SuppressionofPRDX6expressionexacerbatesthereductionincellulariodideuptakeinducedbyexcess
iodide.HEK-NIScellsknockdownforPRDX6(shPRDX6)orcontrol(shCtrl)weretreatedwith50µMNaIfrom10
minutesto24hours.A.shRNA-mediatedPRDX6knockdowninHEK-NIScells.PRDX6andNISexpressionwas
analyzedbyWestern Blot.Actinwasanalyzedasaloadingcontrol.Immunoblotsarerepresentativeofthree
independentexperiments.Resultsareexpressedasmean±SEMinarbitraryunits(A.U.).B.Iodideuptakeassay.
Cellulariodideuptakecapacitywasmeasuredbyaradioactiveassay.Resultswerenormalizedtotherespectivenon-
treatedcells.Theexperimentswereperformedthreetimesindependently,eachtimeintriplicate.Significanceofthe
differencebetweenthemeansiscalculatedbyStudent’stestwiththelevelofsignificancesetas*forp<0.05,**for
p<0.01,***forp<0.001and****forp<0.0001.
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I.iii    Conclusions et perspectives 

Très peu de travaux sont réalisés sur l’iodation des protéines et la majorité de ces travaux sont 

focalisés sur la thyroglobuline. De plus, l’iodation des protéines n’a jamais été étudiée dans le 

contexte de la régulation cellulaire par l’iode. Nous avons démontré pour la première fois que 

la Peroxyrédoxine 6 (PRDX6) est une protéine spontanément iodée dans des cellules catalysant 

une captation d’iode. Par ailleurs, nous avons montré que l’iodation perturbe fortement 

l’activité peroxydase de la PRDX6. Toutefois, il reste à montrer comment la PRDX6 et son 

iodation participent à la réponse des cellules à l’iode. 

En considérant l’implication de lipides iodés (iodolactones et iodohexadénacal) dans la 

régulation de la thyroïde par l’iode et le rôle essentiel de la Peroxyrédoxine 6 dans la réparation 

des membranes oxydées, la PRDX6 pourrait réduire également la formation des lipides 

membranaires iodés. Son rôle protecteur peut être réalisé de façon indirecte à travers la 

limitation des lipides peroxydés qui formeraient des iodolipides de façon spontanée en présence 

d’iodure intracellulaire. La PRDX6 pourrait également déiodiner directement les lipides iodés 

à la membrane. Cette protéine participerait ainsi à la « détoxification » de l’iodation des lipides 

liée à l’entrée cellulaire d’iode nécessaire à la production des hormones thyroïdiennes. Nos 

résultats ont montré que la PRDX6 iodée, perd son activité peroxydase. Donc, quand la 

concentration extracellulaire (et donc intracellulaire) de l’iode augmente, les PRDX6 iodées 

s’accumuleraient. Il est possible que l’iodation de la PRDX6 soit irréversible ou que son 

recyclage soit une étape limitante. Dans tous les cas, cette inhibition entraîne un arrêt de la 

capacité à limiter la synthèse des iodolipides. L’augmentation des iodolipides déclencherait 

l’inhibition de la fonction thyroïdienne via la voie de signalisation des iodolipides décrite dans 

plusieurs études. (Figure 27) 
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Figure 27. Hypothèse quant au rôle de la Peroxyrédoxine 6 dans la régulation par l'iode. 

 

Pour compléter notre étude sur le rôle de la PRDX6 dans la régulation par l’iode et 

particulièrement dans le métabolisme des lipides iodés, plusieurs projets sont envisagés.  

Tout d’abord, il serait intéressant de confirmer que l’iodation de la PRDX6 est impliquée dans 

l’effet cellulaire induit par l’iode. Une telle démonstration pourrait être réalisée avec des 

mutations de la PRDX6 en remplaçant l’His 39 et la Tyr 89 par des acides aminés similaires 

mais ne pouvant pas être iodés, par exemple des phénylalanines. La réponse des cellules (knock-

out pour la PRDX6 endogène) exprimant ces protéines mutantes à un excès d’iode nous 

permettra de déterminer si les deux positions d’iodation de la PRDX6 sont impliquées dans la 

réponse cellulaire à l’iode. Les mutants ciblant d’autres activités enzymatiques de la PRDX6, 

par exemple l’activité phospholipase, pourront également être générés pour comprendre si des 

activités autres que la peroxydase de la PRDX6 interviennent dans son iodation et ensuite dans 

la réponse cellulaire à l’iode. 
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Nous voudrions également évaluer la variation de niveaux des lipides iodées avec ou sans 

présence de PRDX6 (sauvage et éventuellement mutée comme décrit précédemment). La 

détection et la quantification des lipides iodés formés de manière intracellulaire peuvent être 

difficiles à cause de leur quantité relativement faible. Dans la littérature, les techniques utilisées 

pour la détection et l’identification des lipides iodés sont majoritairement basées sur le 

marquage radioactif couplé à une séparation en chromatographie et sont contraignantes en 

terme de mise en œuvre (Dugrillon et al., 1990; Pereira et al., 1990). Pour permettre cette 

détection par spectrométrie de masse (SM), nous nous sommes intéressés à une technique 

particulière de fragmentation en SM : La photodissociation par rayonnement ultraviolet 

(UVPD, « ultraviolet photodissociation »). Pour ceci, nous avons initié une collaboration avec 

l’équipe de Dr. Ryan Julian à l’Université de Californie, Riverside. Cette technique est 

initialement développée pour ioniser les peptides contenants de l’iodo-tyrosine, mais 

l’application à la détection des petites molécules iodées, dont les lipides iodés, est envisageable. 

L’absorption des photons ultraviolets à 266 nm par des iodotyrosines ou autre molécules iodées 

entraîne la perte d’un atome d’iode à travers une dissociation homolytique, qui permet par la 

suite la détection en spectrométrie de masse (Figure 28) (Liu and Julian, 2009; Sun et al., 2010). 

Par rapport aux autres modes de fragmentation en SM, l’UVPD possède l’avantage de détecter 

sélectivement les produits iodés permettant ainsi une meilleure sensibilité. 
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Figure 28. Exemple de spectres de fragmentation de photodissociation par rayonnement 

ultraviolet (UVPD). 

A. Peptide contenant une tyrosine mono-iodée. B. Peptide contenant une tyrosine di-iodée. 
Les expériences sont effectuées grâce à la collaboration avec l’équipe de Dr. Ryan Julian à l’Université 
de Californie, Riverside. 

 

Nous avons utilisé pendant cette thèse un modèle cellulaire particulier, HEK-NIS, qui possède 

de nombreux avantages pour étudier les protéines iodées, par exemple l’absence d’interférence 

avec la thyroglobuline, la facilité au niveau des manipulations génétiques, etc. En revanche, 

ceci reste un modèle relativement distant par rapport à la thyroïde. Les résultats obtenus devront 

donc être confirmés in vivo. Nous avons envisagé de confirmer l’iodation de la PRDX6 au 

niveau de la thyroïde chez les modèles murins. Des approches similaires à celles utilisées dans 

les expériences in vitro pourront être appliquées. En outre, le modèle murin, dont le gène prdx6 



76 

 

est invalidé, est disponible (Wang et al., 2006a), mais les dysfonctionnements au niveau 

thyroïdien n’ont jamais été étudiés. La réponse de ces souris knock-out en PRDX6 envers une 

exposition à l’iode sera intéressante pour la compréhension du rôle de la PRDX6 dans la 

régulation thyroïdienne. 

 

Pour conclure, les résultats obtenus concernant cette partie de la thèse apportent des 

connaissances originales dans le mécanisme de la régulation thyroïdienne par l’iode et dévoilent 

un nouveau rôle potentiel de la protéine Peroxyrédoxine 6 dans la thyroïde. De nombreux points 

dans la régulation thyroïdienne par l’iode restent à élucider. Les futures études sur la 

Peroxyrédoxine 6 et sur d’autres protéines iodées non encore identifiées pourront certainement 

amener des éléments supplémentaires, ouvrant de nouvelles stratégies dans le domaine de la 

santé et de la toxicologie nucléaire. 
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Partie II 

Application de la métabolomique aux études des pathologies de la 

thyroïde et d’autres organes 
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Partie II : Application de la métabolomique aux études des 

pathologies de la thyroïde et d’autres organes 

 

II.i Introduction 

II.i.1 Généralité 

II.i.1.1 Contexte 

La métabolomique, l’étude des petites molécules, est une approche émergente en recherche 

fondamentale dont les applications sont nombreuses. Les progrès considérables en 

spectrométrie de masse (SM ou MS en anglais) permettent aujourd’hui la génération d’environ 

vingt mille spectres de masse rendant possible la détection de plus de mille métabolites par 

échantillon en moins d’une heure. Face à cette quantité importante de données, un traitement 

informatique adéquat est indispensable afin de récupérer de bonnes informations pour répondre 

à la question biologique, clinique ou pharmaceutique posée.    

Dans cette deuxième partie de thèse, je décrirai d’abord le travail méthodologique qui a consisté 

à mettre en place des procédures d’analyse post-acquisition, à l’aide de divers logiciels, afin 

d’aller de l’identification des métabolites jusqu’à l’interprétation biologique. Ces approches 

métabolomiques ont par la suite contribué à l’étude de différentes problématiques en 

toxicologie et en pathologie. Les projets appliqués ont permis, eux, d’améliorer les traitements 

des données de métabolomique pour obtenir des analyses plus robustes, plus sensibles et plus 

informatives. 

 

II.i.1.2 Métabolomique 

La métabolomique est une science multidisciplinaire qui étudie l’ensemble des métabolites, ou 

métabolome, présents dans un système biologique donné, par exemple une cellule, un tissu ou 

un fluide biologique  (Oliver et al., 1998). La métabolomique fournit une vue globale sur tous 

les évènements biochimiques produits à un instant t. Les métabolites étudiés sont des molécules 
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de taille inférieure à 1500 Da qui peuvent être générées de façon endogène par le système 

biologique ou de façon exogène (par exemple les polluants environnementaux ou les 

médicaments). Les métabolites sont les produits finaux des processus de régulation cellulaire 

et leur variation peut être considérée comme la réponse ultime du système biologique envers 

les changements génétiques, pathologiques, environnementaux et toxicologiques (Fiehn, 2002). 

Parmi les différentes approches omiques, c’est-à-dire la transcriptomique et la protéomique, la 

métabolomique est probablement celle qui est la plus proche du phénotype d’un système 

biologique présentant ainsi un intérêt particulier dans divers domaines de recherche (Figure 29) 

(Trivedi et al., 2017).  

 

Figure 29. Interaction complexe et bidirectionnelle entre différents niveaux du système 

biologique. 

Les chiffres sont estimés approximativement chez l’homme au niveau fonctionnel.  
(Adaptée de Goodacre, R. (2005). Metabolomics – the way forward. Metabolomics 1, 1–2) 

 

Nous différencions deux approches très distinctes en métabolomique : approche ciblée et 

approche non-ciblée (Figure 30). Dans le cas de la métabolomique ciblée, une série de 

métabolites prédéfinis, typiquement associés à des voies métaboliques d’intérêt, est mesurée. 

La méthode d’analyse est optimisée par rapport aux métabolites définis et des gammes de 

calibration sont établies préalablement pour chacun des métabolites (Roberts et al., 2012). En 

revanche la métabolomique non-ciblée tente de mesurer un maximum de métabolites présents 
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dans un échantillon sans a priori (Schrimpe-Rutledge et al., 2016; Vinayavekhin and 

Saghatelian, 2010). 

Chacune des deux approches possèdent ses avantages et ses inconvénients. L’approche de la 

métabolomique ciblée permet la quantification absolue et possède une sensibilité 

considérablement plus élevée, mais sur une série de métabolites préalablement connus. 

L’approche non-ciblée, elle, fournit une vue globale sur l’état métabolique de l’échantillon 

permettant la découverte de nouvelles perturbations métaboliques associées à une maladie, un 

médicament ou un changement environnemental. L’approche non-ciblée présente un intérêt 

particulier dans la recherche de nouveaux mécanismes ou de nouveaux biomarqueurs. En 

revanche, la quantification est relative (aussi appelée semi-quantification), la sensibilité est plus 

faible par rapport à l’approche ciblée, l’identification des métabolites nécessite une validation 

supplémentaire. L’information générée est complexe et nécessite un traitement de données 

approprié. 

 

Figure 30. Approche métabolomique ciblée et non-ciblée. 

(Extraite de Menni, C., Zierer, J., Valdes, A.M., and Spector, T.D. (2017). Mixing omics: combining 
genetics and metabolomics to study rheumatic diseases. Nat. Rev. Rheumatol. 13, 174–181.) 
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II.i.1.3 Plateformes analytiques en métabolomique 

De nombreux instruments existent pour l’analyse métabolomique, et parmi ceux-ci, deux 

plateformes analytiques sont les plus couramment utilisées : la spectroscopie en résonance 

magnétique nucléaire (RMN ou NMR en anglais) et la spectrométrie de masse. 

La spectroscopie RMN est une technique analytique qui exploite les propriétés magnétiques de 

certains noyaux atomiques, par exemple 1H et 13C, et donne ainsi des informations structurales 

sur les métabolites. La RMN est une technique non-destructive, hautement reproductible et 

quantitative. La préparation des échantillons est simple et une large gamme de métabolites peut 

être analysée. La limitation majeure de la RMN est sa faible sensibilité, qui restreint son 

application à la mesure des métabolites les plus abondants dans un échantillon (Pan and Raftery, 

2007; Riekeberg and Powers, 2017). 

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui sépare les molécules chargées (ions) 

en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) permettant ainsi la détection et 

l’identification des métabolites. L’échantillon est injecté soit directement dans le spectromètre 

de masse (infusion directe), soit via un système de séparation, par exemple une 

chromatographie en phase liquide (LC) ou en phase gazeuse (GC) qui sépare préalablement les 

métabolites. Les molécules à analyser contenues dans l’échantillon sont ionisées par une source 

d’ionisation. Il existe plusieurs types de sources et son choix dépend du type de molécules à 

analyser. Les molécules chargées sont par la suite séparées par un analyseur en fonction de leur 

m/z et pourront être fragmentées dans une cellule de collision permettant l’identification de leur 

structure chimique (McLafferty, 1981). Par rapport à la RMN, la SM est une technique d’une 

grande sensibilité permettant la détection de variations métaboliques moins abondantes. En 

revanche, la SM est parfois confrontée à des problèmes de reproductibilité et la quantification 

reste relative dans le cas de l’approche non-ciblée (Annesley, 2003; Antignac et al., 2005). 

La spectroscopie RMN, la GC-MS et la LC-MS sont 3 approches qui présentent chacune des 

avantages et des limitations (Tableau 4) (Dunn et al., 2005; Wishart, 2011; Zhang et al., 2012). 

Ces trois techniques, les plus utilisées aujourd’hui en métabolomique, sont souvent 

complémentaires et de nombreuses études ont montré une utilisation combinée de ces 

techniques dans le but d’élargir la couverture des métabolites détectables et quantifiables 

(Bouatra et al., 2013; Psychogios et al., 2011). 
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Tableau 4. Comparaison des principales plateformes analytiques en métabolomique. 

Les avantages et les inconvénients sont évalués de façon relative entre les trois technologies, en se basant 
sur les modèles d’instruments majoritairement utilisés. 
(Modifié de Wishart, D.S. (2016). Emerging applications of metabolomics in drug discovery and 
precision medicine. Nat. Rev. Drug Discov. 15, 473–484.) 
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II.i.1.4 Application 

La métabolomique s’est rapidement développée pendant la dernière décennie et s’est révélée 

être un outil performant pour comprendre et prédire des phénotypes complexes au sein de divers 

systèmes biologiques. La métabolomique est couramment utilisée aujourd’hui en : 

- Recherche fondamentale dans le but de comprendre la fonction d’un gène ou la 

présence d’un phénotype. La métabolomique a été appliquée dans de nombreuses études 

en biologie cellulaire, en microbiologie et en biologie des plantes (Putri et al., 2013). 

- Développement pharmaceutique dans le but de comprendre le mécanisme d’action 

d’un médicament ou d’une maladie et d’explorer de nouveaux biomarqueurs. La 

métabolomique a également été utilisée pour évaluer la toxicité d’un candidat- 

médicament à travers son effet sur le métabolome.  

- Recherche clinique dans le diagnostic, l’exploration de nouveaux biomarqueurs, 

l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques, la personnalisation des soins de santé 

et la compréhension de la perturbation métabolique dans certaines maladies (Jacob et 

al., 2017; Trivedi et al., 2017; Wishart, 2016).  

La métabolomique a montré un potentiel particulier en recherche dans le domaine des 

cancers (Armitage and Barbas, 2014; Beger, 2013; Vermeersch and Styczynski, 2013). 

La reprogrammation métabolique est admise aujourd’hui comme étant une étape 

nécessaire dans la progression des cellules cancéreuses afin de fournir l’énergie et les 

macromolécules indispensables à la croissance et à la prolifération cellulaire (Hanahan 

and Weinberg, 2011; Kroemer and Pouyssegur, 2008). Nous avons montré au cours de 

cette thèse le potentiel de la métabolomique dans le diagnostic du cancer de la thyroïde 

(chapitre II.ii.2) et dans la classification du cancer du rein (chapitre II.ii.3). Les voies 

métaboliques dérégulées dans chaque type de tumeur et révélées par les données de 

métabolomique seront potentiellement utiles dans les différentes étapes de la prise en 

charge des patients. Ces informations peuvent constituer une assistance majeure pour le 

diagnostic, le pronostic et la médecine personnalisée. 

- Agroalimentaire pour évaluer la qualité de produits ou la présence de polluants.  

- Toxicologie dans le but de détecter et étudier l’effet toxique de molécules et de 

réglementer leur utilisation. Dans ce contexte, nous avons développé au cours de cette 

thèse une méthode de criblage d’effets perturbateurs thyroïdiens basée sur quatre 

biomarqueurs métaboliques iodés (chapitre II.ii.1). 
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II.i.2 Approche métabolomique non-ciblée en LC-MS 

L’approche métabolomique non-ciblée est un outil performant pour répondre à des 

problématiques biologiques ou cliniques sans a priori. La chromatographie en phase liquide 

couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) permet la détection d’une large gamme de 

métabolites principaux avec une forte performance analytique en résolution, en sensibilité, en 

rapidité et en robustesse (Zubarev and Makarov, 2013). Nous présenterons dans ce chapitre les 

étapes principales de la métabolomique non-ciblée en LC-MS. 

Les études de métabolomique non-ciblée ont pour but de répondre à une problématique 

biologique concrète dans un contexte biologique précis. Pour ceci, les échantillons sont récoltés 

et les métabolites d’intérêt sont extraits et analysés, ici par LC-MS. L’analyse en LC-MS génère 

des données spectrales qui sont ensuite traitées par différents outils informatiques et statistiques 

pour donner la liste des métabolites ayant significativement variés. Ces métabolites sont ensuite 

étudiés dans les voies du métabolisme pour faciliter l’interprétation biologique. Les résultats 

obtenus sont validés par des approches complémentaires, par exemple la métabolomique ciblée, 

dans une cohorte d’échantillons plus grande, donnant ainsi une réponse à la problématique 

posée (Figure 31).    
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Figure 31. Principales étapes de l'analyse métabolomique non-ciblée. 

Le déroulement des étapes correspond à ce qui a été appliqué aux projets réalisés pendant cette thèse. 
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II.i.2.1 Préparation des échantillons 

L’étape de la préparation des échantillons a pour but d’extraire les métabolites à partir des 

cellules, des tissus congelés ou fixés et inclus en paraffine, ou des fluides biologiques (sang, 

urines, larme, etc.) (Yuan et al., 2012). Cette étape permet également de concentrer l’échantillon 

et d’éliminer les impuretés qui interfèrent avec l’analyse par spectrométrie de masse, comme 

les protéines et les sels. Malgré le grand nombre de métabolites qui peuvent être extraits et 

détectés (jusqu’à un à quatre mille métabolites selon la plateforme d’analyse), aucune méthode 

ne permet d’extraire toutes les classes de métabolites (Yang et al., 2013). Le choix de la 

méthode d’extraction doit donc être adapté à la problématique posée et au type d’échantillon. 

En métabolomique non-ciblée, la méthode idéale de préparation des échantillons devrait être 1) 

Non-sélective ; 2) Simple et rapide avec un minimum d’étapes ; 3) Reproductible (Fernández-

Peralbo and Luque de Castro, 2012). 

 

II.i.2.1.1 Précipitation par solvant organique 

La précipitation par solvant organique est la méthode la plus couramment utilisée en 

métabolomique non-ciblée, parce qu’elle présente l’avantage d’être peu sélective et simple à 

réaliser. L’ajout direct d’un solvant organique permet en même temps d’extraire les métabolites 

et de précipiter les protéines. Les types de métabolites extraits sont déterminés par la polarité 

du solvant (Figure 32). La métabolomique classique cible essentiellement les métabolites 

polaires, y compris les sucres, les acides aminés, les nucléotides et une partie des lipides 

relativement polaires comme les phospholipides et les acides gras. Les solvants les plus souvent 

utilisés sont le méthanol (comme pour les travaux décrits dans cette thèse) et l’acétonitrile, qui 

constituent de bon compromis entre l’efficacité de la précipitation des protéines, la gamme de 

classes de métabolites couverte et la facilité de la préparation (Bruce et al., 2009; Want et al., 

2006). L’analyse ciblant des composants apolaires est devenue une division à part entière de la 

métabolomique, appelée la lipidomique, étant donné la différence au niveau de la préparation 

des échantillons et des techniques d’analyse (Gross, 2017; Gross and Han, 2011). Cette partie 

n’a pas été exploitée dans nos projets et ne sera pas discutée ici.  
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Après l’extraction, les échantillons sont centrifugés et le surnageant qui contient les métabolites 

est séché pour être concentré et repris dans un solvant compatible avec l’analyse par 

spectrométrie de masse.  

 

Figure 32. Métabolites extraits par différents types de solvants utilisés en métabolomique. 

Les solvants ou les mélanges de solvants utilisés pour l’extraction sont marqués en gris. Les métabolites 
sont extraits selon leur polarité. Seule la gamme de métabolites extraits avec un fort taux de récupération 
est représentée.  
(Extraite de Cajka, T., and Fiehn, O. (2016). Toward merging untargeted and targeted methods in mass 
spectrometry-based metabolomics and lipidomics. Anal. Chem. 88, 524–545.)  
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II.i.2.1.2 Extraction en phase solide (SPE) 

L’extraction en phase solide utilise l’adsorption sélective des différents métabolites sur une 

phase solide pour les séparer. Cette méthode est utilisée essentiellement pour les fluides 

biologiques. L’échantillon en solution ou en suspension (phase mobile) est introduit sur un 

solide poreux (phase stationnaire). Dans la plupart des cas, les métabolites d’intérêt sont retenus 

par la phase stationnaire et les impuretés sont éliminées (Calderón-Santiago et al., 2015). 

L’élution des métabolites permet également de les concentrer.  

Des applications intéressantes en clinique sont en cours de développement grâce à une variante 

de la SPE, la micro-extraction en phase solide (SPME) (Arthur and Pawliszyn, 1990). La phase 

stationnaire de la SPME est déposée sur une fibre et la mise en contact de la fibre avec la cible 

de prélèvement permet l’extraction directe des métabolites (Figure 33). Cette technique, en 

rendant possible l’extraction des métabolites in vivo, a été proposée pour la bioanalyse des 

drogues en permettant l’extraction directe des composants dans le sang (Ahmad et al., 2015; 

Vuckovic et al., 2009) et également pour l’extraction des métabolites sur des tissus pendant une 

opération ou une biopsie (Bojko et al., 2013). De plus, les fibres SPME peuvent être désorbées 

et ionisées directement à l’entrée du spectromètre de masse permettant une analyse en ligne 

(Gómez-Ríos et al., 2016). 

 

Figure 33. Extraction métabolomique en SPME (Micro-extraction en phase solide) sur 

une tumeur du rein. 
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II.i.2.1.3 Extraction liquide-liquide (LLE) 

L’extraction liquide-liquide est une méthode qui sépare les composants selon leur solubilité 

dans deux liquides différents, en général une phase aqueuse et une phase organique. Dans la 

plupart des cas, l’échantillon biologique représente la phase aqueuse à laquelle nous rajoutons 

un solvant ou un mélange de solvants. Cette technique est moins utilisée en métabolomique 

non-ciblée à cause de sa sélectivité. Néanmoins, l’extraction liquide-liquide reste une des 

méthodes les plus courantes en lipidomique en utilisant un mélange de 

chloroforme/méthanol/H2O (Bligh and Dyer, 1959; Folch et al., 1957) ou de 

MTBE/méthanol/H2O (Matyash et al., 2008). Deux phases se forment dans ce mélange : une 

phase aqueuse qui contient essentiellement les métabolites polaires et une phase organique qui 

contient les métabolites non-polaires, notamment les lipides. La LLE devient ainsi une 

technique intéressante pour combiner la métabolomique et la lipidomique. Dans ce cas-là, les 

deux phases de l’extraction sont analysées séparément dans le spectromètre de masse et les 

résultats sont combinés par la suite (Chen et al., 2013; Godzien et al., 2013). 

 

II.i.2.1.4 Stabilité des métabolites 

Par rapport à des protéines ou des ARN, les métabolites possèdent une stabilité relativement 

élevée, ce qui est un des avantages des analyses en métabolomique. En effet, plusieurs études 

ont évalué la stabilité des métabolites dans les échantillons biologiques. La majorité des 

métabolites sont stables à -20°C ou -80°C  entre 6 mois et 2 ans (Gika et al., 2008; Townsend 

et al., 2013) et restent également stables pendant les cycles de congélation/décongélation (4 à 9 

selon les études) (Gika et al., 2008; Yin et al., 2013). Notre étude a montré qu’une grande partie 

des métabolites, en dehors des lipides, sont stables dans les tissus prélevés à température 

ambiante pendant au moins 4 heures (Figure 34). 
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Figure 34. Stabilité des métabolites à température ambiante après le prélèvement de 

tissus.  
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II.i.2.2 Analyse métabolomique en LC-MS 

Les métabolites à analyser sont séparés par chromatographie en phase liquide en fonction de 

leur polarité. Les métabolites sont ensuite détectés par spectrométrie de masse donnant des 

spectres de masse (ou spectres MS1) tout au long de la séparation chromatographique. 

L’abondance relative, représentée par l’intensité de la somme des métabolites détectés à un 

certain temps de rétention (RT) est montrée sur le chromatogramme. Ces métabolites sont 

ensuite fragmentés et la fragmentation de chaque métabolite donne un spectre MS/MS (ou 

spectre MS2) (Figure 35). 

 

 

Figure 35. Données spectrales générées par l'analyse en LC-MS. 
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II.i.2.2.1 Séparation par chromatographie en phase liquide (LC) 

En métabolomique non-ciblée, la méthode de séparation par LC la plus utilisée est celle en 

phase inverse (RPLC) avec une colonne C18 (Gika et al., 2014). Pour ceci, des chaînes alkyl à 

18 atomes de carbones sont greffées sur la phase stationnaire composée de particules de silice, 

permettant ainsi d’inverser la polarité de la chromatographie : Les composés polaires sont donc 

récoltés en premier. La RPLC fournit une bonne séparation pour la majorité des métabolites 

étudiés en approche non-ciblée, c’est-à-dire de polaire à moyennement polaire (Cajka and 

Fiehn, 2016). Pour les métabolites non polaires ou très polaires, on utilise fréquemment, 

respectivement, la RPLC avec une colonne C8 et la chromatographie d’interaction hydrophile 

(HILIC). 

II.i.2.2.2 Détection par spectrométrie de masse (MS) 

Les spectres MS1 sont acquis en général avec le mode « Full scan » pour lequel tous les ions 

contenus dans une certaine gamme de masse (typiquement m/z 50 – 1200) sont détectés. 

Aujourd’hui, les instruments de spectrométrie de masse de haute résolution, par exemple la 

série Orbitrap, peuvent atteindre un pouvoir résolutif entre 10 000 à 1 000 000 c’est-à-dire une 

précision de masse inférieur à 1-5 ppm (partie par million) et une vitesse d’acquisition de 8 à 

40 Hz (Eliuk and Makarov, 2015; Holčapek et al., 2012). 

Pour les acquisitions MS/MS, deux approches se basant sur des principes très distincts sont 

possibles : acquisition data-dépendante (DDA) et acquisition data-indépendante (DIA). En 

DDA, un certain nombre d’ions les plus intenses dans chaque investigation MS1 (typiquement 

5 à 10) sont sélectionnés pour être fragmentés (Figure 36A). L’acquisition des spectres MS/MS 

est donc dépendante des résultats de MS1. En DIA, la totalité de chaque investigation MS1 est 

isolée en fenêtre de masse d’une certaine largeur et ces fenêtres sont fragmentées et analysées 

séquentiellement (Figure 36B). Tous les ions MS1, peu importe leur abondance, sont 

fragmentés, d’où le terme data-indépendant. La DIA a montré une meilleure sensibilité et 

reproductibilité sur les métabolites de faible abondance (Scheidweiler et al., 2015). Néanmoins 

l’approche DDA reste courante et constitue la méthode dominante aujourd’hui en 

métabolomique non-ciblée. Une des raisons est que la DIA nécessite des appareils de haute 

résolution à fréquence élevée. Un autre problème majeur de DIA est la déconvolution des 

spectres MS/MS étant donné que plusieurs ions MS1 sont fragmentés simultanément et de 
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nouveaux logiciels ont dû être développés pour améliorer cette étape (Distler et al., 2014; 

Tsugawa et al., 2015). 

 

Figure 36. Aquisition data-dépendante et data-indépendante. 

(Extraite de Liebler, D.C. (2004). Shotgun mass spec goes independent. Nat. Methods 1, 16–17.) 

 

II.i.2.3 Traitement des données métabolomiques 

Le traitement des données brutes est une étape cruciale dans l’analyse en métabolomique non-

ciblée. Les pics des métabolites contenus dans les spectres obtenus par analyse LC-MS doivent 

être détectés, filtrés, alignés, quantifiés, identifiés et normalisés pour pouvoir être utilisés par 

les analyses statistiques en aval. Le résultat final doit contenir, pour chaque métabolite identifié, 

la masse, le temps de rétention et l’intensité dans chacun des échantillons. 

De nombreux logiciels existent pour le traitement des données métabolomiques, dont certains 

sont mis à disposition par les vendeurs d’instruments (par exemple, Compound Discoverer de 

Thermo, MarkerLynx de Waters, MassHunter d’Agilent) et d’autres sont en accès libre, dit 
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« open source » (par exemple, MZmine, XCMS, MetAlign. Une liste exhaustive est donnée 

dans (Sugimoto et al., 2012)). 

Les principales étapes de traitement de données pour l’analyse métabolomique en LC-MS sont 

récapitulées ci-dessous. Ces étapes peuvent tout de même différer au niveau de l’ordre 

d’exécution et certaines étapes peuvent devenir optionnelles selon le logiciel utilisé. 

- Conversion des fichiers : Si les logiciels « open source » sont utilisés, les données 

brutes sont d’abord converties d’un format instrument dépendant à un format libre, par 

exemple mzXML (Pedrioli et al., 2004). Pour diminuer la taille des fichiers et simplifier 

les traitements en aval, les données de spectres peuvent être converties du type 

« profile » au type « centroïde » en représentant un pic par un seul point de m/z, c’est-

à-dire le centre pondéré de sa masse et l’intensité associée (Figure 37). Cette conversion 

peut supprimer une partie du bruit de fond dans les données « profile » (Zhou et al., 

2012), mais compliquer l’estimation de certains autres bruits (Katajamaa and Orešič, 

2007). 

- Filtrage des bruits de fond et correction de la ligne de base : Les données LC-MS 

contiennent un bruit de fond causé par des molécules contenues dans le solvant et celui 

causé par le détecteur lui-même. L’étape de filtrage a pour but de supprimer ou du moins 

réduire ces bruits de fond tout en préservant les pics. De plus, l’intensité de base est 

souvent altérée au cours du temps (Hilario et al., 2006). L’étape de la correction de la 

ligne de base consiste à soustraire cette dérive du signal brut. Théoriquement, ces deux 

étapes sont censées améliorer la détection et la quantification des pics. Néanmoins, le 

fait que ces algorithmes eux-mêmes peuvent contribuer à la génération de bruits est 

discuté (Zhou et al., 2012). 

- Détection des pics : L’étape de la détection des pics a pour but de distinguer les signaux 

correspondant aux vrais métabolites par rapport à de faux positifs (Gorrochategui et al., 

2016). Les critères de sélection peuvent être posés sur la hauteur minimale du pic, le 

ratio signal sur bruit, la forme du pic, le profil isotopique, etc. La recherche des pics 

peut être effectuée directement sur les données de LC-MS en deux directions, c’est-à-

dire m/z et temps de rétention (May et al., 2009). Cette recherche peut aussi être 

effectuée sur les chromatogrammes d’ion extrait (XIC), c’est-à-dire les 

chromatogrammes extraits de l’ensemble de données qui correspondent uniquement à 

un intervalle étroit de m/z, et donc associés  à un seul ion d’intérêt (Murray et al., 2013). 
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Ceci évite la recherche des pics dans la direction de m/z. La stratégie de la détection des 

pics dans XIC est adoptée par les deux logiciels « open source » les plus utilisés : 

MZmine 2 (Pluskal et al., 2010) et XCMS (Smith et al., 2006). Une fois le pic détecté, 

l’aire sous le pic et la hauteur maximale du pic sont calculées et pourront servir pour la 

quantification relative des métabolites par la suite.  

- Alignement des pics : Pour comparer la variation d’un métabolite entre les différents 

échantillons, les pics détectés dans chacun des échantillons doivent être alignés au 

niveau de m/z et du temps de rétention. L’alignement des pics peut être effectué sur le 

chromatogramme complet (le cas de Compound Discoverer) ou sur les XIC (le cas de 

MZmine et XCMS). 

- Comblement des valeurs manquantes (« Gap-filling ») : Certains pics peuvent ne pas 

être alignés dans tous les échantillons. Ces valeurs manquantes peuvent être comblées 

en cherchant une deuxième fois l’existence potentielle d’un pic à m/z et temps de 

rétention présumés (Katajamaa and Oresic, 2005).  

- Identification : L’identification d’un pic peut être effectuée grâce à son m/z. Plusieurs 

banques de donnée de métabolites existent : HMDB (Human Metabolome Database) 

(Wishart et al., 2018), METLIN (Guijas et al., 2018), ChemSpider (Pence and Williams, 

2010), etc. Alternativement, une banque de données construite par l’utilisateur peut être 

utilisée.  

Une identification à m/z est facile à réaliser et est incorporée dans la plupart des 

logiciels. En revanche, la vérification de la crédibilité de l’annotation est indispensable, 

parce que même à un m/z avec une forte précision de masse de 1 ppm, plusieurs 

annotations peuvent tout de même être attribuées (Kind and Fiehn, 2006). La 

vérification de l’annotation peut se baser sur la fragmentation MS2, le temps de 

rétention et la distribution isotopique (Sugimoto et al., 2012). L’automatisation de 

l’étape de vérification est difficile parce que ces paramètres dépendent de 

l’instrument. Néanmoins, plusieurs logiciels et banques de données sont en cours de 

développement pour faciliter cette vérification. Par exemple mzCloud, la banque de 

données des spectres de fragmentation MS2, contient aujourd’hui plus de 3000 

métabolites et 2 millions de spectres réalisés avec différents instruments et différents 

réglages en matière de collision. 
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Figure 37. Données de spectrométrie de masse de type profile et de type centroïde. 

(Extraite de Smith, R., Mathis, A.D., Ventura, D., and Prince, J.T. (2014). Proteomics, lipidomics, 
metabolomics: a mass spectrometry tutorial from a computer scientist’s point of view. BMC 
Bioinformatics 15, S9.) 

 

II.i.2.4 Normalisation 

Suite au traitement des données métabolomiques, une matrice de données, contenant les 

métabolites en colonne et les échantillons en ligne, est générée (Figure 38. Matrice X). L’étape 

de normalisation a pour but d’enlever les biais systématiques dans l’intensité des ions entre les 

mesures tout en gardant les variations biologiques intéressantes. La normalisation peut être 

effectuée entre les différents échantillons (autrement dit normalisation par ligne) ou être 

effectuée entre les différents métabolites (normalisation par colonne) (Gorrochategui et al., 

2016). Il n’existe pas de méthode standardisée ou unifiée de normalisation en métabolomique 

non-ciblée. Le choix de la méthode de normalisation doit être adapté à la nature de l’échantillon 

(urine, sang, tissu, culture cellulaire, etc.) et doit être considéré dès l’étape de la collection et 

de l’extraction des échantillons (Wu and Li, 2016). Les méthodes les plus couramment utilisées 

en métabolomique non-ciblée en LC-MS sont présentées ci-dessous de façon non-exhaustive. 
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Figure 38. Matrice des données métabolomiques (X) et matrice de réponse (Y). 

 

II.i.2.4.1 Normalisation par ligne 

Tout d’abord, plusieurs précautions peuvent être prises au niveau de l’analyse des échantillons 

pour minimiser les variations indésirables. Dans une étude, les échantillons doivent être passés 

dans un ordre aléatoire afin de minimiser les biais internes aux échantillons. Le contrôle qualité 

(QC), qui est en général le mélange équimolaire de tous les échantillons contenus dans une 

étude, doit être injecté à certains intervalles tout au long de la série d’analyses pour évaluer la 

robustesse et la reproductibilité de la plateforme analytique (Dunn et al., 2011). 

Une normalisation par ligne est par la suite réalisée pour réduire le biais systématique pendant 

la collection des échantillons. Différentes stratégies de normalisation des échantillons sont 

disponibles : 

- Normalisation par des standards : Un ou plusieurs standards, souvent marqués avec 

un isotope stable, peuvent être introduits dans l’échantillon avant ou après l’extraction 

pour servir à la normalisation. Ce standard peut aussi être un constant physiologique, 

comme la créatinine urinaire (standard interne). 

- Normalisation échantillon-spécifique : Les échantillons peuvent être normalisés par 

rapport à une valeur échantillon-spécifique, par exemple le volume ou le poids du tissu 

prélevé. 

- Normalisation par QC : Dans cette stratégie, l’intensité de chaque métabolite dans 

chaque échantillon est normalisée par rapport à la variation de ce métabolite dans le QC 
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voisin dans l’ordre de passage (Dunn et al., 2011, 2012; van der Kloet et al., 2009; 

Qannari et al., 2000). 

- Normalisation aux données : Ces stratégies sont basées sur la supposition que le signal 

de la majorité des métabolites est stable. Une des méthodes les plus simples à réaliser 

avec cette hypothèse est la normalisation par rapport à la somme des intensités détectées 

dans chaque échantillon qui est supposée constante (Wang et al., 2003a). D’autres 

méthodes venant des études de puce à ADN ou de la métabolomique par RMN existent 

également (Kohl et al., 2012), par exemple la normalisation au quotient probabilistique 

(Frank Dieterle et al., 2006) et la normalisation au quantile (Bolstad et al., 2003). Leur 

performance en étude métabolomique par LC-MS est actuellement en cours 

d’évaluation (Berg et al., 2013; Di Guida et al., 2016).  

 

II.i.2.4.2 Normalisation par colonne 

La concentration des différents métabolites peut varier sur une grande magnitude (jusqu’à 106 

fois) dans un échantillon biologique. La normalisation par colonne consiste à réduire l’impact 

des métabolites de forte intensité pour que la variation des différents métabolites devienne plus 

comparable surtout pour les analyses multivariées (présentées dans le chapitre II.i.2.5) (Figure 

39). Les variables, c’est-à-dire les métabolites, sont centrées, mises à l’échelle (réduite) et/ou 

transformées. 

Dans le cas classique, les variables sont centrées et réduites à uni-variance (« Unit Variance 

Scaling » ou « Autoscaling »). Le centrage consiste à soustraire la valeur moyenne de la 

variable à chacune de ses intensités et ainsi à ramener toutes les variables à une fluctuation 

autour de zéro à la place de la moyenne des variables. La réduction consiste à diviser chacune 

des intensités d’une variable par son écart-type. Une fois centrés et réduits, tous les métabolites 

possèdent la même moyenne (0) et la même dispersion, devenant ainsi également importants 

pour l’analyse statistique. En revanche, ce traitement cause une inflation des erreurs de mesure, 

surtout pour les métabolites peu abondants. Pour compenser ce défaut, la mise à l’échelle Pareto 

(« Pareto Scaling ») qui divise chacune des intensités par la racine carrée de son écart-type, ou 

la transformation logarithmique peuvent être utilisées (van den Berg et al., 2006). « Pareto 

Scaling » a été montré comme étant un bon compromis pour réduire la dispersion des données 

tout en évitant l’inflation des erreurs systématiques (Yang et al., 2015). 
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Figure 39. Effet du centrage, de la réduction et de la transformation sur les données brutes 

de la métabolomique. 

(Extraite de van den Berg, R. et al. (2006). Centering, scaling, and transformations: improving the 
biological information content of metabolomics data. BMC Genomics 7, 142.) 

 

II.i.2.5 Analyse statistique 

Une fois que la matrice de données générée à partir des données brutes est normalisée, différents 

types d’analyse statistique peuvent être réalisés dans le but d’identifier des métabolites qui 

capturent la variation entre les différents groupes d’échantillons. Deux approches statistiques 

sont possibles : univariée et multivariée. 

 

II.i.2.5.1 Analyse univariée 

Les analyses univariées, par exemple test de Student et analyse de la variance (ANOVA) ou 

encore leur test équivalent non-paramétrique, permettent d’évaluer la significativité des 

différences entre les échantillons des différents groupes/classes (Wiener et al., 2004). Une seule 

variable est impliquée dans chaque test et la significativité est indiquée par la valeur-p. Les 
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données issues de la métabolomique non-ciblée en LC-MS contiennent en général des centaines 

de variables (métabolites) corrélées. La réalisation répétée du même test de comparaison peut 

générer un taux de faux positifs élevé. Différentes méthodes de correction de la valeur-p (par 

exemple la correction de Bonferroni) ou des méthodes de calcul du taux de fausses découvertes 

(FDR, False Discovery Rate) peuvent être appliquées après l’analyse univariée pour limiter le 

problème des faux positifs (Broadhurst and Kell, 2006; Shaffer, 1995). 

 

II.i.2.5.2 Analyse multivariée 

Contrairement aux analyses univariées, les analyses multivariées consistent à observer et 

analyser simultanément plusieurs variables. Etant donné le nombre de variables générées par 

une analyse métabolomique non-ciblée (plusieurs centaines voire milliers de métabolites), les 

analyses multivariées qui permettent une observation globale de l’ensemble des données sont 

l’outil principalement utilisé. Les métabolites discriminants identifiés à partir des analyses 

multivariées sont en général vérifiés par les analyses univariées dans un second temps 

(Sugimoto et al., 2012). Nous pouvons distinguer deux approches d’analyses multivariées très 

distinctes : méthodes descriptives et méthodes explicatives. Ces deux approches fournissent des 

informations complémentaires et sont en général réalisées séquentiellement. 

 

II.i.2.5.2.1 Analyse multivariée descriptive (ou non-supervisée) 

Les analyses multivariées descriptives, aussi appelées classification non-supervisée ou 

apprentissage non-supervisé, cherchent à trouver la répartition intrinsèque des échantillons dans 

le but de faciliter la compréhension de la relation entre les échantillons et de déterminer aussi 

les variables responsables de ces relations. Les analyses non-supervisées permettent d’observer 

les variations globales et de découvrir les sous-catégories dans les échantillons. Les méthodes 

les plus utilisées en métabolomique non-ciblée sont l’analyse en composantes principales 

(PCA) et la classification ascendante hiérarchique (HCA, Hierarchical Cluster Analysis) 

(Boccard et al., 2010; Sugimoto et al., 2012). 
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II.i.2.5.2.1.1 Analyse en composantes principales (PCA) 

L’analyse en composantes principales consiste à projeter les données dans un nouvel espace 

représenté par des composantes principales (en général 2 ou 3). Les composantes principales 

sont construites à partir des combinaisons linéaires des variables initiales qui sont souvent 

corrélées entre elles dans le cas de la métabolomique ; les nouvelles composantes construites 

devraient être décorrélées (Hotelling, 1933; Nyamundanda et al., 2010). La PCA permet de 

réduire le nombre de variables et ainsi d’observer la variation globale des données d’une 

manière compacte et perspicace. 

En pratique, la distribution des échantillons dans l’espace des composantes principales est 

visualisée sur le graphe de score (Score plot) (Figure 40A). Plus le profil métabolomique des 

échantillons est similaire, plus les points qui les représentent dans le graphe de score se 

rapprocheront les uns des autres. La contribution de chaque métabolite à chacune des 

composantes principales est représentée par le graphe de poids (Loading plot) (Figure 40A). 

Plus un métabolite est important pour la construction des composantes principales, plus le point 

qui le représente dans le graphe de poids s’éloignera du point d’origine. La PCA est utilisée 

pour observer la variation globale dans les échantillons, par exemple pour détecter la présence 

de points aberrants et contrôler la cohérence des contrôles qualités. 

 

II.i.2.5.2.1.2 Classification ascendante hiérarchique (HCA) 

L’analyse par classification ascendante hiérarchique consiste à regrouper les échantillons qui 

possèdent un profil métabolomique similaire dans un même sous-groupe (dit « cluster »). La 

similarité entre deux échantillons est calculée par un algorithme spécifique, par exemple la 

corrélation de Pearson, et les échantillons les plus proches sont regroupés. Ces étapes sont 

répétées jusqu’à ce que tous les échantillons soient regroupés ensemble (Eisen et al., 1998). Le 

regroupement des échantillons est représenté fréquemment par un dendrogramme sous forme 

d’un arbre binaire dont les feuilles sont les échantillons et les branches représentent la hiérarchie 

du regroupement (Figure 40B). 
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II.i.2.5.2.2 Analyse multivariée explicative (ou supervisée) 

Dans les analyses multivariées explicatives, chaque échantillon est considéré comme 

appartenant à une classe. Ces classes peuvent être des types de tumeurs, des conditions de 

traitements, des phénotypes biologiques, etc. L’objectif des analyses multivariées explicatives 

est de discriminer les échantillons selon leur classe respective et de prédire la classe des 

échantillons inconnus. C’est pour cette raison que ces analyses sont aussi connues sous le nom 

de classification supervisée. De nombreuses méthodes d’analyses multivariées explicatives 

existent. Nous présenterons par la suite celle la plus utilisée en métabolomique non-ciblée : 

l’analyse discriminante à la régression des moindres carrés partiels (PLS-DA, Partial least 

squares-Discriminant analysis). 

 

II.i.2.5.2.2.1 Analyse discriminante par les moindres carrés partiels 

(PLS-DA) 

La régression des moindres carrés partiels (PLS) cherche à maximiser la corrélation entre les 

variables X (= données métabolomiques) et les variables à expliquer Y (= classes ou groupes) 

(Figure 38). Pour ceci, l’algorithme construit un espace de faible dimension basé sur les 

combinaisons linéaires des variables X initiales tout en ajustant le modèle pour y capturer les 

variations liées à Y (Wold et al., 2001). Le nouvel espace est construit par les composantes 

PLS, appelées aussi variables latentes. La régression PLS est particulièrement adaptée aux 

situations où le nombre d’observations (= Echantillons, d’une dizaine à une centaine) est 

largement inférieur au nombre de variables (= Métabolites, d’une centaine à un millier) 

(Kettaneh-Wold, 1992; Wold et al., 1984).  

L’analyse discriminante PLS ou la classification PLS (PLS-DA) est une extension de la PLS 

qui est adaptée aux variables Y qui sont catégoriques. Cette méthode cherche à obtenir une 

séparation maximale entre les différents groupes ou classes. Le modèle établi permet par la 

suite la prédiction de la réponse sur les échantillons inconnus. Il a été montré que la PLS-DA 

est un outil puissant de classification en métabolomique (Jonsson et al., 2005) et elle est 

actuellement la méthode la plus largement utilisée en métabolomique non-ciblée (Sugimoto et 

al., 2012). 
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En pratique, la représentation de la PLS-DA est similaire à celle de la PCA. La discrimination 

des différentes classes est visualisée sur le graphe de score et la contribution de chaque 

métabolite à la discrimination sur le graphe de poids (Figure 40A). L’importance de chaque 

variable peut être calculée par la VIP (Variables importance on projection). La VIP résume 

l’influence d’une variable X, donc un métabolite, sur le modèle de la discrimination  (Wold et 

al., 1993, 2001). La VIP est la méthode de sélection des variables la plus utilisée aujourd’hui 

en métabolomique non-ciblée. De façon générale, les variables ayant une VIP supérieure à 1 

sont sélectionnées, étant donné que la moyenne des scores VIP de toutes les variables est égale 

à 1  (Chong and Jun, 2005). Cependant, cette règle générale est mise en question en raison du 

pouvoir discriminatif des variables sélectionnées. La détermination du seuil de sélection 

approprié doit dépendre de l’objectif de l’étude et de la nature des données (Andersen and Bro, 

2010; Gorrochategui et al., 2016). 

Un variant de la PLS-DA, la PLS-DA orthogonale (OPLS-DA) est également fréquemment 

utilisée en métabolomique pour la classification supervisée. Sur la base de la PLS-DA, la OPLS-

DA divise la variation des variables X en deux parties : variation corrélée à Y (composante 

prédictive) et variation non-corrélée à Y (composante orthogonale). La OPLS-DA facilite ainsi 

l’interprétation des données par rapport à la PLS-DA (Bylesjö et al., 2006; Trygg and Wold, 

2002). Il est important de noter que les deux méthodes sont équivalentes en terme de 

performance prédictive (Tapp and Kemsley, 2009). 

 

Figure 40. Illustration de la représentation des analyses multivariées. 

A. Graphe de score et graphe de poids générés par les analyses PCA et PLS-DA. (PC, Composante 
principale).  
B. Dendrogramme généré par l’analyse HCA. 
(Extraite de Sugimoto, M. et al. (2012). Bioinformatics tools for mass spectroscopy-based metabolomic 
data processing and analysis. Curr. Bioinform. 7, 96–108.) 
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II.i.2.5.2.2.2 Test de validation 

Pour assurer la performance et estimer le pouvoir prédictif d’un modèle de discrimination, la 

réalisation de tests de validation est nécessaire. La validation du modèle est particulièrement 

importante quand le nombre d’échantillons est petit (Gorrochategui et al., 2016). Nous 

présenterons par la suite les deux outils de validation statistique les plus utilisés pour se 

confronter à ces problèmes : le test de permutation (Lindgren et al., 1996; Mielke and Berry, 

2001) et la validation croisée.  

Dans le test de permutation, l’ordre des classes (Y) est mélangé de façon aléatoire et un nouveau 

modèle de discrimination est construit basé sur la matrice Y permutée. Le pouvoir prédictif des 

modèles permutés doit être inférieur au modèle de discrimination initial, si le modèle initial est 

performant.  

Dans la validation croisée, une partie des échantillons est retirée du modèle pour servir comme 

série de prédiction. Le modèle de discrimination est construit avec les échantillons restants (= 

série d’apprentissage) et le pouvoir prédictif du modèle est estimé grâce à la série de prédiction 

retirée initialement. Ce processus est répété plusieurs fois jusqu’à ce que tous les échantillons 

aient été retirés une fois. 

 

 

En plus des méthodes d’analyses multivariées présentées ci-dessus (PCA et HCA en analyses 

multivariées descriptives et PLS-DA et OPLS-DA en analyses explicatives), d’autres méthodes 

ont aussi été utilisées en métabolomique non-ciblée : par exemple la méthode des k plus proches 

voisins (k-NN), l’arbre de classification et de régression (CART), ou encore la machine à 

vecteurs de support (SVM). Plusieurs études ont comparé la performance de ces méthodes en 

métabolomique non-ciblée en LC-MS (Yetukuri et al., 2010). Il est cependant difficile de 

prédire a priori la meilleure méthode d’analyse pour une série de données métabolomiques. Le 

choix de la stratégie d’analyse dépend de la question biologique posée. Il y a un besoin réel à 

développer des logiciels qui contiennent différents outils analytiques (Sugimoto et al., 2012).  
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II.i.2.6 Reconstruction des voies métaboliques 

Une fois que les métabolites discriminants ou significativement variés sont identifiés, 

respectivement par l’analyse multivariée ou univariée, ils peuvent être interprétés dans les voies 

métaboliques pour comprendre la régulation biologique sous-jacente. L’analyse des voies 

métaboliques est le plus souvent basée sur l’analyse d’enrichissement. Pour ceci, la distribution 

des métabolites appartenant à chaque voie est comparée entre la liste discriminante identifiée à 

partir de l’expérience (= Set échantillon) et l’ensemble des métabolites dans une banque de 

donnée (= Set référence), par exemple KEGG, MetaCys ou SMPDB (The Small Molecule 

Pathway Database) (Figure 41). Si les métabolites appartenant à une certaine voie sont observés 

plus fréquemment dans le set échantillon par rapport au set référence, la voie métabolique en 

question est considérée comme enrichie et possède ainsi une importance biologique dans la 

condition expérimentale observée (Manzoni et al., 2018; Rosato et al., 2018).  

Plusieurs logiciels permettent de réaliser les analyses d’enrichissement en fournissant pour 

chaque voie du métabolisme un taux d’enrichissement et une valeur-p qui correspond à la 

probabilité d’un tel enrichissement. Les deux logiciels les plus utilisés sont MetaboAnalyst 

(accès libre en ligne) (Xia and Wishart, 2016; Xia et al., 2015) et Ingenuity (payant). Une étude 

récente a montré que malgré la diversité des outils bioinformatiques disponibles en analyse 

d’enrichissement, les résultats obtenus restent consistants (Marco-Ramell et al., 2018). 

 

Figure 41. Principe de l'analyse d'enrichissement. 

(Modifiée de Manzoni, C. et al. (2018). Genome, transcriptome and proteome: the rise of omics data 
and their integration in biomedical sciences. Brief. Bioinform. 19, 286–302.) 
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II.ii Résultats  

Une procédure standard a été développée pendant cette thèse pour les analyses en 

métabolomique non-ciblée en LC-MS. Elle contient les étapes principales suivantes : 

- Préparation des échantillons de cellules ou de tissus congelés : Extraction des 

métabolites (Annexe I) 

- Analyse en chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse de 

type QExactive Plus Orbitrap (Annexe II) 

- Post-traitement des spectres métabolomiques grâce au logiciel MzMine (Annexe III) 

- Analyses statistiques : Univariées grâce au logiciel Graphpad Prisme ou Multivariées 

grâce au logiciel SIMCA (Article II et III. Partie Méthode) 

- Reconstitution des voies de métabolisme grâce au logiciel MetaboAnalyst (Article II et 

III. Partie Méthode) 

 

Nous présenterons dans la suite de la partie « Résultats » l’application de l’approche 

métabolomique dans trois problématiques différents : 

- Développement du test de criblage contre les perturbateurs thyroïdiens de toxicité 

directe : Identification des biomarqueurs iodés 

- Discrimination des nodules thyroïdiens bénins de ceux malins par analyse 

métabolomique en LC-MS 

- Classification des types histologiques de carcinome à cellules rénales (RCC) par analyse 

métabolomique en LC-MS    
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II.ii.1 Développement du test de criblage contre les perturbateurs 

thyroïdiens de toxicité directe : Identification des biomarqueurs iodés 

 

II.ii.1.1 Introduction 

Les perturbateurs endocriniens sont des agents exogènes qui interfèrent avec la synthèse, la 

sécrétion, le transport, le métabolisme, la fixation aux récepteurs ou l’élimination des hormones 

responsables pour l’homéostasie, la reproduction et le développement (Diamanti-Kandarakis et 

al., 2009). Les perturbateurs thyroïdiens sont une sous-famille des perturbateurs endocriniens 

qui interfèrent spécifiquement avec les fonctions thyroïdiennes (Patrick, 2009). Les 

perturbateurs thyroïdiens sont présents dans de nombreux produits quotidiens, comme les 

pesticides, les herbicides, les contenants plastiques, les hydrocarbures, les produits 

cosmétiques, etc. Ils peuvent également être retrouvés dans la nourriture, l’eau de boisson et 

l’atmosphère.  Leur effet nuisible pour la santé publique est largement reconnu (Duntas, 2015) 

(Tableau 5). La réglementation de leur utilisation en agriculture, en agroalimentaire, en 

cosmétique et en pharmaceutique est très discutée au niveau de la communauté  Européenne et 

internationale (2017), mais elle souffre de l’absence de test de détection des effets perturbateurs 

endocriniens. Le développement des nouveaux tests de criblage permettant de détecter des 

effets perturbateurs thyroïdiens est en accord avec le besoin de contrôles règlementaires. Pour 

les industriels, l’intégration de tels tests en phase précoce de développement des molécules 

biocides ou pharmaceutiques est nécessaire, parce que l’élimination au plus tôt des molécule-

candidats possédant des effets perturbateurs thyroïdiens évitera une perte de temps et de coût. 

Un test de criblage idéal devrait être facile à réaliser et automatisable pour répondre à un besoin 

de haut-débit et être basé sur des modèles in vitro (des tests sur des animaux sont difficilement 

envisageables en criblage et interdits pour certains domaines d’application, comme en 

cosmétique, par la Commission Européenne). 

Dans le but de développer un test de criblage permettant de détecter des effets perturbateurs 

thyroïdiens, nous avons effectué des analyses métabolomiques sur une lignée cellulaire de 

thyroïde de rat, PCCL-3. Les perturbateurs thyroïdiens peuvent posséder une toxicité directe, 

c’est-à-dire agir directement au niveau de la thyroïde, ou une toxicité indirecte dont l’effet 

perturbateur est réalisé à travers d’autres organes, par exemple le foie (Tableau 5). Nous avons 
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cherché à cribler avec ce projet uniquement des perturbateurs thyroïdiens de toxicité directe. 

Pour ceci, nous avons étudié essentiellement l’effet de 2 inhibiteurs connus de la fonction 

thyroïdienne : le perchlorate, un compétiteur de l’iode, et le propylthiouracile (PTU), un 

inhibiteur de la thyroïde peroxydase TPO. Le perchlorate inhibe la capacité d’absorption de 

l’iode des cellules folliculaires de la thyroïde et le PTU inhibe l’organification de l’iode. Ces 

deux étapes sont nécessaires pour la synthèse des hormones thyroïdiennes et la présence de 

perchlorates ou du PTU induisent tous les deux une hypothyroïdie.  

Des cellules PCCL-3 en culture ont été incubées en présence de perchlorates, de PTU ou 

d’aucune des 2 molécules (contrôles), avec ou sans présence d’iode pendant 24 heures. Les 

métabolites contenus dans les cellules ont été ensuite extraits dans le méthanol et analysés en 

LC-MS. Nous avons alors cherché à identifier des signatures d’expositions métaboliques dans 

ces cellules thyroïdiennes exposées aux perchlorates ou au PTU, qui pourront servir par la suite 

pour le criblage des molécules qui possèdent une toxicité directe à la thyroïde.  

Tableau 5. Principaux perturbateurs thyroïdiens. 

En rouge, les perturbateurs thyroïdiens ayant une toxicité directe à la thyroïde. 
(Extraite de Jain, S., Murthy, M., Ramteke, K., and Raparti, G. (2013). Thyroid: Disorders, disruptors 
and drugs. Int. J. Nutr. Pharmacol. Neurol. Dis. 3, 87.) 
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II.ii.1.2 Résultats et discussions 

Dans nos analyses LC-MS/MS, nous avons ciblé un profil particulier de spectre MS2 qui 

correspond à des métabolites iodés : Un seul pic majeur à 126,90 correspondant à l’iode (Figure 

42). Après une sélection manuelle, nous avons observé au total quatre métabolites iodés 

respectivement à une masse sur charge (m/z) de 126,904 ; 306,968 ; 384,008 et 469,021. Parmi 

ceux-ci, nous avons identifié deux métabolites grâce à leur m/z avec une précision inférieure à 

10 ppm (partie par million) : iodure (m/z = 126,904) et mono-iodo-tyrosine (m/z = 306,968). 

 

Figure 42. Spectres de MS1 (spectre en haut) et MS2 (spectre en bas) des métabolites 

iodés. 

Les spectres sont présentés de la page 110 – 113. 
A. m/z = 126,904 (I-). B. m/z = 306,968 (Mono-iodo-tyrosine). C. m/z = 384,008. D. m/z = 469,021. 
La fragmentation MS2 est réalisée avec dissociation HCD (Higher-energy C-trap dissociation) à NCE 
(Normalized Collision Energy) 30%. 
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Nous avons ensuite comparé la variation de l’intensité de ces 4 métabolites iodés dans les 

cellules PCCL-3 exposées aux inhibiteurs thyroïdiens, avec ou sans présence de l’iode (Figure 

43). Un niveau très faible des métabolites iodés est détecté sans présence de l’iode, ensuite leur 

niveau augmente d’au moins 10 fois en présence de 50 µM de NaI. Ces résultats montrent que 

les cellules PCCL-3 non seulement captent l’iodure mais le métabolisent dans nos conditions 

expérimentales. Le niveau des quatre métabolites iodés a diminué d’au minimum 3 fois en 

présence d’iode et de perchlorates. Les perchlorates sont des compétiteurs forts de l’iodure et 

ils inhibent ainsi l’absorption des ions iodures des cellules à travers le cotransporteur NIS. Nos 

résultats montrent que les 4 métabolites iodés identifiés ici peuvent servir comme des 

marqueurs des inhibiteurs de l’absorption de l’iode. L’effet de PTU, un inhibiteur de TPO, sur 

les métabolites iodés est moins concluant. Pour 3 des 4 métabolites iodés, nous n’avons pas 

observé de différence significative. Pour le métabolite à m/z = 384,008, une augmentation 

relativement petite de 1,6 fois a été observée. 

 

Nous avons montré dans cette étude pour la première fois la détection des produits de 

métabolisme iodés. Nous avons également montré que leur niveau dans un milieu contenant de 

l’iode est inhibé en présence de l’inhibiteur de captation de l’iode, comme les perchlorates. Par 

rapport au test de captation de l’iode classique par mesure de radioactivité, l’analyse 

métabolomique présente l’avantage d’être peu contraignante, facile à réaliser et à automatiser. 

Ces 4 biomarqueurs iodés pourront donc être mis à profit dans le futur pour le développement 

d’un test de criblage pour la détection d’effets perturbateurs thyroïdiens. 
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Figure 43. Variation des métabolites iodées suite à une exposition à des inhibiteurs 

thyroïdiens. 

Les lignées cellulaires de la thyroïde de rat PCCL-3 sont exposées pendant 24 heures à 100 µM de 
perchlorate ou 100 µM de PTU (Propylthiouracile) avec ou sans présence de 50 µM de NaI. Le 
perchlorate inhibe l’absorption de l’iode des cellules et la PTU inhibe la thyroïde peroxydase. La 
variation des métabolites iodés est mesurée par LC-MS. Les valeurs sont la moyenne de trois 
expériences indépendantes. La significativité de la différence entre les conditions est calculée par le test 
de Student non-apparié. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
 

 

   



116 

 

II.ii.2 Article II : Discrimination des nodules thyroïdiens bénins de ceux 

malins par analyse métabolomique en LC-MS 

Les nodules thyroïdiens sont très fréquents. Ils sont retrouvés dans 4 à 7% de la population par 

palpation. La majorité des nodules thyroïdiens sont bénins et seulement 5 à 10% des nodules 

thyroïdiens sont malins. Le cancer de la thyroïde représente toutefois plus de 90% des cancers 

endocriniens et 1% de la totalité des cancers chez l’homme. En conséquence, un diagnostic 

précis et robuste des nodules thyroïdiens est important pour la prise en charge de cette 

pathologie. 

La méthode standard pour le diagnostic des nodules thyroïdiens est l’examen échographique 

avec cytoponction suivie d’une analyse cytologique. La cytoponction est réalisée avec une 

aiguille fine et les cellules aspirées sont analysées sur des critères morphologiques. La 

cytoponction à l’aguille fine joue un rôle essentiel dans la prise en charge des patients atteints 

de nodules thyroïdiens. Il s’agit d’une technique peu invasive et fiable. L’utilisation de la 

cytoponction en routine a permis de réduire significativement les chirurgies effectuées sur les 

nodules bénins (Yerly et al., 2015). En revanche, la cytoponction fournit un diagnostic dans 

seulement 70 à 80% des cas et les cas restants sont caractérisés comme indéterminés. Selon la 

classification cytologique de Bethesda, le diagnostic par cytoponction est divisé en 6 catégories 

cytologiques selon leur probabilité de malignité : I : Non diagnostique ou insatisfaisant ; II : 

Bénin ; III : Atypie de signification indéterminée ; IV : Néoplasie folliculaire ; V : Suspect de 

malignité ; VI : Malin (Figure 44) (Layfield et al., 2008). Les diagnostics non-déterminés pour 

la malignité comprennent les catégories Bethesda III, IV et V, pour lesquelles seule l’excision 

chirurgicale suivie par l’analyse histologique peut fournir un diagnostic fidèle. Cependant, 

moins de 30% de ces cas non-déterminés sont au final diagnostiqués comme étant malins. 

Chaque année, un nombre conséquent de patients atteints de nodules thyroïdiens bénins sont 

opérés pour une chirurgie diagnostique, ce qui entraîne des conséquences lourdes pour les 

patients (acte chirurgical, traitement hormonal à vie, etc.) et un coût important pour la sécurité 

sociale. Le développement de nouveaux outils de diagnostic complémentaire à la cytologie 

présente donc un important intérêt clinique.  
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Figure 44. Classification Bethesda pour la cytoponction des nodules thyroïdiens. 

(Adaptée de Keutgen, X.M., Filicori, F., and Fahey III, T.J. (2013). Molecular diagnosis for 
indeterminate thyroid nodules on FNA. Expert Rev. Mol. Diagn. 13, 613–623. et Mehra, P., and Verma, 
A.K. (2015). Thyroid Cytopathology reporting by the Bethesda system: A two-year prospective study 
in an academic institution. Patholog. Res. Int. 2015.) 
 
 

Dans notre étude, nous avons réalisé des analyses métabolomiques par LC-MS sur les 

prélèvements congelés des pièces opératoires de nodules thyroïdiens. En utilisant la 

classification multivariée basée sur les métabolites détectés, nous avons montré qu’il est 

possible de discriminer les prélèvements bénins par rapport aux prélèvements malins (Article 

II. Fig.1). L’analyse de voies se basant sur les métabolites les plus discriminants ont montré une 

dérégulation au niveau du cycle de Krebs, du métabolisme du glutathion et du métabolisme des 

purines (Article II. Fig.2). De plus, nous avons montré que la discrimination entre les nodules 

bénins et les nodules malins est possible en utilisant uniquement les 17 métabolites les plus 

discriminants (Article II. Fig.4). Ces résultats ouvrent la possibilité d’appliquer le diagnostic 

des nodules thyroïdiens par métabolomique sur les échantillons de cytoponction.    



118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article II 

Discrimination between benign and malignant thyroid nodule using LC-MS based 
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Abstract 

 

Thyroid nodules are increasing common clinical diseases. The majority of thyroid nodules are 

benign and only 5-10% of them are malignant. Cytological analysis of fine needle aspiration 

biopsies (FNAB) is currently the gold standard for preoperative diagnosis of thyroid nodules. 

However, this technique holds certain limitations and yields 20-30% of indeterminate results 

for malignancy requiring surgical excision for histopathological diagnosis. Less than 30% of 

these cases are ultimately diagnosed as malignant, which makes an unnecessary burden for 

thyroidectomized patients and social healthcare. In this study, we evaluated the efficiency of 

non-targeted LC-MS-based metabolomic analyses for thyroid nodule diagnosis on frozen 

surgical specimens (N=30). Multivariate classification of OPLS-DA type showed clear 

discrimination between benign and malignant nodules (R2X(cum) = 0.418, R2 = 0.896, Q2 = 

0.635, Accuracy = 100%, CV-ANOVA p-value = 3.44E10-4). In addition, we observed multiple 

metabolic dysregulations harbored in malignant thyroid nodules, including reduced TCA cycle, 

altered glutathione and purine metabolisms. Furthermore, we demonstrated that malignant 

thyroid nodules could be distinguished from benign thyroid nodules by comparing only 17 

(most discriminative) metabolites, opening the possibility for LC-MS-based analysis on FNAB 

samples. 
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Introduction 

 

Thyroid nodules refer to discrete lesions within the thyroid gland that are radiologically distinct 

from the surrounding parenchyma (Haugen et al., 2016). It is a common clinical problem, which 

is detected in 4-7% of the population by palpation, but is found in up to 67% of the population 

by ultrasonography (Tan and Gharib, 1997; Welker and Orlov, 2003). Approximatively 90% 

of thyroid nodules are benign from which 95% are asymptomatic (Durante et al., 2018). 

Although thyroid cancers account only for 5-10% of palpable nodules, they represent more than 

90% of endocrine malignancy and 1% of total human cancers (Hegedüs, 2004). Cytologic 

analysis of fine-needle aspiration biopsy (FNAB) is currently the gold standard and the most 

accurate preoperative diagnosis tool for thyroid malignancy (Castro and Gharib, 2003). 

However, FNAB cytological diagnosis holds certain limitations: the nuclear and cellular 

changes occurring in certain thyroid malignancies can be difficult to distinguish from those that 

are occurring in benign tumors, especially in the case of follicular thyroid carcinoma. This leads 

to 20-30% of cases characterized as cytologically indeterminate for malignancy and patients 

are then advised to undergo diagnostic surgery. However, after histopathological analysis less 

than 30% of these cases are finally diagnosed as malignant making the remaining 70% of 

surgery an unnecessary burden for thyroidectomized patients and social healthcare (Keutgen et 

al., 2013; Ustun et al., 2014).  

Various molecular tests have been developed to improve cytological diagnosis of thyroid 

cancers. Such molecular tests are based on the detection of genetic mutations (e.g. BRAF, 

NRAS mutations, RET/PTC translocation and PAX8/PPAR rearrangements) (Beaudenon-

Huibregtse et al., 2014; Nikiforov and Nikiforova, 2011) or of protein biomarkers (e.g. 

Galectin-3, HBME-1, CD44v6 and Cytokeratin-19) (Pagni et al., 2015). Although high 

specificity has been reported for these markers, they are often 
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limited by low sensitivity and 



low negative predictive value (Bartolazzi et al., 2008; Nikiforov and Nikiforova, 2011). 

Molecular tests based on multi-gene panels, for example, microarrays and NGS (next-

generation sequencing) show improved sensitivity, but routine clinical use is limited by their 

high cost. Therefore, despite the constant discovery of genetic and immunochemical markers 

in thyroid carcinoma, an accurate and cost-efficient technique is still needed for thyroid cancer 

diagnosis. 

Metabolomics allows a large-scale identification of virtually all small molecules present within 

a cell, a tissue or a biological fluid (Fiehn, 2002; Oliver et al., 1998). Cancer cells undergo 

specific metabolic reprogramming in order to fuel their needs for accelerated growth and 

proliferation (DeBerardinis et al., 2008; Hanahan and Weinberg, 2011). Unlike the currently 

used molecular tests that are generally based on the detection of alterations in RNA or protein 

levels, metabolomics focuses on the identification of specific metabolic profiles, which could 

serve as a potent tool for thyroid nodule diagnosis. It has been demonstrated that NMR (Nuclear 

magnetic resonance)-based metabolomic analysis combined with multivariate analysis could 

discriminate thyroid nodules from adjacent healthy tissue, and also,  discriminate benign from 

malignant nodules in surgical specimens (Deja et al., 2013; Miccoli et al., 2012; Torregrossa et 

al., 2012) and FNAB specimens (Ryoo et al., 2016). In addition, GC-MS (Gas chromatography-

Mass spectrometry) and LC-MS (Liquid chromatography-Mass spectrometry)-based 

metabolomic analyses also allowed the discrimination of papillary thyroid carcinoma from 

normal thyroid tissue (Chen et al., 2015; Xu et al., 2015). Compared to NMR, MS-based 

metabolomic analyses showed an improved sensibility resulting in a broader range of identified 

metabolites. This should allow not only a more comprehensive understanding of metabolic 

pathway regulations, but also the discovery of new metabolic markers in thyroid carcinoma. 

However, to date, the discrimination of benign from malignant thyroid nodules was not yet 

demonstrated using MS-based metabolomics. 
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In this study, global LC-MS-based metabolomic profiling and multivariate analyses have been 

carried out on surgical specimens to discriminate benign from malignant thyroid nodules and 

to elucidate the underlying metabolic dysregulation leading to thyroid cell malignancy. In 

addition, we evaluated the accuracy of thyroid cancer diagnosis using only a limited number of 

metabolites. The identified signatures should then open the possibility for LC-MS-based 

diagnosis with FNAB samples. 

 

Materials and methods 

Sample collection 

Tissue samples were collected from patients that had undergone surgery in the “Lutte contre le 

cancer” hospital of Nice (Antoine Lacassagne) between March 2013 and October 2017. Written 

informed consent was obtained from all patients. Fresh samples were collected from surgical 

specimens, snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until further analysis. Histological 

assessment was conducted according to 2017 WHO recommendations  (Lloyd et al., 2017). In 

total, a cohort of 30 patients with 15 malignant and 15 benign thyroid tumors has been selected 

(Table 1). 

Sample preparation 

1 mL of cold methanol (HPLC grade, Merck Millipore, Molsheim, France) was added to each 

frozen tissue specimen (50-100 mg) placed in a microcentrifuge tube. Tissues were hand-

grounded using pestles and incubated overnight at -20 °C for protein precipitation and 

metabolite extraction. Tissues were then centrifuged at 15 000 g for 15 minutes. The metabolite-

containing supernatants were removed and dried using a SpeedVac concentrator (SVC100H, 

SAVANT, Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France
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). The lyophilized samples 



were resuspended in 150 µL acetonitrile/H2O (20:80, v/v) (HPLC grade, Merck Millipore) prior 

to LC-MS/MS analyses. 

Metabolic analysis by LC-MS/MS  

Metabolic profiling was performed using liquid chromatography coupled with mass 

spectrometry (LC-MS). For LC analysis, samples were separated on DIONEX Ultimate 3000 

HPLC system (Thermo Fisher Scientific) using a Synergi 4 µm Hydro-RP 80 A 250 x 3.0 mm 

column (Phenomenex, Torrance, CA, USA). 15 µL of each sample were injected in random 

order. A quality control (QC) sample, prepared from an equal mix of all collected samples, was 

injected every 9 samples in order to monitor the reproducibility and the performance of the LC-

MS analysis. The mobile phases were composed of 0.1 % formic acid (Thermo Fisher 

Scientific) in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B). The gradient was set as follows 

with a flow rate of 0.9 mL/min: 0 % phase B from 0 to 5 min, 0 – 95 % B from 5 to 21 min, 

holding at 95 % B up to 21.5 min, 95 – 0 % B from 21.5 to 22 min, holding at 0 % B up to 25 

min for column equilibration. Mass spectrometry analysis was carried out on a Q Exactive Plus 

Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific) with a heated electrospray ionization source 

(HESI II). Samples were analyzed in positive and negative mode, respectively. High-resolution 

accurate mass (HRAM) full-scan MS and top 5 data-dependent MS/MS spectra were registered. 

The resolving power was set at 70 000 and 35 000 for MS and MS/MS scans, respectively. 

Spectral raw files obtained from LC-MS analyses were converted to mzXML files using 

MSconvert (Version2.1, ProteoWizard) (Holman et al., 2014) and then analyzed using an open 

source software MzMine (Version 2.29) (Pluskal et al., 2010). Extract ion chromatograms were 

built for each mass with a noise threshold of 105. Validated peaks were selected by local 

minimum search algorithm and then aligned by random sample consensus algorithm 

(RANSAC) with a tolerance window of 10 ppm in m/z and 1 min in retention time (RT). 
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whenever possible. After gap-filling, only metabolites with no missing values were kept and 

subsequently, identified using the human metabolome database (HMDB, version 3.0) (Wishart 

et al., 2013) according to their m/z with a tolerance of 15 ppm. The spectral data obtained from 

positive and negative ionization modes were analyzed separately and then combined by keeping 

the peak with the highest intensity mean for metabolites that were identified in both polarities. 

Multivariate analysis 

Multivariate analysis was performed using SIMCA software (Version 14.1, Sartorius Stedim 

Biotech, Germany). Metabolomic data were mean-centered and scaled with the square root of 

the standard deviation (Pareto scaling) in order to reduce the impact of high-intensity peaks, 

thus making all variables more comparable (Eriksson et al., 1999). Principal component 

analysis (PCA), a non-supervised model, was first carried out using Pareto-scaled metabolomic 

data (X-dataset), which allows visualizing the overview of the dataset, the reproducibility of 

the quality control and the presence of outliers (Wold et al., 1987). Thereafter, a supervised 

classification was carried out using orthogonal projections to latent structures discriminant 

analysis (OPLS-DA) in which metabolite variations (X-dataset) were related to tumor type (Y-

dataset, in our case, benign or malignant) (Bylesjö et al., 2006; Trygg and Wold, 2002). The 

performance of the OPLS-DA model was evaluated using R2X(cum) (variation of X explained 

by the model), goodness-of-fit R2 (percentage of the variation of Y explained by the model) and 

goodness-of-prediction Q2 (percentage of the variation of Y predicted by the model according 

to the cross-validation test). Cross-validation (CV) tests were performed by withholding 1/7 of 

the samples during model development. The withheld samples were then predicted by use of 

the model that had been established using the remaining 6/7 of the samples, and the predictions 

were compared with their actual tumor type. The validation step was repeated until all data have 

been withheld once. The predictive power of the model was also evaluated by analysis of 

variance (ANOVA) using the predictive residuals of the cross-validation tests
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model does present a CV-ANOVA p-value of less than 0.05.  In addition, the model was 

validated by response permutation tests in which the Y-dataset is permutated to appear in a 

random order while the X-dataset remains intact. R2 and Q2 of the permutated models were 

compared to the initial model. A validated model should have all permutated Q2 values lower 

than the original values and a Q2-intercept below zero (Lindgren et al., 1996; Mielke and Berry, 

2001). 

The most significant metabolites for benign/malignant discrimination were selected by the 

variable importance on projection (VIP) (Trygg and Wold, 2002) where a VIP > 1 stands for 

an above average influence (Chong and Jun, 2005). We selected metabolites with VIP values > 

3 for further pathway analyses. The annotation of top-metabolites (VIP > 3) was verified 

manually according to MS/MS reference spectra of the METLIN database (Guijas et al., 2018). 

Approximatively 15% of annotations were invalidated due to multi-charged ions and 

confusions between different isomers. After annotation verification, metabolic pathway 

analysis was performed using the free web-based software MetaboAnalyst (version 4.0) (Xia 

and Wishart, 2016; Xia et al., 2015). Pathway enrichment was calculated using over-

representation analysis by comparing the observed dataset to a reference database, i.e. KEGG, 

The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa et al., 2014, 2017). Additionally, 

pathway topology analysis was performed in parallel, which takes into account the impact of 

different metabolites, calculated by their centrality, in each pathway.  

Univariate analysis 

Univariate analyses were performed using GraphPad Prism (Version 7.04, GraphPad Software 

Inc., USA). Differences between unpaired groups were compared using the two-tailed Mann-

Whitney test. The level of significance was indicated by * for p < 0.05, ** for p < 0.01 and *** 

for p < 0.001.
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Results 

Metabolomic data analysis 

Metabolites were extracted from thirty frozen tissue samples from thyroid nodules (15 benign 

and 15 malignant) and analyzed by LC-MS/MS. Spectral raw data were subsequently analyzed 

with MzMine for chromatographic alignment and peak detection. 1803 and 1274 peaks were 

detected in positive and negative modes, respectively, in which 793 (pos) and 725 (neg) peaks 

were identified in Human Metabolome Database. After elimination of the duplicates detected 

in both polarities, 1188 peaks were selected, mean-centered and Pareto scaled prior to the 

multivariate analyses. Compared to classic unit-variant scaling, Pareto scaling better preserves 

the integrity of the data structure while reducing the relative importance of the high-intensity 

metabolites (van den Berg et al., 2006), and is thus more suited to establish metabolomic 

datasets (Yang et al., 2015).  Principal component analysis (PCA) was performed in order to 

visualize the global variation in the dataset (Supplementary Figure 1). All quality controls were 

located in the center of the PCA scatter plot showing the reliability and the good reproducibility 

of the LC-MS analyses. No outliers were observed. 

Discrimination between benign and malignant thyroid nodules using global metabolomic 

profiling 

In order to discriminate benign from malignant thyroid nodules, a supervised classification 

using OPLS-DA was carried out based on the obtained metabolomic dataest. In addition to the 

classic PLS model, the orthogonal PLS (OPLS) model separates the dataset variations into two 

parts, i.e. predictive and orthogonal, and therefore, allows improved interpretability (Bylesjö et 

al., 2006; Tapp and Kemsley, 2009; Trygg and Wold, 2002). The optimum OPLS-DA model 

presents one predictive component and two orthogonal components, a R2X(cum) of 0.418, a R2 

(goodness-of-fit) of 0.896, a Q2 (goodness-of-prediction) of 0.635 
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(Figure 1A). We observed a clear separation between benign and malignant thyroid nodules. 

Moreover, all 30 samples were classified correctly to their corresponding groups, i.e. benign or 

malignant.  

The predictive power of the model was evaluated by cross-validation tests. For this aim, we 

withheld, by turn, 1/7 of the cohort’s samples as validation sets. We then compared the class 

(benign or malignant) predicted by the model, built by the remaining 6/7 samples of the cohort, 

to the class determined by histology. The ANOVA calculated using the predictive residuals of 

the cross-validation test gave a p-value of 3.44E10-4, which indicates the strong predictive 

power of the model. In addition, the OPLS-DA model was validated by a response permutation 

test, which permutes the cancer class randomly and compares the performance of the permuted 

model to the initial one. The permutation tests were executed 100 times. All permutated models 

showed lower Q2 than the initial model and the Q2-intercept was -0.6 (Figure 1B). These results 

demonstrated that the OPLS-DA model for benign and malignant thyroid nodule discrimination 

is statistically validated and has a significant predictive power. 

The weight of each metabolite on each component is visualized on a loading plot (Figure 1C). 

Metabolites that contribute more to the discrimination will have a higher weight, and thus, tend 

to be the farthest away from the origin. The importance of the metabolites in both components 

was summarized by VIP (Variable Influence on Projection). We selected the 20 top-metabolites 

with a cut-off of VIP at 3 for further pathway analyses (Table 2). 

Metabolic pathway analysis 

Metabolic pathway analyses were performed to identify the most important features of the 

reprogrammed metabolism of malignant thyroid tumor (Figure 2). We found that glutathione 

metabolism, purine metabolism and TCA (tricarboxylic acid) cycle were significantly altered 

in malignant thyroid nodules when compared to benign nodules
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glutathione (GSSG) was significantly lower while the mean level of reduced glutathione (GSH) 

was only slightly higher in malignant nodules than in benign nodules. Concerning purine 

metabolism, we detected significantly lower levels of adenosine monophosphate (AMP) and 

guanosine monophosphate (GMP) for malignant nodules. In addition, we generally observed 

lower levels of TCA-related metabolites including citrate, cis-aconitate, oxoglutarate and 

malate in malignant than in benign nodules. (Figure 3) 

Discrimination between benign and malignant thyroid nodules using the 17 top 

metabolites 

Furthermore, we built an OPLS-DA model for benign/malignant thyroid nodule classification 

using only the 17 metabolites with VIP > 3 (exogenous metabolites like drugs and anesthetics 

were excluded). The optimum model was built with one predictive component and one 

orthogonal component. This model allowed a clear separation between benign and malignant 

group. The OPLS-DA model presents a R2X(cum) of 0.342, a R2 of 0.657, a Q2 of 0.390 and an 

accuracy of 93.3% (Figure 4A). The cross-validation test gave a CV ANOVA p-value of 0.012 

and the permutation test gave a Q2-intercept value of -0.35 (Figure 4B). These results 

demonstrate that we were able to discriminate malignant from benign thyroid nodules with high 

accuracy using only the 17 most discriminative metabolites and that the constructed 

classification model is of high predictive power. 

 

Discussion 

In this work, we analyzed the metabolome of frozen tissue samples from 15 benign and 15 

malignant thyroid nodules. We successfully discriminated malignant from benign nodules with 

high sensitivity and specificity using metabolomic analyses (LC-MS) and 
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classification. We further revealed multiple metabolic dysregulations harbored in malignant 

thyroid nodules, including reduced TCA cycle, altered glutathione and purine metabolisms. 

The preoperative identification of benign and malignant thyroid nodules is a real issue in thyroid 

cancer diagnosis. Patients with cytologically indeterminate FNAB usually undergo 

thyroidectomy in order to determine the malignancy using histological analyses. However, in 

most cases, the detected nodules are found to be benign, and thus, did not require surgery. 

Commercialized molecular tests based on mRNA microarrays (Alexander et al., 2012; Ali et 

al., 2013) and based on next-generation sequencing (Nikiforov et al., 2014; Nikiforova et al., 

2018)) are available, and they are suggested when FNAB analysis does not give clear results. 

However, these tests present in general a relatively low specificity. Moreover, their high cost is 

another reason why they are not widely used in thyroid cancer diagnosis (Nishino, 2016). 

Here, we performed a non-targeted global metabolomic profiling with surgical specimens of 

benign and malignant thyroid nodules by LC-MS. This technique benefits from the recent 

advances in high-resolution mass spectrometry allowing the detection and quantification of a 

total of 1188 metabolites in each sample. The multivariate classification (OPLS-DA) built to 

discriminate benign from malignant thyroid nodules showed high discriminative performance. 

The R2 (goodness-of-fit) and Q2 (goodness-of-prediction) of the model were 0.896 and 0.635, 

respectively. These features were similar or higher to those obtained with models built from 

RMN-based metabolomic analyses that are in the range of 0.59 to 0.82 for R2 and 0.33 to 0.77 

for Q2 (Deja et al., 2013; Ryoo et al., 2016; Tian et al., 2015; Torregrossa et al., 2012). 

Importantly, the discriminative model proposed in this study and based on LC-MS data allowed 

correct classification of all 30 samples, thus showing an accuracy of 100%. The cross-validation 

test (CV-ANOVA p-value = 3.44E10-4) and the permutation test (Q2-intercept = -0.6), both 

confirmed the significant predictive power of our model. In addition, it has to be noted that the 

model was established regardless of the different subtypes of thyroid nodules (

Article II.12

adenoma, 



hyperplasia, multinodular goiter or Hashimoto’s thyroiditis in benign cases and papillary, 

follicular or medullary thyroid carcinoma in malignant cases) and can therefore be widely used. 

Compared to all currently available analyses, metabolomic profiling is a fast, robust, cost-

saving and automatable technique for reliable thyroid cancer diagnosis. 

We also performed metabolic pathway analyses with the most discriminative metabolites (VIP 

>3). Significant alterations were detected in malignant thyroid nodules compared to benign ones 

for TCA cycle, glutathione metabolism and purine metabolism. A significant low level of citrate 

in thyroid carcinoma has already been reported in previous studies (Deja et al., 2013; Ryoo et 

al., 2016; Tian et al., 2015; Xu et al., 2015) and was proposed as a metabolic marker for thyroid 

cancer (Ryoo et al., 2016). Consistently with these results, we identified citrate as the metabolite 

with the highest discriminative power (VIP = 9.1) and a 2.5-fold lower level was observed in 

malignant nodules than in benign nodules. In addition, we observed a general decrease in almost 

all TCA cycle-related metabolites, including cis-aconitate, oxoglutarate and malate. Since long, 

it is known that in many cancers despite the presence of oxygen, the TCA cycle is down-

regulated in favor of enhanced glycolysis (the so-called aerobic glycolysis (Warburg, 1956)). 

A significant low level of citrate has also been observed in prostate cancer and was proposed  

to be a metabolic biomarker for cancer aggressiveness (Giskeødegård et al., 2013). In breast 

(Wang et al., 2017) and gastric (Qian et al., 2015) cancers, the reduced level of citrate was 

frequently associated to overexpression of the ATP-citrate lyase (ACLY) that uses citrate to 

produce acetyl-CoA, a building block for de novo lipid synthesis needed for cell proliferation 

(Hatzivassiliou et al., 2005; Zaidi et al., 2012). However, we did not observe a significant 

difference of acetyl-CoA related carnitine levels between malignant and benign thyroid 

nodules. In contrast to gastric and breast cancer, malignant thyroid nodules are slow-growing, 

and consequently, enhanced lipid synthesis may not be needed for rapid cell proliferation.
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We also observed alterations in glutathione metabolism in thyroid cancer. The mean level of 

oxidized glutathione (GSSG) was significantly lower whereas the mean level of reduced 

glutathione (GSH) was only slightly higher in malignant nodules when compared to the benign 

nodules. In contrast, Tian et al. reported an increase of GSH in thyroid nodules compared to 

healthy thyroid tissue, but no significant variation of GSH or GSSG has been observed between 

benign and malignant nodules (Tian et al., 2015). This discrepancy may be partly due to the 

different types of thyroid nodules used by the two groups. Tian et al.’s sample cohort comprised 

only nodular goiters for benign cases and a majority of papillary thyroid carcinomas for 

malignant cases, while our study analyzed more various types of thyroid nodules, especially in 

benign cases. However, we need to increase the number of samples used for our studies 

including nodular goiters before comparing our results with those obtained by the group of 

Tian. Nevertheless, glutathione is considered to be one of the most important scavenger of 

reactive oxygen species (ROS) and thus, plays a key role in the protection of the cell against 

oxidative stress. The redox status of the cell expressed as GSH/GSSG ratio is widely used as a 

marker of oxidative stress (Asensi et al., 1999). Increased GSH levels are observed in various 

cancer types and are proposed to be associated with carcinogenic mechanisms, DNA synthesis 

and resistance to cytotoxic drug and radiation  (Gamcsik et al., 2012; Ortega et al., 2011). In 

our case, the observed results suggest a better capacity of malignant thyroid cells to cope with 

oxidative stress than cells of benign nodules.  

Purine nucleotide biosynthesis is known to be upregulated in neoplastic cells, especially in 

cancer cells, in order to support DNA replication and RNA synthesis (Tong et al., 2009). In 

addition, purine-related metabolites, such as adenosine and guanosine triphosphate (GTP), also 

serve as important regulatory factors during cancer progression. Continuous increased level of 

adenosine promotes immune suppression, angiogenesis and extracellular matrix remodeling, 

which creates a microenvironment suitable for cancer proliferation 
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Vannoni et al., 2004). It has also been shown that increased intracellular GTP levels are 

associated with increased invasion of melanoma cells (Wawrzyniak et al., 2013). Surprisingly, 

we observed lower levels of most purine nucleotides and nucleosides in malignant thyroid 

nodules compared to benign nodules, especially for adenosine monophosphate (AMP) and 

guanosine monophosphate (GMP). The decrease in AMP and GMP levels in malignant thyroid 

nodules may be associated with the cyclic nucleotide signaling pathways which are known to 

be strongly altered during tumorigenesis (Fajardo et al., 2014). In addition, considering that 

benign and malignant thyroid nodules contain both neoplastic cells with increased needs in 

purine-related metabolites, the observed lower levels of AMP and GMP in malignant thyroid 

cells may also be related to an increase in the consumption of nucleotides.  

Furthermore, we demonstrated that reliable discrimination of benign thyroid nodules from 

malignant nodules could be achieved by analysis of only 17 metabolites. Despite this small 

number of metabolites, the OPLS-DA model showed a good performance (R2 = 0.657, Q2 = 

0.390, Accuracy = 93.3%) and a strong predictive power (p-value of CV-ANOVA = 0.012, Q2-

intercept = -0.35). All 17 selected metabolites were detected with relatively high intensity, 

which will allow their quantification even with small sample quantities, such as FNAB. Further 

experiments on FNAB samples are necessary to evaluate the accuracy of such analysis, but 

metabolomic profiling of FNAB samples with LC-MS is possible in the foreseeable future and 

will be a highly valuable tool for thyroid cancer diagnosis. 

In summary, we demonstrate in this study the discrimination between benign and malignant 

thyroid nodules using a global LC-MS-based metabolomic approach. Metabolic 

reprogramming in malignant thyroid nodules leads to alterations in purine metabolism, in 

glutathione metabolism and in the TCA cycle. Accurate discrimination was achieved using only 

17 easily detectable metabolites. This opens the possibility for the use of LC-MS-based 

metabolomic analyses on FNAB samples in thyroid cancer diagnosis.  
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Figure1.A.OPLS-DAmodelforbenignandmalignantthyroidnoduleclassification(1predictive

component+2orthogonalcomponents,R2X(cum)=0.418,R2=0.896,Accuracy=100%,Q2=0.635,p-

valueofCV-ANOVA=3.44E10-4).B.100-permutationtest.C.Loadingplotshowingtheweightof

eachmetabolites indiscriminatingmalignant frombenignnodules.Inred,metaboliteswithVIP

(Variableimportanceonprojection)>3.0;Inorange,VIP>2.0.
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Figure2.MetabolicpathwayanalysisusingmetaboliteswithVIP>3
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Figure3.Metabolic dysregulationinA.Glutathionemetabolism;B.Purinemetabolism;C.TCA

cyclebetweenbenignandmalignantthyroidnodules.Thevaluesareshownasmean±standard

deviation.ThelevelofsignificancewascalculatedbyMann-Whitneytestandisindicatedby*forp<

0.05,**forp<0.01and***forp<0.001.
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Figure4.A.OPLS-DAmodelforbenignandmalignantthyroidtumorclassificationusingthe17

mostdiscriminantmetabolites.(1predictivecomponent+1orthogonalcomponents,R2X(cum)=

0.342,Accuracy=93.3%,R2=0.657,Q2=0.390,p-valueofCV-ANOVA=0.012).B.100-

permutationtest.
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Table1.Demographicandclinicalcharacteristicsofthepatients.

Benign Malignant

Number of patients 15 15

Age (years) 57±19 51±13

Gender (Male/Female) 3/12 4/11

T stage

T1a / 0

T1b / 1

T2 / 3

T3 / 11

T4 / 0

N stage

Nx / 3

N0 / 1

N1a / 7

N1b / 4

Pathohistology(Benign)

Adenoma 9 /

Hyperplasia 1 /

Multinodulargoiter 2 /

Hashimoto'sthyroiditis 1 /

Hetero-vesicularnodule 2 /

Pathohistology(Malignant)

Papillary thyroid carcinoma / 11

Follicular thyroid carcinoma / 3

Medullarythyroidcarcinoma / 1

Anaplasticthyroidcarcinoma /
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Table2.Variationofmetabolites(VIP>3)inthyroidtumors.Thesignificanceofvariation

betweenbenignandmalignantgroupswasestimatedusingtwo-tailedMann-Whitneytests.

RT,retentiontime;VIP,variableimportanceonprojection;M,malignantthyroidnodules;B,benign

thyroidnodules.

Name m/z RT (min) Mode VIP
Mean
Benign

Mean
Malignant B M

Ratio 
M/B p-valueComment

Citricacid 191.02 2.09 NEG 9.1 1.13E+09 4.46E+08 0.40 0.005

N-Desmethylvenlafaxineor Tramadol 264.20 10.78 POS 8.8 6.96E+08 1.51E+07 0.02 0.11 Drug

L-Acetylcarnitine 204.12 2.06 POS 7.9 2.43E+09 2.34E+09 0.96 0.59

Glutathione 308.09 2.08 POS 7.9 1.65E+09 2.14E+09 1.30 0.29

Creatine 132.08 1.38 POS 7.8 1.62E+09 1.31E+09 0.81 0.71

Ascorbic acid 175.02 1.89 NEG 5.5 1.38E+09 1.28E+09 0.93 0.56

Hydroxybutyrylcarnitine 248.15 2.12 POS 5.3 3.27E+08 1.19E+08 0.37 0.04

N-Acetyl-L-aspartic acid 174.04 2.09 NEG 5.1 1.93E+08 4.24E+08 2.19 0.02

Adenosine 268.10 7.68 POS 4.3 3.72E+08 2.39E+08 0.64 0.32

L-Carnitine 162.11 1.27 POS 4.2 6.50E+08 7.16E+08 1.10 0.93

Acetaminophen 152.07 8.70 POS 4.1 2.48E+08 3.25E+07 0.13 0.11 Drug

L-Malicacid 133.01 1.73 NEG 3.7 2.46E+08 1.50E+08 0.61 0.005

p-Cresol sulfate 187.01 10.51 NEG 3.7 2.47E+08 1.11E+08 0.45 0.008

NADH 664.12 7.70 NEG 3.7 1.16E+08 2.56E+07 0.22 0.12

Gabapentin 172.13 8.99 POS 3.4 1.88E+08 5.47E+04 0.00 0.41 Drug

UDP-N-acetylglucosamine 606.07 1.52 NEG 3.3 2.33E+08 1.44E+08 0.62 0.02

Aminoadipicacid 162.08 1.80 POS 3.3 1.53E+08 5.50E+07 0.36 0.04

Oxidized glutathione 613.16 2.35 POS 3.2 1.72E+08 9.66E+07 0.56 0.003

Guanine 152.06 2.07 POS 3.1 1.52E+08 2.47E+08 1.63 0.01

Adenosinemonophosphate 348.07 2.08 POS 3.0 3.75E+08 2.59E+08 0.69
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Supplementarydata.Figure1.Principalcomponentanalysis(PCA)ofthyroidnodulesbasedon

untargetedmetabolomicdata.
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II.ii.2.1 Conclusions et perspectives 

Nous avons montré dans ce travail que les nodules thyroïdiens bénins peuvent être différenciés 

des nodules thyroïdiens malins par analyse métabolomique en LC-MS. L’analyse 

métabolomique présente un outil de diagnostic de cancer de la thyroïde rapide, peu couteux et 

automatisable qui possède un grand potentiel en clinique et est complémentaire à l’analyse 

anatomo-pathologique. Cette étude est publiable mais reste limitée par le nombre 

d’échantillons. Une cohorte d’échantillons plus grande est nécessaire pour évaluer et valider la 

performance du modèle de classification en termes de sensibilité et spécificité. Cette validation 

avec une cohorte indépendante est aujourd’hui en cours de réalisation. 

L’objectif final de ce projet est de diagnostiquer les cancers de thyroïde grâce à la 

métabolomique dans les échantillons de cytoponction. Le projet présenté ici est réalisé grâce 

aux échantillons de tissus congelés qui présentent une quantité de matériel « confortable » pour 

l’analyse métabolomique en LC-MS. Les prélèvements congelés sont paradoxalement plus 

faciles à obtenir par rapport à la cytoponction : les pathologistes collectent souvent de tels 

échantillons de façon systématique alors que les cytoponctions ne sont pas conservées. De façon 

intéressante, nos résultats montrent qu’avec les 17 métabolites les plus discriminants, les 

nodules thyroïdiens bénins peuvent être différenciés par rapport aux nodules malins. Nous 

devrions pouvoir analyser ces 17 métabolites présents à un niveau abondant dans les tissus 

congelés, dans une cytoponction. L’approche semble donc très prometteuse pour le diagnostic 

préopératoire de la nature des nodules thyroïdiens. 

Aujourd’hui, dans plusieurs hôpitaux, les échantillons de cytoponction thyroïdienne sont 

prélevés dans un tampon de fixation, CytoRich Red (Laverty et al., 1997; Weidmann et al., 

1997). Le fixateur CytoRich aide à collecter et préserver les échantillons de cytoponction avec 

option hémolytique ou non-hémolytique. Le CytoRich Red représente la version hémolytique 

qui permet lyser des globules rouges tout en préservant les cellules pertinentes pour la cytologie. 

Le fixateur CytoRich Red contient, selon les fabricants, 20 à 30% de solvants (isopropanol et 

méthanol) qui permettent de fixer les cellules de nodules thyroïdiens pour l’analyse en cytologie 

en aval, cette étape permet également de libérer les métabolites dans le milieu extracellulaire. 

Le liquide de CytoRich après la récupération du culot cellulaire pourra donc être utilisé pour 

les analyses en métabolomique (Figure 45). Pour une telle analyse, les métabolites contenus 

dans les échantillons de cytoponction en CytoRich pourront être purifiés et concentrés par une 
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extraction en phase solide et analysés par la suite en LC-MS en ciblant les 17 métabolites 

discriminants. La récolte des échantillons du liquide de CytoRich et la mise au point de la 

méthode d’extraction est en cours actuellement. Cette partie des résultats sera intégrée dans la 

publication.  

La stratégie de préparation d’échantillons présentée ci-dessus n’interfère pas avec la procédure 

de cytoponction de base pour l’analyse en cytopathologie. Elle devrait fournir une information 

supplémentaire par analyse du métabolome pour le diagnostic des cancers de la thyroïde, 

notamment pour les échantillons non-déterminés en cytologie. Une telle analyse en 

métabolomique pourrait être introduite dans le futur en routine dans le diagnostic préopératoire 

des cancers thyroïdiens.  

  

 

Figure 45. Procédure de l'analyse métabolomique à partir de la cytoponction conservée 

dans le tampon de fixation CytoRich. 
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II.ii.3 Article III : Classification des types histologiques de carcinome à 

cellules rénales (RCC) par analyse métabolomique en LC-MS 

Le carcinome à cellules rénales (RCC) est la forme majoritaire (90-95%) du cancer du rein qui 

compte parmi les dix premières causes de mortalité liée aux cancers. Les RCC sont classés 

selon leur type histologique. Les trois sous-types majeurs sont les carcinomes à cellules claires 

du rein (ccRCC) représentant 70-75%, les carcinomes papillaires (papRCC) 10 à 15% et les 

carcinomes à cellules chromophobes environ 5% (Figure 46). Un diagnostic précis de types 

histologiques de RCC est important pour le pronostic du cancer et l’orientation thérapeutique 

parce que la classification histologique fournit un premier degré d’information sur l’agressivité 

et l’évolution du cancer rénal. 

 

Figure 46. Distribution des types histologiques les plus communs des carcinomes à cellules 

rénales. 

(Extraite de Shuch, B. et al. (2015). Understanding pathologic variants of renal cell carcinoma: Distilling 
therapeutic opportunities from biologic complexity. Eur. Urol. 67, 85–97.) 

 

Pendant longtemps, les carcinomes à cellules rénales ont été considérés comme un seul type de 

cancer (Figure 47). En revanche, il est aujourd’hui clair que le RCC est un groupe hétérogène 

de tumeurs qui diffèrent au niveau de leur apparence histologique, de leur profil génétique et 

de leur réponse au traitement. Il est donc essentiel de pouvoir les distinguer mais également de 

comprendre les différences métaboliques entre les types histologiques des RCC pour 

développer des nouvelles stratégies thérapeutiques type-spécifiques. 
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Figure 47. Evolution de la classification des carcinomes à cellules rénales. 

(Extraite de Shuch, B. et al. (2015). Understanding pathologic variants of renal cell carcinoma: Distilling 
therapeutic opportunities from biologic complexity. Eur. Urol. 67, 85–97.) 

 

Plusieurs équipes ont déjà étudié la reprogrammation métabolique au niveau de ccRCC (Figure 

48). De façon générale, la glycolyse, la synthèse de lipides, le métabolisme du glutathion et le 

métabolisme du tryptophane sont augmentés lorsque le cycle de l’urée et la production 

énergétique à travers le cycle de Krebs sont diminués. Ces variations sont en faveur de la survie 

dans les conditions hypoxies et la prolifération des ccRCC. Contrairement aux ccRCC, la 

reprogrammation métabolique dans d’autres types de RCC, par exemple papillaires et 

chromophobes, reste mal connue. 

 

Figure 48. Reprogrammation métabolique dans les carcinomes à cellules claires du rein 

(ccRCC). 

(Extraite de Wettersten, H.I., Aboud, O.A., Lara, P.N., and Weiss, R.H. (2017). Metabolic 
reprogramming in clear cell renal cell carcinoma. Nat. Rev. Nephrol. 13, 410–419.) 
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Dans notre étude, nous avons effectué la première analyse en métabolomique non-ciblée sur les 

différents types histologiques de carcinomes à cellules rénales. Nous avons d’abord montré que 

les trois types histologiques majeurs de RCC peuvent être classés par l’analyse métabolomique 

(Article III. Fig.1). De plus, nous avons montré une dérégulation au niveau du métabolisme des 

acides aminés et au niveau du métabolisme des acides gras entre les trois types de RCC (Article 

III. Fig.5). Cette étude a montré que l’analyse métabolomique peut servir comme un outil 

complémentaire à l’histologie pour la classification des carcinomes à cellules rénales. De plus, 

les dérégulations métaboliques révélées à travers cette étude devraient servir au développement 

des nouvelles stratégies thérapeutiques notamment spécifiques à chaque sous-type du cancer du 

rein ou même à chaque patient. 

 

 

 

 

 

  



124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article III 

LC-MS based metabolomic profiling for renal cell carcinoma histologic subtypes 

Soumis dans le journal « Clinical Cancer Research » 

  



LC-MS based metabolomic profiling for renal cell carcinoma histologic subtypes 

Lun Jing1, 2, 3, Jean-Marie Guigonis1, 2, 3, Delphine Borchiellini 4, Matthieu Durand 5, 

Thierry Pourcher1, 2, 3, *, and Damien Ambrosetti 6, * 

 

1 Laboratoire Transporter in Imaging and Radiotherapy in Oncology (TIRO), Université Nice 

Sophia Antipolis, Nice, France 

2 Laboratoire Transporter in Imaging and Radiotherapy in Oncology (TIRO), Institut de 

biosciences et biotechnologies d'Aix-Marseille (BIAM), Commissariat a l’Energie Atomique, 

Nice, France 

3 Laboratoire Transporter in Imaging and Radiotherapy in Oncology (TIRO), Université Côte 

d’Azur, Nice, France 

4 Service d'oncologie, Centre Antoine Lacassagne, Nice, France 

5 Service d'urologie, Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Nice, France 

6 Laboratoire Central d'anatomopathologie, Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Nice, 

France 

* These authors contributed equally to this study 

Running title: RCC subtype classification by metabolomics 

Keywords: renal cell carcinoma, metabolomics, metabolites, subtype classification 

Word count: 3730 

 

Corresponding author: Thierry Pourcher, TIRO, Faculté de Médecine, 28 Avenue de 

Valombrose, 06107 Nice Cedex 2, France. Phone: +33 493377712. Email: pourcher@unice.fr

Article III.1

 



 

Disclosure statement: The authors declare no potential conflicts of interest. 

 

Article III.2

 



Statement of translational relevance 

The histological classification of renal cell carcinoma (RCC) is one of the first challenges for 

pathologists. Accurate classification provides a primary level of information on the 

evolutionary risk of RCC and is thus important for cancer prognosis and theragnostic 

orientation. This study shows that LC/MS-based untargeted metabolomic analysis could be 

used for RCC subtype classification. Metabolomic analysis presents the advantage of being 

fast, cheap and automatable. In addition, development of such molecular assays, which are 

complementary to histology and genetics, could help the diagnosis of non-classified RCC 

(~5%). Moreover, the metabolic dysregulations revealed for each RCC subtype in this study 

should allow the development of new subtype-specific targeted therapeutic strategies, which is 

mostly limited to clear cell RCC today. Finally, our results also revealed the promising putative 

capacity of such metabolomic analysis for personalized medicine. Further clinical studies are 

needed but the relevance of this approach is foreseeable. 
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ABSTRACT 

Purpose: 

Renal cell carcinomas (RCCs) are classified according to their histological features. Accurate 

classification of RCCs and comprehensive understanding of their metabolic dysregulation are 

of critical importance. Here, for the first time, we investigate the use of metabolomic analyses 

to classify the main RCC subtypes and to describe the variation in metabolites for each subtype.    

Experimental Design: 

We performed metabolomic profiling of 37 RCC frozen samples (21 clear cell, 9 papillary and 

7 chromophobe) and 8 adjacent healthy tissues using liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC/MS).  

Results: 

Multivariate classification with high performance (R2 = 75.0%, Q2 = 59.7%, Accuracy = 100%) 

was established to discriminate the three main RCC subtypes. The classification model was 

validated by permutation test (Q2-intercept = -0.4) and cross-validation (p-value = 7.516x10-8). 

Pathway analysis using the 21 top metabolites showed significant differences in amino acid and 

fatty acid metabolism between RCC subtypes.  

Conclusions: 

This study shows that metabolomic profiling could serve as a tool that is complementary to 

histology for RCC subtype classification. An overview of metabolic dysregulation in RCC 

subtypes was established giving new insights into the understanding of their clinical behavior 

and for the development of targeted therapeutic strategies. 

 

 

Article III.4

 



INTRODUCTION 

Renal cell carcinoma (RCC) accounts for about 3% of malignancies in adults and 90-95% of 

all kidney cancers [1, 2]. In its disseminated form, kidney cancer is an aggressive tumor and is 

one of the ten most frequent causes of cancer mortality [3, 4]. RCCs are commonly classified 

according to the histologic features by which we distinguish three main subtypes: clear cell 

renal cell carcinoma (ccRCC) representing 70-75%, papillary renal cell carcinoma (papRCC)  

representing 10-15%, and chromophobe renal cell carcinoma (chroRCC) representing 5% [5]. 

The histological classification provides a primary level of information on the evolutionary risk 

of these tumors, with ccRCC being the most aggressive and metastatic subtype, and chroRCC 

being the most indolent [6, 7]. Thus, the accurate diagnosis of the histologic subtype is 

important for cancer prognosis and theranostic orientation [8]. Moreover, understanding of the 

biologic origin responsible for the differences in clinical behavior between RCC subtypes is 

crucial for the identification of appropriate targeted therapeutic strategies [9-11]. Thus, all 

analysis complementary to histology, including cytogenetics, immunohistochemistry, or 

metabolomics  as we will present here  is invaluable in RCC classification. 

Metabolomics is the large-scale study of virtually all small molecules present within a cell, a 

tissue or a whole organism, and which provides a snapshot of all biochemical events occurring 

at the moment of the sample collection [12]. One of the hallmarks of cancer cells is the 

metabolic reprogramming that fuels their high energy needs [13]. In the last decade, untargeted 

metabolomic profiling, using liquid chromatography combined with mass spectrometry 

(LC/MS), has proven to be a promising tool in kidney cancer diagnostics and understanding. 

Previous studies have shown its importance for the discrimination of kidney tumors from 

control samples [14], for the discrimination of malignant versus benign adrenal neoplasm [15], 

and for the discrimination of different RCC stages [16]. 
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In this study, we performed the first untargeted metabolomic profiling analysis using LC/MS 

on the main RCC histologic subtypes. We demonstrated that RCC subtypes could be accurately 

classified by multivariate analysis based on metabolomic data and we further identified the 

metabolic dysregulation in each subtype, with a focus on amino acids and acyl carnitines. These 

results provide new insights into the differences between oncogenesis mechanisms for different 

RCC subtypes and shows promise for the selection of efficient and adequate treatments and the 

discovery of new subtype-selective therapeutic targets. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Sample collection and histological subtype diagnosis 

Tissue samples from 33 patients with non-metastatic RCC that had undergone surgery in the 

urology department of the Nice University Hospital between May 2016 and May 2017 were 

selected. As defined by the 2016 World Health Organization criteria [17, 18], diagnosis was 

based upon pathology and cytogenetic analysis. Initial management of surgical specimens was 

performed according to a standardized protocol. The surgical specimens were obtained 

immediately after nephrectomy. Fresh samples were collected and frozen in liquid nitrogen for 

further metabolomic analyses. We confirmed the identity of the examined tissue by microscopic 

examination of a mirror formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) sample. 27 patients having 

a tumor defined as ccRCC, papRCC and chroRCC were enrolled. The cohort was secondarily 

completed by including 10 patients with archived frozen tissue to complete the number in non 

ccRCC subtypes. All the tumors were managed in the same way, for both the initial 

macroscopic procedure and the diagnosis procedure. The detailed clinical pathological 

parameters are reported in supplementary tables 1 and 2. Informed consent was obtained from 

all individual participants included in the study. All patients gave written consent for the use of 

tumor samples for research purposes
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samples are the property of the tissue collection of the Pathology department, and are declared 

annually to the French Health Ministry. The procedures followed were approved by the 

institutional review board of the University Hospital of Nice. This study was conducted in 

accordance with the Declaration of Helsinki. 

Sample preparation 

Frozen tissues (100-200 mm3) were placed in microcentrifuge tubes and ground in 1 mL cold 

methanol (HPLC grade, Merck Millipore, Billerica, MA, USA) using pestles. Homogenized 

samples were incubated overnight at -20 °C then centrifuged at 15 000 g for 15 minutes. The 

supernatants were removed and dried using a SpeedVac concentrator (SVC100H, SAVANT, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The lyophilized samples were resuspended in 

180 µL of 50:50 acetonitrile-H20 mix (HPLC grade, Merck Millipore) prior to LC/MS/MS 

analyses. 

LC/MS/MS analysis 

Metabolic profiling was performed using LC/MS/MS. Liquid chromatographic analysis was 

performed using the DIONEX Ultimate 3000 HPLC system (Thermo Fisher Scientific). 10 µL 

of each sample was injected onto a Synergi 4 µm Hydro-RP 80 A 250 x 3.0 mm column 

(Phenomenex, Torrance, CA, USA). The mobile phases were composed of 0.1% formic acid 

(Thermo Fisher Scientific) in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B). The gradient 

was set as follows with a flow rate of 0.9 mL/min: 0% phase B from 0 to 5 min, 0 – 95% B 

from 5 to 21 min, holding at 95% B to 21.5 min, 95 – 0% B from 21.5 to 22 min, holding at 0% 

B until 25 min for column equilibration. Mass spectrometry analysis was carried out on a Q 

Exactive Plus Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific) with a heated electrospray 

ionization source (HESI II) operating in both positive and negative mode. High-resolution 

accurate mass (HRAM) full-scan MS and top 5 MS/MS spectra were collected in a data-

dependent fashion at a resolving power of 70 000 and 35 000 respectively. 
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(QC) sample was prepared from an equal mix of all collected samples. It was injected at the 

beginning of the run and after every 9 samples in order to monitor the stability of the mass 

spectrometer performance. 

Metabolomic profiling 

Raw data files were converted to mzXML files using MSconvert (Version2.1, ProteoWizard) 

[19]. The data obtained from positive and negative ionization mode were analyzed separately 

using MzMine (Version 2.29) [20]. Isolated chromatograms were built for each mass with a 

noise threshold of 105. A local minimum search algorithm was used to select the validated 

peaks. Peaks were then aligned by RANSAC (random sample consensus) algorithm with a 

tolerance of 10 ppm in m/z and 1 min in retention time. Missing values were filled in using the 

same m/z and RT range as observed in detected samples, where possible. We kept only peaks 

with no missing values after gap-filling. Peaks were then identified using the Human 

metabolome database (HMDB, version 3.0) with 15 ppm of mass tolerance [21]. Only identified 

metabolites were kept for further analyses. Results obtained with each polarity were combined, 

and for metabolites that were identified in both modes, we kept the metabolites with higher 

intensity mean.  

Multivariate analysis 

For multivariate analysis, metabolomic data were introduced into the SIMCA software (Version 

14.1, Sartorius Stedim Biotech, Germany). Raw data were mean-centered and scaled with the 

square root of the standard deviation (Pareto scaling) [22]. At first, non-supervised principal 

component analyses (PCA) were carried out using scaled data to visualize the overview of the 

dataset [23]. Outliers were eliminated if observed. Orthogonal projections to latent structures 

discriminant analysis (OPLS-DA), a supervised model, was then established to relate the X data 

to the Y response [24, 25]. In our case, the X is the metabolomic dataset and the Y is the 

histological classes allowing for the discrimination of different RCC subtypes. The OPLS-
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model was evaluated using R2X(cum): the variation of X explained by the X model; R2: the 

goodness of fit that is represented by the percentage of the variation of Y explained by the X 

model; Q2: the goodness of prediction. Q2 of the model was evaluated using a cross-validation 

test. 1/7 of the data were withheld during model development. The withheld portion was then 

predicted by the model that had been established using the remaining 6/7 of the data. The 

predictions for the excluded parts were compared with the actual values and these steps were 

repeated until all data have been withheld once. Q2 is the percentage of the variation of the 

dataset predicted by the model according to the cross-validation test. The significance of the 

cross-validation test was calculated by ANOVA using the predictive residuals. A significant 

model should have a CV-ANOVA p-value of less than 0.05. Additionally, response permutation 

tests were performed for the model validation. To this end, the Y (classes) are permutated to 

appear in a different order while the X-dataset remains intact. A new model is fitted to the 

permutated data. The R2 and Q2 of the permutated model are compared to the real model. A 

validated model should have all permutated Q2 values lower than the original Q2 and the Q2-

intercept below zero. The influence of each metabolite on the classification was calculated by 

the variable influence on projection (VIP) [25]. Metabolites with VIP > 1 have an above average 

influence. In our case, only metabolites with VIP values > 3 were selected for further pathway 

analysis using free web-based software, MetaboAnalyst (Version 3.0) [26]. Additionally, 

annotation of metabolites with VIP > 3 was verified manually using a reference MS2 spectrum 

of Metlin database. About 15% of identifiers were invalidated, mainly due to the confusion 

between isomers and the presence of contaminants from the mass spectrometer. 

Univariate analysis 

Univariate analyses were carried out using GraphPad Prism (Version 5.03, GraphPad Software 

Inc., USA). Differences between unpaired groups were compared using the two-tailed Mann-

Whitney test. For paired data, the two-tailed Wilcoxon matched-
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applied. Data were shown as the mean ± SEM. The level of significance was indicated by * for 

p < 0.05, ** for p < 0.01 and *** for p < 0.001. 

 

RESULTS 

Metabolomics data analyses and metabolite identification 

Twenty-one clear cell, 9 papillary and 7 chromophobe (37 in total) frozen tissue samples were 

collected. The metabolites from each sample were extracted in parallel and analyzed by 

LC/MS/MS. Raw spectrum data were then integrated in MzMine for chromatographic align 

and peak detection. 1591 and 898 peaks were isolated in positive and negative mode, 

respectively, and 852 (pos) and 469 (neg) could be identified in the human metabolome 

database. After elimination of the duplicates that were identified in both polarities, 1042 

metabolites were selected for further analysis. For 8 of these RCC tumors (5 ccRCC and 3 

chroRCC), we also collected adjacent normal tissue from the same nephrectomy surgical 

specimen to determine the baseline of metabolic levels in healthy controls. 

Multivariate analysis 

Raw metabolic data were mean-centered, and Pareto scaled before multivariate analysis. The 

Pareto scaling reduces the relative importance of high-intensity metabolites but preserves the 

integrity of the data structure compared to the classic unit-variant scaling [27]. Principal 

component analysis was then carried out to visualize the global variation in the observations 

and to detect possible outliers. The quality controls, which are the mix of all samples, were 

located in the middle of the PCA scatter plot demonstrating the reliable performance and 

reproducibility of the LC/MS analysis (Fig. 1 of supplementary data). None of the observations 

had to be removed as outliers. Supervised classification was performed using the OPLS-DA 

model. In addition to the classic PLS model, the orthogonal PLS model separates the dataset
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variation into two parts: predictive and orthogonal, and therefore allows for improved 

interpretability [24, 25]. For RCC histological subtype classification, the optimum OPLS-DA 

model (Fig. 1A) was established with 2 predictive components and 1 orthogonal component, a 

R2X(cum) of 44.2 % and a goodness of fit R2 of 75.0 %. The model shows discrimination 

between all three main subtypes of RCC. Moreover, all 37 samples were classified correctly 

according to their corresponding subtype. 

Cross-validation tests and permutation tests were performed to evaluate the predictive 

capability of this model. For cross-validation tests we withheld, by turn, 1/7 of the cohort as 

validation sets. The goodness of prediction Q2 estimated from these validation sets was 59.7 %. 

The p-value of cross-validation ANOVA test at 7.516x10-8 also showed the strong predictive 

power of the model. The permutation tests randomly transformed the class list of the cohort and 

compared the newly created models to the existing ones. All 100 permutation models presented 

lower predictive power Q2 than the initial model. The Q2-intercept was -0.4 (Fig. 1B). Both 

tests showed that this RCC subtype classification is statistically validated and of significant 

predictive power.  

For the discrimination of RCC samples from paired normal tissues, an OPLS-DA model was 

constructed in the same way (Fig. 1C, D). The fitting and predictive parameters of the model 

are R2X(cum) of 55.5%, R2 of 93.2%, Q2 of 78.0%, CV-ANOVA p-value of 0.015 and Q2-

intercept of the permutation test of -0.5. Our dataset demonstrated that the model is statistically 

valid despite the limited sample number.  

For both OPLS-DA models, the weight of each metabolite on each component is visualized on 

a loading plot (Fig. 2A, B). Metabolites that contribute more to the discrimination will have a 

higher weight, and thus, tend to be the farthest away from the origin. The importance of each 
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with a VIP > 3 in subtype classification, we compared their variation in each subtype and in 

healthy controls (Table 1).   

Metabolic pathway analysis 

For a better understanding of metabolic deregulation among RCC subtypes, we performed two 

types of pathway analysis. Metabolite Set Enrichment Analysis was performed using the Small 

Molecule Pathway Database (Fig. 3A) and Metabolic Pathway Analysis was performed using 

the KEGG database, which also calculates the impact of each pathway using topology analysis 

in addition to the classic enrichment analysis [26, 28] (Fig. 3B). Amino acid metabolism 

appeared to be the most frequently modified pathways in both analyses. These included 

methionine, arginine and proline, phenylalanine, glycine, serine and threonine metabolism, 

among others. Enrichment and pathway analyses also showed modifications in fatty acid and 

pyruvate metabolism. 

Heterogeneity within a tumor 

For 6 ccRCC, several samples were collected from each surgical piece to evaluate the 

heterogeneity within the tumors using metabolomics. We performed a hierarchical ascendant 

classification (HAC) on each set of data. For 1 of the 6 tumors, within the same surgical 

specimen, we observed a necrosis zone, a sarcomatoid zone and a conventional ccRCC zone. 

The HCA classification clearly distinguishes the necrosis portion and the sarcomatoid portion 

from the conventional carcinoma portion. This classification correlates with the results 

observed from macro and micro analyses (Fig. 4A, B). Interestingly, when we integrated all 

these samples in our previous OPLS-DA RCC subtype classification model, despite the intra-

tumor heterogeneity, all samples were correctly predicted to be clear cell subtype (Fig. 4C). It 

is important to note that we were also able to correctly classify all samples from the other 5 

ccRCC tumors (data not shown).    
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DISCUSSION 

In this work, we show for the first time that metabolomics allows for the molecular 

identification of different RCC histologic subtypes. In addition, our results provide new insights 

into the molecular characteristics of each subtype.  

Precise classification of RCC subtypes has important implications in kidney cancer treatment. 

It provides precious information, not only on the clinical tumor behavior but also on cancer 

prognosis, and it could also help direct therapeutic strategies [8]. Furthermore, up to 5% of RCC 

cannot be classified using standard histologic observations [29], therefore the development of 

complementary methods for RCC subtype classification is of critical importance to ensure the 

accuracy and robustness of cancer diagnoses. Recent technological progress with respect to the 

speed and resolution of LC/MS metabolomic analyses makes this approach particularly 

promising. Here, we present the first study showing the feasibility of RCC subtype 

classification using metabolomic profiling. Our metabolomic data clearly discriminated 

between all three main RCC subtypes. Combining LC/MS with multivariate analyses, we were 

able to build an OPLS-DA model with a fit (R2) of 75.0% and a prediction (Q2) of 59.7%. 

Notably, the model proved to be highly sensitive and extremely specific, since all 37 samples 

were correctly attributed to their corresponding subtypes. The predictive power of the model 

was validated by cross validation tests (CV ANOVA p-value = 7.516x10-8) and permutation 

tests (Q2-intercept = -0.4). Thus, we have demonstrated that metabolic profiling could provide 

a new tool for RCC subtype diagnosis. Compared to commonly used analyses (histologic, 

immunohistologic and genetic) [30], metabolomic analyses give information about the 

molecular features of the tumor, and therefore provide additional information on tumor 

behavior. Moreover, it presents the advantages of being fast, cheap and robust.
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The second aim of this study was to elucidate differences between RCC subtypes on a molecular 

level. To date, the vast majority of clinical trials and drug development strategies have focused 

on clear cell RCC due to its high frequency (over 75% of RCCs). Subsequent therapeutic 

strategies are then similar for the treatment of the other subtypes. However, it is known that 

renal cell carcinoma is a very heterogeneous group of tumors that display different behaviors. 

The RCC subtypes differ in their histologic appearance, genetic profile and response to drug 

treatment. To develop new subtype-specific therapeutic approaches, it is essential to understand 

the differences and similarities between subtypes on a molecular level [11]. In our study, an 

extensive overview of the metabolic profiles of the main RCC subtypes has been established. 

Over 1000 metabolites were identified and semi-quantified for each RCC subtype. Our data 

suggest that metabolic reprogramming mechanisms are different between RCC subtypes. 

Moreover, pathway analyses revealed significant differences between the RCC subtypes, 

mainly concerning amino acid and fatty acid metabolism. 

As previously shown by both Hakimi and Ganti and their collaborators [31, 32], we found that 

the levels of numerous amino acids (tyrosine, tryptophan, leucine, methionine, proline, and 

phenylalanine) were decreased in RCC samples compared to control samples. Our results reveal 

that the levels of different classes of amino acids were differentially altered in each RCC 

subtype (Fig. 5). For example, the level of aromatic amino acids, such as tryptophan, tyrosine 

and phenylalanine, were decreased in ccRCC and chroRCC, whereas the level of N-acetyl-L-

aspartate was decreased in ccRCC and papRCC. In contrast, the level of leucine was only 

decreased in chroRCC. The dysregulation of amino acid metabolism is known to be a key event 

during cancer development [33] and alterations in specific amino acid levels are emerging 

hallmarks of cancers. Amino acids serve, not only as basic building blocks in protein synthesis, 

but also as metabolic regulators in cancer cell growth [34]. Our results suggest that the 
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RCC histologic subtypes are each using very specific amino acids as energetic sources for cell 

proliferation.  

Pathway analysis also revealed alterations in fatty acid metabolism. The modifications in fatty 

acid metabolism are mainly related to variations in acylcarnitine levels (Fig. 5). Our results 

showed that, compared to normal tissues, the level of carnitines, palmitoylcarnitines and 

acetylcarnitines are mostly increased in ccRCC, whereas the papillary subtypes have the lowest 

level of acylcarnitines. It has previously been reported by Ganti and collaborators [35] that 

acylcarnitine concentrations are increased in the urine of ccRCC patients. It is also known that 

clear cell subtypes accumulate excessive intracellular lipid and glycogen, which accounts for 

their clear appearance in histologic observations [36]. Thus, the elevated level of acylcarnitines 

in ccRCC is consistent with an increase in fatty acid metabolism. 

Another interesting difference is the variation in the levels of immune-suppressive metabolites 

in the tryptophan pathway. As shown in Fig. 5, increases in kynurenine levels were frequently 

observed in ccRCC samples, whereas the majority of papRCC and chroRCC showed low 

kynurenine levels. Based on these observations, we could hypothesize that therapies targeting 

the kynurenine immune-suppressive effect (i.e. the indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) 

inhibitor but also interferon-α-based, interlekin-2-based and more recently anti-PD1 based 

immunotherapies) may have a lower success rate in papRCC and chorRCC than in ccRCC. 

However, further research with a much higher number of patients is required to clearly 

demonstrate the efficiency of metabolomic analyses in the prediction of successful cancer 

treatment strategies. 

It has to be noted that despite the significant differences in metabolite levels between the RCC 

subtypes, we could not identify any individual metabolite that independently allowed for correct 

and reliable classification. We show that 
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multivariate analyses provides a more accurate and robust tool than the use of only one or 

several metabolites as a biomarker. 

Finally, this study revealed that metabolomics also allows the characterization of different 

zones within a single tumor (necrosis, carcinoma or sarcomatoid). Importantly, this 

heterogeneity does not interfere with the overall subtype ccRCC classification, thus confirming 

the reliability of this metabolomics approach for subtype classification.  

To conclude, this study provides the first evidence that RCC subtypes can be discriminated 

using an untargeted metabolomics approach. Furthermore, we detected significant differences 

in metabolic profiles (amino acid and fatty acid metabolism) among RCC subtypes, which 

should be useful for the development of new specific treatments of papRCC and chroRCC. Our 

findings highlight the importance of metabolomic analyses, not only for RCC subtype 

classification, but also for elucidating the behavior of different RCC subtypes.  
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Figure1:Renalcellcarcinomaclassificationbasedonuntargetedmetabolomicsdata.(A)OPLS-DA
model ofRCCsubtypeclassification.Themodel iscomposedof2predictivecomponentsand1
orthogonalcomponent.ThemodelpresentsanR2X(cum)of44.2%,agoodnessoffitR2of75.0%,a
goodnessofpredictionQ2of59.7%andaCV-ANOVAp-valueof7.516x10-8.(B)Validateplotobtained
from100permutationtestsforRCCsubtypeclassification.(C)OPLS-DAanalysisshowingthe
discriminationbetweenhealthycontrolandcarcinomasamples(8matchedpairsincluding5clearcell
and3chromophobe).Themodelpresents1predictivecomponent,2orthogonalcomponents,R2X(cum)
of55.5%,agoodnessoffitR2of93.2%,agoodnessofpredictionQ2of78.0%andCV-ANOVAp-valueof
0.015.(D)Validateplotobtainedfrom100permutationtestsforRCCandnormaltissuediscrimination.
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Figure2.LoadingplotshowingthemostdiscriminativemetabolitesinRCCsubtypeclassification(A)and
normalandRCCtissuediscrimination(B).Themetabolites withVIP(VariableImportanceforthe
Projection)>3arehighlightedwithredcircles;withVIP>2arehighlightedwithorangecircles.Variables
withVIP>3areusedforfurtherpathwayanalysis.
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Figure3.PathwayanalysisofalteredmetabolitesinRCCsubtypes.(A)Metabolitesetenrichment
analysisusingSMPDB(SmallMoleculePathwayDatabase).(B)Metabolomicpathwayanalysisusingthe
KEGGdatabase.
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Figure4.Exampleofmetabolicprofilingintumorheterogeneity.(A)Macroscopicobservation.(B)
Metabolicprofiling.Dendrogramofhierarchicalclusteringanalysis(HCA).(C)Predictedscoresofthe7
in-tumorheterogeneitysamplesintheOPLS-DARCCsubtypeclassificationmodel.All7samples(black
stars)werecorrectlypredictedaccordingtotheirsubtype,ccRCC.
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Figure5.Mainmetabolicdysregulationamongclearcell(cc),papillary(pap)andchromophobe
(chro)RCC.p-valueswerecalculatedusingaMann-Whitneytest.Thelevelofsignificancewassetat
*forp<0.05,**forp<0.01and***forp<0.001.
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Table1:Levelsoftopmetabolites(VIP>3)inthreemaintypesofRCC.p-valueswerecalculatedusinga
Mann-WhitneytestforunpairedcomparisonandaWilcoxonsignedranktestforpairedcomparison.Thelevel
ofsignificancewassetat*forp<0.05,**forp<0.01and***forp<0.001.

Name row m/zMode VIP Mean cc Mean pap
Mean 
chro

ccpap
chr
o
pap/ccchro/cc

pap/chr
o

Mean 
Healthy

RCC/Heal
thy

Creatine 132.08 POS 10.51 2.98E+09 1.31E+094.92E+09 0.44 1.65 0.27* 2.06E+09 1.26
L-Acetylcarnitine 204.12 POS 10.43 4.50E+09 1.91E+093.13E+09 0.42** 0.70 0.61 2.90E+09 1.24
L-Carnitine 162.11 POS 6.85 2.18E+09 1.03E+091.79E+09 0.47* 0.82 0.58 1.34E+09 1.82
L-Proline 116.07 POS 6.45 1.39E+09 2.06E+098.66E+08 1.48* 0.62 2.38*** 1.56E+09 0.71*

L-Phenylalanine 166.09 POS 6.07 1.44E+09 2.07E+091.09E+09 1.43 0.76 1.90* 2.09E+09 0.51*
Betaine 118.09 POS 5.15 2.10E+09 2.46E+091.82E+09 1.17 0.87 1.35 1.71E+09 1.44

Hypoxanthine 137.05 POS 5.11 1.21E+09 1.95E+091.79E+09 1.61* 1.48 1.09 3.26E+09 0.54**
L-Lactic acid 89.02 NEG 5.00 3.45E+09 3.87E+093.55E+09 1.12 1.03 1.09 2.16E+06 0.80
L-Isoleucine 132.10 POS 4.65 1.44E+09 1.51E+098.21E+08 1.05 0.57 1.83* 1.26E+09 0.56**

Glycerophosphocholine 296.07 POS 4.03 4.80E+08 5.79E+088.33E+08 1.21 1.73 0.70 2.86E+08 2.06
L-Methionine 150.06 POS 3.89 2.18E+08 6.83E+082.83E+08 3.14** 1.30 2.41* 6.15E+08 0.36**
L-Tyrosine 182.08 POS 3.70 3.99E+08 7.36E+083.26E+08 1.85** 0.82 2.26*** 9.71E+08 0.49*

L-Palmitoylcarnitine 400.34 POS 3.66 4.48E+08 1.05E+081.84E+08 0.23** 0.41 0.57 1.17E+08 0.96
Dimethylglycine 104.07 POS 3.63 4.50E+08 3.42E+083.94E+07 0.76 0.09*** 8.67* 1.28E+08 1.01
L-Tryptophan 205.10 POS 3.40 4.34E+08 6.37E+082.85E+08 1.47 0.66 2.24* 7.77E+08 0.41**

Hydroxybutyrylcarnitine 248.15 POS 3.22 4.08E+08 1.22E+085.12E+08 0.30 1.26 0.24 2.50E+08 2.62*
N-Acetyl-L-aspartic acid 174.04 NEG 3.21 3.81E+07 8.15E+073.57E+08 2.14 9.37** 0.23* 5.97E+08 0.29*

Adenosine 268.10 POS 3.19 1.19E+08 1.09E+084.88E+08 0.91 4.10 0.22 1.45E+08 1.37
L-Malic acid 133.01 NEG 3.19 4.93E+08 2.53E+082.23E+08 0.51 0.45* 1.14 5.19E+08 0.63

Isobutyryl-L-carnitine 232.15 POS 3.14 4.66E+08 3.39E+086.25E+08 0.73 1.34 0.54 4.82E+08 1.39
L-Glutamic acid 148.06 POS 3.07 1.09E+09 7.98E+085.56E+08 0.73 0.51 1.43 7.57E+08
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COHORT N %

NUMBER OF PATIENTS 37

AGE AT SURGERY (YR) 64.3

GENDER

Male 27 73

Female 10 27

SURGICAL PROCEDURE

Radical nephrectomy 27 73

Partial nephrectomy 10 27

HISTOLOGY SUBTYPE

ccRCC 21 57

papRCC 9 24

chRCC 7 19

pT

1 15 41

2 4 11

3 18 48

Supplementary table 1.
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Characteristics of the patients included in this study.



ISUP GRADE N %

2 8 27

3 13 43

4 9 30

Supplementary table 2.
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Grade distribution for ccRCC and papRCC.



Supplementary figure 1. Principal component analysis (PCA) of RCC subtype based on untargeted 
metabolomics data.
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II.ii.3.1 Conclusions et perspectives 

Nous avons montré dans cette étude que l’analyse en métabolomique non-ciblée peut être 

utilisée pour la classification des types histologiques principaux des carcinomes rénaux 

(cellules claires, papillaire ou chromophobe). L’analyse du métabolome présente l’avantage 

d’être rapide, robuste, peu coûteuse et automatisable. Un usage courant en routine clinique est 

donc envisageable. L’étude actuelle est limitée par le nombre d’échantillons, notamment pour 

les types histologiques relativement peu fréquents : papillaires et chromophobes. Une cohorte 

supplémentaire est prévue pour valider les résultats déjà obtenus.  

De plus, la métabolomique pourrait également être utilisée dans l’orientation thérapeutique du 

cancer du rein. Notre étude a montré que la métabolomique révèle non seulement les 

changements de métabolisme spécifiques à chaque type histologique, mais également les 

changements spécifiques à chaque patient (par exemple, dans le cas du niveau de métabolites 

immunosuppresseurs : la kynurénine et l’acide quinoléique). La métabolomique pourrait 

prédire, dans le cas des patients en métastase, la réponse ou non aux immunothérapies. La 

démonstration d’une telle possibilité nécessite évidemment des cohortes d’échantillons plus 

grandes et recueillis spécifiquement pour la problématique en question. 

Par ailleurs, l’analyse en métabolomique pourrait également être utile dans le diagnostic 

préopératoire du cancer du rein. La même approche montrée dans notre étude pourrait être 

appliqué sur d’autres types d’échantillons, par exemples les fluides biologiques (sang ou urine) 

ou les biopsies. L’analyse en métabolomique dans les fluides biologiques pourrait servir à un 

diagnostic précoce du cancer du rein et l’analyse en métabolomique dans les biopsies pourrait 

servir comme un outil complémentaire à l’analyse histologique. 
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II.iii Conclusions et perspectives 

Nous avons montré au travers de trois projets l’intérêt et le potentiel de la métabolomique pour 

la toxicologie et le diagnostic en cancérologie, tout d’abord pour les nodules thyroïdiens, 

ensuite pour les cancers du rein. Les voies de métabolisme de base sont communes entre 

différents types cellulaires et même souvent entre différentes espèces. L’application de la 

métabolomique n’est pas limitée à ces études sur les cancers de la thyroïde et du rein pour 

lesquels j’ai été particulièrement impliquée. La même méthodologie est aussi actuellement 

appliquée à d’autres études auxquelles je suis associée, comme la classification des cancers du 

sein, la reprogrammation métabolique des gliomes de type IDH (Isocitrate déshydrogénase) 

mutée et la dérégulation métabolique des cellules de mélanomes résistants. En étant à 

l’intersection de la recherche fondamentale et du développement clinique et pharmaceutique, 

la métabolomique est une vraie discipline translationnelle et pourra encore amener des réponses 

à d’autres problématiques.   

 

Nous avons développé une procédure standard en analyse métabolomique non-ciblée pendant 

cette thèse grâce à la participation de différents logiciels de traitement spectral et statistique. 

Cette procédure a montré son efficacité et sa fiabilité à travers différents projets. Néanmoins, 

l’amélioration de la procédure d’analyse continue et les points suivants mériteront une attention 

particulière : 

▪ Confiance sur l’identification des métabolites 

Avec les progrès rapides en vitesse et en sensibilité des techniques de spectrométrie de masse, 

nous pouvons détecter aujourd’hui dans une analyse plus d’un millier de métabolites, mais cette 

détection s’accompagne d’un nombre non négligeable d’artéfacts expérimentaux. La 

métabolomique non-ciblée souffre de détection de faux positifs dans le traitement des spectres. 

Une validation manuelle sur un petit nombre de métabolites d’intérêt est toujours possible. 

Mais, une identification automatique plus fidèle est un développement essentiel afin de ne pas 

conduire à des informations erronées. 

Dans la procédure actuelle, l’identification des métabolites est basée uniquement sur la masse 

du métabolite en question. L’identification par la masse présente l’avantage d’être simple à 
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réaliser car plusieurs banques de données de métabolites sont disponibles. De plus, cette étape 

d’identification est souvent intégrée dans les logiciels de traitement de spectres. En revanche, 

l’identification par la masse peut conduire à une incertitude relativement grande selon la masse 

choisie. Pour faire face à ce problème, nous avons choisi dans ces projets de vérifier 

manuellement l’identification des métabolites les plus discriminants par rapport à leur spectres 

bruts (MS1 et MS2). Nous en avons conclu qu’il y a environ 15% de fausses identifications et 

qu’elles sont liées aux artéfacts, isoformes, ions multichargés, etc. Pour renforcer la fiabilité 

des analyses métabolomiques, les méthodes d’identification supplémentaires se basant sur la 

fragmentation MS2 ou le profil isotopique présentent un grand intérêt. Des banques de données 

de spectres MS2 sont en cours de construction et de plus en plus de logiciels sont en train 

d’intégrer des algorithmes pour l’identification des métabolites avec autres informations que la 

MS1.  Nous devrions disposer dans un futur proche de logiciels permettant une identification 

beaucoup plus fiable. 

 

▪ Robustesse et reproductibilité 

Nous avons montré pendant cette thèse la faisabilité de la métabolomique dans plusieurs 

applications. Après cette phase de preuve de concept, la taille de cohorte, c’est-à-dire le nombre 

des échantillons, augmentera de façon conséquente. L’analyse d’une série d’échantillons peut 

durer plusieurs jours et les différentes séries d'un même projet peuvent être analysées avec 

plusieurs mois ou années d'écart. Les contrôles au niveau de la robustesse de l’équipement et 

de la reproductibilité des analyses sont donc nécessaires pour éviter les biais systématiques. 

Actuellement, nous avons introduit des contrôles qualités (mélanges de tous les échantillons 

d’une même série) analysés à une fréquence régulière pendant une série d’analyse pour 

surveiller la performance de l’instrument. Plusieurs autres procédures peuvent être employées 

pour renforcer la robustesse et la reproductibilité des analyses, par exemple les contrôles 

externes, les échantillons blancs, la randomisation de l’ordre de passage, etc. Les algorithmes 

bio-informatiques peuvent également être utilisés pour corriger le biais systématique produit au 

cours du temps.  
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▪ Dépendance aux logiciels 

Le post-traitement des données spectrales est réalisé dans cette thèse avec le logiciel MzMine. 

Ce logiciel présente l’avantage d’être en accès libre et il possède également une interface 

utilisateur ergonomique. En revanche, les résultats de traitement de données métabolomiques 

peuvent varier selon le type de logiciel utilisé (Gürdeniz et al., 2012; Yu et al., 2008). De plus, 

avec le même logiciel, les résultats peuvent quand même varier considérablement selon les 

paramètres choisis (Brodsky et al., 2010). L’évaluation et la comparaison des résultats générés 

par différents logiciels et/ou différents paramétrages sont nécessaires pour trouver le meilleur 

compromis. 
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Le terme « métabolomique » est utilisé pour la première fois en 1998 dans la publication de Dr. 

Oliver et son équipe (Oliver et al., 1998). Depuis, pendant 20 ans, les études en métabolomique 

n’ont pas cessé d’augmenter (Figure 49).  La métabolomique a prouvé son utilité dans de 

nombreux domaines : en recherche fondamentale, en pharmaceutique, en diagnostic, en 

médecine personnalisée, en toxicologie, etc. Nos résultats obtenus pendant cette thèse 

constituent seulement une petite partie de ce que la métabolomique peut nous apporter. Avec la 

génomique et la protéomique, la métabolomique complète la trilogie des études omiques. La 

métabolomique nous apportera de nouvelles connaissances et sera certainement utilisée pour 

de nombreuses applications en santé. 

 

 

Figure 49. Nombre de publications sur la métabolomique d'après une recherche 

biobliographique dans PubMed. 

(Extraite de Jacob, M., Lopata, A.L., Dasouki, M., and Abdel Rahman, A.M. (2017). Metabolomics 
toward personalized medicine. Mass Spectrom. Rev.)  
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Annexe I : Protocole d’extraction des métabolites pour l’analyse 

métabolomique non-ciblée en LC-MS 

 

Protocole pour les cellules en culture : 

(Les volumes de réactifs sont adaptés pour des plaques 6-puits) 

 

- Rincer 2 fois avec le tampon sucrose 150 mM froid (1 mL/puits) 

- Incuber les plaques à -80°C pendant 3h 

- Ajouter 1 mL de méthanol (Grade LC-MS) par puits 

- Incuber les plaques à -20°C sur la nuit 

- Le lendemain récupérer le surnageant des puits et le transférer dans un tube de 

microcentrifugeuse 

- Centrifuger à 15000 g pendant 15 minutes à 4°C pour éliminer les débris cellulaires 

- Récupérer le surnageant et sécher au Speed-Vac-  

- Reprendre les échantillons dans 50% H2O, 50% Acétonitrile (Grade LC-MS) 

- Les échantillons sont prêts à être analysés en spectrométrie de masse 

 

Protocole pour les prélèvements d’organes : 

 

-  Ajouter 1 mL de méthanol froid dans un tube de microcentrifugeuse 

- Ajouter l’organe congelé 

- Broyer avec un « piston pellet »  

- Incuber à -20°C sur la nuit  

- Le lendemain centrifuger à 15000 g pendant 15 minutes 

- Récupérer le surnageant et sécher au Speed-Vac  

- Reprendre les échantillons dans 50% H2O, 50% Acétonitrile (Grade LC-MS) 

- Les échantillons sont prêts à être analysés en spectrométrie de masse 
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Annexe II : Paramètres LC-MS utilisés pour l’analyse 

métabolomique 

   

HPLC 

Platform DIONEX Ultimate 3000 HPLC system 

Column Phenomenex Synergi 4 u Hydro-RP 80A 
250 mm x 3.0 mm 

Column temperature 40 °C 

Mobile phase A 0.1% formic acid in water 

Mobile phase B 0.1% formic acid in acetonitrile 

Flow rate 0.9 mL/min 

Gradient Time (min) 
0 
5 
21 
21.5 
22 
25 

A% 
100 
100 
5 
5 
100 
100 

B% 
0 
0 
95 
95 
0 
0 

Total duration 25 minutes 

Injection volume 10 or 15 µL 

  

Mass Spectrometry 

Global settings 

Platform Thermo Scientific QExactive Plus benchtop Orbitrap mass 
spectrometer  

Ion source Heated electrospray ionization source (HESI II) 

Ion source polarity Positive and Negative ion mode 

Spray voltage 3800 V in positive mode/2500 V in negative mode 

Vaporizer temperature 350 °C 

Ion sweep gas 1.0 unit 

Ion transfer tube temperature 300 °C 

Sheath gas pressure (N2) 60 units 

Auxiliary gas pressure (N2) 15 units 

MS1 

Scan mode High-resolution accurate mass (HRAM) full scan 

Resolution 70K 

Scan range 67 – 1000 m/z 

MS2 

Scan mode Data-dependent top 5 MS/MS spectra 

Activation type HCD (Higher-energy Collisional Dissociation) 

Resolution 35K 

Collision energy 30 or 40 % 
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Annexe III : Protocole standard pour MZMine v2.20  
 
1. Raw data convert 

Convert .raw files to centroid .mzXML files using MSconvert Software 
(MZMine can analyze also profile spectrum if wanted) 
 
• Change files to centroid MS data: 

 
 

• Keep only the MS1 spectrum: 

 
 
2. Import raw data 
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Raw data methods > Raw data import 
 
3. Mass detection 

Raw data methods > Peak detection > Mass detection 
• Set retention time range 
• Set polarity: + or – 
• Set mass detector: Centroid 
• Set noise level: 1E3 - 1E5 (recommended: 1E4) 

 

 

 
 
4. Chromatogram builder 

Raw data methods > Peak detection > Chromatogram builder 
• Set scans filter as in mass detection step (Retention time range, polarity, 
spectrum type…) 

• Set min time span: 0.05 - 0.2 (recommended: 0.1) 
• Set min height: 1E3 – 1E5 (recommended: 1E4) 
• Set m/z tolerance: 0.001 m/z or 10 ppm (m/z tolerance is always set at 10ppm 
for QExactive except for the online database identification step) 
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5. Chromatogram deconvolution  

Peak lists methods > Peak detection > Chromatogram deconvolution > Local 
minimum search 
(Only the highest peak for each m/z is detected here in order to avoid duplicates. Lower 

the following parameters if you wish to detect more than one peak for the same m/z: 
chromatographic threshold, minimum relative height) 

• Set chromatographic threshold: 99% - 99.8% (recommended: 99.5%) 
• Set RT range: 0.05 - 0.5 (recommended: 0.5) 
• Set minimum relative height: 100% 
• Set minimum absolute height: 1E4 – 1E6 (recommended: 1E5) 
• Set min ratio of peak top/edge: 1 – 1.5 (recommended: 1.1) 
• Set peak duration range: 0 - 1 

 

 
 
6. Isotopic peak grouper 

Peak list methods > Isotopes > Isotopic peak grouper 
• Set m/z tolerance: 0.001 m/z or 10 ppm 
• Set retention time tolerance: 0.1 min 
• Set monotonic shape: yes 
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• Set maximum charge: 2 
• Set representative isotope: Most intense 

 

 
 
7. Retention time normalization 

Peak list methods > Normalization > Retention time normalizer 
• Set m/z tolerance: 0.001 m/z or 10 ppm 
• Set retention time tolerance: 1 – 5 min (recommended: 1 min. The retention 
time tolerance could be much higher, check your chromatograms to see the 
retention time shift in your samples.) 

• Set minimum standard intensity: 1E5 – 1E7 (recommended: 1E6) 
 

 
8. Chromatogram alignment 

Peak list methods > Alignment > RANSAC aligner 
• Set m/z tolerance: 0.001 m/z or 10 ppm 
• Set RT tolerance: 0.5 – 5 min (recommended: 0.5 or 1 min. Check the 
chromatograms before alignment to see the retention time shift between your 
samples.) 

• Set RT tolerance after correction: 0.1 – 5 min (recommended: 0.2 or 0.5 min. = 
RT tolerance minus 0.5 to 1 min) 
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• Set RANSAC iterations: 10000 
• Set minimum number of points: 80% (This threshold could be lowered to 60% 
in case the alignment model could not be established, but not less.) 

• Set threshold value: = RT tolerance after correction 
• Set linear model: yes 

 

 
 
9. Duplicate peak filter 

Peak list methods > Filtering > Duplicate peak filter 
(Optional. Skip this step if you wish to keep the duplicates. Using duplicate peak filter, 

the peak row with the biggest median of all peak areas will be kept.) 
• Set m/z tolerance to 0.001 m/z or 10 ppm 
• Set RT tolerance to 100% relative 

 

 
 
10. Gap filling 

Peak list method > Gap filling > Same RT and m/z gap filler 
• Set m/z tolerance to 0.001 m/z or 10 ppm 
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11. Online database identification 
Peak methods list > Identification > Online database 
• Set database: Recommended Human Metabolome Database (HMDB) 
• Set ionization type: [M-H]- for negative, [M+H]+ for positive 
• Number of results: 5 
• m/z tolerance: 0.0015 m/z or 15 ppm 
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