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Préambule

Préambule

La métabolomique est une science relativement jeune apparue dans les années 1990-2000%2. Elle fait
partie des sciences « omiques » comme également la génomique, la transcriptomique et la protéomique. La

métabolomique est le dernier maillon de la cascade de ces sciences (Figure 1).

Génomique Transcriptomique Protéomique Métabolomique
“ce qui peut se passer” “ce qui semble se passer” “ce qui fait que cela se passe” “ce qui se passe réellement”

Génotype . Phénotype

Figure 1 : La cascade des sciences "Omiques".

La métabolomique correspond a I'étude des molécules de masses moléculaires inférieures a 1.5 kDa
présentes dans une matrice biologique donnée. Elle représente I'ultime réponse d’un organisme a un facteur
perturbant son fonctionnement. Les métabolites étant de diversités chimiques trés variées, il est tres complexe
de pouvoir détecter I'ensemble de ces composés en une seule analyse voire méme avec une seule technique
analytique. Deux méthodes analytiques sont principalement utilisées : la spectrométrie de masse (MS) et la
résonance magnétique nucléaire (RMN). Cette derniére technique est robuste, plus directement quantitative et
est non destructive mais en revanche souffre d’'un manque de sensibilité. La spectrométrie de masse est moins
robuste (notamment en raison de I'étape d’ionisation) que la RMN ce qui rend la quantification absolue des
métabolites plus complexe. Cependant, en raison de sa plus grande sensibilité et de sa plus large couverture
métabolique, la spectrométrie de masse est aujourd’hui la méthode analytique la plus utilisée pour les analyses
métabolomiques. Pour avoir une plus large vision de la composition métabolique d’un fluide biologique, cette
technique est souvent couplée a des méthodes séparatives telles que la chromatographie en phase liquide (LC)
ou gazeuse (GC). Grace a ces méthodes, des milliers de signaux sont détectés a partir d’un échantillon biologique
complexe (par exemple un biofluide humain), mais il est aujourd’hui encore tres difficile de tous les identifier

avec certitude.

Dans ce contexte, ma these s’est focalisée sur 'amélioration de l'identification des métabolites et de
I’aspect quantitatif des analyses métabolomiques par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse a haute résolution (LC-HRMS) respectivement au travers du développement de méthodes MS/MS sur un

instrument de derniéere génération (Orbitrap Fusion) et a la production de métabolites incorporant des isotopes
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stables (deutérium). Le premier objectif, initié lors de mon stage de Master 2, a été d’optimiser la méthodologie
des analyses métabolomiques par spectrométrie de masse pour faciliter 'annotation voire I'identification de
métabolites et gagner en temps d’analyse. En effet, lors des analyses métabolomiques actuelles, I'analyse de
profil métabolique par LC-HRMS des échantillons est souvent découplée (en tout cas au début de ma these) de
I'analyse par LC-HRMS/MS permettant de confirmer ou non l'identité des métabolites d’intérét. Dans ces
conditions, ne sont généralement fragmentés par MS/MS que les ions d’intérét préalablement mis en évidence
par I'analyse statistique des données de profilage. Jusqu’a récemment, les analyses MS/MS ne pouvaient pas
étre réalisées de fagon non ciblée et suffisamment exhaustive au cours d’'une méme analyse en raison de la
« faible » vitesse d’acquisition des analyseurs, notamment des analyseurs de type Orbitrap. A titre d’exemple,
au sein du laboratoire, les analyses MS sont souvent réalisées avec un instrument de type Exactive (Thermo
Fisher Scientific) qui ne permet pas 'acquisition de spectres MS/MS avec sélection d’ions précurseurs. Le délai
entre les analyses MS et MS/MS correspond alors au temps nécessaire pour le traitement des données obtenues
par I'analyse LC-HRMS. Afin de diminuer les biais analytiques induits par ce délai (dégradation de I'échantillon,
changement des conditions analytiques pouvant provoquer des décalages de temps de rétention et une
amélioration ou une diminution de la sensibilité), de plus en plus d’études s’intéressent au développement de
méthodes permettant I'acquisition simultanée des profils métaboliques des échantillons (spectres MS) et de
I'ensemble des spectres permettant la confirmation de l'identité des composés (spectres MS/MS). Ces
développements sont aujourd’hui possible grace aux améliorations technologiques ayant permis I’'augmentation
de la vitesse d’acquisition des analyseurs. Les méthodes de type « Data Dependent Acquisition » (DDA) et « Data
Independent Acquisition » (DIA) apparaissent comme des solutions de choix pour augmenter le nombre de
métabolites identifiés en une analyse en comparant les spectres MS/MS obtenus a des spectres MS/MS de

référence présents dans des bases de données.

Le deuxieme objectif de ma these a eu pour but de développer une nouvelle approche de production
de métabolites marqués aux isotopes stables, afin de répondre a terme a des problématiques liées a la
quantification de candidats biomarqueurs et a I'analyse de cohortes médicales. En effet, aujourd’hui, les cohortes
comportent de plus en plus d’échantillons. Pour des raisons essentiellement analytiques (notamment
encrassement progressif de la source du spectrométre de masse), elles sont alors divisées en plusieurs séries
d’échantillons qui sont analysées sur des périodes allant de plusieurs jours a plusieurs mois. Dans ces conditions,
les « batches » d’analyses sont souvent difficiles a normaliser et donc a comparer. De plus, pour certaines
problématiques comme I'étude de maladies rares, le nombre d’échantillons disponibles a un instant « t » est
faible. Différentes collectes d’échantillons sont alors effectuées dans le temps. Les analyses sont alors réalisées
soit une fois tous les échantillons collectés soit aprés chaque collecte. Dans le dernier cas, afin de pouvoir
comparer les différentes analyses espacées dans le temps et d’étudier les variations entre les échantillons, il est
nécessaire de normaliser les signaux obtenus. En effet, il est primordial de prendre en compte uniquement les
variations interindividuelles ou pathologiques et non les variations induites par la méthode analytique elle-méme.
Pour cela, la méthode de choix est la quantification absolue des métabolites. Le développement de méthodes
ciblées de quantification absolue est souvent envisagé pour confirmer la pertinence biologique de candidats

biomarqueurs révélés par les approches non ciblées, et déterminer des concentrations circulantes indispensables
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a leur utilisation ultérieure pour du diagnostic clinique. L'utilisation de standards internes marqués aux isotopes
stables est, aujourd’hui, la méthode de choix pour quantifier les métabolites. Ces standards n’étant pas toujours
disponibles commercialement ou a des prix parfois prohibitifs, des méthodes de marquage impliquant des

isotopes stables sont développées au laboratoire.

Pour répondre a ces objectifs, ce manuscrit est divisé en deux parties principales. La premiere partie est
une étude bibliographique en trois chapitres. Le premier chapitre présentera un état de I'art concernant la
métabolomique, le déroulement d’une analyse métabolomique, les méthodes analytiques physico-chimiques
utilisées et leur couplage avec les méthodes séparatives. Le deuxieme chapitre se concentrera particulierement
sur les analyses par spectrométrie de masse pour les études métabolomiques. Tout d’abord, le processus
d’annotation des métabolites sera détaillé puis les différents modes d’acquisitions MS/MS seront présentés. Le
troisieme chapitre s’intéressera aux méthodes quantitatives en métabolomique, notamment au travers de

I"utilisation de standards internes incorporant des isotopes stables.

La deuxieme partie de ce manuscrit présentera les résultats expérimentaux obtenus lors de cette thése.
Le premier chapitre détaillera les développements des méthodes d’acquisition MS/MS dits « Data Dependent
Acquisition » et « Data Independent Acquisition » et I'application d‘une méthode optimisée a I'analyse
d’échantillons issus d’études inter-laboratoires dans le cadre d’un projet européen. Le second chapitre exposera
les développements en terme de marquage de métabolites d’intérét aux isotopes stables par échange
hydrogéne/deutérium (H/D), la caractérisation par LC-HRMS des composés deutérés ainsi obtenus et leur
utilisation pour la quantification de métabolites dans un plasma de référence. Une étude préliminaire sur le
marquage in vivo au carbone-13 (3C) d’urine de souris sera finalement présentée. Pour cela, des urines de souris
« marquées » au carbone-13 ont été analysées pour mieux caractériser le métabolome de la souris et étudier la

cinétique de marquage.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

13C ou C-13 : carbone-13

15N ou N-15 : Azote-15

AGC : Automatic Gain Control, Contréle Automatique du Gain

AIF : All lon Fragmentation, Fragmentation de Tous les lons

APCI : Atmospheric Pressure Chemical lonization, lonisation Chimique a Pression Atmosphérique

APPI : Atmospheric Pressure Photolonization, Photolonisation a Pression Atmosphérique

CASMI : Critical Assessment of Small Molecule Identification, Evaluation critique de I'identification des petites
molécules

CCS : Collision Cross Section, Section Tranversale de Collision

CE : Capillary Electrophoresis, Electrophorese Capillaire

CE-MS : Capillary Electrophoresis coupled to Mass Spectrometry, Electrophorése Capillaire couplée a la
Spectrométrie de Masse

Cl : Chemical lonization, lonisation Chimique

CID : Collision Induced Dissociation, Dissociation Induite par Collision (aprés activation résonante)

Da : Dalton

DDA : Data Dependent Acquisition, Acquisition des Données en mode Dépendent

DIA : Data Independent Acquisition, Acquisition des Données en mode Indépendent

DIMS : Direct Introduction Mass Spectrometry, Spectrométrie de Masse a Introduction Directe

DP score : Dot Product Score

DTIMS : Drift Time lon Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité lonique a Temps de Dérive

El : Electron lonization, lonisation par Impact Electronique

ESI : ElectroSpray lonization, lonisation par Electrospray

FAIMS : Field Asymetric lon Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité lonique a Champs Asymétrique

FDA : Food and Drug Administration, Administration des Aliments et des Médicaments

FIA : Flow Injection Analysis, Introduction Directe en flux

FT-ICR : Fourier Transform lon Cyclotron Resonance, Transformée de Fourier a Résonance Cyclonique lonique

FWHM : Full Width at Half Maximum ; Largeur a Mi-Hauteur

GC : Gaz Chromatography, Chromatography en phase Gazeuse

GC-MS : Gas Chromatography - Mass Spectrometry, Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la
Spectrometry de Masse

H/D : Hydrogéne / Deutérium

HBMA4EU : Human Biomonitoring For Europe, Biosurveillance Humaine Pour I'Europe

HCD : Dissociation Induite par Collision (aprés activation non résonante)

HILIC : Hydrophylic Interaction Liquid Chromatography, Chromatographie Liquide a Interaction Hydrophile

HMDB : Human Metabolome DataBase

IM-MS : lon Mobility - Mass Spectrometry, Mobilité lonique couplée a la Spectrométrie de Masse

LC : Liquid Chromatography, Chromatographie en phase Liquide

LC-HRMS : Liquid Chromatography coupled to High-Resolution Mass Spectrometry, Chromatographie Liquide
couplée a la Spectrométrie de Masse a Haute Résolution

m/z : rapport masse sur charge

MIM : Multiple lon Monitoring, Mesure d'lons Multiples

MRM : Multiple Reaction Monitoring, Suivi de Réactions Multiples

MS : Mass Spectrometry, Spectrométrie de Masse

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem

NCE : Normalized Collion Energy, Energie de Collision Normalisée

NIST : National Institute of Standards and Technologies, Institut National des Normes et Technologies

NPLC : Normal Phase Liquid Chromatography, Chromatographie Liquide en Phase Normale

Pd/C : Palladium sur charbon actif

PFPP : PentaFluoroPhenylPropyl
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Liste des abréviations

ppb : Partie par billion

ppm : parties par million

PRM : Parallel Reaction Monitoring, Suivi de Réactions en Paralléles

QC : Quality Control, Contréle Qualité

QqQ : Triple quadripéle

QqTOF ou Q-TOF : Quadrupole - Time Of Flight, Quadripdle - Temps De Vol

RMN : Nuclear Magnetic Resonance, Résonnance Magnétique Nucléaire

RPLC : Reversed Phase Liquid Chromatographie, Chromatographie Liquide en Phase Inverse

RT : Retention Time, Temps de Rétention

Ru/C : Ruthénium sur charbon actif

SIL-IS : Stable Isotope Labeling - Internal Standard, Standard Interne Marqué aux Isotopes Stables

SIM : Single lon Monitoring, Mesure d'un Seul lon

SRM : Selected Reaction Monitoring, Suivi de Réaction Sélectionnée

SWATH : Sequential Window Acquisition of All THeoretical fragment-ion spectra

TIMS : Trapped lon Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité lonique a Piege

TOF : Time Of Flight, Temps de Vol

TWIMS : Traveling-Wave lon Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité lonique G Ondes Progressives
UHPLC : Ultra High Performance Liquid Chromatography, Chromatographie Liquide a Ultra-Haute Performance
WA4M : Workflow4Metabolomics
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Production scientifique

Production scientifique

Publications

- Data Acquisition workflow in liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry-based
metabolomics: Where do we stand?

Francois Fenaille, Pierre Barbier Saint Hilaire, Kathleen Rousseau, Christophe Junot
Journal of Chromatography A, 2017, 1526, 1-12
- A European Proposal for Quality Control and Quality Assurance of Tandem Mass Spectral Libraries

Herbert Oberacher, Michael Sasse, Jean-Philippe Antignac, Yann Guitton, Laurent Debrauwer, Emilien L.
Jamin, Tobias Schulze, Martin Krauss, Adrian Covaci, Noelia Caballero-Casero, Kathleen Rousseau,
Annelaure Damont, Frangois Fenaille, Marja Lamoree, Emma L. Schymanski

Environmental Sciences Europe, 2020, 32:43

- Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent Acquisition Workflows Implemented
on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics

Pierre Barbier Saint Hilaire”, Kathleen Rousseau”, Alexandre Seyer, Sylvain Dechaumet, Annelaure
Damont, Christophe Junot, Francois Fenaille

Metabolites, 2020, 10(4), 158

- Quantification of plasma metabolites by multi-point internal calibration using homemade produced
labeled internal standards

Kathleen Rousseau, Jessica Michieletto, Yu Min Kiw, Sophie Feuillastre, Grégory Pieters, Christophe Junot,
Francois Fenaille, Annelaure Damont

En cours de rédaction

Communications Orales

- Quantitative mass spectrometry-based targeted metabolomics using fastly produced Deuterated internal
standards

Annelaure Damont, Yu Min Kiw, Kathleen Rousseau, Sophie Feuillastre, Grégory Pieters, Christophe Junot,
Francois Fenaille

Congrés Metabolomics, Seattle, Etats-Unis, 2018
- Convenient production of deutérium-labelled internal standards for large-scale quantitative
metabolomics

Kathleen Rousseau, Jessica Michieletto, Yu Min Kiw, Sophie Feuillastre, Gregory Pieters, Christophe Junot,
Francois Fenaille, Annelaure Damont

Journée des doctorants de 'institut Joliot, CEA Saclay, Fance, 2019
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Convenient production of deutérium-labelled internal standards for large-scale quantitative
metabolomics

Kathleen Rousseau, Jessica Michieletto, Yu Min Kiw, Sophie Feuillastre, Gregory Pieters, Christophe Junot,

Francois Fenaille, Annelaure Damont

Journée des doctorants de I'école doctorale 2MIB, Evry, France, 2019

Convenient production of deutérium-labelled internal standards for large-scale quantitative
metabolomics

Kathleen Rousseau, Jessica Michieletto, Yu Min Kiw, Sophie Feuillastre, Gregory Pieters, Christophe Junot,

Francois Fenaille, Annelaure Damont

Congrés de Spectrométrie de Masse et Analyse Protéique, Strasbourg, France, 2019

Implementation of convenient one-step protocols for producing deutérium labeled metabolites:
Assessment of its use for quantitative LC-HRMS-based targeted metabolomics

Annelaure Damont, Yu Min Kiw, Kathleen Rousseau, Sophie Feuillastre, Grégory Pieters, Christophe Junot,

Frangois Fenaille

Symposium de Spectrométrie de Masse, Sherbrooke, Canada, 2019

Single injection LC-HRMS large-scale quantitative metabolomics using multipoint internal calibration and
on-demand produced multideuterated metabolites

Kathleen Rousseau, Jessica Michieletto, Yu Min Kiw, Sophie Feuillastre, Gregory Pieters, Christophe Junot,

Francois Fenaille, Annelaure Damont

Congrés virtuel de I’American Society of Mass Spectrometry, 2020

Communications par Affiches

Development and comparison of Data Dependent Acquisition (DDA) and Data Independent Acquisition
(DIA) LC-MS/MS workflow for untargeted metabolomics

Kathleen Rousseau, Pierre Barbier Saint Hilaire, Annelaure Damont, Francois Fenaille, Christophe Junot

Congrés du Réseau Francophone de Métabolomique et Fluxomique, Liege, Belgique, 2018

Development and comparison of Data Dependent Acquisition (DDA) and Data Independent Acquisition
(DIA) LC-MS/MS workflow for untargeted metabolomics

Kathleen Rousseau, Pierre Barbier Saint Hilaire, Annelaure Damont, Francois Fenaille, Christophe Junot

Journée des doctorants de I'institut Joliot, CEA Saclay, France, 2018
13C-labeling of mice for quantitative metabolomics analyses

Kathleen Rousseau, Annelaure Damont, Laurent Bellanger, Séverine Boity, Laurent Nussaume, Eric Ezan,

Jean-Jacques Leguay, Christophe Junot, Francois Fenaille

Journées des doctorants de |"école doctorale 2MIB, Orsay, France, 2018

Implementation of convenient one-step protocols for producing deutérium labeled metabolites:
Assessment of its use for quantitative LC-HRMS-based targeted metabolomics

Annelaure Damont, Yu Min Kiw, Kathleen Rousseau, Sophie Feuillastre, Grégory Pieters, Christophe Junot,

Francois Fenaille

Présentée par Annelaure Damont au congres American Society of Mass Spectrometry, Atlanta, Etats-Unis,
2019

Application of novel automated data dependent acquisition (DDA) in untargeted metabolomics
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Leticia Lacalle-Bergeron, Kathleen Rousseau, Tania Portolés-Nicolau, Juan V. Sancho, Christophe Junot,
Francois Fenaille

Congres 1st lberian Meeting in Separation Sciences and Mass Spectrometry, Santiago de Compostela,
Espagne, 2019

- Exploring DIA data analysis for metabolomics with Spectronaut

Maximilian J. Helf, Kathleen Rousseau, Oliver M. Bernhardt, Pierre Barbier Saint Hilaire, Tejas Gandhi,
Francois Fenaille, Lukas Reiter

Congreés virtuel de I’American Society of Mass Spectrometry, 2020
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Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 1

Chapitre 1 : La métabolomique

A — La métabolomique : contexte général

La métabolomique est une science relativement jeune, introduite dans les années 1990-2000 par Fiehn?
et Nicholson?. La métabolomique, qui correspondait aux analyses qualitatives des petites molécules, était alors
différenciée de la métabonomique, qui correspondait aux analyses quantitatives. Aujourd’hui, seul le terme
métabolomique est utilisé pour décrire I'analyse des molécules de poids moléculaires inférieurs a 1 kDa (ou 1.5

kDa selon les références).

La métabolomique est une science pluridisciplinaire qui aggrége des expertises en chimie analytique,
informatique, biostatistiques et biochimie. En effet, la chimie analytique permet d’obtenir les empreintes
métaboliques des échantillons et d’identifier les métabolites présents, le traitement du signal et les analyses
statistiques permettent d’extraire I'information analytiguement pertinente et les sciences du vivant font le lien
entre les résultats analytiques et le contexte biologique de I'étude. La métabolomique a de nombreux champs

d’application comme la médecine, la nutrition, ou I'environnement?.

La métabolomique s’intéresse donc aux plus petits composés présents dans une matrice biologique
donnée (plasma, urine, plantes, microorganismes...) : les métabolites. lls composent le métabolome défini
comme I'ensemble des molécules de faibles poids moléculaires®. Le métabolome comprend notamment toutes
les substances organiques provenant naturellement du métabolisme de I'organisme vivant étudié®. Les
métabolites sont divisés en deux familles principales : les métabolites d’origine endogéne directement produits
par I'organisme (acides aminés, vitamines...) et ceux d’origine exogene appelés xénobiotiques provenant d’une
source extérieure a l'organisme (médicaments, produits de I’alimentation, polluants environnementaux,
toxines...). Les métabolites de sources endogénes peuvent étre subdivisés en deux sous-groupes : les métabolites
primaires® et secondaires’. Les métabolites primaires sont ubiquitaires et nécessaires a la survie, au
développement et a la reproduction d’un organisme ou d’une cellule tandis que les métabolites secondaires
peuvent étre propres a un regne ou a une espece donnée et assurent donc des fonctions spécifiques. L’étude
globale ou large spectre de ces composés permet de connaitre la réponse d’un organisme a un facteur impactant
son fonctionnement. L’analyse métabolomique a ainsi pour objectif d’aboutir a une meilleure compréhension
des systémes biologiques en mettant en évidence des interrelations métaboliques, via le suivi de plusieurs
centaines de descripteurs moléculaires, qui n’auraient pu étre détectées par des approches biochimiques
conventionnelles. La complexité d’analyse de I'ensemble de ces métabolites est principalement due a la grande
diversité chimique de ces composés. Cela a conduit au développement et a l'utilisation (potentiellement

combinée) de différentes méthodes et stratégies analytiques. Les principales techniques d’analyse
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Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 1

métabolomique sont la RMN et la spectrométrie de masse. Le laboratoire ou j'ai effectué ma thése étant
spécialisé en analyse métabolomique par couplage de la chromatographie liquide a la spectrométrie de masse,

les paragraphes qui suivent traitent principalement de cette méthode d’analyse.

B — Déroulement d’une analyse métabolomique non ciblée

Les analyses métabolomiques comportent différentes étapes depuis la préparation des échantillons a
I'identification des métabolites d’intérét et I'interprétation biologique en passant par les analyses LC-HRMS81°,
La réalisation de ces différentes étapes nécessite du temps et chaque étape peut induire des biais particuliers
qui peluvent perturber I'analyse métabolomique®!!. Ces facteurs peuvent fausser I'interprétation biologique

finale. La méthodologie de travail utilisée au laboratoire est présentée de facon schématique en Figure 2°.

Préparation d'échantillons Acquisition de données (LC/MS) Traitement des données

I Detection et alignement
automatigue des variables

| | | Echantillons >
‘ i | Vo lmz (et | AfRepl K AtRepd | Aifiupl | A2l |
[0 34 100G {7339 2626406 ZLTEHI ZASER06 1 d6ERDN,

95 hid 41451 BI3E40T BALEHIT 4ATEH07 LTREHT

96 350d dAT40T S46E406 3.TIEHIG 6.AGERDE BOGERG
102 558575 SEEAR ZOMESDE LZYERDL 1.2AER06 4 ESEME
03 #02d] L2 GB4E40T BAVEAIT JADEROT 1FERT
106 F043E AI4TE LTIER06 1EIERIL 1.AER0E 119ERDE
Edd 10106 AZATY AEEADT ATIEA 1EFEROT 1 WERT
255 MZ0GE  ATL3 £96E406 ZESE+G 23TERDG 1.TEERDG
262 0ZO0Z 4906 1ESE406 1AL 145ER0E 8ATESOS
263 3059 471G 1026405 T.HIE+M T.57E+0d 5.52E#0d
269 WZOEE 124,49 TE0E403 TAZEHIE 464ER0Z 164ES0
ETE 1005 43R BAdE0T ASHEAIT LBOER0T 121EROT
290 0G0 1443 EETES0S ZAMEHIE 236605 §.32E80d
B2 10E0ZE dRh0d §R4E+05 BALEANE BAZERDS FABEHE

e P
i i Statistiques univariées 260 10L038 521 LIGES0S SASE 33TERDA b 5AERDA
Confirmation de structures il 3 MO0 G272 139E406 LOGESNE 1ISEMDE 4ASEME
3 MLOZ 17437 ZA6EMDE ZAMERN ZAGERD5 1IERDS

Variables {rt, m/z}

Analyses MS/MS Analyses statistiques

Caractérisation d'inconnus

. U

E Selection des variables pertinentes
(Rapport §/N, CV, ...}
Interprétation biologique Statistiques multivariées G
R | .'w:l- f : . ‘
| 1] . o} 5 Correction du signal
= a.. e f 4 | |

Annotation du jeu de données

. oo e s i e s | |Bases de données)
400 3000 2000 100 0 100 MME NOE 0D

Figure 2 : Déroulement d’une analyse métabolomique non ciblée (adaptée de Junot et al.).

La premiere étape concerne la préparation d’échantillon. Le but est d’extraire un maximum de
métabolites présents dans un échantillon d’intérét et ce, de fagon non biaisée. Cette étape est trés dépendante
du type d’échantillon analysé. Pour les échantillons de plasma ou sérum, cela consiste essentiellement a
précipiter les protéines!?!3, De nombreuses études ont étudié I'impact du solvant organique utilisé pour la

précipitation de ces protéines et se rejoignent souvent sur l'utilisation du méthanol pour obtenir le profil
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métabolique le plus complet et le plus robuste!*'>, Tout comme le plasma, l'urine est un type d’échantillon trés
fréquent pour les analyses métabolomiques car leur prélévement est non invasif'>!, Cependant, les urines
peuvent étre plus ou moins diluées selon I’heure de la journée ou I'état d’hydratation du sujet ce qui, pour des
contraintes de normalisation, rend plus complexe le profilage de ces échantillons. Cette normalisation peut étre
réalisée, par exemple, avec la créatinine urinaire ou la gravité spécifique’. En revanche, les urines contiennent
peu de protéines (en raison de I'action naturelle de filtration des reins). La préparation de ces échantillons
consiste donc souvent en une simple centrifugation pour éliminer les composants cellulaires puis une dilution
avec de I’eau (ou avec les solvants utilisés pour I'analyse de ces échantillons)'®181%, D’autres types d’échantillons
nécessitent des protocoles d’extraction des métabolites plus complexes. C’'est le cas des tissus biologiques ou
des organes prélevés par biopsie?’. Ces échantillons étant hétérogénes, lorsque I'ensemble du tissu doit étre
analysé et non une zone spécifique, une homogénéisation est souvent nécessaire avant I'extraction des
métabolites (si I'objectif est d’analyser I'entiéreté de I’échantillon et non une région spécificique). La quantité de
tissu variant d’un échantillon a 'autre, le volume de solvant d’extraction est ajusté pour chaque échantillon. En
général, pour la préparation des échantillons, il est conseillé d’extraire les métabolites en une étape pour limiter
les risques de dégradation de I’échantillon ou de perte de métabolites. Dans le cas des tissus biologiques et des
organes, les meilleures performances ont été obtenues avec un protocole biphasique en deux étapes?®?2, La
premiére étape consiste a extraire les composés polaires avec un mélange eau/méthanol et la deuxiéme étape
permet d’extraire les composés apolaires avec un mélange de solvants organiques tel que chloroforme/méthanol
ou dichlorométhane/méthanol?'?2, La préparation de I'échantillon, le protocole d’extraction des métabolites et
la normalisation des extraits a I'aide de la quantification des protéines totales de I"échantillon (dans le cas de
tissus par exemple) sont donc des étapes primordiales pour obtenir I'empreinte métabolique de I‘échantillon la

plus compléte et la plus robuste possible.

La deuxiéme étape d’une analyse métabolomique consiste a acquérir les données a proprement dites.
Au sein de notre laboratoire, les échantillons sont analysés par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS), généralement sur un instrument de type Exactive (Orbitrap)
ne posssédant pas la capacité de réaliser des experiences de MS/MS avec sélection d’ions parents. Cette analyse
permet d’avoir une vision globale de I’échantillon et d’obtenir son empreinte métabolique. En raison de leur
complémentarité, les colonnes C18 et HILIC sont les plus couramment utilisées pour couvrir au mieux la diversité
physico-chimique du métabolome. L'ensemble des méthodes séparatives sont détaillées dans une prochaine
section de ce chapitre. Les échantillons sont analysés aléatoirement selon une séquence prédéfinie comportant
des échantillons de contrdle qualité (QC) (Figure 3)?3. Les QCs sont des mélanges de I’ensemble des échantillons
a analyser et représentent donc des échantillons « moyens ». Ces QCs sont analysés tout au long de la séquence
a intervalles réguliers et a différentes dilutions. lls jouent un rdle crucial car permettent a la fois de mettre en
évidence les signaux analytiqguements pertinents et de corriger de possibles biais analytiques, comme les
décalages de temps de rétention ou I'encrassement partiel de la source du spectrométre lors des analyses?%2425,
Afin d’éviter les facteurs confondants liés a des parameétres physiologiques (sexe, age, poids), les échantillons

sont analysés selon un ordre aléatoire® (Figure 3).
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N* d'injection Echantillon N*d’injection Echantillon
1 Blanc Echantillon_4
18 Echantillon_7
19 Echantillon_19
20 Echantillon_17
Echantillon_36
Echantillon_50
23 Echantillon 45 dill ; dil2 ; dil4 ; dil8 =facteurs de dilution des QC
8 Qc_dil2 24 Echantillon_2
g aQc dil2 Echantillon 22
10 Qc_dil2 26 Blanc
11 Qc_dill 27 Qc_dill
12 ac dill 28 Echantillon 12
13 Qc_dil1 29-37
14 Blanc 38 Blane
15 Qc_dill 39 Qc_dill
Echantilon_31 40-x

Figure 3 : Exemple d’une séquence analytique.

Les données ainsi obtenues sont ensuite traitées a I'aide d’outils informatiques en libre acces ou fournis
par les constructeurs de spectrométres de masse?®?2, Les plateformes telles que Workflow4Metabolomics
(W4M)?°, MetaboAnalyst®® ou encore XCMS Online3! permettent de détecter automatiquement les signaux
LC-HRMS dans chaque échantillon, de regrouper les signaux similaires présents dans différents échantillons,
d’aligner les temps de rétention et d’intégrer les pics. Au laboratoire, nous utilisons essentiellement la solution
W4M développée au sein de l'infrastucture nationale de métabolomique et fluxomique, MetaboHUB. Apres
extraction et alignement des signaux, une matrice complexe de données est obtenue avec I'aire du signal
mesurée dans chaque échantillon et pour chaque variable, c’est-a-dire pour chaque couple m/z et temps de
rétention. A ce stade, la matrice contient des milliers de lignes qui correspondent a des milliers de variables. Il
est donc nécessaire de trier cette matrice pour ne garder que les signaux d’intérét. Pour cela, les signaux détectés
dans les échantillons et les QCs sont comparés avec ceux détectés dans les blancs afin de supprimer les signaux
non pertinents, non caractéristiques des échantillons analysés. L’analyse des QCs a différentes dilutions permet
de savoir si les variables détectées proviennent des échantillons (dont le signal corréle avec le facteur de dilution)
ou s'il s’agit de signaux non relevants3>33, Un tri est également effectué avec la variation des aires des sighaux
dans les QCs. Une variable avec des aires fluctuantes dans les différents QCs, c’est-a-dire avec un coefficient de
variation supérieur a 30 % dans notre cas, et avec une réponse analytique non proportionnelle en fonction des
facteurs de dilution des QCs, sera supprimée de la liste. Les variables restantes sont ensuite annotées grace a des

bases de données internes puis publiques3*3¢. Le processus d’annotation sera détaillé dans le chapitre suivant.

-29-



Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 1

Selon le nombre d’échantillons présents dans I’étude, une premiere étape de normalisation des signaux
LC-HRMS peut étre nécessaire. En effet, I'étude de grandes cohortes médicales implique un grand nombre
d’échantillons généralement analysés sur plusieurs semaines. La normalisation (informatique) des données a
partir des échantillons de QCs peut permettre de comparer les analyses effectuées lors de séquences
d’acquisition distinctes ou effectuées a des temps différents (Figure 4)*’. La Figure 4 illustre la répartition de 826
échantillons de sérum analysés en quatre « batches » avant et aprés normalisation. Bien que généralement
efficace, cette approche ne permet pas toujours de normaliser efficacement des données acquises avec des
grands intervalles de temps®. Dans ces conditions, la méthode de choix est I'utilisation d’étalons ou standards

internes pour la normalisation des données voire la quantification large-spectre de métabolites3®41.
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Figure 4 : lllustration de I'impact de la normalisation de quatre « batches » distincts d’analyse (cohorte de 826
échantillons de sérum).

Les points rouges correspondent aux QCs et les points verts correspondent aux échantillons.

Une fois les jeux de données normalisés et triés, les analyses statistiques permettent de mettre en
évidences les métabolites discriminants par rapport au contexte biologique d’intérét. Deux types d’analyses
statistiques sont principalement utilisées : les analyses univariées et les analyses multivariées*?. Les analyses
statistiques univariées permettent de comparer deux a deux les variables. Les analyses statistiques multivariées
permettent de visualiser les jeux de données et comparer des groupes de variables entre eux*. Ces analyses
peuvent étre supervisées ou non. Les analyses non-supervisées permettent de visualiser les groupes sans a priori
et donnent la tendance globale des variables. Les analyses supervisées orientent les statistiques selon certains

facteurs précis**.

La cinquieme étape a pour objectif d’identifier les variables d’intérét et de confirmer ou non I’annotation
réalisée. Pour cela, des spectres MS/MS sont acquis afin de les comparer a des bases de données spectrales3+3¢,

Cette étape sera détaillée dans le chapitre suvant.
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Au laboratoire, les analyses de profilage sont réalisées a I'aide d’un Exactive (Thermo Fisher Scientifique)
qui n’a pas la capacité d’acquérir, de facon ciblée, des spectres MS/MS. Les acquisitions MS/MS sont ensuite
réalisées sur un instrument de type Q-Exactive ou Orbitrap Fusion. Dans ces conditions, les analyses MS et
MS/MS sont réalisées avec deux spectrométres de masse différents a des temps également différents. Cela peut
malheureusement s’accompagner de biais analytiques tels que des dérives de temps de rétention ou encore une
dégradation des échantillons. Une illustration des dérives des temps de rétention est donnée en Figure 5 avec
I’exemple du tryptophane et de I'acide quinolinique. Deux analyses réalisées dans des conditions « HILIC négatif »
(forme [M-H] des deux composés) ont été effectuées a 10 mois d’intervalles et ont conduit a un décalage de

temps de rétention d’une minute pour 'acide quinolinique®.
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Figure 5 : Exemples de décalage de temps de rétention lors de I'analyse d'un méme échantillon a 10 mois
d'intervalle.

Dans le cadre de ma thése, nous avons cherché a faire évoluer cette méthodologie vers une approche
combinant les acquisitions MS et MS/MS griace a I'Orbitrap Fusion. L’identification des métabolites par
exploitation et interprétation des spectres MS/MS générés reste aujourd’hui un challenge lors des analyses

métabolomiques?, et sera aussi abordé dans la Partie B — Chapitre 1 de ce manuscrit.

La derniere étape d’une analyse métabolomique est I'interprétation biologique. Cette interprétation est
basée sur les voies métaboliques. Grace a des bases de données, il est possible de savoir dans quelle voie
métabolique les métabolites d’intérét sont impliqués et d’évaluer leur influence sur les autres métabolites de la
méme voie ou les autres voies liées*”*8, Le métabolome n’étant pas identifié dans sa totalité, les interactions
entre I'ensemble des voies métaboliques ne sont également pas toutes connues. Aujourd’hui, il est estimé

gu’environ 10 % des signaux détectés par LC-HRMS sont annotés alors que certaines bases de données comme
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HMDB référence plus de 114 000 métabolites (prédits ou détectés)3>464°, Ces chiffres soulignent a eux seuls la
difficulté d’identifier des métabolites mais également la marge de progression existante. L’interprétation
biologique nécessite I'intervention d’experts dans le domaine d’application (généralement des médecins) pour

comprendre les processus mis en jeu.

C — Les techniques d’analyse pour la métabolomique

1—Vue d’ensemble des méthodes analytiques les plus utilisées

Au cours du développement des analyses métabolomiques, différentes techniques analytiques ont été
utilisées pour détecter ces molécules de faibles poids moléculaires®. Dans les années 1970, le terme « profilage
métabolique » est apparu pour désigner les analyses qualitatives et quantitatives de mélanges complexes de
substances physiologiques et chimiques. Ces premieres analyses ont été réalisées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) pour détecter des stéroides, des acides (aminés et
organiques) et/ou des métabolites de médicaments®'°2. Dans les années 1980, les premiers articles référencant
des études de profilage métabolique par RMN sont publiés®*>*, De nombreuses méthodes ont été développées
et testées depuis lors telles que la spectroscopie infrarouge®® ou la chromatographie sur couche mince®®. Plus
tard, les analyses ont été réalisées grace a différents types de méthodes séparatives, comme |'électrophorese
capillaire (CE) couplée a un détecteur UltraViolet/visible®” ou a un détecteur de fluorescence induite par laser
(par exemple aprés dérivatisation chimique des acides aminés étudiés)® ou encore a un spectrométre de masse®°.
Le couplage CE-MS sera plus particulierement détaillé dans la partie suivante. Plus couramment, les
chromatographies en phase liquide ou gazeuse sont couplées a un spectrométre de masse (LC-ESI-MS et
GC-EI-MS)®%6%, Aujourd’hui, la RMN et la spectrométrie de masse sont les deux méthodes analytiques les plus

utilisées en métabolomique (Figure 6).
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Figure 6 : Nombre de publications en métabolomique au cours de ces 15 derniéres années avec des analyses
impliquant la RMN ou la spectrométrie de masse.

(Références obtenues via PubMed et les recherches : metabolomics AND (nuclear magnetic resonance OR
NMR) ; metabolomics AND (mass spectrometry OR MS))

2 — La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est aujourd’hui la méthode analytique la plus utilisée pour les études
métabolomiques. Les spectrométres de masse ont pour fonction de séparer les ions formés lors de I'étape
d'ionisation en source, selon leur rapport de masse sur charge (m/z). Un spectrométre de masse comporte une

source d’ionisation, un analyseur, un détecteur et un systéme de retraitement du signal (Figure 7).

Source
d’ionisation

Analyseur Détecteur Traitement

du signal

Vaporisation Analyse et Détection des Enregistrement
de séparation des ions et traitement du
I’échantillon et ions selon leur signal
ionisation des m/z
CcOmposés

Intensité
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Figure 7 : Schéma d’un spectrométre de masse.
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Les spectrometres de masse actuels sont trés majoritairement des spectrometres de masse en tandem
qui permettent de réaliser des expériences de fragmentation résonante ou non résonante d’ions d’intérét.
L'étude des fragments obtenus permet d’identifier le ou les composés dont les ions parents ont été

préalablement sélectionnés.

Dans ce manuscrit, nous présenterons uniqguement une description de quelques sources d’ionisation

ainsi que d’analyseurs utilisés pour les analyses métabolomiques.

a — Les principales sources d’ionisation

La source d’ionisation permet d’ioniser des composés arrivant dans le spectrometre de masse et les
rend donc détectables. Plusieurs types de sources existent et sont utilisées principalement en fonction de la
méthode séparative avec laquelle elles sont couplées et des métabolites a détecter. Deux classes de sources
d’ionisation se distinguent : les sources sous vide et les sources a pression atmosphérique. Dans les paragraphes
qui suivent, nous présenterons tres succintement les sources d’ionisation par impact électronique et électrospray

dont sont le plus souvent équipés les systemes GC-MS ou LC-MS communément utilisés pour la métabolomique.

- Les sources d’ionisation sous vide

Les sources d’ionisation sous vide sont principalement utilisées avec un couplage avec la GC. L'ionisation
par impact électronique (EI) est la méthode la plus ancienne qui a permis la création de base de données
spectrales®?. En effet, cette méthode d’ionisation posséde I'avantage de produire des spectres trés
reproductibles d’un spectrométre de masse a l'autre. Cette reproductibilité est liée a la large distribution
d’énergie interne déposée sur les ions et également a la cinétique de dissociation qui est en général bien plus
rapide que le temps de séjour des ions dans la source. Les composés issus de la GC vont étre bombardés par un
faisceau d’électrons avec une énergie cinétique de 70 eV ce qui va former des ions radicaux. Il s’agit d’'une
méthode d’ionisation couramment qualifiée de « dure » car I'énergie du faisceau d’électrons induit une
fragmentation importante. Il n’est donc pas toujours possible de détecter I'ion précurseur dans ces conditions®3.
En revanche, les spectres obtenus sont hautement reproductibles contrairement aux spectres obtenus par LC-

ESI-MS/MS. Les analytes les plus adaptés a I'El sont les composés relativement volatiles naturellement (ou rendus

volatiles par modification chimique) et thermiquement stables.

Une alternative plus douce a I'El est I'ionisation chimique. Un gaz réactif est ajouté dans la source et est
ionisé par un faisceau d’électrons. Les ions obtenus vont entrer en collision avec I'analyte et par transfert de

proton vont I'ioniser®. Ce sont des cations qui sont principalement formés par cette méthode.

-34-



Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 1

- Les sources d’ionisation a pression atmosphérique

Les sources d’ionisation a pression atmosphérique sont principalement utilisées pour les couplages du
spectrométre de masse avec la chromatographie liquide ou I'électrophorese capillaire. L'ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI) est I'une d’entre elles. Les analytes sont introduits dans un nébuliseur
pneumatique pour former un aérosol. lls sont emportés par un gaz présent dans la source vers une chambre de
désolvatation ou ils sont chauffés. L’analyte et la phase mobile se vaporisent sous |'effet de la chaleur et sont
conduits jusqu’a la chambre de réaction. La vapeur obtenue passe a travers un flux d’électrons émis par des
décharges Corona (décharges électriques de plusieurs kV). Les ions primaires obtenus a partir des molécules
présentes dans I'atmosphére vont échanger leur charge avec les molécules du solvant (ions secondaires).
L'ionisation de I'analyte va se faire soit par capture d’électron, soit par soustraction de proton avec les ions
secondaires®#®®, Cette réaction est similaire a celle de I'ionisation chimique sous vide. Cette technique est bien

adaptée pour les composés polaires et de masses inférieures a 1500 Da.

La photoionisation a pression atmosphérique (APPI) représente une autre méthode d’ionisation. La
premiére application de cette source pour le couplage LC-MS date de 2000%. La source APPI est trés similaire a
la source APCl ol I'aiguille Corona est remplacée par une lampe a photons®”®8. L’APCl et I’APPI sont trés sensibles
aux conditions expérimentales tel que le choix du solvant ou des réactifs. |l est donc nécessaire d’avoir une bonne
préparation d’échantillon pour ne pas avoir d’interférences®. L’APCI et I’APPI sont considérées comme des

méthodes douces d’ionisation.

Une troisitme méthode d’ionisation atmosphérique, qui est la plus répandue aujourd’hui, est
Iionisation par électrospray (ESI®®). Un fort champ électrique est appliqué dans un capillaire olu passe
I’échantillon liquide. Cela induit une accumulation de charge a la surface du liquide et produit un céne de Taylor
a I'extrémité du capillaire. Ce cone se décompose pour libérer des gouttelettes fortement chargées. Ces

gouttelettes sont ensuite chauffées puis désolvatées (Figure 87°).
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Figure 8 : Schéma d’une source ESI (extraite de Cech et al.).
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Il s’agit également d’une méthode d’ionisation douce plus efficace pour les composés polaires et qui

implique peu de fragmentation(s) en source®.

La Figure 97! résume les conditions optimales des trois sources sus-mentionnées a pression

atmosphérique.
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Figure 9 : Récapitulatif des conditions optimales pour I'utilisation des sources d’ionisation & pression atmosphérique
(extraite de Syage et al.).

Appliquée a la métabolomique, I'ESI apparait comme la méthode la plus polyvalente pour ioniser
efficacement un grand nombre de métabolites. A titre d’exemple, la Figure 10 présente une comparaison des
trois méthodes d’ionisation a pression atmosphérique présentées ci-dessus et montre que pour les centaines de
signaux détectés dans le plasma humain avec I'ensemble de ces sources d’ionisation, 91 % d’entre eux sont
détectés avec I'ESI alors que seulement 25 % et 29 % d’entre eux sont respectivement détectés avec I’APCI et

I’APPI72 (Figure 1072). A noter que 71% des métabolites ne sont détectés que par ESI.

‘ ESI+
P
/N 0% A\ 1% \
| AP+ {19 %‘i APPI +
\ 0% 6% 3%

Figure 10 : Comparaison et complémentarité des trois méthodes d'ionisation a pression atmosphérique ESI, APCl et
APPI pour I'analyse métabolomique d’un échantillon de plasma humain (adaptée de Tian et al.).

Pour ces raisons, I'ESI est la méthode d’ionisation la plus utilisée en métabolomique quel que soit le type

d’échantillon analysé (plasma, urine, tissu...)'¥7273,

-36-



Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 1

b — Les principaux analyseurs

Les analyseurs peuvent étre classés, comparés, en fonction de différentes caractéristiques telles que la
résolution, la précision de mesure de masse, la sensibilité et |la vitesse d’acquisition. La résolution en masse (ou
le pouvoir résolutif) d’un analyseur correspond a sa capacité a séparer des ions de rapports m/z proches. La
résolution est le plus souvent définie comme découlant de la largeur des pics a mi-hauteur (Equation 1). Elle peut

également étre caractérisée comme la capacité a séparer deux pics a 50 % de leur hauteur maximale (Equation 2).

R = T (Equation 1)
FWHM
m .
R = o (Equation 2)

ol m correspond au rapport m/z du composé d’intérét, Amrwmn la largeur @ mi-hauteur du pic mesuré (avec
FWHM pour « Full Width at Half Maximum ») et Am la différence de masse la plus petite entre deux pics bien

résolus a mi-hauteur.

La précision de mesure de masse, assimilée a une erreur de masse, correspond a la justesse avec laquelle
I’analyseur va mesurer le rapport m/z de I'ion en fonction de la valeur théorique. Cette donnée est souvent

exprimée en parties par million (ppm) et est obtenue selon I’équation 3.

|m (théorique)—m (mesurée)|

Erreur de masse = x10° (Equation 3)

m (théorique)
ol m (théorique) correspond au m/z théorique et m (mesurée) au m/z obtenu expérimentalement.

La vitesse d’acquisition d’un analyseur, aussi appelée fréquence d’acquisition, correspond au nombre
de spectres que peut acquérir un analyseur pendant une durée déterminée. S’agissant d’une fréquence, cette
valeur est donnée en Hertz ce qui correspond au nombre de spectres obtenus en une seconde. Pour les
analyseurs a piégeage d’ions comme les analyseurs de type Orbitrap, la résolution est directement dépendante

de la vitesse d’acquisition.

- Les analyseurs basse résolution

Les quadripdles et les piéges a ions linéaires ont été les premiers analyseurs utilisés’*. Un quadripdle est
composé de quatre électrodes cylindriques ou hyperboliques reliées électriquement deux a deux. Ces électrodes
sont soumises a deux potentiels, un continu et I'autre radiofréquence, déphasé de 180°. Cela crée un champ
quadripolaire a l'intérieur de ces quatre électrodes. En entrant dans le quadripdle, les ions gardent leur vitesse
longitudinale mais vont subir des oscillations a cause du champ quadripolaire (les trajectoires des ions peuvent

étre définies par les équations de Mathieu non développées dans ce manuscrit). Ces oscillations vont varier selon
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les m/z des ions ce qui permettra de les séparer et les filtrer. Les ions avec des oscillations instables, ne pourront

pas atteindre I'analyseur (Figure 117°).

lon Detector

Quadrupole

lon Source

Figure 11 : Schéma d’un analyseur quadripolaire (extraite de www.shimadzu.com).

Les pieges a ions linéaires de type « Linear Trap Quadrupole (ou LTQ) », tels que ceux équipants les
instruments de type LTQ-Orbitrap, sont composés de quatre électrodes a section hyperbolique. Les ions vont
d’abord étre piégés a l'intérieur des quatre électrodes puis, par I'application de radiofréquences plus ou moins
élevées, les ions vont avoir des oscillations plus ou moins stables en fonction de leur rapport m/z. Cela implique

que les ions avec les oscillations instables vont étre éjectés du systéme pour étre détectés’*’®,

- Les analyseurs a haute résolution

Les innovations en spectrométrie de masse sont actuellement majoritairement conduites par et pour
les sciences « omiques » pour lesquelles des échantillons de plus en plus complexes doivent étre analysés’’. Les
analyseurs haute résolution permettent, comme leur nom l'indique, une meilleure résolution des composés et
également une meilleure précision de mesure de masse. Il en existe deux familles principales : les analyseurs a
Temps de vol (TOF) et ceux a Transformée de Fourier comme les analyseurs de type Orbitrap et ceux a Résonance
Cyclonique des lons (FT-ICR). Les analyseurs de type TOF font partie des premiers analyseurs utilisés en
spectrométrie de masse. Cependant, dans les années 1960, par manque de technologies permettant
d’enregistrer et traiter les spectres rapidement (de I'ordre de la milliseconde), leur résolution ainsi que leur
sensibilité sont inférieures a celles des quadripdles qui leur sont préférés’. En effet, la dispersion énergétique
des ions a I'entrée du TOF entraine une grande perte de résolution. Cette dispersion a pu étre corrigée pour étre
réduite par refocalisation des ions sur le plan temporel et également sur le plan énergétique, via I'extraction
retardée des ions” ou l'utilisation d’un réflectron®. Lorsque les technologies pour améliorer la résolution,
I'enregistrement et le traitement des spectres ont été développées, les analyseurs TOF apparaissent comme une
tres bonne solution pour le profilage et la quantification d’échantillons. Dans un spectromeétre de type TOF, les
ions sont séparés selon le temps passé dans le tube de vol (c’est-a-dire dans une région libre de champ électrique).
Un paquet d’ions arrive au niveau d’une électrode d’accélération qui, grace a une impulsion, va accélérer tous
les ions avec la méme énergie. La vitesse des ions dans le tube de dérive étant directement proportionnelle a
I’énergie cinétique et a la masse des ions, les ions les plus lourds auront une vitesse de déplacement plus faible

que les ions de petites masses, ils mettront donc plus de temps pour arriver a I’analyseur. La taille du tube de vol,
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et donc la distance de vol des ions, a un impact direct sur la résolution des signaux. En effet, plus le tube de dérive
sera grand, plus il sera possible de séparer des composés de m/z proches. Comme nous I’'avons mentionné ci-
dessus, pour améliorer la résolution et donc augmenter la distance de vol des ions, des réflectrons ont été
développés. Les ions les plus énergétiques, les plus lourds, vont entrer plus en profondeur dans le réflectron et
vont donc mettre plus de temps a étre réfléchis. L'utilisation d’un réflectron permet d’augmenter la distance de
vol des ions sans augmenter la taille du spectrometre de masse et de corriger les possibles écarts d’énergie de
cinétique afin d’améliorer la résolution’® (Figure 127°). Les avantages actuels des TOF sont leur grande vitesse

d’acquisition.

lon Source
lon AcceleraEJ_LDﬁ_lon Detector
Electrode
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Flight Tube
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@ |+
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@® | +++
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Figure 12 : Schéma d’un analyseur de type temps de vol (extraite de www.shimadzu.com).

Dans la partie suivante, une description des instruments a transformée de fourier est réalisée. Les pieges,
tels que I'Orbitrap et le FT-ICR, sont des analyseurs dont le fonctionnement repose sur un principe comparable.
Ces derniers sont soumis a I'accumulation d’'un nombre important d’ions pour lesquels la détection n’est pas
destructive. En effet, les ions sont détectés par I'intermédiare d’un courant induit sans la nécessité d’étre éjectés
vers les détecteurs. L’analyseur de type Orbitrap est le plus récent, il a été décrit par Alexander Makarov 19993182,
Il s’agit d’un analyseur électrostatique a Transformée de Fourier. Cet analyseur, uniquement commercialisé par
la société Thermo Fisher Scientific, est composé de deux électrodes : une électrode centrale en forme de fuseau
et une électrode extérieure co-axiale (Figure 13%3). Les ions sont piégés a I'intérieur de I'analyseur par un champ
électrostatique créé par ces deux électrodes. Les ions vont alors avoir une trajectoire stable qui combine la
rotation autour de I’électrode centrale avec des oscillations harmoniques le long de celle-ci. Les oscillations
axiales permettent d’obtenir le rapport m/z des ions grace a une Transformée de Fourier rapide du courant
détecté sur les deux moitiés de I'électrode externe’”#324, Les analyseurs de type Orbitrap sont assez récents et
évoluent rapidement. Leurs caractéristiques se sont considérablement améliorées ces dernieres années ce qui
les rend de plus en plus comparables en terme de résolution spectrale aux analyseurs a trés haute résolution tels

que les analyseurs a Résonance Cyclonique des ions (FT-ICR). En effet, en 2005, les Orbitraps pouvaient atteindre
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une résolution de 150 000 (a m/z 200) et une précision entre 2 et 5 ppm’’. Aujourd’hui, les Orbitraps peuvent

atteindre une résolution de 1 000 000 (& m/z 200) avec une précision de mesure de masse inférieure au ppm8>2®,

Figure 13 : Schéma d'un analyseur de type orbitrap (extraite de Scigelova et al).

Les analyseurs FT-ICR sont des analyseurs a trés haute résolution qui ont vu le jour en 1974 sous
I'impulsion de Melvin B. Comisarow et Alan G. Marshall?’. Cette technique consiste a soumettre les ions & un fort
champ magnétique dans une cellule ICR (lon Cyclotron Resonance). Ce champ entraine les ions a adopter un
mouvement circulaire dans la cellule dont la fréquence dépend du rapport m/z de I'ion. Une cellule cyclotronique
se compose de trois paires de plagques qui sont assemblées en cube. Les plaques a chaque extrémité se
comportent comme des plaques de piégeage pour maintenir les ions a I'intérieur de la cellule cyclotronique. Les
deux plaques d’excitation sont reliées avec un émetteur de radiofréquences pour exciter les ions. Les plaques de
détection enregistrent le courant des ions. Le fonctionnement de ces analyseurs est basé sur le principe du
cyclotron dans un champ magnétique uniforme. Les ions sont piégés dans la cellule cyclotronique et se déplacent
selon une trajectoire orbitalaire. Lorsqu’une impulsion radiofréquence est envoyée a la cellule, les ions se
déplaceront selon une nouvelle orbite. Plus cette impulsion sera importante, plus I'orbite suivie par les ions sera
grande et donc plus les ions se rapprocheront des plaques de détection. Ce signal est traité par Transformée de
Fourier pour obtenir les spectres de masse®®8°, Cet analyseur n’est pas trés utilisé en routine car trés cher mais
est surtout caractérisé par un temps d’acquisition relativement lent®. De plus, sa faible vitesse d’acquisition le
rend peu compatible avec le couplage avec des méthodes séparatives comme la chromatographie liquide. Pour

cette raison, pour les analyses métabolomiques, il est souvent couplé avec un systéme d’introduction directe®’.

¢ — Les spectrometres de masse en tandem

Afin d’améliorer leurs performances quantitatives et d’acquérir des spectres MS/MS nécessaires a
I'identification de métabolites, les spectrométres de masse comportent plusieurs analyseurs. Un des analyseurs
sert a filtrer les ions et 'autre permet de les analyser. L’un des spectrometres de masse en tandem le plus connu
et le plus utilisé pour des approches de quantification ciblée est le triple quadripéle (QqQ). Comme son nom

I'indique, il est composé de trois quadripbles en série. Le premier sert a filtrer les ions, le deuxiéme est une cellule
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de collision qui permet de fragmenter les ions pour des analyses MS/MS et le troisieme permet I'analyse des ions
fragments®. Ce type d’instrument permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité de détection par rapport a
un quadripole simple. Ces instruments sont tres utilisés pour les analyses ciblées quantitatives en raison de leur

grande gamme dynamique®°2,

Pour certains spectromeétres de masse, les analyseurs présents sont différents. Ce sont des instruments
dits « hybrides ». Les Q-TOFs sont des spectrométres de masse « hybrides »®3. Par comparaison, 'analyseur TOF
du Q-TOF remplace le troisiéme quadripdle du triple quadripéle®®. Les Q-TOFs ont un pouvoir résolutif plus
important que les triples quadripdles®. Ce sont des spectrométres de masse trés utilisés pour le profilage
d’échantillon et avec I'amélioration des techniques, montrent de bonnes performances pour la quantification

notamment grace a leur grande vitesse d’acquisition®7.

D’autres spectrometres de masse « hybrides » trés populaires sont les instruments combinant un
analyseur de type quadripdle, ou un piége a ions linéaire, et un analyseur de type Orbitrap®®% (respectivement
Q-Orbitrap ou Q-Exactive, et LTQ-Orbitrap). Ces instruments permettent donc d’accéder a la haute, voire tres

haute résolution avec une trés bonne précision en masse et une grande gamme dynamique®%-192,

Afin d’améliorer encore les performances des spectrometres de masse « hybrides », des instruments
avec trois analyseurs ont vu le jour'®, Un exemple de spectrométre de masse dit « tribride » est I’Orbitrap Fusion
de Thermo Fisher Scientific (Figure 141%%). Les développements réalisés au cours de cette thése ont été effectués

avec ce spectromeétre de masse.
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Figure 14 : Schéma de I'Orbitrap Fusion (extraite de planetorbitrap.com).
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Ce spectrometre de masse possede donc trois analyseurs distincts : un quadripdle, un piége a ions
linéaire ainsi qu’un analyseur de type Orbitrap. Le quadripdle sert de filtre d’ions, I'analyseur de technologie
Orbitrap permet de détecter les ions a haute résolution, tandis que le piege a ions linéaire peut permettre a la
fois d’isoler et fragmenter les ions d’intérét mais aussi de les détecter a plus basse résolution. Un avantage
important de cet instrument est sa capacité de fragmentation selon deux modes distincts mais complémentaires :
la fragmentation de type « Higher-energy Collision Dissociation » (HCD) réalisée dans la cellule de collision et
celle de type « Collision Induced Dissociation » (CID) réalisée dans le piege a ions. En effet, pour identifier les
métabolites avec le plus haut degré de certitude, il est nécessaire d’acquérir les spectres MS/MS des métabolites
d’intérét présents dans I’échantillon d’étude et de les comparer aux spectres MS/MS des standards purs
correspondants!®. La combinaison de différents modes de fragmentation permet d’obtenir des informations
complémentaires pour un méme composé (cet aspect est discuté et illustré dans le Chapitre 2 ci-aprés)°610 |3
fragmentation HCD est une fragmentation dite « non résonante ». Les ions de I’analyte entrent en collision avec
des molécules de gaz neutre (de I'azote sur cet instrument). Dans ces conditions, les ions vont subir plusieurs
fragmentations successives ce qui permet de détecter plusieurs générations d’ions (ions parent, fils, petit-fils...).
La fragmentation CID est une fragmentation dite « résonante ». Elle repose sur I'excitation spécifique d’un ion
parent par application d’une radiofréquence qui lui est propre!. Dans I'Orbitrap Fusion cette fragmentation a
lieu dans le piége a ions linéaire et donne essentiellement des ions fils de « premiére génération ». La
combinaison de ces différents éléments, analyseurs et modes de fragmentation a pour but d’améliorer au mieux

la détection et I'identification des métabolites lors d’'une analyse métabolomique.

A titre de comparaison, les caractéristiques de quelques spectrométres de masse « hybrides » a haute
et tres haute résolution sont présentées dans le Tableau 1. L’'ensemble des instruments posséde une haute
précision de mesure de masse, inférieure au ppm. Cependant, ils different par leur pouvoir résolutif et leur
vitesse d’acquisition. En effet, pour les analyseurs a piégeage d’ions, tels que les analyseurs de type Orbitrap,
plus la résolution est élevée, plus la vitesse d’acquisition diminue. Lors d’analyses métabolomiques, il sera donc
essentiel de faire des compromis afin d’avoir une bonne séparation en masse des composés et une vitesse
d’acquisition suffisante. De plus, une vitesse d’acquisition élevée facilite le couplage avec les méthodes

séparatives comme la chromatographie en phase liquide ou gazeuse.
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Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques de quelques spectrométres de masse a haute et trés haute
résolution.

(Les données correspondent aux spécifications des constructeurs : www.agilent.com, www.bruker.com et
www.thermofisher.com)

Instruments Précision en masse Résolution Vitesse d'acquisition

Haute résolution

S?XZITZ’;]I?F <0.8 ppm 45000 (m/z 2722) 50 Hz (a une résolution de 45 000 a m/z 2722)
E';ZII;)F <1ppm 50000 (am/z1222) 100 Hz (3 une résolution de 50 000 & m/z 1222)
Q-Exactive HF-X R . . . .
(Thermo Fisher Scientific) <1ppm 240 000 (a m/z 200) 40 Hz (a une résolution de 7 500 a m/z 200)
Trés Haute Résolution
Orbitrap Fusion Lumos <1ppm 500 000 (3 m/z 200) 20 Hz (3 une résolution de 15 000 & m/z 200)
(Thermo Fisher Scientific) PP
s°'(aE:'r);k'\2f)Ms <0.6 ppm 60000 000 (3 m/z 702) 1 Hz (3 une résolution de 922 675 & m/z 200)

Pour conclure, il convient de noter que chaque instrument présente des avantages et des inconvénients
qui lui sont propres. Les différents instruments disponibles peuvent donc apparaitre comme complémentaires
les uns des autres. En ce qui concerne les Q-TOFs, ils disposent, pour principal avantage, d’un équilibre entre leur
précision en masse, leur sensibilité et leur vitesse d’acquisition. Par conséquent, ces instruments, de par leur
polyvalence, sont fréquemment utilisés en métabolomique bien que leur résolution soit inférieure a 60 000. En
outre, la vitesse d’acquisition de cet analyseur lui permet d’étre combiné a des méthodes séparatives liquides ou
gazeuses et lui confere ainsi des propriétés intéressantes pour I'étude de matrices ou de systémes complexes
dans les modes MS et MS/MS. De plus, les QTOFs récemment commercialisés disposent de pouvoirs résolutifs
encore améliorés conséquents et pourront a terme rivaliser avec les Orbitraps. Les QTOFs récents sont souvent
munis d’une cellule de mobilité ionique (voir ci-dessous), ce qui dans une certaine mesure leur permet de

compenser leur « manque de résolution ».

L’Orbitrap se caractérise par des mesures de m/z particulierement précises en routine (de I'ordre de 1
a 2 ppm) et par un pouvoir résolutif important (jusqu’a 500 000 voire 1 000 000), ce qui lui permet de rivaliser a
ce niveau avec le FT-ICR. L'Orbitrap est facilement couplée avec des analyseurs de type LTQ ou quadripdle, ce
qui lui confere une grande flexibilité d’utilisation et d’application. Le FT-ICR se distingue particulierement par ses
trés hautes résolution et précision de mesure de masse (potentiellement quelques ppb), trés utiles pour

identifier sans ambiguité des métabolites inconnus.
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d — La mobilité ionique

La mobilité ionique permet de séparer les ions selon leur conformation, leur taille et leur charge. Par
exemple, il est possible de séparer des isomeéres ce qui n’est pas toujours possible a réaliser avec les méthodes
séparatives décrites par la suite'®!° Les jons, sous forme gazeuse, arrivent dans un tube de dérive rempli de
gaz et ou ils sont soumis a un champ électrostatique. Lors du couplage avec la spectrométrie de masse (IM-MS),
la cellule de mobilité ionique se situe entre la source d’ionisation et I'analyseur. L'IM-MS a été peu utilisée par le
passé car elle était considérée comme insuffisamment résolutive et robuste contrairement aux autres méthodes
séparatives'®1! Aujourd’hui, pour I'lM-MS comme pour le couplage de la spectrométrie de masse avec d’autres
méthodes séparatives, il est nécessaire d’avoir un analyseur avec une bonne vitesse d’acquisition. Pour cela, I'|M-
MS est souvent couplé avec un analyseur de type TOF sur des systémes de type Q-TOF!®, Le couplage avec des

analyseurs de type Orbitrap est également possible jusqu’a des résolutions de 70 000 (3 m/z 200)*2.

Il existe quatre principaux types de mobilité ionique : la mobilité ionique a temps de dérive (DTIMS), a
ondes progressives (TWIMS), a champs asymétrique (FAIMS) et a piége (TIMS)1%113, Les cellules DTIMS et TWIMS
sont aujourd’hui les plus utilisées!!3, Les ions sont séparés selon le temps qu’ils mettent a traverser le tube de
dérive. Cela dépend de la forme, de la taille et de la charge de I'ion considéré ainsi que de la nature du gaz présent

dans le tube (Figure 15%14),
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Figure 15 : Schéma d’un instrument de mobilité ionique a temps de dérive (adaptée de Jiinger et al.).

Avec la cellule DTIMS, la section transversale de collision (« Collision Cross Section », CCS) peut étre
directement calculée a partir de I’équation de Mason-Schamp (non présentée ici). En revanche, avec la cellule
TWIMS, il est nécessaire d’utiliser des étalons de structure proche du composé d’intérét pour obtenir la CCS du
métabolite d’intérét!>. La CCS représente la surface apparente moyenne du composé. Chaque composé posséde

sa propre CCS1,
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Le couplage LC-IM-MS permet de couvrir une plus grande partie du métabolome que les méthodes LC-
MS et IM-MS utilisées indépendamment!'’. La CCS ajoute une nouvelle dimension au couple m/z et RT ce qui
contribue a améliorer I'identification des métabolites'?®. Cela fait de la mobilité ionique une technique analytique

de plus en plus utilisée pour les analyses métabolomiques!!>18,

D — Le couplage avec les méthodes séparatives

Les analyses métabolomiques par spectrométrie de masse sans couplage avec des techniques
séparatives sont réalisées par introduction directe en injectant I’échantillon soit a I'aide d’un pousse seringue
(DIMS), soit via le systéme chromatographique (FIA)'*® mais sans colonne chromatographique. Ces systémes
permettent I'analyse a haut débit des échantillons. Il est nécessaire de coupler ces systémes d’injection a des
spectromeétres de masse a haute voire trés haute résolution (type FT-ICR) afin de faciliter I'identification des
composés et de distinguer les composés isobares®>12%121 Cependant, ces techniques présentent certaines
limitations notamment liées aux phénomenes de suppression d’ionisation. Un autre inconvénient majeur lié a
I'introduction directe est I'impossibilité de distinguer les isoméres. L’ajout d’une dimension séparative
supplémentaire se révéle primordiale pour couvrir au mieux le métabolome d’un échantillon donné. Pour cela,
différentes techniques sont utilisées telles que la chromatographie en phase gazeuse ou liquide, I'électrophorése
capillaire et la chromatographie en phase supercritique. La chromatographie en phase gazeuse, en phase liquide

ainsi que I’électrophoreése capillaire sont spécialement détaillées dans ce manuscrit.

1—La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est I'une des techniques les
plus utilisées pour les analyses métabolomiques*?2. L’échantillon est injecté puis chauffé afin d’&tre vaporisé puis
dirigé vers la colonne. Les composés sous forme gazeuse vont interagir avec la phase stationnaire et seront plus
ou moins retenus selon leur affinité avec cette derniere. lls seront ensuite ionisés, dans la majorité des cas, via

une source a impact électronique!??,

Pour que les composés soient analysables dans ces conditions, il faut qu’ils soient volatils et
thermiquement stables. Cependant, une grande partie des métabolites n’est pas volatile!??'3, || est donc
nécessaire d’ajouter une étape de dérivatisation chimique lors de la préparation des échantillons afin de les
rendre volatiles et également plus stables thermiquement!?#125, Cette étape peut étre longue et peut entrainer
la dégradation d’une partie de I’échantillon. Pour réduire le temps d’analyse, des colonnes avec des diameétres
plus petits (100 um) ont été développées et ont montré de bonnes efficacités de séparation!?®. Les pics
chromatographiques étant tres fins, le couplage est réalisé avec un analyseur ayant une vitesse d’acquisition
importante, historiquement, avec les QqQ. Aujourd’hui le couplage GC-MS est envisageable avec des

spectrométres de masse Q-TOF ou Q-Orbitrap a des résolutions médianes (entre 30 000 et 70 000 a m/z 200).
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D’autre part, I'ajout d’une dimension supplémentaire de séparation avec la GCxGC-MS, qui correspond au
couplage de deux colonnes GC, permet d’augmenter |'efficacité de séparation des composés. Souvent, la
premiére colonne est apolaire et longue et la deuxieme colonne est polaire et plus courte (selon les études, plus
de 10 m pour la premiére et environ 2 m pour la deuxiéme)!?”:128, Ces développements permettent d’augmenter

le pouvoir résolutif de la séparation, la sensibilité ainsi que I'efficacité des analyses'?31%°,
Y

La robustesse des analyses par GC-MS a permis de constituer des bases de données spectrales robustes
et interopérables, notamment grace a la grande reproductibilité des spectres obtenus par impact électronique,
permettant I'identification des métabolites*°. La GC-MS permet d’obtenir une haute capacité de séparation des

pics ainsi qu’une grande sensibilité!2.

2 —La chromatographie en phase liquide

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution est
aujourd’hui la technique analytique la plus utilisée pour les analyses métabolomiques. Par chromatographie en
phase liquide, les molécules sont plus ou moins retenues selon leur affinité avec la phase stationnaire et les

solvants de la phase mobile®3,

Il existe différents types de chromatographie liquide, avec notamment : la
chromatographie liquide en phase inverse (RPLC), en phase normal (NPLC) et la chromatographie liquide
d’interactions hydrophiles (HILIC). L’efficacité de séparation de la colonne dépend, de la longueur et du diamétre

de la colonne, de la nature et de la taille des particules de la phase stationnaire ainsi que des phases mobiles.

Le principe de rétention de la chromatographie liquide en phase normale repose sur des interactions
hydrophiles entre I'analyte et la phase stationnaire. Cette phase stationnaire est souvent composée de silice avec
des groupement silanols (Si-OH). La chromatographie en phase normale permet donc de retenir les composés
polaires. A cause des solvants apolaires utilisés pour les phases mobiles incompatibles avec le couplage avec la

spectrométrie de masse, ce type de chromatographie est peu utilisée en métabolomique??>132,

La chromatographie liquide en phase inverse est la plus connue et, historiquement, la plus utilisée car
accessible et trés robuste!®3. Les colonnes de RPLC sont composées d’une phase stationnaire apolaire. Il s’agit de
la méme phase stationnaire en silice que celle utilisée pour la chromatographie liquide en phase normale sur
laquelle des chaines alkyles ont été greffées. Les composés sont alors retenus via des interactions hydrophobes.
Selon la nature et la taille des chaines alkyles greffées, la rétention des composés varie. Les mécanismes de RPLC
sont bien connus et permettent de prédire I'ordre d’élution des composés3*134 || s’agit d’un facteur important
pour 'identification de métabolites inconnus. L'utilisation de solvants aqueux ou organiques est un des points
forts de cette technique chromatographique, en raison de leur compatibilité directe avec une détection par
spectrométrie de masse!®. La RPLC avec une phase stationnaire greffée avec des chaines alkyles a 18 carbones
(RP-C18) est aujourd’hui trés utilisée pour les analyses métabolomiques'®. Cette chromatographie permet de
séparer les composés de faibles polarités a non-polaires. Cependant, elle ne permet pas de retenir suffisamment

les composés trés polaires comme certains acides aminés trés présents dans les fluides biologiques!??. Pour
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séparer ces composés polaires, des colonnes pentafluorophenylpropyl (PFPP) peuvent étre utilisées®3®. Les
interactions m-m entre la phase stationnaire pauvre en électrons et les analytes riches en électrons permettent

de séparer les composés polaires tels que les acides aminés aromatiques?3.

La chromatographie liquide a interactions hydrophiles (HILIC) est également trés utilisée en
métabolomique pour les composés polaires (comme les acides aminés, sucres, acides organiques...) et souvent
exploitée pour sa complémentarité avec la RPLC. Les colonnes HILIC sont composées d’'une phase stationnaire
de silice similaire a celle de la chromatographie liquide en phase normale avec par exemple un greffage diol,
amino ou sulfobétaine afin d’avoir une couche d’eau adsorbée a la surface de cette phase. Contrairement a la
chromatographie en phase normale, les phases mobiles sont directement compatibles avec le couplage avec la
spectrométrie de masse. Le gradient débute avec un fort pourcentage de solvant organique (souvent de
I’acétonitrile) qui diminue au cours du temps en faveur d’un solvant aqueux pouvant contenir des additifs37:138,
De nombreux mécanismes sont mis en jeu lors du processus de rétention des composés ce qui rend complexe la
prédiction de l'ordre d’élution des métabolites contrairement a la RPLC. Cependant, il a été montré que les
métabolites sont retenus selon leur polarité et leur degré de solvatation®*. Un des inconvénients souvent

évoqués pour cette technique est le temps assez long de rééquilibrage de la colonne entre deux échantillons afin

d’obtenir les analyses les plus robustes possibles.

De nombreuses études ont comparé les capacités de détection et de rétention de ces différentes
méthodes chromatographiques pour les analyses métabolomiques3%3°, Ces études ont montré que I'HILIC
permettait de retenir le plus de composés lors du profilage métabolique de sérum humain (Figure 16%39).
Cependant, il s’avére souvent nécessaire de combiner différentes techniques chromatographiques afin d’obtenir
la couverture la plus large possible du métabolome. La nature chimique des métabolites influence I'ionisation de
ces derniers. En effet, certains composés vont présenter une préférence pour I'ionisation positive ou négative,
et certains composés s’ionisent trés bien dans les deux modes tandis que d’autres non. Il a donc été montré que
la combinaison PFPP-ESI(+)-MS et HILIC-ESI(-)-MS permettait de couvrir une grande partie du métabolome.
Cependant, les colonnes C18 permettent une plus grande reproductibilité des analyses que les colonnes PFPP.
De nombreuses études métabolomiques, notamment celles effectuées au sein de notre laboratoire, sont

généralement effectuées en couplant les techniques C18-ESI(+)-MS et HILIC-ESI(-)-MS*39:140,
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RP-C18
A 175 metabolites*®

3 PEPP
185 metabolites*

RP-C18
93 metabolites*

PFPP

E > 151 metabolites*
L metabolites

Figure 16 : Analyse de sérum humain par trois techniques chromatographiques (extraite de Boudah et al.).

(A : Nombre de métabolites détectés ; B : Nombre de métabolites retenus)

Pour obtenir une analyse chromatographique avec la meilleure séparation des composés, les gradients
peuvent étre relativement longs'?2. Utiliser différentes méthodes chromatographiques prend donc du temps
pour analyser un seul échantillon, puisqu’il doit étre injecté plusieurs fois. Pour diminuer ce temps d’analyse et
gagner en efficacité de séparation, des colonnes avec des tailles de particules plus petites ont été développées.
La chromatographie ultra-haute performance (UHPLC) est souvent utilisée %%, Les particules des colonnes UHPLC
ont un diamétre inférieur 3 2 um ce qui augmente I'efficacité de séparation des composés'??. Ces colonnes
permettent également de travailler a plus haute pression. L'UHPLC permet souvent une détection plus sensible
et améliore I'efficacité de séparation des composés grace a des pics tres fins, ce qui nécessite le couplage avec

un analyseur de masse ayant une grande vitesse d’acquisition*2.
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3 — L’électrophoreése capillaire

L’électrophoreése capillaire (CE) a été introduit par Arne Tiselius qui a obtenu le prix Nobel de Chimie en
1948 pour ces travaux sur le sujet!*. Le principe de séparation des composés est basé sur le rapport charge sur
taille des ions. Un champ électrique est appliqué a chaque extrémité du capillaire contenant une solution
d’électrolyte. Les composés fortement chargés avec un faible rayon dynamique seront les composés qui

migreront le plus rapidement d’une extrémité 3 I'autre du capillaire'**,

Le couplage de I'électrophorese capillaire avec la spectrométrie de masse a donné lieu a de nombreux
développements et représente un des enjeux majeurs pour l'application de la CE-MS pour les analyses
métabolomiques!*14®, Malgré de bonnes performances pour le profilage métabolique!*”:148, |a CE-MS est encore
trés peu utilisée en raison d’un certain manque de robustesse mais surtout a cause d’un couplage difficile,
notamment au niveau du montage. En effet, il faut garder le contact électrique entre les deux électrodes tout en
fixant la sortie du capillaire dans la source d’ionisation. De plus, les analyses de spectrométrie de masse se
réalisant sous vide, la solution peut étre « aspirée » par le spectromeétre de masse a cause de la différence de
pression ce qui peut perturber la séparation des composés. Un autre inconvénient est les faibles débits utilisés

en électrophorése capillaire qui sont peu compatibles avec la formation d’un spray stable en ES|*48149,

La CE-MS permet de séparer les composés polaires et chargés. Les principaux avantages de cette
technique analytique sont sa rapidité d’analyse, sa haute résolution, et donc sa haute capacité de séparation des
composés, ainsi que le faible codt de la CE'*, De plus, seulement une faible quantité d’échantillon est nécessaire
(de I'ordre du nanolitre)'*°. Cependant, cet avantage est également un inconvénient car cela diminue fortement
la sensibilité de la détection par spectrométrie de masse. Une étape de pré-concentration de I’échantillon peut
ainsi étre nécessaire!®L. De plus, le faible débit de I'électrophorése capillaire rend I'ionisation instable. Un autre
inconvénient de cette technique est son manque de reproductibilité et de robustesse'*®. Malgré ces soucis
instrumentaux, de nombreuses applications pour la métabolomique, avec I'analyse de matrices biologiques, ont

été référencées par Ramautar et al. ces derniéres années!4>146:150,152,

4 — Comparaison de méthodes séparatives

Les différentes méthodes séparatives décrites ci-dessus soulignent que de nombreuses techniques
analytiques peuvent étre utilisées pour les analyses métabolomiques. Cependant, chaque méthode ayant ses
propres avantages et inconvénients, il peut apparaitre nécessaire de coupler ces différentes méthodes afin de

couvrir au mieux I’ensemble du métabolome.

Quelques études se sont intéressées a la comparaison et la complémentarité de I'électrophorese
capillaire, la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie en phase liquide (Figure 17'%3), et
soulignent généralement le caractére complémentaire des différentes plate-formes analytiques pour couvrir au

mieux le métabolome d’un échantillon d’intérét!>3.
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Figure 17 : Couverture de 75 intermédiaires du métabolisme central par trois méthodes séparatives (extraite de
Biischer et al.).

GC : méthoxymation et sylilation par N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide et N-tert-butyldimethylsilyl-
N-methyltrifluoroacetamide ; LC : HILIC et C18 ; CE : séparation cationique et anionique

Aprés avoir parcouru l'ensemble du processus mis en place lors d’une analyse métabolomique,
notamment par LC-HRMS, nous allons détailler les deux points clés suivants : I'acquisition de données en
spectrométrie de masse (notamment MS/MS) pour I'annotation et I'identification de métabolites, puis la

problématique de la quantification en métabolomique.
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Chapitre 2 : L’acquisition de données en spectrométrie de
masse pour la métabolomique

Comme nous I'avons vu précédemment, les protocoles d’analyse métabolomique non ciblée reposent
essentiellement sur I'acquisition de profils par spectrométrie de masse a haute résolution couplée a la
chromatographie liquide. L'obtention de ces données se fait par I'enregistrement simultané de tous les m/z
présents sur la gamme de masse choisie. Ces données permettent de détecter et de quantifier (au moins de
facon relative) les ions présents dans les différents échantillons. Les signaux ainsi acquis permettant de
discriminer différents groupes d’échantillons sont repérés grace aux analyses statistiques. L’acquisition de
données de fragmentation en spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) va servir a identifier les métabolites
correspondant aux différents signaux pertinents lors de I'étape d’annotation. Ces données de fragmentation
peuvent étre de différents types (par exemple CID ou HCD) et étre acquises de différentes maniéres (par exemple

avec plusieurs énergies de collision).

Ce chapitre présente tout d’abord la stratégie globale d’annotation et d’identification de métabolites a

partir de données MS et MS/MS, puis traitera des modalités d’acquisition MS/MS.

A — L’annotation et I'identification des métabolites

Une fois la liste de variables nettoyée pour ne conserver que les variables analytiquement pertinentes,
les variables doivent étre annotées pour pouvoir ensuite permettre une interprétation biologique des données.
Cette étape consiste a attribuer un nom de métabolite aux variables détectées. Elle est cruciale au cours du
processus d’analyse métabolomique et reste aujourd’hui une des principales étapes limitantes lors d’'une analyse
métabolomique par LC-HRMS®**, Ces limites sont notamment dues a notre méconnaissance de l'intégralité du
métabolome®®>. En effet, on estime notamment que des centaines, voire des milliers de métabolites primaires
sont présents de facon ubiquitaire chez I'ensemble des organismes vivants'®®. A ceux-ci s’ajoute une multitude
de métabolites secondaires et de xénobiotiques (aliments, médicaments, produits d’hygiene, polluants...), qui
peuvent également étre biotransformés par I'organisme hoéte. Ainsi, le nombre et la diversité structurelle des
composés présents dans une matrice biologique donnée sont trés importants'>’. Un seul échantillon contiendrait
donc plusieurs milliers de métabolites avec des structures et des concentrations potentiellement trés variables®>8.
On estime que moins de 10 % de ces métabolites sont aujourd’hui annotés?™°. Ainsi, les processus d’annotation
et d’identification a partir de données MS et MS/MS représentent encore aujourd’hui des étapes extrémement
limitantes des analyses métabolomiques. La Figure 18 présente de fagcon schématique les modalités d’annotation

d’un jeu de données par MS et MS/MS..
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Figure 18 : Les étapes d'annotation et d'identification en métabolomique.

- Annotation a partir des données MS

Une analyse LC-HRMS génére souvent des milliers de signaux, qui peuvent étre hiérarchisés selon leur

origine, biologique ou non. Pour les composés n’étant pas « naturellement » présents dans I’échantillon ou non

relevants biologiquement parlant, il peut s’agir par exemple de contaminants, liés aux solvants ou aux matériels

utilisés, ou d’artefacts (provenant par exemple d’erreurs informatiques ou du « bruit » électronique)*®° (Figure

19160)_

Non-Biologique — =e——

Biologique ==

— Unique

Figure 19 : Répartition des composés selon leur origine (adaptée de Sindelar et al.).
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Ainsi, de nombreux signaux non identifiables sont présents au sein des empreintes métaboliques

enregistrées, certains de ces signaux n’étant pas systématiquement éliminés par les processus de traitement des

signaux présentés dans le chapite précédent. L'ionisation ESI produit souvent plus d’un ion pour un métabolite
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donné, ces ions peuvent correspondre a des fragments produits en source, des adduits et leurs isotopes, ce qui
peut conduire a une surestimation du nombre de métabolites. A titre d’exemple, la Figure 20 présente le spectre
ESI-MS obtenu pour le propionyl-coenzyme A avec la présence de nombreux ions. Domingo-Almenara et al. ont
récemment rapporté que seuls 10 a 15 % des composés inclus dans la base de données METLIN (environ 15 000
spectres obtenus dans des conditions spécifiques LC-MS et MS/MS) ne se dissocient pas dans la source, alors que
les especes protonées et déprotonées ne représentent les especes les plus intenses que dans environ 50 % des
cas’®l. La présence de plusieurs ions pour un seul métabolite peut cependant é&tre utile dans la mesure ou elle
peut confirmer la pertinence des compositions élémentaires car elle permet plusieurs mesures de masses
précises liées a la méme molécule. Toutefois, si elle n'est pas (correctement) prise en compte, cette redondance
du signal complique le traitement des données. En effet, un ion fragment peut étre par exemple considéré a tort
comme un ion monoisotopique provenant d’un autre métabolite (Figure 2062)160162-164 Tqys ces différents

éléments contribuent dans une certaine mesure a la difficulté d’annoter les variables détectées.

mxexr:; ESI+ ; : 1+ 0, +MS, 7.4min
Monoisotopic wap 824.1467 ¥ '“ 3 OH
protonated —NH A\
/ / S\
molecule s 0o \ To-
" 4 H
// (o] (o)
Propionyl-CoA
CL:H:CNTOUpaS
Exact Mass: 823,1414
“d-
1
% 0
Monoisotopic Mono:sologlc callorli{ed
X sodiated molecule molecule with potassium
. ; .
Product ion Naturq/ Isotopic ‘ Di-sodiated
ions 1+
(water loss) 846.1327 Natural isotopic ions molecule
9 of the sodiated ‘
806.1382 ' ¢ molecule 862.1011 868.1094
0 IS A | PO A l. Lo A b T |
810 820 830 840 850 860 m/z

Figure 20 : Les différents signaux MS produits par le propionyl-CoA (adaptée de Damont et al.).

Différentes approches peuvent étre mises en place pour annoter les variables. La premiére consiste a
interroger les bases de données internes pour savoir si la variable correspond a un composé présent dans ces
bases. Pour faire cette interrogation, deux critéres principaux sont utilisés lors des analyses par LC-HRMS : le
temps de rétention et la masse précise. L’efficacité de cette méthode d’annotation dépend de plusieurs facteurs:
le nombre de molécules dans la base de données, la construction de cette base et les tolérances acceptées en
masse et en temps de rétention. Pour cela, une base de données d’environ 1000 métabolites a été composée au
sein de notre laboratoire. Dans ces conditions, nous observons au laboratoire que moins de 10 % des variables

détectées et présentes au sein des jeux de données peuvent étre généralement annotées.

Dans une seconde approche, pour les variables ne correspondant pas a un composé présent dans la
base de données interne, I'lannotation pourra étre réalisée par comparaison des m/z expérimentaux a ceux de

bases de données publiques comprenant plusieurs millions de molécules chimiques. Cependant, peu d’entre
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elles sont des métabolites endogénes ou des composés biologiquement pertinents!®®. Les annotations
retournées par interrogation de ces bases de données ne sont donc pas toujours pertinentes. Il sera donc
préférable de privilégier I'utilisation de bases de données spécialisées (voir ci-dessous). Le Tableau 2 présente

une liste non-exhaustive des bases de données disponibles?®®.

Tableau 2 : Liste de bases de données MS (adapté de BlaZenovic et al.).

Base de données Molécules Cibles
PubChem Toutes les petites molecules
ChemSpider Toutes les petites molecules
KEGG Métabolites
MetaCyc Meétabolites
BRENDA Enzymes
HMDB Meétabolites
CHEBI Petites Molécules
UNPD Meétabolites
MINE Métabolites
METLIN Métabolites

KEGG : Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
BRANDA : BRaunschweig ENzyme Database
HMDB : Human Metabolome DataBase
CHEBI : CHemical Entities of Biological Interest
UNPD : Universal Natural Products Database
MINE : Metabolic In silico Network Expansion
METLIN : METabolite LINk

Dans le cas de métabolites non annotés, la haute précision de mesure de masse obtenue sur les
spectromeétres de masse a haute résolution pourra généralement permettre, a partir de m/z obtenus, d’avoir
acces la composition élémentaire (formule brute) du composé. Les recherches classiques des formules brutes se
basent sur la présence des éléments C, H, O, N, P et S et éventuellement Cl, Na et K, qui sont a I'origine d’adduits
souvent détectés. Cependant, cela peut s’avérer insuffisant pour I'identification d’inconnus qui peuvent contenir
des éléments moins courants>®. De plus, les spectrométres de masse a haute et trés haute résolution donnent
des masses précises avec une précision inférieure au ppm (particulierement de FT-IR), ce qui limite le nombre de
formules brutes pour un signal. Malgré cela, pour une masse donnée plusieurs compositions élémentaires sont
tout de méme possibles?®”168, |’étude du massif isotopique d’un composé permet alors de limiter le nombre de
formules brutes possibles, en considérant notamment la présence d’hétéroatomes présentant des isotopes

abondants (Tableau 3). Dans ces conditions, il est possible de limiter le nombre d’annotations pour un seul m/z'%.
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Tableau 3 : Les principaux isotopes stables et leur abondance naturelle.

Elément Isotope Abondance IsoTc:a;?;ue Isotope Abondance is:':lcaa;::ue E:::ediic:::;?
H H 99.98% 1.0078 ’H 0.015% 2.0141 1.0063
C 2c 98.93 12.0000 B 1.10% 13.0034 1.0034
N N 99.64% 14.0031 N 0.36% 15.0001 0.9970
0 o) 99.76% 15.9949 B0 0.20% 17.9992 2.0042
S g 94.93% 31.9721 g 4.29% 33.9679 1.9958
Cl = 75.76% 34.9689 el 24.24% 36.9659 1.9970
Br Br 50.69% 78.9183 gy 49.31% 80.1629 1.2446

- Confirmation des annotations par acquisition de données MS/MS

Dans un second temps, l'acquisition de spectres MS/MS permet de confirmer ou infirmer les
annotations obtenues, voire élucider les structures de métabolites inconnus. Pour cela, les spectres MS/MS
généralement obtenus en mode de fragmentation non résonant sont comparés a ceux présents dans des bases
de données spécialisées'’®. Dans le cas de comparaisons réalisées avec des bases de données externes ou
publiques, un pré-requis est que des spectres acquis dans différents lieux et conditions, et avec des instruments
différents soient comparables (par exemple Q-TOF vs Q-Orbitrap)’®. Ces aspects seront plus particuliérement
discutés dans la partie « Résultats » de ce manuscrit. Le Tableau 4 présente une liste non-exhautive de bases de

données de spectres MS/MS expérimentaux et/ou obtenus in silico'6®170:172,

Tableau 4 : Liste des bases de données spectrales (adapté de BlaZenovic et al.).

Base de données Cibles Nombre de SpectresMS/MS  Nombre de Composés

NIST EI-MS, CID-MS/MS 193 120 9344
WILEY EI-MS, CID-MS/MS 20000 1200
METLIN CID-MS/MS 72268 14 034
MoNA El, MS/MS, MSn 154 000 68 700
MassBank El, MS/MS, MSn 22000 2800
mzCloud MSn 182 000 2800
GNPS MS/MS 212 230 12 694
ReSpect MS/MS, RT 9 000 4000

NIST : National Institute of Standards and Technology
MoNA : MassBank of North America
GNPS : Global Natural Product Social Molecular Networking

La comparaison de spectres MS/MS expérimentaux avec ceux présents dans des bases de données peut
étre complexe. Or, pour que le spectre MS/MS soit le plus informatif possible, les ions précurseurs et fragments
doivent étre suffisamment intenses. Or, il a été rapporté que la grande majorité des ions pertinents devant étre
soumis a l'analyse par MS/MS sont souvent trés peu abondants, ce qui complique encore le processus

d’identification®®® (Figure 21%5°).
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MS/MS
disponible
Pics d’abondance MS/MS parfois
moyenne disponible

20-30%

Pics peu abondants Pas de MS/MS
60-70% disponible

Figure 21 : Répartition des composés selon leur abondance (adaptée de Chaleckis et al.).

Comme discuté plus haut, il est préférable que I'ion utilisé pour la génération de la formule brute soit
I'ion moléculaire. Or, cet ion peut étre (trés) minoritaire par rapport & un adduit ou un fragment en source'6?,
Afin d’obtenir un spectre MS/MS de meilleure qualité et des informations complémentaires, il serait alors plus
judicieux de fragmenter un ion adduit (ou un fragment en source). Malheureusement les bases de données ne

contiennent souvent pas de spectres MS/MS obtenus expérimentalement sur des ions adduits.

Un autre point crucial est relatif a I'énergie de collision utilisée pour fragmenter les composés d’intérét.
En effet, pour comparer au mieux des spectres de fragmentation et identifier les métabolites d’intérét, il faut
que I'énergie de fragmentation utilisée pour la molécule de référence et 'endogéne soient tres proches. En effet,
plus les énergies seront différentes moins les spectres seront comparables. De plus, les spectres MS/MS des
composés de faible masse (< 150 Da) contiennent souvent peu de fragments qui ne leur sont pas forcément
spécifiques. Cela peut complexifier fortement I'identification>°. A I'heure actuelle, la comparaison des spectres
MS/MS est encore souvent faite manuellement par comparaison visuelle des spectres (masse des fragments,
intensités relatives, ...). Des outils automatisés commencent a voir le jour pour évaluer la qualité des spectres
MS/MS enregistrés et pour les comparer plus efficacement et objectivement!’?. Ces outils sont appelés a

s’étendre afin d’automatiser cette étape de validation d’identification par fragmentation.

- Niveaux d’annotation

Pour homogénéiser la présentation des résultats entre les différentes études menées en
métabolomique, un groupe de travail a défini en 2007 les différents niveaux de confiance dans I'annotation des

métabolites et les critéres correspondants a ces niveaux1>173,
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- 1* niveau : Les composés formellement identifiés (avec deux critéres d’identification par rapport a un
standard pur, par exemple m/z et RT, MS et MS/MS). Ce sont les composés pour lesquels un standard
est disponible. Le standard et I’échantillon doivent étre analysés dans les mémes conditions analytiques

et leur spectres MS/MS sont directement comparés.

- 2®meniveau : Les composés putativement annotés. Ce sont les composés pour lesquels le standard n’est
pas analysé dans les mémes conditions que I'échantillon. Le spectre MS/MS de I’échantillon est alors
comparé avec un spectre MS/MS présent dans une base de données mais pas nécessairement acquis

avec les mémes paramétres analytiques.

- 3®me pjveau : Les composés inconnus mais avec supposition de leur famille chimique. Ce sont les
composés pour lesquels aucune correspondance ne peut étre directement faites avec les bases de
données. Des informations sur la classe du composé peuvent étre supposées en fonction de similitudes

au niveau des propriétés physico-chimiques avec des composés présents dans les bases de données.
- 4®*enjveau : Les composés inconnus.

Ces différents niveaux d’identification semblent aujourd’hui insuffisants pour décrire I'’ensemble des
métabolites car la stéréochimie des composés n’est pas prise en compte. Des réflexions sont actuellement
en cours au sein de la « Metabolomics Society » pour faire évoluer ces niveaux. Sept niveaux d’identification
pourraient &tre proposés'’®. Le niveau d’identification le plus élevé correspondrait & une connaissance
compléte de la structure du métabolite avec la spécification de la stéréochimie et de la chiralité. Dans les
niveaux intermédiaires, les informations comme la classe structurale, la formule chimique, les groupes

fonctionnels et la stéréochimie seraient ajoutées séquentiellement.

Ces différents parameétres limitent fortement le nombre de composés identifiés lors d’'une analyse
métabolomique et de nombreux signaux ne sont toujours pas caractérisés®. L’acquisition de spectres MS et
MS/MS de qualité s’avére donc primordiale pour s’assurer de I'identification des métabolites. Cependant, il est
encore compliqué d’acquérir ces spectres en une seule analyse sur I’'ensemble des signaux pertinents, en raison
des caractéristiques intrinseques du spectrométre de masse telles que sa capacité a réaliser des acquisitions
MS/MS ou encore la vitesse d’acquisition de I’analyseur. Les échantillons sont donc, généralement, tous analysés
en MS et seuls les QCs sont utilisés pour les analyses MS/MS. Les spectres MS/MS obtenus sont donc
représentatifs d’échantillons moyens et non d’un échantillon individuel'*®. Le développement de méthodes

permettant I'acquisition de spectres MS et MS/MS en une seule injection semblent ainsi primordial.
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B — Les différents modes d’acquisition MS/MS

Comme décrit précédemment, I'identification des métabolites est souvent un point limitant dans les
analyses métabolomiques non-ciblées. L’acquisition de spectres MS/MS informatifs est nécessaire pour
confirmer l'identité des métabolites d’intérét en les comparant avec des bases de données spectrales. Plusieurs
modes d’acquisition de spectres MS/MS sont disponibles et sont résumé sur la Figure 22 : le mode ciblé,

« données dépendantes » (DDA) et « données indépendantes » (DIA) (Figure 22).
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Figure 22 : Les différents modes d’acquisition des spectres MS/MS.

(AIF : All lon Fragmentation ; SWATH : « Sequential Window Acquisition of All THeoretical fragment-ion spectra)

Une partie des travaux bibliographiques présentés ci-aprés a permis la publication d’une revue au début
de cette these (2017) : « Data acquisition workflows in liquid chromatography coupled to high resolution mass

spectrometry-based metabolomics: Where do we stand? » (Annexe 1)
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1—Le mode ciblé

Le mode ciblé est actuellement le plus utilisé lors des analyses métabolomiques. Ce mode d’acquisition
nécessite une connaissance préalable de I’échantillon et des métabolites d’intérét qu’il contient'’>. En effet, les
ions sont sélectionnés d’aprées une liste d’inclusion contenant le m/z et le RT de I'ion d’intérét. Cette liste est
obtenue apres le traitement des données issues du profilage MS de I’échantillon. Seuls les ions d’intérét par
rapport a la problématique initiale sont généralement fragmentés pour étre identifiés ou pour confirmer leur
identité'’®. Du fait de la grande quantité d’informations générées lors de I'analyse de profils MS en
métabolomique, le traitement des données est une étape particulierement longue. Ainsi, I'acquisition des
spectres MS/MS se fait souvent dans un second temps, parfois distant de plusieurs semaines de I"acquisition des
profils MS. Dans ces conditions, les analyses MS et MS/MS ne se déroulent pas dans les mémes conditions
analytiques. En effet, les échantillons ont généralement subi un cycle de congélation/décongélation
supplémentaire ce qui peut modifier la concentration de certains métabolites, voire entrainer la disparition de
certains d’entre eux particulierement instables. Les conditions analytiques peuvent également étre impactées,
le systéme chromatographique ainsi que la colonne ont pu étre utilisées dans l'intervalle de temps pour d’autres
analyses avec d’autres échantillons, ce qui peut altérer leurs performances, avec des temps de rétention parfois
drastiqguement modifiés entre les deux analyses. Les performances du spectrometre de masse peuvent
également étre différentes avec par exemple une source plus ou moins encrassée ou une efficacité d’ionisation
altérée. Ces différents points peuvent se matérialiser par une mauvaise détection de l'ion d’intérét, une
augmentation du bruit de fond ou encore une dérive des temps de rétention. De plus, la nécessité d’'une nouvelle
acquisition requiert d’avoir une quantité initiale d’échantillon non négligeable ce qui n’est malheureusement pas
toujours possible. Ces différents facteurs sont des inconvénients majeurs dans le processus d’identification des
métabolites. Pour toutes ces raisons et grace aux améliorations récemment apportées aux spectromeétres de
masse, notamment au niveau du couple vitesse d’acquisition - résolution, des nouveaux modes d’acquisition
commencent a étre appliqués en métabolomique. Ces modes d’acquisition non ciblés permettent I'acquisition

simultanée de données MS et MS/MS informatives et assez exhaustives.

2 —Les analyses en mode « Data Dependent Acquisition »

L’acquisition des données en mode données dépendantes (DDA) permet d’alterner automatiquement
I’acquisition de spectres MS et MS/MS (Figure 22)'77. Dans ce cas, il n’est pas nécessaire d’avoir une connaissance
préalable de I'échantillon et des métabolites d’intérét car les ions sont sélectionnés selon certains criteres. Le
critere le plus utilisé pour ce mode d’acquisition est le seuil d’intensité mais il peut également s’agir du massif
isotopique ou du défaut de masse!’®'7°, Le mode DDA peut ainsi permettre la détection, I'identification et la
quantification (effectuée 3 partir de la trace MS) de métabolites en une seule analyse'’’. Cela entraine alors des
avantages importants comme la réduction du temps d’analyse et une quantité d’échantillon nécessaire moindre

par rapport au mode ciblé. Un des avantages majeurs des analyses DDA est la pureté des spectres obtenus®®®. En
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effet, un m/z spécifique est sélectionné avec une fenétre d’isolement inférieure au Dalton (Da) afin d’étre
fragmenté. Cette fenétre de masse restreinte limite la sélection d’interférents qui complexifieraient 'analyse du

spectre MS/MS résultant. Cela permet généralement de s’assurer de la nature du métabolite sélectionné.

Ces caractéristiques font que la DDA est couramment utilisée en protéomique!®. Cependant, elle est
encore en cours d’'implémentation pour des applications métabolomiques de routine. La principale différence
entre la métabolomique et la protéomique est ici liée a I'énergie de fragmentation. En effet, en protéomique
I’énergie optimale de fragmentation varie peu d’un peptide a l'autre (généralement une énergie de collion
normalisée, NCE, entre 25 % et 30 %) contrairement a la métabolomique ou elle peut varier énormément d’un
métabolite a I'autre (par exemple de 10 % a 100 % en énergies HCD normalisées). Cela implique qu’il est difficile
de définir, sans a priori, une énergie de collision « universelle » permettant I'acquisition de spectres MS/MS
informatifs et plus facilement comparables pour 'ensemble des métabolites d’un échantillon donné®?. Ceci
s’applique bien sr également aux modes d’acquisition ciblé et DIA. Afin de limiter ce probléme, des acquisitions
MS/MS sont souvent effectuées en appliquant différentes énergies de collision. Un spectre MS/MS moyen peut
également étre obtenu par sommation de différents spectres acquis a différentes énergies'®?. Ce mode de
fragmentation est appelé « stepped collision energy » par le constructeur Thermo Fisher Scientific (Figure 23'%3).
La Figure 23 représente de facon schématique trois spectres de fragmentation indépendants a trois énergies de
fragmentation : HCD 10 % ; HCD 30 % et HCD 50 %. Le spectre obtenu avec le mode de fragmentation « stepped

collision energy » correspond alors a la somme des trois spectres de fragmentation précédents.

HCD 10 % HCD 30 % HCD 50 %

m/z n/z m/z

Step collision energy 30 +/- 20 %

m'z

Figure 23 : Principe de la fragmentation en mode "Stepped Collision Energy".
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De plus, la combinaison de spectres MS/MS obtenus avec différents modes de fragmentation
complémentaires (HCD et CID) permet d’améliorer I'identification d’inconnus (Figure 23%). Pour cela, les
nouveaux spectrometres de masse récents, comme |’Orbitrap Fusion, comportant deux modes de fragmentation
(CID et HCD), constituent des instruments intéressants pour la constitution de bases de données spectrales ou
pour identifier des métabolites inconnus. La Figure 24 illustre la complémentarité de ces deux modes de

fragmentation pour I'élucidation structurale d’un lipide complexe!?’.
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Figure 24 : Comparaison des spectres obtenus avec les modes de fragmentation HCD et CID pour 1,2-
didocosahexaenoyl-glycero-3-phosphocholine (adaptée de Mullard et al.).

Un des facteurs importants a prendre en compte pour les analyses DDA (comme pour les analyses DIA
décrites ci-aprés) est le temps cycle, correspondant au temps nécessaire a l'acquisiton d’un spectre MS et de
plusieurs spectres MS/MS, en particulier lors du couplage du spectrométre de masse avec la chromatographie
liquide!®*. En effet, le but de la DDA est d’obtenir des spectres de fragmentation pour un maximum de
métabolites tout en ayant suffisamment de spectres MS pour permettre |I'analyse quantitative, et donc

suffisamment de points par pic chromatographique (autour de 10). Les analyses sont alors réalisées en « top-n »

-62 -



Partie A : Contexte scientifique et technologique — Chapitre 2

ol n représente le nombre de spectres MS/MS acquis entre chaque spectre MS, comme l'illustre la Figure 25. La

vitesse d’acquisition des spectres MS et MS/MS est donc un parametre crucial a considérer pour les analyses

DDA’
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Figure 25 : Exemple de cycles avec un spectre MS (en noir) et plusieurs spectres MS/MS (en rouge) lors d’un pic
chromatographique.

La sélection des ions est un facteur limitant pour les analyses DDA. En effet, les spectres MS/MS acquis
correspondent aux spectres des ions répondant aux criteres initiaux. Dans I'exemple du seuil d’intensité, seuls
les « n » ions les plus intenses seront sélectionnés puis fragmentés. De plus, les ions d’intérét peuvent co-éluer
avec des ions plus intenses ce qui empéche leur sélection et donc leur identification. Ces ions les plus intenses
peuvent provenir du bruit de fond, ce qui entraine une perte de temps avec la fragmentation d’ions non

pertinents. Une possibilité réside en la création de listes d’exclusion d’ions non pertinents, afin qu’ils ne soient
pas sélectionnés.

D’une analyse a 'autre, les ions sélectionnés ne seront pas systématiquement les mémes ce qui réduit
I’aspect reproductible de ce mode d’acquisition'®. En effet, la reproductibilité de la fragmentation des ions est
trés dépendante de la reproductibilité de I'intensité des signaux mesurés. Si I'intensité des signaux varie d’une

analyse a l'autre, 'ordre de sélection des ions varie également. Certains ions peuvent alors ne pas étre

fragmentés d’une analyse a l'autre.

3 —Les analyses en mode « Data Independent Acquisition »

L’acquisition des données en mode indépendant (DIA) consiste a fragmenter tous les ions détectés.
Comme pour le mode DDA, il n’est pas nécessaire d’avoir une connaissance approfondie de I’échantillon, les

analyses MS et MS/MS se déroulant simultanément!®2, Comme pour le mode DDA, le mode DIA est trés utilisé

en protéomique contrairement 3 la métabolomique!®187,
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Différents modes d’acquisition DIA existent (Figure 22). La premiere approche nommée « All-in-one »
(MSAY) consiste a alterner I'acquisition de spectres MS/MS a basse puis haute énergies de fragmentation?®. Dans
les deux cas, I'ensemble des ions sont fragmentés simultanément. La fragmentation a basse énergie permet de
détecter les ions intacts et la fragmentation a haute énergie permet d’identifier les métabolites grace aux
fragments obtenus. Un peu plus tard, cette technique a été baptisée MSE par Plumb et al'®. Ce mode

d’acquisition est aussi appelé AIF pour « All lon Fragmentation »*%,

Dans ces conditions, tous les ions, parents et fragments, sont acquis simultanément sur une grande
gamme de masse. Les méthodes DIA sont donc couramment utilisées avec des instruments a haute résolution
afin de distinguer au mieux I'ensemble des ions fragments'841°!, Cependant, les spectres de masse obtenus sont
tres complexes et il est difficile de faire le lien entre un ion fragment et son précurseur. Pour diminuer cet
inconvénient, une méthode d’acquisition nommée SWATH pour « Sequential Window Acquisition of All
THeoretical fragment-ion spectra » a été développée (Figure 22)'°21%3, Cette méthode consiste & décomposer la
gamme de masse totale en plusieurs gammes de masse plus petites. Généralement, les fenétres font entre 20
Da et 50 Da, en fonction aussi de la matrice étudiée!®1%, Comme pour les autres méthodes DIA, dans chaque
sous fenétre, tous les ions sont fragmentés puis détectés. Cela a pour but de diminuer le nombre d’ions dans
chaque fenétre et donc de faciliter I'interprétation des spectres de fragmentation. Comme pour le mode DDA, le
temps de cycle a une grande importance pour les analyses SWATH, en raison de la multiplicité des fenétres
d’acquisition. En effet, la vitesse d’acquisition de I'analyseur et donc la résolution pour les analyseurs de type
Orbitrap limite le nombre de sous fenétres de masse'®. Pour cette raison, les Q-TOFs sont souvent les plus

utilisés pour les analyses SWATH.

De méme que pour le mode DDA, I'un des paramétres limitant I'identification des métabolites est
I’énergie de fragmentation appliquée aux composés cibles. Grace a la grande vitesse d’acquisition des analyseurs
de type TOF, des rampes d’énergies de collision peuvent étre réalisées afin d’obtenir un maximum de spectres

de fragmentation pour chaque métabolite.

Le traitement des données obtenues par DIA est trés complexe. Plusieurs logiciels existent pour les
analyses protéomiques mais sont difficilement directement transposables a la métabolomique®'%, Certains

logiciels utilisables pour des applications métabolomiques et lipidomiques sont listés dans le Tableau 582,
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Tableau 5 : Liste non-exhaustive de logiciels utilisés pour le traitement des données DDA et DIA (adapté de
Fendille et al.).

Nom Application Référence
msPurity DDA, Evalution de la pureté des ions précurseurs T.N. Lawson et al., Anal. Chem. 89 (2017) 24322439

DDA, Outils informatigues pour améliorer

MetShot . . . . S.Neumann et al., Metabolomics 9(2013) 84-91
I'acquisition et le traitement des données
. DDA,AAm‘eIlorz?tlc,)n d.e : acqmsmo.n ,des dc.mnees J.P. Koelmel et al., J. Am.Soc. Mass Spectrom. 28 (2017)
IE-Omics grace a la génération automatisée de listes
; ) 908-917
d'exclusion
DIA, Déconvolution des spectres MS/MS et
MS-DIAL traitement des données. Applicable 2 la DDA. H. Tsugawa et al., Nat. Methods 12(2015) 523-526
DIA, Trait tdes d 2 | | .
Met DIA rertemen esci;nges SEREs L= H. Li at al., Anal. Chem. 88 (2016) 87578764
SWATH Tuner DIA, Construction des fenétres SWATH Y. Zhanget al., . Proteome Res. 14(2015) 43554371
DIA, Le "non-outlier fragmention” (NOFI) est un
NOF| LT Musels ke QeI EUEEIE 5 o o) - s e 0 e ) A5 aaes
priorité aux fragments d'ions affectés par des
interférences lors de I'acquisition de DIA.
DIA, tificati MS/MS les d 5
MetaboDIA Quantification par MS/MS avec les données G. Chen et al., Anal. Chem. 89(2017) 4897-4906

DIA

DDA, DIA, Identification des lipides a I'aide de
LipidMatch données non ciblées de spectrométrie de masse en 1.P. Koelmel et al., BMC Bioinf. 18 (2017) 331
tandem a haute résolution

La fragmentation des protéines est connue et prédictible. Les bases de données sont alors plus faciles a
générer in silico ce qui facilite la déconvolution des spectres DIA-MS/MS obtenus. En métabolomique, les
principes de fragmentation dépendent des molécules et nécessitent Iacquisition préalable de spectres MS/MS
de références a partir de standards®l. Une comparaison est alors réalisée entre le spectre de référence et celui
obtenu lors de I'étude d’intérét. De solides bases de données sont donc nécessaires pour tenter d’interpréter les
spectres. Afin de s’assurer au mieux de l'identité des métabolites, ces bases de données (internes et/ou

standardisées) doivent contenir le RT ainsi que le m/z de I'ion parent et des fragments.

Comme pour le mode DDA, les analyses en mode DIA peuvent permettre de détecter, identifier et
quantifier les métabolites en une seule analyse. Cependant, I'avantage du mode DIA est d’avoir des informations

spectrales pour tous les ions détectés contrairement a la DDA,
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4 —Comparaison des différents modes d’acquisition MS/MS

Le Tableau 6 dresse un premier bilan des trois modes d’acquisition de spectres MS/MS décrits

précédemment. Une comparaison plus poussée sera présentée dans la partie « Résultats ».

Tableau 6 : Bilan des modes d'acquisition MS/MS.

Mode d'acquisition MS/MS Ciblé DDA DIA
FEIIE qwsolementdu <1Da <1Da Large - entre 10 et 100 Da
précurseur
Pureté des Spectres MS/MS Bonne Bonne Faible
Adaptationen routine
(connaissance échantillon, Intermédiaire Intermédiaire Bonne
liste inclusion / exclusion...)
Quantification MS/MS MS MS et MS/MS

Le point fort lié a 'acquisition des spectres MS/MS en mode ciblé est la sensibilité de la méthode ainsi
que la pureté des spectres MS/MS obtenus mais pour identifier un grand nombre de métabolites, une trés grande
connaissance de I’échantillon est nécessaire. En mode DDA, le principal avantage est la pureté des spectres ainsi
que l'alternance automatique de I'acquisition des spectres MS et MS/MS. Cependant, la couverture du
métabolome est restreinte d{ aux critéres de sélection implémentés et parfois trop restrictifs. Concernant le
mode d’acquisition DIA, le point fort est la couverture du métabolome mais les spectres MS/MS obtenus sont
trés complexes ce qui limite I'identification des métabolites, dont la sensibilité de détection est souvent moindre
comparativement aux autres modes?®. ’ensemble de ces méthodes présentent de bonnes caractéristiques pour

leur utilisation pour la quantification de métabolites.

Un des objectifs de ma these a donc été de développer et de comparer les méthodes DDA et DIA pour
I'idenfication large spectre de métabolites en se focalisant sur un échantillon biologique d’intérét, le plasma
humain. Ces approches permettent d’identifier les métabolites grace a I'acquisition de spectre MS/MS et la
validation de biomarqueurs, pour un futur diagnostic clinique, avec la quantification absolue réalisée sur les

spectres MS.
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Chapitre 3 : La quantification en métabolomique

A — La quantification : contexte général

Comme décrit précédement, les analyses métabolomiques par LC-ESI-MS/MS sont souvent impactées
par les effets matrice en raison de la coexistance et la co-elution de nombreux composés présents dans les
matrices biologiques complexes. Pourtant, en métabolomique quantitative, il est primordial de pouvoir
comparer les échantillons analysés de fagon fiable et précise. A cet égard, la robustesse des analyses peut étre
garantie par la mise en place d’approches efficaces de normalisation des signaux pour les profilages non-ciblés
(la quantification relative correspondant a la comparaison des niveaux d’abondance entre deux échantillons,
métabolite par métabolite) ou par des stratégies de quantification absolue (détermination des concentrations

de métabolites dans les extraits) de métabolites pour les analyses quantitatives ciblées3201-203,

La méthode de choix en terme de quantification, qu’elle soit relative ou absolue (définies ci-dessous),
reste le recours aux isotopes stables (tels que carbone-13, deutérium, azote-15...), que cela soit sous forme de
métabolites incorporant des isotopes stables constitutifs de leur structure ou aprés dérivatisation chimique avec
des groupements isotopiquements alourdis. Pour que cette quantification soit la plus juste possible, le standard
marqué utilisé doit avoir des propriétés physico-chimiques trés similaires aux métabolites d’intérét, I'idéal étant
qu’il soit son homologue isotopiquement et constitutivement marqué. Cependant, I'ensemble des métabolites
ne possede pas leurs versions marquées disponibles commercialement. Des développements, détaillés dans la
prochaine section de ce chapitre, sont donc réalisés afin de normaliser les signaux grace a une sélection de

standards internes marqués aux isotopes stables pour les différentes analyses métabolomiques.

La quantification de métabolites fait face a de nombreuses contraintes. En effet, la gamme de
concentration des métabolites dans une matrice étant tres large, les méthodes de quantification doivent donc
couvrir une grande gamme dynamique?®*. De plus, le nhombre de métabolites détectés puis annotés dans une
matrice biologique restant important, il est trés complexe de quantifier un grand nombre de ces composés
simultanément?®. Couramment, une dizaine de métabolites sont quantifiés simultanément lors d’une analyse
quantitative ciblée. De nombreuses méthodes analytiques ont été développées afin de répondre a ces besoins

notamment avec |'utilisation de standards internes marqués.

1 - La quantification relative et la quantification absolue

Deux approches de quantification sont régulierement mises en ceuvre en métabolomique : la

quantification relative et la quantification absolue (Figure 26). La quantification relative est, de loin, la plus

-68 -



Partie A : Contexte Scientifique et Technologique — Chapitre 3

largement appliquée dans les études métabolomiques non ciblées (par exemple de découverte de biomarqueurs)
et consiste a comparer les niveaux d’abondances d’un méme métabolite d’'un échantillon a un autre. C'est sur
ces comparaisons de niveaux d’abondances de plusieurs centaines de signaux que repose la mise en évidence de
biomarqueurs par les analyses statistiques suivant le pré-traitement des analyses LC-HRMS de cohortes
d’échantillons. Par opposition, la quantification absolue consiste, quant a elle, a convertir 'abondance d’un ion
en concentration. Cette concentration peut étre exprimée en concentration massique (par exemple en pg/mL)
ou en concentration molaire (par exemple en umol/mL)2%. La quantification absolue permet de comparer les
échantillons injectés lors d’'une méme séquence, mais également lors d’analyses réalisées a des temps différents
ou par des laboratoires différents. De plus, la concentration obtenue est indépendante de la technique
analytique utilisée. La méthode de choix pour la quantification absolue est 'utilisation de standards internes
marqués aux isotopes stables. Ces standards n’étant pas toujours disponibles et/ou codltant trés chers, ces
analyses sont souvent réalisées sur un nombre restreint de composés, et concernent quelques dizaines de
métabolites tout au plus?®. Ces standards sont donc plus particuliérement utilisés pour la validation de

biomarqueurs et ne sont pas souvent présents dans les approches de profilage métabolique.

Quantification Quantification
Relative Absolue
v SI* SI* : standard interne marqué
: SI*
Vv i
| SI*
| o ;
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Figure 26 : La quantification relative et la quantification absolue.
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2 — Les différentes approches de quantification par spectrométrie de masse

Différentes méthodes analytiques sont utilisées pour la quantification des métabolites. Elles peuvent
dépendre de I'analyseur utilisé. La quantification des métabolites peut étre réalisée grace a I'ion précurseur ou

via I’étude des fragments (c’est-a-dire respectivement a partir des spectres MS et MS/MS).

a — La quantification basée sur I'ion précurseur

La quantification de I'ion précurseur est possible a partir de spectres MS que ce soit sur les « Full Scan »
ou dans des acquisitions appelées « Single lon Monitoring » (SIM) ou « Multiple lon Monitoring » (MIM)%%>, Ces
deux derniers modes d’acquisition permettent I'obtention de spectres de masse plus sensibles que lors des
expériences de profilage. Ces acquisitions impliquent préférentiellement un analyseur a haute, voire trés haute,
résolution afin de ne quantifier que le métabolite d’intérét avec suffisamment de spécificité en limitant le
recouvrement de signaux de composés isobares. Malgré des performances similaires au niveau de la sensibilité
et de la gamme dynamique, ces techniques sont moins populaires que la quantification par MRM ou PRM
(décrites ci-aprés)??’. La quantification des métabolites basée sur la mesure des fragments apparait plus
spécifique, en particulier si on la compare aux performances de quantification obtenues en MS avec des
équipements de résolution inférieure ou égale 3 120 0002%, La spécificité plus marquée de la spectrométrie de
masse en tandem est, néanmoins de nos jours, plus discutable avec |'apparition d’Orbitrap a ultra haute
résolution permettant la séparation d’isobares a 0.8 mDa preés pour des ions de rapports m/z d’environ 200 (avec
une résolution de 240 000). Notons également que si les approches par spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS) offrent une trés bonne sensibilité (rapport signal/bruit) et spécificité aux analyses quantitatives, ces
approches restent applicables a un nombre limité de molécules a quantifier par analyse (comme décrit dans la
partie qui suit) et la quantification sur la base des spectres MS semble donc plus adaptée aux analyses

guantitatives large spectre.

b — La quantification basée sur les fragments

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est une approche efficace pour augmenter la sensibilité
(le rapport signal sur bruit) et la spécificité des analyses. Les analyses ciblées sont les plus utilisées pour la
quantification absolue de métabolites. Plusieurs méthodes sont utilisées pour ces analyses ciblées : le mode SRM
(« selected reaction monitoring ») et MRM (« multiple reaction monitoring ») a basse résolution, ou encore le

mode PRM (« parallel reaction monitoring ») a haute résolution2°52% (Figure 272%9),
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Figure 27 : Comparaison des Modes d’Acquisition SRM (/MRM) et PRM (adaptée de Burnum-Johnson et al.).

Le mode SRM repose sur I'isolement d’un ion précurseur. Cet ion est ensuite fragmenté et chaque
fragment est sélectionné indépendamment pour étre détecté. Le mode MRM est basé sur le méme principe avec
le suivi de plusieurs réactions de fragmentation. La quantification par MRM est la méthode de choix pour la
quantification absolue des métabolites?®. Elle requiért une bonne connaissance des composés a quantifier. En
effet, il est nécessaire de connaitre les fragments uniques du métabolite, c’est-a-dire, les fragments
n’appartenant qu’au métabolite d’intérét dans la fenétre de temps de rétention correspondante. Ces modes
d’acquisition sont principalement réalisés avec des triples quadrip6les ou le premier quadrip6le permet d’isoler
I'ion précurseur, le deuxieme sert de cellule de collision et permet la fragmentation et le troisieme sert
d’analyseur pour les fragments générés'’>?'1, En PRM, de méme qu’en SRM/MRM, un ion précurseur est
sélectionné puis fragmenté. L'utilisation d’un analyseur a haute résolution en mode PRM permet cependant de
suivre simultanément et & haute résolution tous les produits de fragmentation obtenus?!2. Pour ce dernier mode,
les instruments de type Q-Orbitrap et Q-TOF sont utilisés?®®. La vitesse d’acquisition des spectres est donc moins

rapide qu’en MRM ce qui limite le nombre de composés quantifiables en une injection et réduit sa sensibilité2>,

Les analyses DIA permettent également de quantifier les métabolites grace aux fragments si le nombre
d’acquisitions MS/MS est suffisant au cours du pic chromatographique (au moins huit a dix spectres MS/MS par
pic chromatographique). La fragmentation automatique de I’'ensemble des composés est un grand avantage car
elle permet la quantification d’'un grand nombre d’entre eux en une seule injection. Aujourd’hui, les
performances de quantification obtenue par DIA sont légerement moins bonnes que celles obtenues par MRM,
qui est considérée comme la méthode de choix pour la quantification mais permet de couvrir une gamme de
métabolites beaucoup plus large?!3. En revanche, il est d’autant plus nécessaire dans ce cas d’étudier des

fragments spécifiques au métabolite d’intérét.
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B — L'utilisation des isotopes stables pour la quantification des métabolites

L'utilisation de composés marqués aux isotopes stables pour la quantification de métabolites est
appliquée depuis de nombreuses années. En effet, ces composés présentent I'avantage de posséder les mémes
propriétés physico-chimiques que leurs homologues non marqués et permettent ainsi de s’affranchir de I'effet
matrice?%*. Ces aspects de correction de I'effet matrice seront développés un peu plus loin dans cette partie du

manuscrit.

1—Standard interne marqué : définition, propriétés et limitations

Un standard interne marqué est un composé incorporant différents isotopes stables « lourds » et
possédant les mémes propriétés physico-chimiques que son homologue non marqué, en particulier vis-a-vis de
la réponse analytique que ce soit au niveau de la chromatographie ou de I'ionisation en spectrométrie de masse.
Comme présenté précédemment dans le Tableau 3, |a faible abondance naturelle de certains isotopes stables
tels que le carbone-13, I'azote-15 ou encore le deutérium, permet d’envisager leur utilisation pour le marquage
de composés organiques d’intérét en appliquant des méthodes d’enrichissement isotopique qui seront décrites
par la suite?®®. L'enrichissement isotopique peut ainsi conduire a différentes versions marquées d’'un méme
métabolite selon I'isotope « lourd » utilisé et selon le degré d’enrichissement obtenu. Ainsi, chaque isotopologue
(ou analogue isotopique de méme formule brute que le métabolite non marqué aux isotopes pres) sera
généralement noté Mn ou M représente I'ion moléculaire étudié et n le nombre d’isotopes stables lourds
(carbone-13, azote-15 ou deutérium) incorporés dans sa structure. Une illustration des différents isotopologues
deutérés de la sérine est présentée en Figure 28. Ces isotopologues sont différenciables par spectrométrie de
masse et dans le cas de l'incorporation du deutérium, une différence de 1.0063 Da est observée pour chaque
atome de deutérium supplémentaire dans la structure. Les isotopomeéres (ou isomeéres isotopiques) sont, quant
a eux, des isomeéres de méme formule brute (isotope(s) inclus) qui ne different que par le positionnement du ou

des isotope(s) dans la structure comme illustrée en Figure 28, et sont donc confondus sous le méme pic de masse.
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ISOTOPOLOGUES
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Figure 28 : Isotopologues et isotopomeres : illustration avec l'exemple de la sérine marquée au deutérium.

2 — Les voies de production des standards internes marqués

Plusieurs approches permettant I'obtention de molécules marquées aux isotopes stables ont été
développées jusqu’a présent et peuvent étre regroupées en deux catégories : les approches par marquage
métabolique (ou marquage in vivo) et les approches par marquage chimique (ou marquage in vitro). La Figure
292% jllustre trés bien ces deux types d’approches qui seront développées plus en détails dans la suite du

manuscrit.
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Figure 29 : lllustration des deux types d'approches (in vivo et in vitro) pour la production de composés marqués aux

isotopes stables (extraite de Freund et al.).

L’approche in vivo consiste a produire des métabolites marqués, le plus souvent au carbone-13 ou a

I’azote-15, par action métabolique (ou enzymatique) d’un organisme (plantes, champignons, petits mamiféres,

etc) alimentés en nutriments marqués. L’approche in vitro consiste, quant a
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par dérivatisation chimique soit par marquage direct (par exemple échange H/D stable) des métabolites

appartenant le plus souvent a une famille chimique particuliere.

a — Production in vivo de standards marqués

La synthése chimique d’isotopologues contenant du 13C ou °N est souvent longue et complexe. Une
alternative a ce mode de production in vitro est la production in vivo, encore appelée production enzymatique
ou métabolique. Cette méthode consiste a faire croitre un organisme en présence de nutriments marqués (le
plus souvent au 3C ou/et au ®N) afin que celui-ci produise I'ensemble des molécules constitutives de son
métabolome dans une version marquée. Elle a été développée originellement pour I'analyse fluxomique, qui
s’'intéresse a la mesure de la dynamique du métabolisme et représente le résultat final de toutes les interactions
métaboliques. Le marquage in vivo a principalement été développée avec des plantes?'® ou des
microorganismes??’. A titre d’exemple, des métabolites de levure intégralement marqués au carbone-13 peuvent
8tre obtenus par la mise en culture de levures dans un milieu nutritif constitué de glucose-3Cs comme seule
source de carbone. De méme, des versions marquées de métabolites de plantes peuvent étre générées par la
mise en croissance de ces végétaux sous atmosphére contrdlée de 3C0,2%22°, Ce type d’approche in vivo
présente I'avantage de donner acces a un nombre important de composés marqués simultanément. Il offre
également la possibilité de mettre en évidence les voies métaboliques impliquées dans la biotransformation de

chaque métabolite???22,

Aprés des études préalables de caratérisation et de quantification, les lots d’échantillons biologiques
marqués peuvent étre utilisés soit pour quantifier soit pour normaliser des signaux LC-HRMS obtenus lors
d’études métabolomiques d’intérét?'®, Le choix de I'extrait biologique marqué, par rapport a I'échantillon
d’étude, est donc crucial. Il peut s’avérer judicieux d’utiliser un échantillon marqué métaboliquement le plus
proche possible de I'échantillon d’étude??. En effet, afin de quantifier un maximum de métabolites
simultanément, il faut s’assurer que le recouvrement métabolique entre I'échantillon marqué et I’échantillon
d’intérét soit important et que les concentrations (ou abondances relatives) des métabolites de I'organisme
marqué soient similaires a celles de I’échantillon d’étude. Des organismes plus gros que ceux précédemment
cités, tels que des rongeurs, ont également été marqués pour des applications protéomiques. L'objectif est
d’augmenter I'applicabilité d’utilisation de ces échantillons biologiques marqués aux différents types
d’échantillons rencontrés?!®224 Pour cela, les rongeurs sont alimentés avec de la spiruline 3C et/ou 1°N??°,
Cependant, le colt important du marquage complet d’'un organisme limite I'utilisation de ces échantillons
comme standards internes marqués. Pour pallier cela, des alternatives ont été développées comme le marquage
incomplet de I'organisme. La culture ou I'élevage de I'organisme dure moins longtemps ce qui limite les colts

sans réduire Iefficacité du standard marqué pour la quantification ou la normalisation des signaux d’intérét?%,
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b — L’approche par marquage chimique (ou marquage in vitro)

Depuis de nombreuses années, différentes stratégies d’incorporation d’isotopes stables par voie
chimique dans les structures de molécules a quantifier ont été développées. Compte tenu du grand nombre de
composés constituant le métabolome et la grande variété de leurs structures chimiques, la production de
composés marqués aux isotopes stables par synthése totale est inenvisageable car trop longue et fastidieuse.
Ainsi, I'ensemble des approches développées pour introduire un ou des isotopes stables dans les structures
chimiques doivent répondre a deux critéres principaux : la rapidité et I'efficacité d’incorporation des isotopes.
Une méthode rapide de marquage se résume le plus souvent a I'application d’un protocole mono-étape, c’est
pourquoi les méthodes de marquage chimique reposent principalement sur des techniques de dérivatisation
chimique a l'aide de réactifs de couplage marqués ou sur des stratégies d’échange isotopique (le plus souvent
hydrogéne/deutérium). Dans certains cas ou le marquage direct par dérivatisation chimique ou échange
isotopique n’est pas possible, le recours a des analogues chimiques, dans lesquels seul un atome ou groupe
d’atomes different des métabolites a quantifier, peut étre envisagé. Ces composés présentent néanmoins
I'inconvénient majeur de ne pas toujours offrir exactement les mémes propriétés physico-chimiques que le
composé a quantifier par LC-MS (différence en temps de rétention et/ou facteur de réponse non équivalent). La
Figure 30%%, résume I’ensemble des différents standards internes pouvant étre utilisés pour la quantification de

I’estradiol??.
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Figure 30 : Les différents standards internes pour les analyses métabolomiques quantitatives (extraite de Khamis et
al.).
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- La dérivatisation chimique

La dérivatisation chimique est utilisée depuis plusieurs décennies en métabolomique (et également en
protéomique) quantitative??’228, Cette technique repose sur la conversion d’une fonction chimique contenue par
le métabolite d’intérét en un groupement fonctionnel le plus souvent marqué avec un nombre suffisant
d’isotopes stables (« lourds ») pour permettre un déplacement en masse suffisant pour le distinguer de son
homologue non marqué. Ainsi le processus de dérivatisation chimique est souvent appliqué avec deux versions
du méme réactif, une version « légere » ou non-marquée et une version « lourde » c’est-a-dire comportant des
isotopes stables « lourds ». La pratique de la dérivatisation chimique permet, selon qu’elle est appliquée
exclusivement a des extraits biologiques a analyser ou également a des standards analytiques, de réaliser de la
quantification relative ou absolue comme illustré sur la Figure 31.2%°. Par ailleurs, la Figure 32239, met également
en évidence I'application large-spectre de la stratégie de dérivatisation chimique pour I'analyse du métabolome.
Dans ce cas, I'utilisation simultanée de quatre réactifs de dérivatisation chimique pour cing groupes distincts de
fonctions chimiques (amines, phenols, hydroxyles, carbonyles, en particulier aldehyde et cétone, et acides
carboxyliques) a été appliquée et a permis de démontrer que plus de 85% du metabolome plasmatique humain

contenait au moins I'une de ces fonctions chimiques?%,
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a) Differential analysis b) Absolute quantification
(Relative quantification)
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Test sample Metabolite standards
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Time Time
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Figure 31 : lllustration des méthodes de quantification relative et absolue par dérivatisation chimique (extraite de
Higashi et al.).
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Figure 32 : Stratégie de dérivatisation chimique appliquée a I'analyse du métabolome.

Les fonctions chimiques le plus couramment modifiées chimiquement ainsi que des exemples non

exhaustifs d’agents de couplage utilisés sont présentés dans le Tableau 72%,

Tableau 7 : Exemple de réactions de dérivatisation selon la famille chimique (adapté de Zhao et al.).

DNSCI : dansylchloride ; DNS-Hydrazine : dansyl-hydrazyne ; DMAP : 4-dimethylaminopyridine ; DmPABTr :
dimethylaminophenacyl bromide

Fonction chimique Réaction de dérivatisation Exemple de couple de réactifs

Amine / Phénol Dansylation 13C,/13C,-DNSCI
Carbonyle Formation d’hydrazone 13C,/13C,-DNS-Hydrazine
Hydroxyle Dansylation activée 13C,/13C,-DNSCI + DMAP
Carboxyle Estérification 13C,/13C,-DmPABr

cl H|\|1’NH2
0=$=0 0=$=0 O g
C'="2Cou'C
" /N\ » " ,N\ * * *
HiC™ "CHy H3C™ "CHy ch’N‘CHg

BcgBc,-DNSCI Bgy3¢,-DNS-Hydrazine  13Cy/13C,-DMPABr

La dérivatisation chimique s’avere étre une technique trés intéressante pour des études oUu des
métabolites appartenant a une méme famille chimique sont ciblés. Cette technique peut également permettre
d’augmenter les propriétés d’ionisation (ou de rétention) de certains composés qui, sans cela, sont en dessous
des limites de détection avec les méthodes analytiques utilisées. La dérivatisation chimique est également une
approche pouvant s’avérer efficace pour la quantification en mode SRM, en particulier pour les ions ayant de
mauvaises propriétés de fragmentation lors de dissociation induite par collision (CID) a faible energie.
L'introduction d’un groupement chimique fragmentable permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité de la
méthode de quantification pour ces composés en permettant la formation d’un ion produit suffisamment intense

a partir du métabolite modifié chimiquement?3%:232,
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- L’échange isotopique

Les réactions d’échange isotopique, c’est-a-dire de remplacement direct d’'un atome par son isotope
stable « lourd », ont également été largement investiguées pour la production de standards internes marqués
pour des applications quantitatives par spectrométrie de masse. Ces réactions d’échange isotopique concernent
presque essentiellement le remplacement d’atome(s) d’hydrogéne par leur isotope stable «lourd »: le
deutérium. On peut noter cependant que des développements pour I'échange isotopique d’autres atomes
constitutifs des molécules organiques commencent a émerger avec notamment, et a titre d’exemple, la mise au
point (impliguant notamment des collegues du CEA de Saclay) d’une stratégie mono-étape permettant
d’échanger un atome de carbone-12 par son isotope carbone-13 spécifiquement sur des composés carboxylés

par réaction de décarboxylation/carboxylation en présence de 3CO2 comme illustré sur la Figure 33233,

H * H
CO"’ 13C0, or 1CO, o
o o — o _@ v O
>»COZH >—O mild conditions >—'COZH
N L. W | wide scope Wy
= ClI, Br, | or N-hydroxy 33 examples
phthalimido esters up to 99% *C-labeling

Figure 33 : lllustration d'une réaction d'échange 12C/*3C par décarboxylation/carboxylation (extraite de Tortajada et
al.).

Malgré ces récents développements, les réactions d’échanges H/D restent actuellement les seules
réactions d’échange isotopique appliquées aux analyses métabolomiques quantitatives. Notons d’ailleurs que
les hydrogénes sont plus ou moins labiles selon leur position dans les édifices moléculaires. En effet, des
hydrogenes portés par des hétéroatomes tels que I'oxygene et I'azote sont facilement échangeables. Ainsi,
I'utilisation de solvants deutérés lors de la préparation d’échantillons ou de phases mobiles utilisées lors
d’analyse par chromatographie liquide permet d’échanger ces hydrogenes et d’obtenir des informations
structurales pertinentes par spectrométrie de masse sur des composés présents en matrice complexe?**. Ces
positions de deutération sont considérées comme instables et échangeables en sens inverse (« back-exchange »)
en présence de solvants protiques ou de traces d’eau non deutérée. Ainsi, nous parlerons dans cette section
d’échange H/D sur des positions stables ol les atomes d’hydrogéne sont portés par des atomes de carbone

permettant ainsi une utilisation des molécules marquées résultantes comme standards internes.

Les réactions d’échange H/D conduisant a des marquages stables sont généralement catalysées, soit par
une base ou un acide, soit par un métal. Elles sont le plus souvent réalisées dans un solvant protique deutéré qui
joue le role de source de deutérium en présence ou non de deutérium gaz (jouant également le role de source
de deutérium). Dans I'exemple de la Figure 29, la catalyse acide permet I'incorporation d’un atome de deutérium

sur un noyau aromatique. La majorité des catalyses, pour I'’échange H/D stable, reste métalliques : elles peuvent
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&tre homogénes?®® (c’est-a-dire, réalisées a 'aide d’un catalyseur métallique miscible au milieu réactionnel) ou,
a I'inverse, hétérogenes. Dans le dernier cas, le catalyseur métallique pourra étre facilement éliminé par simple
filtration du milieu réactionnel. Le palladium, le platine, le rhodium ou encore le ruthénium sont des catalyseurs
trés utilisés pour ces réactions d’échange H/D, qu’elles soient homogénes ou hétérogénes?3623° || 3 été observé
que les catalyseurs au platine permettent une plus grande sélectivité d’échanges des hydrogénes en positions
aromatiques tandis que le palladium affiche une préférence pour les hydrogénes en positions aliphatiques

(Figure 34)2%0,
/@/\/ 5% Pt/C or 10% Pd/C, H,
HoN D,0,A, 24 h

Figure 34 : Réaction d'échange H/D avec le Platine ou le Palladium comme catalyseur (adaptée de Sajiki et al.).

Pt/C 2 Pd/C

Les exemples présentés dans la Figure 35241, mettent en évidence les régiospécificités de deutération
propres a chaque catalyseur métallique. Notons que le rhodium, tout comme le paladium, semble bien adapté a
la deutération de chaines aliphatiques alors que le ruthenium présente la particularité de permettre une réaction
d’échange H/D particulierement orientée sur les hydrogénes portés par des atomes de carbone en alpha de
groupements hydroxyles?*?42, Plus récemment, il a été montré que non seulement le ruthénium permettait un
marquage régiospecifique en alpha des fonctions alcools mais également en alpha des fonctions amines dans

des conditions douces (température et pression modérées)?¥’.

PdIC, PYC, Rh/C or Ru/C

Substrate Substrate-[D,]
D bpoDo D Hz. D0, & NH.
D LD 0 OH 2
CDs CD; CDy N X
: : N
D D DaGJ*(X): D5 YT p—¢ || By
O D D D D D N~ p
D (pdcC) (PUC) pp, (PUC) (PA/C) (PA/C)
COOH OH
D DD p P D DPD DD DO DD D
D D c0,
D D DsC
D DD D D D DDpoDDD DDD D
D D (Rh/C)
(PUC) (PYC) Dp p P
(Rh/C)
D D OH D DDD
(RUWC) {RU/C) (RU/C)

Figure 35 : Exemples illustrant la régiospécificité de plusieurs catalyseurs métalliques vis-a-vis de la deutération par
réaction d’échange H/D (extraite de Fujowara et al.).
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Des développements sur le sujet ont d’ailleurs été réalisés par des équipes du CEA avec des
nanoparticules de ruthénium, équipes avec lesquelles nous avons collaboré au début de ce projet. Avec ce
catalyseur, il a été montré que les hydrogenes portés par des carbones en alpha d’hétéroatome de fonctions
amine et alcool, étaient échangés par des deutériums (Figure 3624%). Notons que dans ces conditions, il a été

montré que la chiralité de la molécule était conservée tout au long de la réaction?¥,

\HLOH )YJ\OH NGH \/\HLOH Q)Yo
NH, NH, NH; NH, H OH
4 5 6 7 8 [88%]

o 0 0 )NLH o
HzNNOH HzNWOH H,N H/\/\HJ\OH
(o] NH2 NH2 NHZ
9 10 1
o o] OH O o
HZN\/\/YLOH HO/\(U\OH )\/U\OH </N j/Y\LOH
NHe N NH; HN NH,
12 [63%] 13 [827%] 14 [99%) 15 [99%]

o 0 0
HO
WLOH HOJI\/YU\OH O/Y‘LO/\Q
O NH; NH, NH,
0 )< 0o o) o)
NH, HN NH, NH, Oj/NH

/i\ 19 20 [87%] 21 22 [0%)

Figure 36 : Exemple de réaction d'échange H/D avec le Ruthénium comme catalyseur (extraite de Taglang et al.).

Ainsi, 'échange H/D stable constitue une approche économique et rapide lorsqu’elle peut s’appliquer
directement sur la molécule cible, pour la production de standards marqués au deutérium utilisables en
métabolomique quantitative. Cependant, I'utilisation de deutérium peut montrer des faiblesses pour les analyses
métabolomiques quantitatives avec notamment des effets isotopiques tels que des décalages de temps de
rétention, pour des composés a hauts degrés de marquage, qui ont pu étre observés et qui font du deutérium

un isotope de second choix pour certaines analyses?*4.
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3 — Utilisation des standards marqués pour la quantification

La méthode de choix pour la quantificaton est |'utilisation d’isotopes marqués aux isotopes stables
comme standards internes. Ces standards peuvent soit permettre de réaliser des gammes externes soit étre

supplémentés a I’échantillon d’intérét pour de la dilution isotopique (Figure 37).

! Standard
qué Non-Marqué

0 do
dx

L@ , Standard Marqué Composé Endogene
‘U Concentration connue Concentration inconnue
U m/z gy

Intensité

R

m/z gy
m/z

C° (SIL — IS) * Aire (SIL — IS
m/z C° (endogéne) = ( - ) \( )
Aire (endogéne)
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Rapport des Aires
Standard Non-Margué
/ Standard Marqué

Intensity

Concentration Standard |
Non-Marqué

Composé
Endogéne

Quantification par Gamme Externe avec SIL-IS Dilution Isotopique

Figure 37 : Comparasion des méthodes de quantification par gamme externe avec SIL-IS et dilution isotopique.

La gamme externe consiste a analyser des concentrations croissantes connues de molécule(s)
standard(s) correspondant(s) au(x) métabolite(s) d’intérét de I’échantillon biologique. Ces gammes analysées
avant et aprés I’échantillon permettent de détecter les potentielles dérives analytiques au cours du temps tels
que les effets d’adsorption de métabolites sur la colonne chromatographique, la perte de sensibilité ou encore
I’élargissement des pics chromatographiques. En I'absence de standards internes marqués, ces gammes externes
doivent étre réalisées dans une matrice similaire a celle de I'étude afin de limiter I'effet matrice qui peut induire
des biais plus ou moins important dans la quantification?*°. En effet, il a été prouvé que selon la matrice utilisée
et le nombre d’ions arrivant dans la source d’ionisation, des effets de majoration ou plus souvent de suppression
du signal sont détectés??4#2%6, Afin de s’affranchir de cet effet matrice, les gammes externes sont réalisées avec
des concentrations croissantes connues de standards non marqués auxquels on supplémente leurs homologues
marqués a une concentration constante et identique a celle qui sera ajoutée aux échantillons biologiques a
quantifier?”’. L’établissement des gammes de calibration repose ensuite sur le calcul du rapport des réponses
analytiques (aires) des standards marqués (SIL-IS) et non marqués du métabolites d’intéréts reporté en ordonnée
contre la concentration du standard non-marqué dans la gamme reportée en abscisse. La gamme est dite linéaire
tant que la courbe qui passe par I'ensemble des points de la gamme reste une droite. La concentration du

métabolite endogene d’interét est alors obtenue par report sur la courbe de calibration du rapport des réponses
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analytiques du SIL-IS et de I'endogene. Notons qu’il est préférable de supplémenter I’échantillon d’intérét avec

un standard marqué a une concentration proche de celle du métabolite endogéne afin de limiter les biais?¥.

Un pré-requis pour la quantification est la linéarité de la réponse analytique. Cependant, a de hautes
concentrations, des effets de saturation peuvent étre détectés et les gammes ne sont alors plus linéaires?*, Cet
effet de saturation peut étre induit dans la source d’ionisation. En effet, un nombre important d’ions arrive
simultanément dans la source d’ionisation ce qui induit la production d’aggrégats ou de multiméres?*. Cet effet
de saturation dépend également de I'analyseur et du détecteur qui équipe I'instrument utilisé pour I'analyse. A
titre d’exemple, dans le cas de I'Orbitrap, selon la taille de celui-ci, le nombre d’ions pouvant y étre analysés
simultanément sans effet de charge varie!®®2%°, Pour ces raisons, I'administration des aliments et médicaments
(FDA) stipule que : « Le modeéle le plus simple qui décrit adéquatement la relation concentration-réponse devrait
étre utilisé. Le choix de la pondération et I'utilisation d'une équation de régression complexe doivent étre
justifiés. »2°1, 1l a d’ailleurs été prouvé que la quantification basée sur des gammes quadratiques était moins
précise que celles réalisées a partir de gamme linéaire?*2, Afin d’optimiser la précision de la quantification, il est
préférable que la réponse analytique du métabolite dans I’échantillon d’intérét soit comprise dans la gamme

externe.

La quantification par dilution isotopique est aujourd’hui la méthode de référence pour la quantification
absolue des métabolites?>*2>%, Elle correspond a un simple produit en croix entre les réponses analytiques de
I’endogéne et du SIL-IS ajouté. Afin d’obtenir une grande précision, le standard marqué préalablement quantifié
doit étre supplémenté dans I’échantillon d’intérét a une concentration similaire a celle du métabolite endogéne.
Cette méthode de quantification est utilisée pour les analyses quantitatives en métabolomique mais est limitée
par le nombre de standards marqués disponibles?'®2¢. De plus, la supplémentation de nombreux composés

marqués dans I’échantillon peut créer des interférences entre les métabolites endogénes et les composés ajoutés.

Il semble intéressant de noter en conclusion de ce chapitre que les besoins en terme de
quantification/normalisation par spectrométrie de masse allant croissants, les propositions commerciales mises
en place pour faciliter ces analyses se multiplient également et offrent des solutions de plus en plus complétes.
A ce titre, la gamme de produits marqués disponibles dans les catalogues de produits chimiques commerciaux
(par exemple Sigma-Aldrich, Eurisotop, etc) est de plus en plus large. Les propositions de kits de quantification
« clé en main » permettant de réaliser de la quantification rapide et large spectre continue d’émerger avec, a
titre d’exemples, de nombreux kits proposés par Biocrates® dont le plus recent (MxP® Quant 500 kit) permet de
quantifier jusqu’a 630 métabolites (en grande majorité des lipides) avec un QgQ ou encore le kit AbsolutelDQ®
p400 HR qui permet la quantification de plus de 400 métabolites par profilage métabolique sur un Q-Exactive. La
mise a disposition d’extraits biologiques marqués se répend également pour répondre aux besoins de
standardisation en métabolomique avec notamment un produit proposé par Eurisotop issu du marquage
métabolique de levure au C-132'2, Neanmoins, ces solutions restent trés colteuses et assez peu flexibles en

terme de domaine d’application. Ainsi, la capacité de produire a facon des librairies de composés marqués
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specifiguement adaptées aux besoins associés aux études métabolomiques du laboratoire, reste une idée

enthousiasmante et constitue un aspect de cette thése présenté dans la deuxiéme partie de ce manuscrit.
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Objectifs

L'ensemble de ce travail de recherche bibliographique montre I'importance de l'identification des
métabolites lors d’analyses métabolomiques. La qualité de cette identification est fortement liée a I'ensemble
des étapes présentes lors d’une analyse métabolomique. Cela implique que l'identification des métabolites

demeure encore actuellement un challenge analytique.

Le premier objectif de ma thése a été d’améliorer le processus d’acquisiton de spectres MS/MS. En effet,
actuellement I'acquisition des spectres MS permettant d’obtenir le profil métabolique de I’échantillon d’intérét
et I'acquisition des spectres MS/MS nécessaire a I'identification des métabolites d’intéréts sont réalisés a I'aide
de deux injections distinctes espacées de plusieurs semaines voire plusieurs mois. Ceci peut étre di a
I'impossibilité d’acquérir des spectres MS/MS par le spectrométre de masse ou a des vitesses d’acquisition des
analyseurs trop faibles. Entre les deux analyses, des biais analytiques peuvent se produire ce qui limite
I'identification des métabolites. L’acquisition simultanée des spectres MS et MS/MS permet de s’affranchir de
ces biais. Cependant, jusqu’a récemment, la vitesse d’acquisition des spectrométres de masse ne permettait pas
ces acquisitions simultanées. Les développements réalisés sur les spectrométres de masse ont permis
d’améliorer ces vitesses d’acquisition. Grace a cela, mes premiers travaux de thése avaient but d’exploiter au
mieux les caractéristiques uniques de I'Orbitrap Fusion en termes de vitesse d’acquisition mais également
d’acquisitions réalisées en parallele a haute et basse résolutions. Ainsi, le développement de méthodes
d’acquisition dites « Data Dependent Acquisition (DDA) » et « Data Independent Acquisition (DIA) » a été
envisagé, dans un premier temps afin de multiplexer au maximum I’acquisition des spectres MS et MS/MS. Le
traitement des données résultantes visant a identifier des métabolites par comparaison de spectres MS/MS
expérimentaux a ceux stockés dans des bases de données n’est pas facilement réalisables de fagon automatisée
en raison d’un manque de logiciels efficaces (notamment pour les données DIA). De plus, selon les modalités de
construction des bases de données, la comparaison des spectres acquis avec ceux de la base de données peut
étre plus ou moins complexe. Un autre des objectifs a donc été d’appliquer la méthode DDA développée pour
des études interlaboratoires dans le cadre d’un projet européen afin d’évaluer la comparabilité de spectres
MS/MS acquis sur différents spectrométres de masse. L’objectif final de ce consortium européen étant de
réaliser une base de données spectrales MS/MS a I’échelle européenne. Finalement, la méthode DDA a pu étre
de nouveaux optimiser grace a un nouveau logiciel, Acquire X, proposé par Thermo Fisher Scientific. Ce logiciel
permet d’effectuer des analyses DDA itérative permettant de fragmenter un maximum d’ions présents dans

I’échantillon. Cela permet d’avoir une connaissance approfondie de I’échantillon.

Dans un second temps, mes travaux de these avaient pour objectif de développer une méthode de
quantification de métabolites a grande échelle a I'aide de standards internes marqués. En effet, le métabolome

étant dynamique la comparaison de signaux provenant d’échantillons différents est complexe. De plus, les
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analyses métabolomiques étant appliquées a des cohortes de plus en plus importantes, il est de plus en plus
nécessaire de pouvoir comparer I'ensembles des analyses effectuées sur le grand nombre d’échantillons présents
dans la cohorte d’intérét. Pour cela, des étapes de normalisation sont nécessaires et réalisées par quantification.
Les approches de quantification ciblées sont également pertinentes pour valider les candidats biomarqueurs mis
en évidence par les approches non ciblées de métabolomique. La méthode de choix actuelle pour la
quantification de métabolites est I'utilisation d’isotopes stables comme standards internes. Les SIL-IS n’étant pas
tous disponibles commercialement, le premier objectif a été de développer des méthodes de production de
standards internes marqués a grande échelle. Dans notre cas, I’objectif était de produire des standards marqués
par échange H/D. Par ces méthodes, I'ensemble du métabolome humain ne peut étre couvert. L’utilisation
d’échantillons marqués in vivo permet de palier cet inconvénient. Un des objectifs de ma these a donc été
d’analyser des échantillons d’urine de souris marqués in vivo au C-13. L’étude préliminaire de ces échantillons a
permis d’évaluer la cinétique de marquage sur un nombre restreint de métabolites et d’investiguer I'apport de

ce type d’échantillon marqué pour identifier des métabolites.
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Chapitre 1 : Développement de nouvelles méthodes
d’acquisition pour la métabolomique

A — Développements des méthodes « Data Dependent Acquisition » et « Data Independent
Acquisition »

1 — Contexte et objectifs

Comme décrit précédemment, I'identification des métabolites représente un grand challenge dans les
études métabolomiques. Dans ce contexte, I'acquisition d’un grand nombre de spectres de fragmentation de

grande qualité est primordiale.

Classiquement, lors d’une analyse métabolomique effectuée au sein de notre laboratoire, I'échantillon
d’étude est analysé deux fois. Une premiere fois pour réaliser son profilage métabolique (acquisition MS
seulement) et une seconde fois pour confirmer I'identité par MS/MS (mode ciblé) des métabolites annotés
discriminants de I'étude. Ces deux injections sont réalisées indépendamment, notamment en raison de
I'impossibilité d’acquérir des spectres MS/MS ciblés avec |le spectrométre de masse Exactive utilisé en routine au
laboratoire pour les analyses métabolomiques. Néanmoins, quand un autre instrument type Q-Exactive est utilisé,
le méme mode opératoire est souvent suivi car ne sont généralement fragmentés par MS/MS (mode ciblé) que
les ions d’intérét préalablement mis en évidence par I'analyse statistique des données de profilage. Cela signifie
que les données acquises en mode profil MS doivent étre préalablement traitées pour que les ions a fragmenter
soient identifiés. Le temps nécessaire au traitement des données entre ces deux analyses est relativement long
(plusieurs semaines). Dans le cas plus général des analyseurs de type Orbitrap, les vitesses d’acquisition sont
souvent trop faibles pour permettre 'acquisition des spectres MS et MS/MS (de fagon suffisamment exhaustive
pour étre réalisée sans a priori) en une seule injection, en conservant suffisamment de points par pics lors de
I’'analyse MS pour réaliser une bonne quantification. Cette double injection induit des inconvénients majeurs.
Tout d’abord, le temps nécessaire au traitement des données entre ces deux analyses peut étre trés long
(plusieurs semaines). L'échantillon n’est plus injecté dans les mémes conditions analytiques lors du profilage et

de l'identification ce qui induit des biais analytiques comme le décalage de temps de rétention.

Selon la robustesse du systéme analytique utilisé, cet impact peut étre plus ou moins important. Ensuite,
la nécessité de faire deux injections requiert une quantité initiale d’échantillon non négligeable ce qui n’est pas
toujours compatible avec les échantillons (typiquement pour le liquide céphalorachidien). Pour cela, les analyses
MS/MS sont généralement réalisées sur les QCs placés en début ou fin de séquence d’analyse!®2>, Cette double

injection est également tres consommatrice de temps d’analyse.
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Pour remédier a ces inconvénients, de nouveaux modes d’acquisition, « Data Dependent Acquisition »
et « Data Independent Acquisition », ont été investigués dans le cadre de cette thése. Trés utilisés en
protéomique, ils présentent encore quelques limitations pour la métabolomique telle que I'obtention d’une
énergie de fragmentation optimale pour I'ensemble des métabolites'®. Ce point sera discuté plus en détails

ci-dessous. Ces modes d’acquisition permettent d’obtenir les spectres MS et MS/MS en une seule injection.

L’objectif de mes travaux était donc de développer et de comparer des méthodes d’acquisition DDA et
DIA de type « SWATH » pour les analyses métabolomiques par LC-HRMS sur I’Orbitrap Fusion, en exploitant sa
grande versatilité d’acquisition (fragmentation HCD et CID, détection basse et/ou haute résolution). Cette étude

a pour but ultime de faciliter I'identification des métabolites tout en gagnant en temps d’analyse.

2 — Méthodologie suivie et introduction au travail expérimental

Un apergu de la méthodologie est donné dans cette partie, un chapitre « matériel et méthodes » plus

détaillé est donné dans la publication insérée juste apres.

Pour répondre aux objectifs fixés, les développements ont été réalisés a partir d’'un mélange de 47
standards et sur des échantillons de plasma de référence (SRM 1950) commercialisés par I'Institut National des
Normes et Technologies (NIST). Dans un premier temps, les données ont été acquises avec I'Orbitrap Fusion
couplé avec la chromatographie liquide en phase inverse (C18) et avec une ionisation en mode positif. Ces
conditions sont les plus stringentes pour le développement des méthodes DDA et DIA di a la faible largeur des

pics chromatographiques et de la vitesse d’acquisition de I’Orbitrap.

La versatilité de I'Orbitrap Fusion avec ces trois analyseurs et ces deux modes de fragmentation offrent
de nombreuses possibilités pour les développements méthodologiques. Les premiers développements se sont
intéressés au mode d’acquisition DDA. Avec cette méthode, les ions sont automatiquement sélectionnés pour
étre fragmentés. Les développements avaient donc pour but d’optimiser la sélection de ces ions. Une premiére
méthode nommée « HCD-only » a été développée afin d’optimiser I'ensemble des parametres de sélection des

ions.

Dans une analyse métabolomique, les signaux détectés peuvent étre classés en deux catégories : les
métabolites présents dans une base de données interne et les métabolites absents de cette base de données
voire inconnus. Une deuxieme méthode a donc été développée pour prendre en compte cette différence. Dans
cette méthode, les ions correspondants peuvent étre sélectionnés selon un arbre décisionnel comportant des
listes d’inclusion et d’exclusion et des processus de fragmentation différents (HCD ou CID) selon la connaissance
préalable ou non du métabolite (voir publication). Les méthodes DDA ne permettant pas de fragmenter et donc
d’identifier 'ensemble des métabolites, les approches DIA de type « SWATH » ont ensuite été étudiées.
Contrairement aux méthodes DDA, tous les ions détectés sont fragmentés. Les développements se sont alors

principalement focalisés sur la taille des fenétres de masse afin d’optimiser la sensibilité de la méthode.
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Ensuite ces méthodes ont été comparées via le nombre de métabolites détectés et fragmentés ainsi que
par la pureté et la qualité des spectres MS/MS obtenus. Finalement, ces méthodes multi-événements ont ensuite
été comparées avec la méthode « Full Scan » classiquement utilisée pour les analyses métabolomiques, afin d’en
évaluer I'aspect quantitatif. Pour cela, les échantillons de plasma NIST ont été supplémentés avec le mélange de

standards a différentes concentrations.

3 — Publication « Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent
Acquisition Workflows Implemented on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics »
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Abstract: Constant improvements to the Orbitrap mass analyzer, such as acquisition speed, resolution,
dynamic range and sensitivity have strengthened its value for the large-scale identification and
quantification of metabolites in complex biological matrices. Here, we report the development
and optimization of Data Dependent Acquisition (DDA) and Sequential Window Acquisition of
all THeoretical fragment ions (SWATH-type) Data Independent Acquisition (DIA) workflows on a
high-field Orbitrap Fusion™ Tribrid ™ instrument for the robust identification and quantification
of metabolites in human plasma. By using a set of 47 exogenous and 72 endogenous molecules,
we compared the efficiency and complementarity of both approaches. We exploited the versatility of
this mass spectrometer to collect meaningful MS/MS spectra at both high- and low-mass resolution
and various low-energy collision-induced dissociation conditions under optimized DDA conditions.
We also observed that complex and composite DIA-MS/MS spectra can be efficiently exploited to
identify metabolites in plasma thanks to a reference tandem spectral library made from authentic
standards while also providing a valuable data resource for further identification of unknown
metabolites. Finally, we found that adding multi-event MS/MS acquisition did not degrade the ability
to use survey MS scans from DDA and DIA workflows for the reliable absolute quantification of
metabolites down to 0.05 ng/mL in human plasma.

Keywords: metabolomics; high resolution mass spectrometry; Orbitrap Fusion; DDA; DIA

1. Introduction

Metabolomics aims at studying the whole set of metabolites found in a given biological system.
Its objectives are therefore to identify and quantify all the small molecules present in complex matrices
as comprehensively as possible. Nowadays, liquid chromatography coupled to high-resolution mass
spectrometry (LC/HRMS) represents the most widely used approach for untargeted metabolomics [1].
LC/HRMS-based metabolomics workflows usually start with the acquisition of high-resolution full scan
accurate mass spectra in order to obtain comprehensive metabolic profiles thanks to the detection of a
few thousand signals in a semi-quantitative fashion [2]. The recorded signals then need to be annotated
and corresponding metabolites identified to translate raw analytical data into meaningful biological
information. However, a large portion of the detected signals remain structurally uncharacterized
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and thus, metabolite annotation and identification still represent major bottlenecks in untargeted
metabolomics [3,4].

The successful identification of metabolites requires a combination of information lines exploited in
conjunction, including accurate LC retention time, high mass measurement accuracy (<1 ppm), isotope
pattern and isotope fine structure measurement as well as high-quality fragmentation spectra [5,6].
High mass resolution (>100,000) allows for the measurement of isotope pattern and isotope fine
structure (through the distinction of isobaric isotopes), which is particularly useful for confident
compound annotation [6]. One of the most valuable elements to confirm metabolite annotation or
reduce the list of possible annotations is the acquisition of fragmentation spectra and their comparison
to reference MS/MS spectra included in spectral libraries [7].

Experimental approaches to acquire MS/MS data are generally referred to as Data Dependent
or Data Independent Acquisition (DDA and DIA, respectively). In the most widely used DDA
acquisition workflow, MS/MS spectra are automatically collected for precursor ions whose MS intensity
exceeds a pre-defined threshold. In this mode, precursor ions are selected using a small isolation
window (typically <1 Da wide), which leads to high-quality and higher purity MS/MS spectra.
Nevertheless, the selection of precursor ions is a (semi)stochastic event suffering from low analytical
reproducibility and favoring selection of the most abundant but sometimes biologically irrelevant ions.
As a consequence, some biologically relevant precursor ions may not be selected for fragmentation
if they do not match the defined selection criteria or if they are coeluted with more intense species.
These issues can be partially overcome by the use and careful optimization of additional MS-to-MS/MS
triggering criteria (e.g., isotope pattern or mass defect) [8-10], by optimizing the use of exclusion or
inclusion lists prior to further MS/MS acquisitions [11-13], or by implementing efficient software tools
for assessing precursor ion purity of acquired data [14].

Until very recently, the implementation of acquisition protocols combining MS and MS/MS
acquisitions in one single run, especially those related to DIA, were rather limited to hybrid
quadrupole-time-of-flight (Q-TOF) instruments due to their enhanced duty cycles [15,16]. Because of
their lower acquisition speed, simultaneous MS and MS/MS data collection can rarely be performed
at the highest mass resolution achievable on Orbitrap-based instruments, in order to keep enough
data points per chromatographic peak, which is mandatory for further reliable peak integration
and corresponding metabolite quantification from MS data [17]. It is therefore a rather common
procedure in metabolomics, when using an Orbitrap mass analyzer, to acquire MS/MS data by DDA or
targeted-DDA on pooled quality control (QC) samples at the beginning or at the end of an analytical
batch [17,18]. Collected data can then be used to support metabolite annotation in biological samples,
assuming that the ions fragmented in the pooled QC samples are identical to those present in each of the
biological samples analyzed. While separating metabolite quantification from identity confirmation,
this approach also requires additional acquisition time and sample volumes.

A DIA acquisition method would represent a viable alternative or complement to DDA to obtain
valuable MS/MS data on all ions from all samples for further metabolite structure confirmation
and quantification [19]. SWATH (accounting for Sequential Window Acquisition of all THeoretical
fragment-ion spectra) [20], which is the most used DIA acquisition workflow, involves the selection
of wide and consecutive n/z isolation windows (typically between 10 and 50 Da) to cover the whole
mass range. All ions within these windows are then fragmented simultaneously. Due to the width of
isolation windows, the direct link between a specific precursor ion and its corresponding fragments is
often lost, which renders MS/MS data interpretation of unknown metabolites much more difficult than
that of MS/MS data resulting from DDA protocols. All-Ion Fragmentation (AIF) is another form of
DIA acquisition that has been successfully applied to metabolomics or lipidomic approaches [21-23].
The present paper dealing only with SWATH-like DIA as applied to low-mass metabolites (essentially
below 700 Da), DIA accounts hereafter for SWATH-like approaches. Although some software solutions
for handling MS/MS data obtained from DIA as well as DDA workflows have been published for
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metabolomics such as MS-DIAL [24] or MetaboDIA [25], no comparative study has been carried out to
objectively assess the advantages and limitations of these different tools.

While DIA strategies such as SWATH are often used in proteomics, very limited work has been
reported on small molecules [26]. This particularly holds true when considering the use of the
Orbitrap mass analyser, with very sporadic examples published [27,28]. In this context, the aim of
this study was to evaluate the performance of DDA and SWATH-type DIA acquisition workflows
when implemented on an Orbitrap Fusion™ Tribrid™ mass spectrometer. We especially exploited
the versatility of this mass spectrometer, comprising of quadrupole, linear ion trap and Orbitrap mass
analyzers, in order to conciliate multiple modes of analysis and experimental flexibility. A set of 47
well defined standard compounds was first used for the development and preliminary evaluation of
DDA and DIA strategies. Optimized methods were then used to study plasma metabolome using
another set of 72 endogenous metabolites. Although reversed-phase liquid chromatography (RPLC)
and hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) provide complementary information and
thus represent a relevant combination for expanding metabolome coverage [29,30], we decided to focus
this study on RPLC, which is the most demanding in terms of MS-MS/MS acquisition speed as a result
of the narrower chromatographic peaks, using routine workflows as used in our laboratory [29,31].
This report demonstrates the value and complementarity of DDA and SWATH-type DIA approaches

for metabolomics, as implemented on an Orbitrap Fusion™.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Reagents

Chemical standards were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Liquid
chromatography solvents, i.e., acetonitrile (ACN) and water, and extraction solvent (i.e., methanol)
were LC-MS grade solvents (LC-MS Chromasolv, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).
Mobile phase additive (i.e., formic acid) was from Sigma Aldrich. NIST SRM-1950 reference plasma
was ordered from the National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA).

2.2. Preparation of Standard Samples and Plasma Extracts

A pool of 47 chemical compounds (20 pg/mL for each compound) was prepared from solutions at
1 mg/mL (Supplementary Material, Table S1). The pool was then diluted in water:ACN (95:5) with
0.1% formic acid to reach 100, 10, 3, 1, 0.5, 0.25, 0.1, and 0.05 ng/mL.

NIST SRM-1950 reference human plasma was processed using a metabolomics-designed extraction
adapted from a previously published one [29]. Briefly, 100 pL of plasma were diluted with 400 pL
of methanol, sonicated for 15 min and centrifuged at 15,000 g for 15 min. After a 1h30 slow
precipitation on ice, samples were centrifuged at 20,000x g for 15 min and supernatant was withdrawn
and dried under nitrogen. Plasma metabolites were resuspended in water/ACN (95:5) with 0.1%
formic acid. Some plasma samples were spiked post-extraction with the pool of 47 compounds at a
final concentration ranging from 0.05 to 100 ng/mL for each metabolite.

2.3. LG/HRMS Analysis

Chromatographic separation was performed on a Dionex Ultimate 3000 (ThermoFisher Scientific,
Courtaboeuf, France) with a Hypersil Gold C;g column (150 x 2.1 mm, 1.9 um; ThermoFisher Scientific)
under gradient conditions, using mobile phases A (0.1% formic acid in water, v/v) and B (0.1% formic
acid in ACN, v/v). Flow rate was set at 500 pL/min. Mobile phase A was held at 95% for 2 min followed
by an increase to 100% of mobile phase B over 11 min. These proportions were kept constant for
12.5 min before returning to 5% B for 4.5 min. Injection volume was set at 5 pL.

Mass spectrometry analyses were performed on an Orbitrap Fusion™ instrument (ThermoFisher
Scientific, Courtaboeuf, France) fitted with a HESI source. Source parameters were set as follows:

spray voltage at + 3500 V, sheath gas at 50 (arbitrary units), auxiliary gas at 12 (arbitrary units),
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sweep gas at 3 (arbitrary units), ion transfer tube temperature at 325 °C, and vaporizer temperature at
350 °C. Ion transfer parameters were set as follows: mass range at “normal”, S lens RF level at 60%.
Scan parameters applied were as follows: acquisition time from 0 to 20 min, positive ionization mode,
micro scan at “1”, data type at “profile”, AGC targetat 5 x 10%. For acquisition in MS mode only, the data
were acquired using the Orbitrap analyzer, at a resolution of 240,000 at m/z 200 (FWHM, a spectrum
collected at this resolution requires ~0.5 s); maximum injection time was set at 400 ms, and the scan
range from m/z 85 to m/z 1000. More detailed information regarding experimental conditions is given
in the Supporting Information (Tables 52-54).

2.4. Data Processing and Evaluation of the Quality of MS/MS Spectra

Raw instrument data (.RAW) were processed using Xcalibur v.2.2.44 (ThermoFisher Scientific)
processing methods. The genesis algorithm was used for detection (nearest RT, minimum peak height
(S/N) = 3) and integration (smoothing point = 1, S/N threshold = 0.5, enable valley detection = no,
constrain peak width = no). Accurate [M+H]* m/z, fragment ion m/z and expected retention time (min)
are shown in supplementary data (Supplementary Material, Table 51).

MS-DIAL software [24] (version 4.12) which is freely available (http://prime.psc.riken.jp/compms/
msdial/main.html), was used to calculate MS/MS similarity between the evaluated and reference
spectra. We merged all the reference MS/MS spectra from our in-house spectral library [29] into a single
.msp file for further mass spectral matching, using the dot product (DP) scoring method included in
the MS-DIAL software.

For both DDA and DIA data analyses, MS-DIAL parameters were set as follows: MS1, tolerance,
0.01 Da; MS2 tolerance, 0.025 Da (0.5 Da for ion trap detection); retention time begin, 0 min; retention
time end, 100 min; minimum peak height, 1000; mass slice width, 0.05 Da; smoothing level, 3 scans;
minimum peak width, 5 scans; sigma window value, 0.5.

3. Results and Discussion

Our first objective was to develop LC-MS/MS metabolomics workflows on an Orbitrap Fusion™

Tribrid™ instrument thanks to concomitant acquisitions of a MS profile for metabolite detection and
quantification, and MS/MS spectra for metabolite identification. We especially aimed at exploiting
the versatility of this mass spectrometer, comprising quadrupole, linear ion trap and Orbitrap mass
analyzers, in order to conciliate multiple modes of analysis and experimental flexibility. In this
context, a set of 47 standard molecules was first used to develop and optimize DDA and DIA
(SWATH) acquisition methods, involving either or both non-resonant higher energy collision-induced
dissociation (HCD), or ion trap resonant collision-induced dissociation (CID) conditions.

The 47 chemicals comprising this test set were those already used in a previous study [6] and well
ionized in ESI+ mode while exhibiting large chemical, mass and retention time diversity when analyzed
on a Cig column (Supplementary Material, Table S1). As we observed in a previous study [29], such a
Cjg column is not the most suited one to separate metabolite isomers, but is the most demanding in
terms of MS-MS/MS acquisition speed (due to the narrow chromatographic peaks). Therefore, our test
set was only made of non-isomeric chemicals, since isomer distinction was not at the center of the
present study. Performances of the developed methods were then evaluated and compared using NIST
SRM-1950 human plasma as a representative biofluid and considering another set of 72 endogenous
metabolites annotated in this matrix (Supplementary Material, Table S5) [29].

These developments have been voluntarily carried out on a limited but well characterized set
of exogenous and endogenous molecules, to allow further manual data analysis so as to avoid any
potential bias induced by processing software tools. A significant part of the data treatment was
manually performed while the evaluation of the quality of MS/MS data collected was achieved using
the MS-DIAL software.
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3.1. Implementation of a First "THCD-only” DDA Acquisition Protocol on Authentic Standards as a First Step
toward the Collection of Meaningful MS/MS Data

The set of 47 authentic standard molecules was first used as a well known and calibrated mixture
in order to optimize experimental conditions (e.g., precursor isolation filters and collision energy
applied) and preliminarily evaluate the relevance of a DDA method. Prior to MS detection, metabolite
separation was achieved on a Cyg UHPLC column. Under these conditions, chromatographic peaks are
typically less than 10 s wide. In order not to downgrade the quality of MS1 quantification, sufficient
data points (at least 8-10) should be obtained per chromatographic peak. Resolutions of the MS1
survey and MS/MS scans were thus kept at 240,000 and 30,000 (both at m/z 200, FWHM), respectively.
In order to resolve co-selected or co-occurring isobaric precursor or fragment ions, which is a common
phenomenon in metabolomics [14], and facilitate spectra identification, Orbitrap resolution was set
at the highest value still compatible with the duty cycle. Acquisition of MS data was performed
every 10 MS/MS spectra (i.e., a so-called top-10 method) to maintain a total cycle time below 1 s.
For comparison, a previously reported and carefully optimized top-5 protocol implemented on an
Orbitrap Velos instrument involved mass resolutions set at 30,000 and 7500 in the MS and MS/MS
modes, respectively [17]. This highlights the substantial improvement in scan speed (or resolution) of
the Orbitrap Fusion™ compared to previous generations of instrument, essentially due to the presence
of a high-field Orbitrap mass analyzer.

Efficient DDA methods should enable the acquisition of high-quality and higher purity MS/MS
spectra from metabolites of interest present in biological media (see the Supporting Information
for information about method development). In this DDA method, non-resonant collision-induced
dissociation mode (HCD) was chosen as unique mode of fragmentation. In sharp contrast with
proteomics where a single normalized collision energy (NCE) of ~30% is suitable for almost all
peptides [32,33], metabolite fragmentation is strongly NCE-dependent and thus no single collision
energy can be applied to fit all metabolites [17]. Optimizing applied NCE therefore represents a
prerequisite to efficient DDA acquisition protocol in metabolomics. Here, optimal NCE was empirically
defined as yielding an MS/MS spectrum with precursor ion at a relative intensity of 15-45% of the
base peak. These acquisition conditions often proved to yield the most informative MS/MS spectra,
while maintaining the precursor ion detectable. This was also a mean to comparatively evaluate the
NCE required to reach similar fragmentation level of given precursor ions. The 47 studied compounds
have optimal NCEs varying from 10% to 100% (27% on average, Supplementary Material, Table S1),
while ~500 additional compounds from our chemical database and detectable in the positive ion
mode overall show optimal NCEs in the 10-50% range (~40% on average, Supplementary Material,
Figure S4) [29]. Employing the stepped collision energy option represented a viable way to obtain
information-rich MS/MS spectra by combining three different NCEs in a single fragmentation spectrum.
A good compromise seems to set stepped NCE at 30 + 20% (i.e., 10%, 30%, and 50%) to cover most
of the compounds presented in Table S1 (Supplementary Material). During such experiments with
stepped NCE, the precursor ion is fragmented at 10%, 30%, and 50% NCE, and the fragments from these
three energies are combined and detected simultaneously. Under these conditions a single spectrum is
obtained. As a representative example, fragmentation of alanyl-tyrosine is shown in Figure 1A with
NCEs of 10%, 30%, and 50%, and with a stepped NCE combining those 3 values. Figure 1B shows the
whole arrangement of filters, fragmentation and acquisition conditions.

Before working on the Orbitrap Fusion™, HCD spectra were routinely acquired in our laboratory
on a Q-Exactive instrument starting from m/z 50 whatever the mass of the precursor ion, so as to
highlight potential low-mass diagnostic fragment ions. Surprisingly, when translated to the Orbitrap
Fusion™, such experimental conditions led to poor-quality HCD spectra for precursor ions with m/z
values above ~250 (Figures S1-53). This observation prompted us to investigate this aspect further
by studying the effect of the starting mass on the HCD spectra. Figures S1-53 display data obtained
for 3 representative metabolites, and illustrate the poor detectability of fragment ions in the higher
mass range (i.e., exceeding more than ~5 times the lower mass of the selected fragment ion window),
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due to probable inefficient transmission of the whole ion range. To avoid any detrimental effects when
acquiring MS/MS spectra with DDA or DIA workflows, the lower scan limit has been fixed at m/z 85.
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Figure 1. Implementation of an “HCD-only” DDA acquisition workflow. (A) MS/MS spectra of
alanyltyrosine obtained upon HCD activation at 10%, 30% and 50%, and stepped HCD at 30% + 20%.
(B) Schematic overview of the “HCD-only” DDA method (More detailed information regarding
experimental conditions and filters is given in Supplementary Material, Table 52).

HCD, stepped NCE @30+20%

The pool of 47 molecules was preliminarily analyzed at 100 ng/mL in triplicate by the
implemented DDA method with a stepped NCE set at 30% + 20%. At this rather high
concentration, 43/47 compounds were detected in the MS1 survey scan. Limits of detection of
3’-dephosphocoenzyme A, 6-hydroxymelatonin, p-coumaric acid, and dodecanedioic acid were much
higher than 100 ng/mL under the conditions used here, thus precluding their efficient detection
(Supplementary Material, Table S1). All 43 compounds were efficiently fragmented in each of the three
replicates, except ochratoxin A for which no MS/MS spectra were obtained in one replicate. More than
88% of these acquisitions returned a minimum of two MS/MS spectra per replicate for each compound,
which highlights data consistency across replicate experiments. Since precursor ion selection occurs in
a stochastic fashion within DDA workflows, such a good reproducibility is particularly remarkable.
DP scoring was used to evaluate spectral similarity under these DDA conditions. DP scores ranged
from 296 to 999 (mean value: 692; median value: 699), with 91% of metabolites having DP scores
above 500 (Supplementary Material, Table S7). To better assess and visualize how spectral quality
translates into DP score, Figure 2 presents eight MS/MS spectra with variable DP scores. The lowest
DP score of 233 was obtained for a rather noisy spectrum of capryloylglycine, but this was the only
score below 480. Then comes 4-pyridylacetic acid with a DP of 482 but with a good match between
evaluated and reference spectra. Thus, despite fluctuations in the relative intensity of some fragment
ions can be observed, a DP score > ~500 seems sufficient to retain high confidence in metabolite
identification (Figure 2). Our results are in good agreement with those of Blazenovic et al. who
found that a dot product score threshold of 400 gave the best results on a training dataset of more
than 300 MS/MS spectra, within the frame of the Critical Assessment of Small Molecule Identification
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(CASMI) contest [34]. Each 10-fold dilution of test mix concentration (from 100 to 10 and then 1 ng/mL)
resulted as expected in a 15-20% drop of the MS/MS triggering efficiency. The global analysis of the
recorded data demonstrates the overall efficiency of this primary DDA workflow that sets a solid basis
for further methodological developments.
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Figure 2. Head-to-tail comparison of evaluated versus reference MS/MS spectra. Evaluated MS/MS
spectra were obtained using the HCD-only DDA acquisition workflow.

3.2. Collecting Meaningful MS/MS Data for Knowns and Unknowns using a DDA Workflow with Parallelized
HCD and CID Fragmentations

In untargeted metabolomics, two main categories of compounds can be considered. The first
group consists in known metabolites for which a standard compound is available. These metabolites
are primarily identified based on their accurate mass and retention time, and then by comparison of
their MS/MS spectrum with that of an authentic standard included in an in-house generated reference
spectral library. The second group includes “unknown” metabolites that do not find any equivalent
in the reference spectral libraries. Those two groups of metabolites can be handled differently when
acquiring MS/MS data. In the first case, MS/MS acquisition is “only” to confirm the identity of an
annotated metabolite by matching experimental and reference MS/MS spectra acquired under similar
fragmentation conditions. Acquisition of MS/MS data at high resolution/high mass accuracy is not
compulsory in this particular case. In contrast, for the second category of metabolites, the most
complete MS/MS data and accurately measured masses are required to validate a putative annotation
or to support a structure proposal based on observed fragment ions.

Thus, we designed another DDA method whose decision tree is displayed in Figure 3. This second
DDA method exploits the versatile capabilities of the Orbitrap Fusion™: (i) metabolite confirmation by
parallelizing acquisition of MS1 scans at high resolution in the Orbitrap and low resolution HCD-MS/MS
data at a faster rate in the ion trap (red part of Figure 3), and (ii) for characterization of unknowns by
acquiring complementary HCD and CID spectra at high resolution (green part of Figure 3).

In this method, we made use of the filters already optimized in the first DDA workflow described
above (blue boxes in Figure 3). For metabolites present in our internal database, i.e., for which the
corresponding standards are available (red part of the decision tree, Figure 3), the main goal was to
obtain high quality MS/MS spectra as close as possible to those present in the spectral database, i.e.,
with fragments and precursor ion intensities around 20%. To better cover the optimal NCEs of the
~500 chemical compounds included in our chemical database and detectable in the positive ion mode
(Supplementary Material, Figure 54) [29], two distinct stepped NCEs of 15% + 10% and 45% + 20%
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were applied for improved reliability of the annotated metabolites identification. For metabolites
absent of our chemical library (green part of the decision tree, Figure 3), each corresponding precursor
ion was fragmented both under HCD and CID conditions to obtain complementary structural
information [17,35], and using compromised stepped NCEs of 30% =+ 20% for HCD and 22% for CID.
Of note, the multiplexed nature of this multi-event workflow prompted us to lower resolution of MS1
and MS2 events at 120,000 and 15,000, respectively.

12C-selection

Intensity threshold

Apex detection

r 1
Compounds present Compounds absent
in in-house database in in-house database

I

Target mass exclusion | | Target mass exclusion

Target mass list 1 Target mass list 2
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Figure 3. Schematic overview of the DDA method to collect meaningful MS/MS data for knowns
and unknowns. See Table S3 for detailed information about the acquisition conditions. IT: Ion Trap,
OT: Orbitrap.

Dynamic Exclusion 1

We next evaluated the efficiency of this innovative dual DDA method by performing another
series of experiments using a methanolic extract obtained from the NIST SRM-1950 plasma spiked
with 43 of the above described test mixture of 47 compounds at 10 ng/mL and 100 ng/mL. The NIST
plasma is commonly used in our laboratory as a reference sample for method development and
data normalization. Up to 72 distinct endogenous metabolites can be routinely detected using our
experimental conditions on a C;g column and MS detection in the positive ESI mode (Supplementary
Material, Table S5). These compounds would be annotated at levels 1 or 3 (in case of isomers,
which cannot be discriminated by their MS/MS spectra) according to the guidelines proposed by the
Metabolomics Standards Initiative working group [36].

For further method evaluation, a working set of 115 molecules was first designed from those
72 endogenous metabolites plus the 43 authentic standards that have been previously used for method
development and that demonstrated limits of detection below 100 ng/mL. Then, this working set was
randomly split into two subsets of 69 and 46 molecules arbitrarily considered as “present” (i.e., further
subjected to HCD MS/MS analyses at low resolution in the ion trap, as displayed in the red part of
the decision tree of Figure 3, and referred to as “S1”) or “absent” (i.e., subjected to HCD and CID
MS/MS analyses at high resolution in the Orbitrap, as displayed in the green part of the decision tree of
Figure 3, and referred to as “S2”) of our chemical library, respectively. The 69 metabolites belonging
to the S1 subset have been distributed into two target mass lists depending on their optimal NCE
(Figure 3), and were also used to generate an exclusion list for the unknown screening approach.

Despite 95% of the 115 molecules could be detected at either spiking level, selection of precursor
ions was on average ~65% effective, while culminating at more than 80% at the highest spiked
concentration for both subsets of compounds (Figure 4A). MS/MS triggering rate also proved similar for
compounds subjected to MS/MS experiments at low or high mass resolution. Between 80% and 90% of
the molecules spiked at 100 ng/mL were subjected to MS/MS whatever the acquisition workflow. More
surprisingly was the fact that only ~65% of the 72 endogenous metabolites triggered MS/MS, whether
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acquisition was performed under high or low-resolution conditions. We observed that the median
retention times of selected and unselected precursor ions were rather similar (1.12 min and 0.92 min,
respectively), while their median intensities were significantly different (1.09 x 10° vs. 1.82 x 10°,
respectively). Therefore, it seems that the less abundant of these endogenous compounds eluting close
to the column dead volume were disadvantaged and thus untriggered due to limited acquisition rate
of the mass spectrometer especially marked in this retention time region where many compounds
coelute, thus leading to dramatic ion suppression effects and competition toward selection for MS/MS.

A) Efficiency of precursor ion selection
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Figure 4. Performance characteristics of the low- and high-mass resolution DDA acquisition workflows
on S1 and S2 subsets, respectively. (A) Efficiency of precursor ion selection and (B) distribution of dot
product scores for S1 and S2 subsets. Plasma + Sp10 or Plasma + Sp100 correspond to plasma extracts
spiked at 10 and 100 ng/mL, respectively.

Overall, MS/MS spectra obtained at low and high resolution were of high quality and proved
comparable to the reference ones, with more than 80% of spectra characterized by a DP score > 500
(Figure 4B). Even though a single non-optimal NCE was used to fragment unknowns (i.e., 30% + 20%)
while maintaining a suitable cycle time, relevant high-resolution mass spectra were still recorded.
More specifically regarding the endogenous metabolites monitored in the NIST plasma and belonging
to the 52 group, valuable MS/MS spectra were obtained for 15/19 plasma metabolites, i.e., 78% of
precursor ions triggering MS/MS acquisition. Manual inspection of the data revealed that this method
provided both relevant HCD and CID MS/MS spectra for 10 metabolites, while HCD or CID spectra
were retrieved for three and two compounds, respectively.

Altogether, these results emphasize the ability of the Orbitrap Fusion™ to perform high quality
DDA for metabolomics. Further software improvements, as those implemented in the AcquireX
data dependent software suite (ThermoFisher Scientific), would be useful to improve the presented
workflow, for instance regarding automatic exclusion of background signals or for implementing
iterative DDA acquisitions in which fragmented metabolites are automatically included in an exclusion
list to allow further acquisition of MS/MS data of minor metabolites.

As shown in this paper, applying different MS/MS acquisition parameters based on predefined
exclusion or inclusion lists for proper selection of precursor ions can improve the number of metabolites
with high-quality MS/MS spectra. Even exquisite optimization of such gas-phase fractionation
procedure on fast-acquiring Q-TOFs, for instance with the joint use of several methods with different
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mass ranges for selection of precursor ions [37], would not return useful MS/MS spectra for all the
metabolites especially those presenting low intensity signals. Thus, we next investigated whether the
implementation of DIA workflows might encompass those intrinsic limitations of DDA.

3.3. Development of a DIA Acquisition Workflow

For comparison purposes with the DDA method, we also implemented a DIA workflow for
untargeted metabolomics applications. Such an approach has the benefit that any detected ion will
trigger fragmentation (even those below the selection threshold for DDA) and thus its MS/MS mass
spectrum will be collected. The method was built on a full scan MS event followed by a SWATH-like
fragmentation, typically using consecutive precursor ion isolation windows with variable sizes (often
20-50 Da) to cover the mass range of interest. To guarantee sufficient data collection rate and
chromatographic definition, a fixed number of 10 isolation windows was used and resulting MS/MS
spectra were collected in the Orbitrap at a 15,000 resolution, while MS acquisition was performed at
120,000 (both at m/z 200, FWHM). In order to reduce the complexity of MS/MS spectra and the width of
isolation windows, the studied mass range was limited to 100-600 Da which still well covers the panel
of low-mass range metabolites detected in plasma samples (Supplementary Material, Figure S6, lipid
species were not considered). The width of the isolation window drastically influences the number of
precursor ion peaks isolated and simultaneously fragmented, and thus the complexity of the generated
MS/MS spectrum. Therefore, we incrementally devised three distinct DIA workflows involving various
isolation windows to obtain the more valuable data. During DIA method development, manual
assessment of mass spectral data quality was first performed in a targeted way by specifically looking at
the presence of three fragment ions shared with the corresponding spectra from our in-house database.
This was also a first step toward the development of a targeted monitoring/quantification DIA-based
approach (Section 3.4.2). Then, MS-DIAL software was used to evaluate the consistency of collected
MS/MS spectra.

The first one made use of the DIA module included in the Orbitrap Fusion** software, which
automatically defines the number of windows (of equal sizes) according to the mass range studied
(10 non-overlapping windows of 50 Da in this case) using a single fixed NCE (set at 30%). When
evaluated on the pool of 43 compounds, this approach returned relevant MS/MS spectra for 56.8% of the
compounds. When using the “Target MS2” acquisition mode of the Orbitrap Fusion software, it became

™

possible to set a stepped NCE of 30% =+ 20% and define overlapping 52-Da wide isolation windows.
Under these conditions, compound selection and fragmentation were improved, especially at the
borders of the isolation windows, thus raising the number of correctly detected compounds to 77.3%.
Last, we devised a third acquisition scheme using variable but overlapping precursor isolation window
widths (Supplementary Material, Table S4) [38], to partition the precursor ion density observed in
plasma (Supplementary Material, Figure S6) almost equally across the whole mass range of interest.
Under these conditions, up to 90% of the targeted metabolites were efficiently detected in the NIST
plasma extract by their fragment ions (Supplementary Material, Table S1), which clearly underlines the
advantages of using variable isolation windows. We next performed mass spectral deconvolution as
well as similarity matching within the MS-DIAL software (see below), to more objectively compare the
data with those from the above described DDA workflow.

3.4. Performance Evaluation of DDA and DIA Strategies

If DDA and DIA acquisition modes can bring valuable information, they both have their own
specific drawbacks that are important to know before choosing the best methods toward the objectives
of the study. The two strategies were compared on their ability to produce relevant MS/MS information
and for quantitative performance characteristics.
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3.4.1. Generation of Meaningful MS/MS Spectra to Confirm the Annotation of Plasma Metabolites

We next compared DDA and DIA approaches through their respective ability to detect the
above-described 72 endogenous metabolites by analyzing in triplicate two independent metabolic
extracts of NIST plasma. The methods were qualitatively compared first by manual evaluation and
then more thoroughly through DP scores.

The DIA workflow provided comprehensive fragmentation of the 72 molecules, whereas only 61%
of them were efficiently selected and fragmented by DDA. On average, 2.5 and 11.1 MS/MS spectra per
compound were obtained with DDA and DIA approaches, respectively. In both cases, ~90% of the
generated spectra proved of sufficient quality to enable manual metabolite confirmation while more
than 10 data points/peak also yielded well defined chromatographic peaks for further quantification
purposes. Figure 5 shows the data obtained for glycocholic acid as a representative example. These
data demonstrate good comparability of MS/MS spectra obtained under DDA and DIA conditions
both in terms of presence and relative intensity of the most intense fragment ions (despite the use of
distinct fragmentation conditions), and illustrate the higher purity of MS/MS spectra acquired under
DDA conditions (Figure 5).
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Figure 5. MS and MS/MS data of glycocholic acid obtained with full-scan only, DDA and DIA workflows.
The reference MS/MS spectrum was acquired at an NCE of 15% while DDA and DIA acquisitions
used NCEs of 15% + 10% and 30% + 20%, respectively. DIA MS/MS spectrum of glycocholic acid was
manually reconstructed from relative fragment ion intensities.

Table S8 (Supplementary Material) compares the DP scores obtained for 34 metabolites consistently
observed for the 6 replicates (two distinct plasma extractions, three technical replicates each) using both
DDA and DIA workflows. DP scores returned by both approaches proved consistent between the two
extractions. As expected, overall DIA DP scores proved significantly lower with median DP scores of 745
and 628 for DDA and DIA, respectively (Supplementary Material, Table S8). DIA is also characterized
by 3 times more metabolites with DP scores below 500 (22 vs. 7). Unsurprisingly, DP scores from DIA
measurements seem highly influenced by the quality of mass spectral deconvolution which in turn
depends on initial signal intensity and spectral complexity (Figure 6). Even though the DIA can notably
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benefit from improvements in the deconvolution process, the present results tend to confirm the great
potential of such an approach for untargeted metabolomics, with numerous mass spectra exhibiting a

rather astonishing spectral quality when compared to reference mass spectra (Supplementary Material,
Figure 57).
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Figure 6. Deconvolution examples of DIA data. (A) Lysine with a good DP score, (B) creatine whose
measured spectrum is contaminated by significant fragment ions arising from co-eluting and co-selected
precursor ions but removed by an efficient deconvolution, and (C) histidine displaying a very low DP
score due to the high abundance of fragment ions arising from other co-fragmented precursor ions.

DDA and DIA acquisition modes are therefore highly complementary and each of them can
bring valuable information, depending on the required information. DDA can be used to generate
high-quality mass spectra to confirm metabolite annotation or to feed a reference library gathering
spectra from known compounds as well as endogenous compounds but still structurally unnamed.
DIA approach might be the best choice for targeted or semi-targeted metabolomics projects, within
which reference MS/MS spectra are generally available for the metabolites of interest. In this context,
particular fragment ions can be targeted to confirm annotations, while fragment ion chromatograms
can also be extracted for (semi)quantification purposes despite the lack of direct precursor-fragment
link. Since all metabolites are fragmented in such a DIA workflow, all detected metabolites can be
basically monitored.

3.4.2. Quantification of Human Plasma Metabolites from DDA and DIA Modes

One of the main driving forces in metabolomics, following metabolite identification, is the sensitive
and robust metabolite quantification. We next intended to compare the quality of relative quantification
from DDA and DIA methods by comparison to the reference MS1-only LC-HRMS approach. Then,
to further mimic the complexity of real-life complex samples, the set of 43 compounds was spiked
into two plasma extracts at concentrations ranging from 0.05 ng/mL to 10 ng/mL and each resulting
sample was then analyzed in triplicate. Precursor ion-based quantification was performed from MS1
spectra obtained for both three sets of data, while fragment ion-based quantification was only achieved
using DIA data. In the latter case, both precursor ion (when still present) and the three most intense
fragments (as deduced from reference MS/MS spectra) were considered. To preliminarily compare
measurement reproducibility of both workflows, we first evaluated the number of metabolites detected
at a given concentration with a coefficient of variation (CV) on triplicate measurements from the two
distinct plasma extracts below 30%.
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As shown in Figure S8 (Supplementary Material), the acquisition of MS/MS events, either in DDA
or in DIA has no drastic impact on the number of molecules being detected with CV < 30% at each
concentration level. Importantly, this demonstrates that adding MS/MS events does not downgrade the
quality and robustness of the measurement at the MS1 level, which is consistent with the results recently
reported using a fast-acquiring Q-TOF instrument and a similar analytical strategy [25]. Overall,
precursor ion-based monitoring from MS1 signals proved of equal sensitivity whatever the acquisition
method, while the DIA-MS/MS strategy proved less sensitive with on average ~5 times less compounds
detected. This might be related to incomplete efficiency of ion transmission and ion fragmentation
using non-optimal NCE conditions. This is in sharp contrast with targeted parallel reaction monitoring
(PRM)-based metabolomics approaches where NCE is carefully optimized in a compound-specific
manner to reach exquisite sensitivity [39]. Nevertheless, at the highest concentrations, the average
measurement reproducibility proved comparable using MS1 and MS/MS ion intensities.

Last, we studied in more detail the performances of the four workflows for the relative
quantification of nine spike-in compounds with estimated limits of detection in the 0.05-0.25 ng/mL
range (Supplementary Material, Table S9). Overall, MS-only and DDA-MS workflows shared similar
detection sensitivities, while quantification based on DIA-MS (MS1 trace of DIA data) and DIA-MS/MS
data proved ~2- and ~5-times less sensitive. Concentration-response relationship was demonstrated
as linear over at least two orders of magnitude whatever the acquisition workflow with average
coefficients of determination R? > 0.97 (Supplementary Material, Table S9). Similarly, all four workflows
demonstrated similar good quantification accuracies as measured at 0.25 and 3 ng/mL concentration
levels (with accuracies ranging from 81-108%, and 94-104%, respectively). Although significantly
less sensitive, the DIA-MS/MS approach enables simultaneous metabolite structural confirmation and
quantification. For example, DIA-MS/MS data proved useful to highlight potential misannotation of
dextromethorphan (cough suppressant) in blank human plasma after analysis by the full-scan only
method, while also enabling its quantification in the 0.05-10 ng/mL range (Figure 7).
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Figure 7. Example of Dextrometorphan. (A) A metabolite feature probably misidentified in blank
plasma as dextromethorphan by the full-scan MS method and not confirmed by the DIA-MS/MS
approach, (B) similar data as in (A) but after spiking 0.05 ng/mL of pure dextromethorphan in plasma.
(C) calibration curve of dextromethorphan in human plasma as analyzed by DIA-MS/MS.
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4. Conclusions

Performance of the Orbitrap Fusion™ instrument, equipped with a compact high-field Orbitrap
analyzer, was studied for the efficient MS/MS data collection in an untargeted metabolomics context.
Our data indicated that both DDA and SWATH-type DIA approaches are highly valuable and proved
complementary, DDA not surprisingly being more suited for acquiring high-quality and higher-purity
spectra. The unprecedented versatility of the Orbitrap Fusion™ enables parallelized DDA acquisition
of both high resolution and low resolution spectra as well as concomitant collection of HCD and
CID data, which is particularly relevant for identification of unknowns. Interestingly, comparative
quantitative evaluation of those multi-event approaches revealed that the acquisition of MS/MS spectra,
either in DDA or in DIA, does not downgrade the quality of the quantification at the MS1 level. While
significantly less sensitive (~five times), fragment ion-based quantification from DIA-MS/MS data
enables simultaneous metabolite structural confirmation and quantification of known metabolites.
Most of the methodological developments reported here on the Orbitrap Fusion and drawn conclusions
are also relevant for other Orbitrap-based platforms, such as Q-Exactive or LTQ-Orbitrap instruments.
Both DDA and DIA approaches for metabolomics would greatly benefit from improvements in data
acquisition speed on Orbitrap mass analyzers as well as in NCE management to better cover the
wide heterogeneity of metabolites in terms of optimal fragmentation conditions. Given the results of
this study, we conclude that combining metabolite quantification in the MS1 space and DIA-MS/MS
for obtaining structural information of all detected compounds and querying high-quality spectral
databases (generated by targeted DDA at multiple NCEs), can have great potential for future biological
metabolomics applications.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2218-1989/10/4/158/s1,

Figure S1: Comparison of HCD spectra acquired for 4-pyridylacetic acid on the Orbitrap Fusion™ or on a

Q-Exactive™ using variable m/z windows for fragment ions; Figure $2: Comparison of HCD spectra acquired
for propanolol on the Orbitrap Fusion™ or on a Q-Exactive™ using variable m/z windows for fragment ions;
Figure S3: Comparison of HCD spectra acquired for ochratoxin A on the Orbitrap Fusion™ or on a Q-Exactive™
using variable m/z windows for fragment ions; Figure S4: Distribution of optimal collision energy for 482 standard
metabolites; Figure S5: Distribution of optimal collision energy for 72 standard metabolites identified in NIST
plasma using C1g UHPLC system coupled to (ESI+)-MS/MS; Figure S6: Mass distribution of metabolites identified
in plasma; Figure S7: Head-to-tail comparison of evaluated versus reference MS/MS spectra. Evaluated MS/MS
spectra were obtained using the DIA acquisition workflow; Figure S8: Number of metabolites reproducibly
detected (with CV < 30%) using full-scan only (blue), DDA (red), DIA-MS (green) and DIA MS/MS workflows
(purple). Each bar is the result of six independent measurements, Text S1. Optimisation of a first “HCD-only”
DDA method; Table S1: List of the 47 compounds included in the test sample as analyzed under ESI+ conditions;
Table S2: Acquisition parameters of the “reference” DDA workflow; Table 53: Acquisition parameters of the DDA
workflow combining low- and high-mass resolution acquisitions; Table S4: Acquisition parameters of the DIA
workflow; Table S5: List of the 72 metabolites annotated in plasma NIST in C18 LC condition and ESI+ ionization;
Table S6: Example of an exclusion list generated from contaminant background ions; Table S7: Dot product
scores obtained for the standard mixture by using the HCD-only DDA workflow (mean values of three replicate
measurements); Table S8: Dot product scores obtained by DDA and DIA for a set of 34 metabolites (mean of three
replicates per extraction); Table S9: Comparison of performance characteristics of MS-Only, DDA-MS, DIA-MS,
and DIA-MS/MS workflows.
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Les données supplémentaires sont présentées en Annexe 2.

4 — Principaux résultats et conclusions

Ces travaux ont permis de développer de nouvelles méthodes d’acquisition permettant I'obtention
simultanée de spectres MS et MS/MS. Les méthodes DDA et DIA ainsi développées ont pu étre comparées grace
a un mélange de 47 standards et a un extrait de plasma NIST pour lequel 72 métabolites endogenes sont

identifiés en routine (LC-HRMS, « C18 positif ») au sein du laboratoire.

Tout d’abord, aprés des développements concernant I'ensemble des filtres de sélection des ions, une
méthode DDA a été obtenue en tenant compte qu’au cours d’une analyse métabolomique, certains métabolites
sont connus et présents dans une base de données internes et d’autres sont inconnus. Le premier élément
investigué fut I’énergie de collision. En effet, il est nécessaire d’utiliser un mode de fragmentation permettant
I’'obtention de spectres de fragmentation les plus informatifs possibles pour un maximum de métabolites. Le
mode « stepped collision energy » a été investigué et a démontré son intérét. Il permet d’obtenir un spectre
MS/MS correspondant a la somme de trois spectres MS/MS acquis a trois énergies de collision. La Figure 38
montre I'exemple de I'alanyltyrosine. Le spectre MS/MS obtenu avec le mode « stepped collision energy » HCD
30 +/- 20 % correspond a la somme des spectres MS/MS obtenus avec des énergies de fragmentation HCD fixée

a 10 %, 30 % et 50 %.
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Figure 38 : Exemple de fragmentation en mode « stepped collision energy » pour I'analyltyrosine (extraite de la
publication ci-dessus).

L’analyseur ainsi que le mode de fragmentation ont donc été choisis en fonction de la présence ou non
des métabolites présents dans notre base de données. En effet, dans le cas des métabolites déja présents dans
notre base de données interne, I'identification se fait par comparaison des spectres MS/MS obtenus avec ceux
présents dans la base de données. Pour cela, une haute précision en masse et donc un analyseur a haute
résolution n’est pas forcément nécessaire. La détection des ions a donc pu étre réalisée via le piege a ions. Ainsi,
nous avons pu paralléliser les acquisitions. De plus, pour ces composés, I'énergie de fragmentation optimale est
connue (dans notre cas, elle correspond a I'obtention du spectre MS/MS avec I'intensité relative de I'ion parent
entre 10 % et 30 %). Les ions sont alors séparés en deux listes selon leur énergie de fragmentation optimale pour
étre fragmentés en mode HCD « stepped collision energy » 15 +/- 10 % ou 45 +/- 20 %. lls sont ensuite détectés
grace au piége a ions linéaire. Les spectres MS/MS obtenus par « stepped collision energy » sont comparés a
notre base de données internes comportant les spectres MS/MS des composés a 4 énergies de collision (HCD
10 %, 20 %, 40 % et 80 %) sur la base des m/z de I'ion précurseur et de trois fragments. Dans le cas des composés
inconnus, I'identification peut étre réalisée par interprétation manuelle des spectres MS/MS obtenus. Dans ce
cas, il est donc nécessaire d’obtenir des spectres de fragmentation les plus informatifs possibles. Pour cela, les
ions sont fragmentés a la fois en mode HCD (non résonnant) « stepped collision energy » et en mode CID
(résonant) afin d’obtenir des informations complémentaires!?’. Dans ce cas, une haute précision en masse et
donc un analyseur a haute résolution sont requis. Les métabolites inconnus sont alors détectés avec I'Orbitrap.
Afin d’obtenir des temps de cycle (correspondant a I’acquisition d’un spectre MS et de plusieurs spectres MS/MS)
concordants avec la durée d’un pic chromatographique, le nombre d’événements MS/MS entre deux « Full
Scan » a été fixé a dix (top-10) et les résolutions a 120 000 et 15 000 (a m/z 200) respectivement pour les
acquisitions MS et MS/MS. Les anciennes générations de spectrométres de masse avec des analyseurs de type
Orbitrap (par exemple le LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher Scientific) ne permettaient que des acquisitions DDA

top-5 probablement en raison de leur plus faible vitesse d’acquisition??®. Les résolutions d’acquisition des
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spectres MS et MS/MS ont également été optimisées afin d’obtenir un temps de cycle d’une seconde. Avec cette
méthode, 95 % des 115 métabolites de I’étude sont détectés avec le « Full Scan » et 65 % de ces composés sont
sélectionnés pour étre fragmentés. Cette sélection monte a 80 % a la plus haute concentration de dopage du
plasma. L’efficacité de sélection est la méme quel que soit le mode d’acquisition (basse ou haute résolution). La
qualité des spectres MS/MS a ensuite été évaluée. Dans un premier par comparaison manuelle avec les spectres
MS/MS de notre base de données. Cependant, cette méthode est trés chronophage et ne permet pas d’obtenir
une évaluation objective de la qualité des spectres obtenus (nombre et intensités relatives des ions fils,
« pureté » des spectres). Un logiciel libre de droits, MS-DIAL, a donc été testé pour évaluer la qualité des spectres
MS/MS¥7. Notre base de données interne a été implémentée dans ce logiciel pour confronter de fagcon objective
les spectres MS/MS obtenus a ceux de notre base de données. Qualitativement, nous avons considéré une bonne
identification des composés lorsque le « dot product score » était supérieur a 500. Cette valeur est concordante
a celle fixée lors projet CASMI dont le but est de proposer des critéres pour aider a l'identification des petites
molécules. En effet, dans le cadre de ce projet, le « DP score » optimal fut déterminé a 400172, Les deux méthodes
de comparaison des spectres MS/MS (manuelle et avec I'aide d’un logiciel) ont montré que les spectres MS/MS
obtenus sont de haute qualité et avec le logiciel MS-DIAL, 80 % des spectres obtenus avec la méthode DDA
possedent un « dot-product score » supérieur a 500 (Figure 39). Les spectres de fragmention obtenus en mode

« stepped collion energy » sont donc directement comparables avec ceux obtenus a une seule énergie de

fragmentation.
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Figure 39 : Comparaison des spectres MS/MS obtenus avec ceux de référence a l'aide de MS-DIAL.

Les travaux récents de Blazenovic et al. montrent qu’il est possible d’annoter I'ensemble des métabolites
fragmentés en DDA moyennant une suite d’outils bio-informatiques et des bases de données trés complétes
(notamment MoNA, NIST, LipidBlast)?®®. Dans ces conditions, environ 750 métabolites ont été annotés aux
niveaux 1 et 2 (selon Sumner et al.1”3) et plusieurs centaines au niveau 3. Comme |'ont souligné nos travaux, les
méthodes DDA (optimisées) permettent d’identifier un grand nombre de métabolites lorsque ceux-ci sont
sélectionnés et fragmentés mais tous les métabolites ne sont pas fragmentés dans ces conditions expérimentales.

Fragmenter et obtenir des spectres relevants pour un maximum d’ions apparait comme indispensable.
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Pour maximiser le nombre de métabolites fragmentés, une méthode DIA de type « SWATH » a été
développée. Ces développements se sont focalisés sur la taille des fenétres de masse afin d’avoir une bonne
sensibilité. Tout comme pour la méthode DDA, le nombre de fenétres et donc d’événements MS/MS a été limité
pour étre compatible avec I'analyse chromatographique. Ce nombre de fenétres a donc été fixé a dix sur une
gamme de masses de 100 a 600 Da, correspondant a la gamme de masses ol la majorité des métabolites sont

détectés avec la méthode LC-HRMS « C18 positif » utilisée au laboratoire (Figure 40).

4
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Figure 40 : Répartition des masses des métabolites détectés dans le plasma NIST.

Dans un premier temps, des tests ont été réalisés en gardant des fenétres de méme taille (50 Da).
Cependant, dans un échantillon biologique, la distribution des masses des métabolites annotés n’est pas
homogeéne. En effet, il y a plus de métabolites avec de petites masses (inférieures a 300 Da) que de métabolites
avec de hautes masses (supérieures a 300 Da) (Figure 40). Les tailles des fenétres de masses ont donc été ajustées
selon la répartition des métabolites du plasma NIST. Les largeurs des fenétres varient alors entre 16 et 102 Da,
et les fenétres sont chevauchantes afin de détecter au mieux des métabolites dont les masses correspondraient
aux limites de ces fenétres (Tableau 8). Avec cette méthode, 90 % des métabolites ont pu étre identifiés grace a
la détection de leurs fragments. Ces résultats sont consistants avec ceux de Zhang et al., qui ont également
montré que l'utilisation de fenétres de tailles variables permettait d’améliorer la sélectivité, I'identification et la

quantification de métabolites et de peptides'®®.
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Tableau 8 : Tailles des fenétres d'acquisition SWATH.

N°de Fenétres « SWATH » classique  Fenétres « SWATH » avec des

fenétres (en m/fz) fenétres ajustées (en m/z)
1 100.3-150.3 98-132
2 150.3-200.3 125.5-145.5
3 200.4-2504 144.5-160.5
4 250.4-3004 158.5-175.5
5 300.4-3504 174.5-190.5
6 350.4-400.4 189-211
7 400.5-450.5 209-262
8 450.5-500.5 259-301
9 500.5-550.5 300-400
10 550.5-600.5 398 - 602

L’aspect quantitatif des méthodes DDA et DIA a ensuite été évalué par comparaison avec la méthode
« Full Scan » traditionnellement utilisée pour les études métabolomiques de profilage semi-quantitatif. Le but
étant de savoir si 'acquisition simultanée de spectres MS et MS/MS avait un impact sur la quantification des
métabolites. Cette quantification a été réalisée a partir des spectres MS pour les trois méthodes d’intérét et
également a partir des spectres MS/MS dans le cas de la méthode DIA (le nombre d’acquisition de spectres
MS/MS d’un méme métabolite avec la méthode DDA ne permet pas de faire ce type de quantification). La
quantification basée sur les spectres MS est similaire quel que soit le mode d’acquisition utilisé. Cela montre que
I’ajout de spectres MS/MS n’altére pas la qualité et la robustesse des acquisitions MS ce qui est en accord avec
des données obtenues précédemment avec des analyses réalisées a I'aide d’'un Q-TOF?*’. Dans le cas des analyses
DIA, cela signifie que la quantification et I'identification des métabolites peuvent étre réalisée en une seule et
méme injection. Néanmoins, la sensibilité de la quantification en DIA-MS/MS apparait comme environ cinq fois

moindre comparativement aux autres approches (dans nos conditions en tout cas).

Les données acquises par les méthodes DDA et DIA ont été traitées manuellement dans un premier
temps. Ce traitement manuel est long et fastidieux ce qui nous a encouragé a utiliser des méthodes de traitement
de données plus automatisées et objectives. Nous avons donc utilisé le logiciel MS-DIAL, libre d’acces, pour
évaluer objectivement la qualité de nos spectres MS/MS. En paralléle, nous avons collaboré avec les équipes de
Biognosys (Zurich, Suisse) pour tester le logiciel Spectronaut qu’ils ont développé initialement pour traiter les
données DIA de protéomiques®®®. Aprés des premiers tests réalisés au sein du laboratoire, les équipes de
Biognosys ont adapté le logiciel Spectronaut aux analyses métabolomiques. Ces tests ont été effectués sur les
données acquises avec la méthode DIA des plasmas supplémentés avec le mélange de standards. Les résultats
obtenus avec le logiciel Spectronaut sont équivalents a ceux que nous avons obtenus par traitement des données
manuel (Figure 41). Ce logiciel semble donc trés prometteur pour les futurs traitements de données liés aux
acquisitions DIA en métabolomique. Des essais pourront également étre effectués sur les données acquises en

mode DDA.
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Figure 41 : Comparaison du nombre de composés quantifiés par MS et MS/MS par traitement de données manuel
ou par Spectronaut.

Ces travaux ont été présentés sous forme de poster au congrés virtuel de I’American Society of Mass

Spectrometry en Juin 2020.

Pour conclure, les méthodes DDA et DIA de type « SWATH » développées montrent de bonnes
caractéristiques et une certaine complémentarité. La méthode DDA répond bien au challenge lié a I'identification
des métabolites. En effet, les spectres MS/MS obtenus sont trés purs ce qui permet de les comparer aisément a
des bases de données. De plus, les spectres MS/MS obtenus permettent d’améliorer I’élucidation structurale des
métabolites inconnus. La méthode DIA répond a deux challenges rencontrés lors d’analyses métabolomiques qui
sont l'identification et la quantification des métabolites. De méme que pour les acquisitions en mode DDA, les
spectres MS/MS obtenus sont comparés a des bases de données. Cependant, la faible pureté des spectres
MS/MS rend complexe cette comparaison. Il serait judicieux d’analyser tous les échantillons en mode DIA afin
de se donner I'opportunité de quantifier les métabolites d’intérét tout en s’assurant de leur identification. Le
point limitant des acquisitions DIA est essentiellement lié au processus de déconvolution des données afin de
relier un ion précurseur a des ions fragments. Cet aspect représente un champ d’investigations important et des
données récentes rapportant la valeur ajoutée d’un outil de corrélation-déconvolution (CorrDec) appliquée a
une large série d’échantillons sont trés encourageantes?*®. La méthode DDA permettrait quant 3 elle d’identifier
de nouveaux métabolites. Pour cela, et afin de ne pas allonger les temps d’analyses d’une séquence, les
acquisitions DDA pourront étre réalisées sur les QCs. Dans le cas des méthodes DDA et DIA, la qualité de la
comparaison des spectres MS/MS obtenus en mode « stepped collision energy » avec ceux de la base de données

acquis avec une seule énergie de fragmentation est a évaluer.

Pour étre appliquée aux analyses métabolomiques de routine au laboratoire, il serait également
intéressant d’évaluer et d’optimiser les méthodes DDA et DIA pour les analyses HILIC en mode d’ionisation

négatif.
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B — Application a des études d’intercomparaison de spectres de masse dans le cadre d’un
projet européen (HBMA4EU)

1 - Contexte du projet européen

Le projet HBM4EU (Human Biomonitoring for Europe) est un projet européen qui a démarré en 2017 et
qui représente I'effort conjoint de 30 pays ainsi que de I’Agence Européenne pour I'Environnement et de la
Commission Européenne??. La biosurveillance humaine consiste & mesurer les substances chimiques
environnementales et leurs métabolites dans le corps humain a I'aide d’analyse d’échantillons biologiques. Ces
analyses sont importantes pour mesurer les effets liés a I'exposition a ces substances chimiques®.. Ce projet a
pour but de coordonner et de faire progresser la biosurveillance humaine en Europe en mettant en évidence des
preuves de I'exposition des citoyens aux substances chimiques et les effets possibles sur leur santé. Les résultats
obtenus seront mis a disposition des responsables politiques afin qu’ils puissent prendre les décisions nécessaires

a la préservation de la santé des citoyens. Les principaux objectifs de ce projet sont les suivants :

- Harmoniser les procédures de biosurveillance humaine dans I'ensemble des pays participants pour
donner aux responsables politiques des données comparables sur I'exposition interne de ’lhomme aux

produits chimiques et aux mélanges de produits chimiques au niveau de I’'Union Européenne.

- Relier les données sur I'exposition interne aux substances chimiques a I'exposition externe globale et

identifier les voies d’exposition et les sources en amont.

- Fournir les outils les plus pertinents pour détecter les nouvelles substances chimiques et identifier les

mélanges de substances chimiques les plus préoccupantes.

- Adapter les méthodes d’évaluation des risques chimiques pour utiliser les données de biosurveillance
humaine et tenir compte de la contribution des multiples voies d’exposition externes a la charge

corporelle totale de substances chimiques.

- Intégrer des informations sur les voies d’exposition dans la conception de mesures politiques ciblées

visant a réduire I'exposition.

Aujourd’hui, afin d’améliorer I'identification des substances chimiques (contaminantes) et de leurs
métabolites potentiels au sein de différents laboratoires, il apparait nécessaire de construire une base de
données spectrales (MS/MS) robustes issues d’un trés grand nombre de métabolites. La quantité de composés
ciblés étant trés importante (plusieurs centaines de molécules), cette base de données doit étre alimentée par
différents laboratoires Européens unissant leurs efforts. Néanmoins, un des prérequis a la constitution d’une
telle base de données est que les spectres MS/MS soient comparables d’un laboratoire a I'autre. Les abondances
relatives des ions fragments et les voies de dissociation observées dans le cadre des expériences en basse énergie

sont régies principalement par des aspects cinétiques®®? (énergie interne et temps de résidence des ions) et des
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parametres instrumentaux (pression, nature du gaz de collision, etc.). Suivant ces considérations, la création
d'une base de données de spectres MS/MS, indépendante de la plate-forme instrumentale, n’est pas facile. Ainsi,
dans un premier temps, nous avons été impliqués dans I’harmonisation des méthodologies analytiques

permettant I'acquisition de spectres MS/MS afin d’évaluer la comparabilité des spectres MS/MS obtenus.

2 — Création d’une base de données et harmonisation des protocoles d’acquisition

a — Contexte et objectifs

L’étude des effets d’exposition est nécessaire pour évaluer leur impact sur la santé de I'ensemble des
citoyens. Ces marqueurs d’expositions sont trés nombreux (plusieurs milliers selon I'exposition possible). Il est
donc trés complexe pour un laboratoire seul d’identifier I’'ensemble de ces marqueurs a partir d’'une base de
données spectrale générée dans une seule unité. La création de consortium entre différents laboratoires s’avére
donc primordiale pour augmenter la couverture de ces métabolites d’intérét. La création d’'une base de données
a I'échelle Européenne permettrait d’augmenter considérablement le nombre de spectres de masse disponibles

et donc de faciliter I'identification des métabolites pour I'ensemble des partenaires.

Dans les analyses métabolomiques courantes, les métabolites sont classés en trois catégories : les
composés connus, suspects ou inconnus. Pour les composés connus, les méthodes d’acquisition sont
généralement ciblées et quantitatives contrairement a I'étude des composés inconnus. Cela a conduit les
laboratoires a développer des méthodes de profilage non ciblées comme les méthodes DDA. En effet, comme
montré dans la partie précédente, le mode d’acquisition DDA permet d’obtenir des spectres MS/MS de haute
qualité ce qui les rend plus facilemement comparables a ceux présents dans des bases de données qui se doivent
d’étre interopérables. Les laboratoires ne possedant pas les mémes spectrometres de masse, I’"harmonisation
des méthodologies analytiques entre ces laboratoires est cruciale que ce soit au niveau de la préparation
d’échantillon ou de I'acquisition comme du traitement des données?%3, La mise en place de critéres d’assurance
qualité et de contrdle qualité est primordiale. Des premiéres études ont montré que des spectres MS/MS acquis
avec différents spectromeétres de masse (Q-TOF, LIT, 3-D quadrupole IT et LIT-Orbitrap) sont comparables a ceux
d’une base de données réalisée a partir de spectres MS/MS acquis avec un Q-TOF (Wiley Registry of Tandem
Mass Spectral Data, MSforlD)?%*. Ce projet s’inscrit dans le méme objectif que le projet CASMI qui consiste a aider
les différents laboratoires a identifier les métabolites en travaillant sur les spectres MS/MS obtenus dans chaque

laboratoire!’?.

L’objectif premier des différentes études de ce projet est d’évaluer la comparabilité des spectres MS/MS
produits par les différents laboratoires sur des spectrométres de masses différents (essentiellement Q-TOF et
Q-Orbitrap). Ces spectres MS/MS sont comparés a une base de données déja mise en place avec un spectrometre
de masse Q-TOF. Ces analyses doivent permettre I'élaboration de critéres d’assurance qualité et de contréle

qualité pour permettre la construction d’une nouvelle base de données spectrale a plus grande échelle.
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b — Méthodologie

Trois études interlaboratoires ont été réalisées.

La premiére, I'étude « SCORE » consistait a acquérir des spectres MS/MS en mode DDA sur un
échantillon blanc et un mélange de standards connus envoyé par I'un des partenaires (Institut de médecine légale
et de métabolomique, Université médicale d'Innsbruck, Autriche) et sur un autre échantillon blanc et un mélange
de standards issus de notre laboratoire (Tableau 9). Les composés étudiés sont principalement des herbicides,

insecticides et composés pharmaceutiques.

Tableau 9 : Récapitulatif des mélanges de standards de I'étude "SCORE".

Mélange de Standards du Laboratoire Partenaire Mélange de Standards de Notre Laboratoire

Composé Formule Brute [M+H} Composé Formule Brute [(M+H)}+
6-Mercaptopurine C5HAN4S 153.02294 Amitriptyline C20H23N 278.19033
Alachlor C14H20CINO2 270.12552 Amoxicilline C16H1SN305S 366.11182
Bayrepel C12H23NO3 230.17505 Atenolol C14H22N203 267.17031
Boscalid C18H12CI2N20 343.03993 Atropine C17H23NO3 290.17507
Caffeine C8H10N402 195.08764 Caffeine C8H10N402 195.08766
Carbamazepine C15H12N20 237.10223 Clindamycine C18H33CIN205S 425.18715
Carbetamide C12H16N203 237.12336 Cotinine CI10H12N20 177.10224
Chlorbromuron C9H10BrCIN202 292.96874 Diltiazem C22H26N204S 415.16860
Chloridazon C10H8CIN30 222.04280 Diphenhydramine C17H21NO 256.16959
Chlorpropham C10H12CINO2 214.06292 Doxepine C19H21NO 280.16959
Dapson C12H12N202S 249.06922 Epinephrine C9H13MNO3 184.09682
Diazinon C12H21N203PS 305.10831 Indomethacin C19H16CINO4 358.08407
Diclofenac C14H11CI2NO2 296.023595 Nadolol C17H27NO4 310.20128
Ensulizale C13H10N203S 275.04848 Oxytetracycline C22H24N209 461.15546
Fenofibrate C20H21CI04 361.12010 Paracetamol C8HINO2 152.07061
Linuron C9H10CI2ZN202 249.01920 Perindopril C19H32N205 369.23840
Metconazole C17H22CIN30 320.15240 Ranitidine C13H22N4035 315.14854
Metformin CAH11NS 130.10871 Resveratrol C14H1203 229.08592
Metobromuron CO9H11BrN202 259.00770 Tetracycline C22H24N208 445.16054
Monuron C9H11CIN20 199.06326 Tramadol C16H25N02 264.19580
Naproxen C14H1403 231.10156
Phenytoin C15H12N202 253.09714
Picoxystrobin C18H16F3N0O4 368.11040
Profenofos C11H15BrClO3PS 372.94246
Quinoxyfen C15H8CI2ZFNO 308.00396
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Une autre étude nommée « Study 1 » consistait a acquérir des spectres MS/MS en mode DDA sur des
échantillons de plasma envoyés par l'un des partenaires. Le but étant de s’affranchir des variations liées a la
préparation de I’échantillon. Deux de ces échantillons étaient supplémentés avec deux mélanges de standards
distincts dont nous ne connaissions pas la composition. Les analyses ont donc été réalisées a I'aveugle. Un
troisieme échantillon était un plasma vierge. Une partie de cet échantillon a été analysée telle quelle et une autre

partie a été supplémentée avec un mélange de standards de notre laboratoire (Tableau 10).

Pour ces deux études, le laboratoire partenaire avait pour objectif d’identifier les standards que nous
avions ajoutés a partir de nos données brutes. Afin de ne pas avoir de biais au niveau du traitement des données
et de l'identification des composés, I'ensemble des spectres obtenus a été envoyé au partenaire Autrichien

(Herbert Oberacher) qui s’est chargé de I'entiereté du traitement des données.

Tableau 10 : Récapitulatif des mélanges de standards de I'étude "Study 1".

Fragment of 3,4-Methylenedioxy-
methamphetamine

Hydroxyzine

Mélange de Standards 1 du Laboratoire  Mélange de Standards 2 du Laboratoire Mélange de Standards de Notre La-
Partenaire Partenaire boratoire
2—l\/|ethyl|dene—1,5—d|m§thyl—3,3— 3,4-Methylenedioxyamphetamine Adenosine
diphenylpyrrolidine
3,4-Methylenedioxyamphetamine Acetaminophen Allopurinol
6-0-Monoacetylmorphine Amphetamine Amantadine
Acetaminophen Benzoylecgonine Cimetidine
Amphetamine Citalopram Clenbuterol
Benzoylecgonine Cocaine Dextromethorphan
Carbamazepine Fragment of 3,4—I\/Iethyl‘enedioxy— Diclofenac
methamphetamine

Cocaine Glutamine Dopamine

Codeine Histidine Gabapentine

Hydrochlorothiazide

Lidocaine Ketamine Lincomycin
Methadone Levamisole Metformin
Methamphetamine Lidocaine Mianserine
Metoprolol Lysergic acid diethylamide Ofloxacine
Morphine Lysine Pantoprazole
Oxazepam Methamphetamine Pheniramine
Tramadol Mirtazapine Sotalol
Trimethoprim N,N-Dimethyltryptamine Theophylline
Venlafaxine Olanzapine Timolol
Phenacetin Warfarin

Prothipendyl
Quetiapine
Sertraline
Trazodone
Venlafaxine

Zolpidem
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Pour ces deux études, les analyses ont été réalisées par LC-HRMS/MS sur I'Orbitrap Fusion. Les

parameétres chromatographiques sont les suivants :
Systéme LC : UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France).
Colonne : Hypersil Gold C18, 2.1 x 150 mm, 2.1 um (Thermo Ficher Scientific, Courtaboeuf, France).
Phases Mobiles : Phase A : Eau + 0.1 % d’acide formique ; Phase B : Acétonitrile + 0.1 % d’acide formique.

Gradient: 0—2 min : 5% phase B ; 2 — 13 min : gradient linéaire de 5 % a 100 % de phase B ; 13 — 25.5
min : 100 % de phase B ; 25.5 — 30 min : 5 % de phase B.

Volume d’injection : 10 pL.

Débit : 500 pL/min.

Température du four : 30 °C.

Température de passeur d’échantillon : 4°C.

Les acquisitions des spectres MS et MS/MS ont été réalisées avec la méthode DDA « HCD-only » décrite
précédemment dans la publication « Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent
Acquisition Workflows Implemented on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics ». Cette méthode a d{i

étre adaptée a I'acquisition de composés halogénés (aspect détaillé ci-dessous).

Une troisieme étude nommée « Study 2 » est une étude préliminaire a la constitution d’une large base

de données MS/MS au niveau européen. Pour cela, un set de 19 standards nous a été envoyé (Tableau 11).

Tableau 11 : Liste des 19 standards de I'étude "Study 2".

Composé Formule Brute [M+H]+ Pool Temps de Rétention
Amiloride C6H8CIN70 230.0551 3 2.86
Antipyrine C11H12N20 189.1022 3 5.65
Cyclizine C18H22N2 267.1855 1 7.25
Desipramine C18H22N2 267.1855 3 7.75
Dibucaine C20H29N302 344.2332 3 7.94
Dixyrazine C24H33N302S 428.2366 1 7.82
Dosulepin C19H21NS 296.1467 2 7.74
Ethambutol C10H24N202 205.191 1 0.71
Etilefrine C10H15NO2 182.1176 2 1.55
Etofylline C9H12N403 225.0982 1 4.41
Mefruside C13H19CIN205S2 383.0496 1 8.19
Metoclopramide C14H22CIN302 300.1474 2 5.60
Nylidrin C19H25N02 300.1958 3 6.73
Phentermine C10H15N 150.1277 2 5.16
Phenytoin C15H12N202 253.0971 2 7.79
Sulfamethoxazole C10H11N303sS 254.0593 2 6.42
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Sulfamoxole C11H13N303S 268.075 3 5.34
Sulthiame C10H14N204S2 291.0467 1 5.90
Tetracycline C22H24N208 445.1605 1 5.55

Dans un premier temps, les analyses LC-HRMS/MS ont été réalisées avec les méthodes
traditionnellement utilisées au sein du laboratoire. La méthode chromatographique est la méme que celle décrite
pour les études « SCORE » et « Study 1 ». Les analyses ont été réalisées avec I'Orbitrap Fusion doté d’une source
ESI. Les analyses ont été réalisées en mode positif. Au niveau de la source, une tension de +3500 V est appliquée
au capillaire métallique de nébulisation. Le gaz utilisé est de I'azote. Il est chauffé a 350°C dans la source
d’ionisation. Le débit pour les « sheath gaz » est de 60 unités arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12 unités et
de 3 unités pour les « sweep gaz ». Le tube de transfert des ions vers l'intérieur du spectrometre est chauffé a
325 °C. Pour I'analyse des « Full Scan », la fenétre d’analyse s’étend de 85 a 1000 m/z a une résolution de 240 000
(am/z200). L'« AGC target », qui permet de compter le nombre d’ions accumulés, est fixé & 5.10% ions et le temps
maximal d’injection a 400 ms. Pour I'analyse des événements MS/MS, l'isolement des ions se fait au niveau du
quadripole avec une fenétre d’isolement de 0.8 Da et la détection se fait avec I'Orbitrap a une résolution de
30000 (a m/z 200). L'« AGC target » est fixé a 5.10% ions et le temps maximal d’injection & 54 ms. Une liste
d’inclusion est créée puis importée avec le m/z du composé, une gamme de temps de rétention, la gamme
d’acquisition ainsi que I’énergie de fragmentation. Dans les analyses courantes de notre laboratoire, les
composés sont fragmentés a quatre énergies de collision en mode HCD : 10 %, 20 %, 40 % et 80 %. Compte tenu
du nombre de standards et leur répartition au cours du temps d’analyse chromatographique ainsi que du temps
nécessaire a I'acquisition des spectres MS et MS/MS, les standards ont été répartis en trois mélanges distincts

afin d’obtenir suffisamment d’acquisitions pour chacun des événements (Tableau 11).

Afin de répondre au mieux aux critéres de cette étude, de nouvelles acquisitions ont été également
réalisées en mode FIA. En effet, afin d’éviter toute interférence et pour obtenir une base de données robuste,
chaque standard est injecté individuellement. Cela permet de s’affranchir du couplage avec une méthode
séparative. Dix microlitres d’échantillon concentré a 1 ug/mL ont été injectés. Le débit de solvant a été fixé a
100 pL/min. Le temps total d’élution est alors de 3 min avec une proportion de phase mobile de 95/5
phase A/phase B tout au long de 'analyse. Comme précédemment, une liste d’inclusion avec le m/z du composé
et ses énergies de fragmentation a été importée. Afin d’obtenir le spectre MS/MS le plus informatif, chaque
standard a été fragmenté avec des énergies allant de 0 % a 100 % (avec un pas de 5 %) en mode HCD. Les gammes
d’acquisition débutent toutes a 50 Da. Les autres parametres sont identiques aux premiéres acquisitions de
spectres MS/MS. Les spectres MS/MS obtenus sont comparés a une base de données acquise avec un Q-TOF.

Cette comparaison est réalisée par le partenaire Autrichien.
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c — Résultats

Etude « SCORE »

Tout d’abord, le mélange de standards envoyé par le laboratoire a été analysé avec la méthode
« HCD-only » détaillée précedemment. Les résultats obtenus au niveau de la détection des standards étaient
globalement tres bons avec la détection de 24 composés sur 25. Cependant, 12 des composés détectés n’étaient

pas sélectionnés pour étre fragmentés (Tableau 12).

Tableau 12 : Résultats de I'étude "SCORE" avec le paramétre « *2C Selection ».

Composé Formule Brute [M+H]+ RT (min) Sélection
Metformin C4H11N5 130.10871 0.79 Oui
Caffeine C8H10N402 195.08764 4.80 Oui
6-Mercaptopurine C5H4NA4S 153.02294 0.93 Oui
Ensulizole C13H10N203S 275.04848 4.49 Oui
Dapson C12H12N202S 249.06922 6.03 Oui
Bayrepel C12H23NO3 230.17505 8.41 Oui
Carbetamide C12H16N203 237.12336 7.15 Oui
Phenytoin C15H12N202 253.09714 7.77 Oui
Carbamazepine C15H12N202 237.10223 7.68 Oui
Metconazole C17H22CIN30 320.1524 10.14 Oui
Diazinon C12H21N203PS 305.10831 10.76 Oui
Picoxystrobin C18H16F3NO4 368.1104 10.64 Oui
Naproxen C14H1403 231.10156 8.79 Non
Chloridazon C10H8CIN30 222.0428 6.08 Non
Diclofenac C14H11CI2NO2 296.02395 9.89 Non
Monuron C9H11CIN20 199.06326 7.38 Non
Metobromuron C9H11BrN202 259.0077 8.65 Non
Linuron C9H10CI2N202 249.0192 9.37 Non
Chlorbromuron C9H10BrCIN202 292.96874 9.53 Non
Alachlor C14H20CINO2 270.12552 10.11 Non
Profenofos C11H15BrCIO3PS 372.94246 10.60 Non
Boscalid C18H12CI2N20 343.03993 9.71 Non
Quinoxyfen C15H8CI2FNO 308.00396 11.24 Non
Fenofibrate C20H21ClO4 361.1201 11.91 Non
Chlorpropham C10H12CINO2 214.06292 ND NA

Un point commun a I’ensemble des composés détectés mais non sélectionnés est la présence d’au moins
un atome d’halogéne (chlore et/ou brome). Dans la méthode DDA « HCD-only », le paramétre « 12C Selection »
permet de limiter la sélection d’isotopologues pour un méme composé. Cependant, ce parameétre n’est efficace
que pour les massifs isotopiques les plus courants ne comportant que des atomes non halogénés (2C/*3C;

160/180). Les composés halogénés ayant des massifs isotopiques plus spécifiques ne seraient alors pas
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sélectionnés dans ces conditions. La suppression de ce parameétre impliquerait également la possible sélection
de différents isotopologues d’un méme métabolite (pour les composés les plus intenses). Cela peut donc limiter

la fragmentation et donc I'identification de composés d’intérét.

Les 25 standards ont donc été de nouveau analysés avec la méthode DDA « HCD-only » sans le
parameétre « 12C Selection ». Dans ce cas, 24 des 25 composés sont toujours détectés et 23 d’entre eux sont
sélectionnés pour étre fragmentés. Seul le naproxem n’est pas fragmenté car il n’est pas suffisamment intense.
Ces données ont été envoyées au laboratoire partenaire pour comparaison des spectres MS/MS obtenus en
mode « stepped collision energy » HCD 30 +/- 20 % avec leur base de données spectrale. Vingt des 23 composés
fragmentés ont pu étre correctement identifiés. Ces résultats sont trés encourageants concernant l'intérét de la
fragmentation par « stepped collison energy » qui permet de gagner du temps au niveau développements
méthodologiques (une seule injection réalisée sans connaissance préalable des énergies de fragmentation
optimales) tout en gardant une bonne qualité spectale. De plus, ce bon niveau d’identification montre que les
spectres MS/MS acquis avec des spectrométres de masse de technologies différentes (Q-Orbitrap vs Q-TOF) sont

directement comparables.

’analyse de notre mélange de standards avec le paramétre « 12C Selection » a permis la détection de
19 composés sur 20 (le resveratrol n’est pas détecté) et la sélection de 17 de ces composés. La suppression de
ce parametre a permis la sélection supplémentaire de la clindamycine. Seule I'indomycine n’est pas fragmentée
en raison d’une trop faible intensité. Ces données ont également été envoyées au laboratoire partenaire qui a

pu identifier 15 des 18 composés sélectionnés.

- «Study 1»

Les échantillons de plasma de I'étude « Study 1 » ont été analysés avec la méthode « HCD-only » sans
le paramétre « 2C Selection ». Ces analyses ont été réalisées a |‘aveugle. L’ensemble des données ont été traitées
par le laboratoire partenaire. Dans ce cas, 17 des 19 composés du mélange 1 ont été fragmentés et 16 d’entre
eux ont pu étre identifiés. Le tramadolol n’a pas pu étre identifié car I'ion fragment diagnostique a m/z 58 est en
dehors de notre gamme d’acquisition débutant a 85 Da. Pour le deuxiéme set de standards, 25 des 26 composés
ont été fragmentés et identifiés. Concernant I'échantillon de plasma supplémenté avec notre mélange de
standards, les analyses DDA « HCD-only » ont été réalisées avec et sans le paramétre « '?C Selection ». La
suppression de ce parameétre a permis la sélection du clenbutérol. Au total, 16 des 20 composés sont détectés et
13 d’entre eux sont fragmentés (Tableau 13). L’allopurinol, la gabapentine ainsi que la metformin ne sont pas
sélectionnés car ils ne sont pas assez intenses comparativement aux autres ions co-éluants. Sur les 13 composés
fragmentés, 12 ont pu étre correctement identifiés par le laboratoire partenaire. Etonnament, le spectre MS/MS
obtenu pour la theophylline n"avait pas suffisamment de fragments communs avec le spectre de référence pour
étre correctement identifié, ceci potentiellement a cause de la co-sélection et la co-fragmentation d’un composé

isobare dans nos conditions.
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Tableau 13 : Résultats de I'étude "Study 1" avec notre mélange de standard.

Avec Paramétre "*’C Selection” Sans Paramétre "*?C Selection"

Composé Formule Brute [M+H]+ Détection Sélection Détection Sélection

Adenosine C10H13N504 268.10403 ND NA ND NA
Allopurinol C5HANAD 137.04579 Oui Oui Oui Non
Amantadine C10H17N 152.14338 Qui Qui QOui Qui
Cimétidine C10H16N6S 253.12299 Oui QOui Qui Oui
Clenbutérol C12H18CI2ZN20 277.08690 Oui Non Oui Oui
Dextromethorphan C18H25NO 272.20089 Oui Oui Oui Oui
Diclofenac C14H11CI2ZNO2 296.0239%6 ND NA ND NA
Dopamine C8H11NO2 154.08626 ND NA ND NA
Gabapentine C9H17NO2 172.13321 Oui Oui Oui Non
Hydrochlorothiazide C7H8CIN30452 297.97175 ND NA ND NA
Lincomycin C18H34N206S 407.22104 Oui Oui Oui Oui
Metformin C4H11N5 130.10873 Oui Non Oui Non
Miansérine C18H20N2 265.16993 Qui Qui Oui Oui
Ofloxacine C18H20FN304 362.15106 Oui Qui Qui Oui
Pantoprazole C16H15F2N304S  336.11542 (-S0) Oui Oui Oui Oui
Phéniramine C16H20N2 241.16993 Qui Qui Oui Oui
Sotalol C12H20N203S 273.12674 Oui Oui Oui Oui
Theophylline C7HBNAD2 181.07201 Oui Qui Oui Oui
Timolol C13H24N403S 317.16419 Oui Qui Qui Oui

Warfarin C19H1604 309.11214 Oui QOui Qui Oui

- «Study 2 »

L'ensemble des 19 composés a pu étre identifiée a partir de la base de données du laboratoire
partenaire avec une acquisition selon la méthode couramment utilisée par notre laboratoire (avec 4 énergies de
collision : 10 %, 20 %, 40 % et 80 % HCD). Cela montre que la stratégie de notre laboratoire consistant a
enregistrer des données MS/MS pour les métabolites a partir de spectres de fragmentation obtenus avec
uniguement quatre énergies de collision est pertinente. Le Tableau 14?5 présente les résultats de la « Study 2 »
obtenus par I'ensemble des laboratoires. Les résultats obtenus avec I'Orbitrap Fusion (Q-Orbitrap-LIT dans le
tableau) montre de trés bonnes performances comparativement aux autres insturments tout en ayant peu de
spectres MS/MS acquis. Globalement, ’ensemble des instruments montre une bonne efficacité de détection par

rapport au jeu de molécules testées.

Tableau 14 : Bilan des résulats inter-plateformes obtenus pour la "Study 2" (extrait de Oberacher et al.)

Laboratory Instrument type CErange Number of spectra  Sensitivity [%] Sensitivity [%]
of the test set of the library

1 Q-Orbitrap-LIT [10-80% 60 95.0 928

2 Q-Orbitrap 10-809% 225 98.7 94.2

3 Q-Orbitrap 15-90% 82 732 785

4 LIT-Orbitrap with HCD 5-80% 236 818 947

5 LIT-Orbitrap with CID 10-130% 518 824 832
LIT-Orbitrap with HCD 10-185% 343 934 938

6 QqTOF 5-50eV 150 940 799

7 QqTOF 5-50eV 150 100 96.2
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Afin d’avoir une base de données la plus robuste possible, il peut s’avérer nécessaire d’augmenter le
nombre de spectres MS/MS acquis avec un maximum d’énergies de collision. De plus, au sein du laboratoire, lors
d’analyses MS/MS ciblées, les gammes d’acquisitions sont adaptées a chaque composé afin de transmettre
I’'ensemble des ions et de détecter le plus de fragments possibles. Cependant, si la gamme d’acquisition débute
aun m/z trop élevé (> 70 Da), certains ions diagnostiques peuvent ne pas étre détectés (cas du tramadolol dans
la « Study 1 »). De nouvelles données ont donc été acquises par une analyse chromatographique FIA, avec des
énergies de fragmentation allant de 0 % a 100 % HCD avec un pas de 5 % et avec une plage de balayage
commengant a 50 Da. Contre toute attente, l'identification des composés a diminué. En effet, avec cette étude
il a été montré que la taille de la gamme de m/z suivie a un impact sur la transmission des ions. En effet, si la
masse inférieure de cette gamme est plus de cing fois inférieure a la masse du composé d’intérét, les ions de
plus hauts m/z seront peu ou pas transmis. Par exemple, pour une masse inférieure de 50 Da, seuls les composés
de m/z inférieur a 250 Da seront correctement transmis. Ce probléme de transmision d’ions n’est pas (ou est
moins) présent sur les instruments de type Q-Exactive (Figure 42%). Cet inconvénient de I'Orbitrap Fusion avait
déja été mis en évidence lors de tests préliminaires lors des développements associés aux méthodes DDA et DIA

(voir article ci-dessus).
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Figure 42 : Influeunce de la gamme d’acquisition sur les spectres de fragmentation (adaptée de Barbier Saint Hialire
etal.).
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La Figure 42 présente trois exemples d’influence de la gamme d’acquisition sur les intensités des ions
fragments. Pour les composés de plus faible m/z (< 250 Da, exemple de I'acide 4 pyridylacétique), la variation de
la gamme de masse n’influe pas sur l'intensité des ions (parents et fragments). Plus la valeur de m/z est élevée,
plus cette variation a un impact sur I'intensté des fragments (cas du propanolol et de I'ochratoxin A). En effet,
nous pouvons voir que lorsque la gamme d’acquisition débute a des m/z de plus en plus élévés, les signaux des
hauts rapports m/z du spectre de fragmentation sont de plus en plus intenses jusqu’a se stabiliser lorsque le m/z

du début de la gamme d’acquisition correspond a 1/5°™ du m/z de I'ion parent.

Les analyses ont donc également été effectuées avec une gamme d’acquisition commangant a 70 Da.

Avec cette méthode, les 19 composés ont été identifiés.

d — Conclusions et perspectives

L'objectif de ce projet est a terme de créer une base de données spectrale Européenne afin de faciliter
I'identification des métabolites pour I'ensemble des laboratoires. Pour cela, dans un premier temps, les études
« SCORE », « Study 1 » et « Study 2 » avaient pour but d’évaluer les méthodes d’acquisition de spectres MS/MS
de différents laboratoires. En effet, plusieurs centaines de standards vont devoir étre analysés. Ce travail
demande énormément de temps ce qui implique qu’un seul laboratoire ne peut pas a lui seul acquérir I’'ensemble
des données. Cette mission doit donc étre partagée entre différents laboratoires. Cela nécessite que les spectres

MS/MS soient comparables d’un laboratoire a I'autre et d’un spectrométre de masse a 'autre.

Les études « SCORE » et « Study 1 » ont prouvé que la méthode DDA « HCD-only » développée est
efficace pour la détection et I'identification de composés d’origines variées. Moyennant quelques optimisations,

cette méthode s’est avérée trés efficace pour I'étude des xénobiotiques.

L’étude « Study 2 » a permis de s’assurer que la méthode d’acquisition des spectres MS/MS permettait
d’obtenir des spectres de fragmentation robustes et comparables avec une base de données externe au
laboratoire. La comparaison de spectres MS/MS obtenus par les différents laboratoires, avec des instruments de
technologies différentes (Q-Orbitrap, Q-TOF, ...) a montré que les spectres MS/MS (tous obtenus en mode non
résonnant) étaient comparables quel que soit I'instrument utilisé. Cette étude vient donc conforter les résultats
obtenus sur des projets antérieurs concernant la comparabilité des spectres MS/MS acquis sur différents
spectrométres de masse?®*. Cela a également permis I'établissement de critéres d’assurance qualité et de
contrble qualité. Cette étude a permis la publication d’une proposition de critéres d’assurance qualité et de
contrdle qualité : « A European proposal for quality control and quality assurance of tandem mass spectral
libraries » (Annexe 32%%). En effet, I'ensemble des acquisitions devaient répondre a un cahier des charges initial
que ce soit au niveau chromatographique avec 'obligation d’analyser les échantillons avec une colonne C18 ou
au niveau de l'acquisition des données avec l'utilisation d’un analyseur a haute résolution, des gammes de

balayage et des énergies de fragmentation bien définies. Avec ces critéres, I'ensemble des laboratoires
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partenaires devrait pouvoir acquérir de nombreux spectres MS/MS et ainsi créer une grande base de données

spectrale au niveau européen utilisable par, a minima, tous les membres du consortium.

C — Automatisation et amélioration de la méthode « Data Dependent Acquisition »

1 — Contexte et objectifs

Les analyses effectuées avec les méthodes DDA développées ont montré une certaine reproductibilité
dans la sélection des ions. Un méme échantillon analysé plusieurs fois avec la méme méthode DDA donnera un
bon recouvrement des ions sélectionnés et une fragmentation comparable pour toutes les analyses. Cependant,
seuls les ions les plus intenses sont généralement identifiés dans ces conditions. Pour augmenter le nombre de
composés identifiés au cours de multiples analyses, des listes d’exclusion peuvent étre réalisées a partir des ions
identifiés lors des analyses précédentes. Dans nos conditions, ces listes sont faites manuellement comme la liste
d’exclusion correspondant aux ions de I’échantillon blanc et la liste d’inclusion correspondant aux composés
couramment identifiés dans une matrice donnée. Ces deux dernieres listes sont réalisées grace a des analyses
réalisées préalablement aux analyses d’intérét. La création de ces listes est trés consommatrice de temps pour

I’expérimentateur, et doivent étre re-validées avant chaque nouvelle série d’analyses.

Le constructeur Thermo Fisher Scientific a récemment développé un logiciel (nommé Acquire X)
permettant d’automatiser la méthode DDA de facon itérative. Pour cela, une liste d’exclusion est
automatiquement implémentée a la méthode DDA aprés une premiére analyse de I'échantillon blanc en mode
« Full Scan ». Ensuite, I’échantillon d’intérét est également analysé en mode « Full Scan » et le logiciel crée
automatiquement une liste d’inclusion a partir de tous les ions détectés dans cet échantillon. Lors de la premiere
analyse DDA, tous les ions les plus intenses sont fragmentés selon les critéres DDA sus-mentionnés. Pour la
deuxiéme analyse, toutes les variables (m/z et RT) des ions fragmentés lors la premiére analyse DDA sont
implémentés automatiquement dans une liste d’exclusion ce qui diminue d’autant la taille de la liste d’inclusion.
Cela permet alors de fragmenter des ions d’intensités plus faibles. Cette itération est réalisable plusieurs fois

jusqu’a la fragmentation de tous les ions présents dans I'échantillon (Figure 43).
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Figure 43 : Principe de la méthode DDA itérative.

Cette méthodologie de travail a été étudiée en collaboration avec Thermo Fisher Scientific (San Jose,
Etats-Unis). Dans un premier, nous avons utilisé un échantillon de plasma NIST supplémenté avec le mélange de
standards utilisé précédemment pour le développement des méthodes DDA et DIA. Grace a la méthode DDA
itérative, 419 composés ont été identifiés au total (188 dans la 1* injection, 91 dans la 2™ injection, 67 lors de
la 3%M¢ injection et 73 lors de quatriéme injection) sur leur instrument (Orbitrap ID-X Tribrid). A noter que les
métabolites ont été arbitrairement considérés comme identifiés quand un « DP score » > 500 était obtenu
(logiciel MS-DIAL, base de données: MoNA ; voir ci-dessous). Par comparaison avec la méthode DDA
conventionnelle, seuls 135 composés sont identifiés (Figure 44). Ces résultats montrent I'intérét d’une telle

stratégie d’analyse.
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Figure 44 : Nombre de composés identifiés par la méthode Acquire X et DDA classique.

Nous avons donc souhaité implémenter une telle approche DDA itérative au sein de laboratoire afin
d’optimiser la fragmentation et l'identification des métabolites présents dans I'échantillon d’intérét sans

connaissance prélable de celui-ci.

2 — Meéthodologie

Les développements ont été réalisés sur le méme mélange de standards que celui utilisé pour le
développement des méthodes DDA et DIA. La méthode chromatographique C18 et les parametres de source ESI
positif sont les mémes que ceux utilisés pour les développements DDA et DIA. Pour la création des listes
d’exclusion et d’inclusion, le blanc et I’échantillon d’intérét sont analysés en mode « Full Scan ». La détection est
réalisée avec I'Orbitrap a une résolution de 500 000 (a m/z 200) avec une gamme de masse de 85 a 1000 Da.
Pour les acquisitions DDA, les spectres MS sont acquis avec I'Orbitrap a une résolution de 120 000 (a m/z 200)
sur une gamme de masse pré-filtrée par le quadripéle de 85 a 1000 Da. Les spectres MS/MS sont également
acquis avec I'Orbitrap a une résolution de 15 000 (a m/z 200) avec une masse de début de gamme de 85 Da. Les
ions sont sélectionnés avec le quadripdle avec une fenétre d’isolement de 0.8 Da et sont fragmentés en
mode HCD « stepped collision energy » a 30 +/- 20 %. Les ions sont sélectionnés avec un paramétre de seuil
d’intensité fixé & 2.5.10% Les analyses ont été réalisées avec ou sans « dynamic exclusion ». Lorsque celle-ci est
activée, les ions sont exclus pendant quatre secondes s'ils ont été fragmentés deux fois dans la méme seconde.
Les parametres de liste d’inclusion et d’exclusion ont été ajoutés avec des listes réalisées avec le couple m/z et

RT de I'ion détecté. L'inclusion ou I'exclusion est réalisée avec une erreur maximale de trois ppm par rapport au
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m/z de référence détecté. Le nombre d’événements MS/MS entre les acquisitions MS est fixé a 10 (top-10)

(Figure 45).

Détection MS

Intensité

Dynamic Exclusion

Liste d'inclusion

Détection MS/MS

Figure 45 : Méthode DDA Acquire X.

Un facteur de dérogation de I'exclusion a été fixé a trois. C’'est-a-dire que si un ion présent dans la liste
d’exclusion est détecté dans I’échantillon d’intérét a une intensité trois fois supérieure a celle du blanc, cet ion
est sélectionné pour étre fragmenté car il est considéré comme provenant majoritairement de cet échantillon.

Les ions préférentiellement fragmentés sont les [M+H]*.

Afin d’évaluer I'efficacité de cette méthode, des échantillons de plasma NIST supplémentés avec le
méme mélange de standards ont été analysés. Les concentrations finales de ce mélange dans le plasma sont de

0-0.1-1-10ng/mL. Ces analyses ont été réalisées en triplicat.

3 — Résultats

Dans un premier temps, le mélange de standards a été analysé a 1 ug/mL avec la méthode DDA
« itérative » avec et sans « Dynamic Exclusion ». A cette concentration, les 47 composés sont détectés et
fragmentés des la premiére analyse DDA. Ces analyses n’ont pas montré de différences significatives avec et sans
« Dynamic Exclusion » au niveau du nombre d’ions présents dans les listes d’inclusion et d’exclusion. Au bout de
trois injections en mode DDA, seuls les ions d’intensité tres faible (inférieur au seuil d’intensité de la méthode

DDA) restent a fragmenter.

Ce mélange de standards a ensuité été supplémenté aux concentrations suivantes: 0 — 0.1 — 1 et
10 ng/mL au plasma NIST pour évaluer la méthode sur une matrice plus complexe. Initialement, la liste
d’inclusion comporte en moyenne 1500 variables contre 440 lors de la deuxiéme analyse DDA et 340 a la

troisieme analyse DDA (Figure 46).
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Figure 46 : Constitution itérative des listes d'inclusion et d'exclusion.

Cela signifie qu’environ 70 % des variables sont fragmentées dés la premiére analyse DDA que ce soit
avec ou sans le parametre « Dynamic Exclusion ». Les ions sélectionnés lors de la deuxieme et la troisieme
analyse DDA sont principalement ceux présents dans le volume mort ol de nombreux ions co-éluent. Cependant,
concernant cette méthode DDA « itérative » utilisée, pour le plasma vierge, seuls 118 composés sont annotés
lors de la premiére analyse MS/MS et aucune des variables fragmentées lors des deuxiémes et troisiéme injection
ne sont annotées. Nous supposons que cet écart important en terme de nombre de métabolites annotés pour
les injections 2 et 3 en comparaison des tests réalisés avec Thermo Fisher Scientific est la présence de
contaminants dans notre cas (Figure 47). Ces derniers étant trés intenses, une perte de sensibilité est possible

au niveau des autres métabolites ce qui peut limiter leur sélection pour étre fragmentés.
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Figure 47 : Comparaison des spectres MS obtenus par notre laboratoire et par ThermoFisher Scientific.
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Les annotations ont été réalisées avec MS-DIAL (« DP score » > 500 considéré) a I'aide de la base de
données MoNA qui référence les spectres MS/MS de plus de 60 000 composés acquis sur un Q-TOF. Le traitement
de données a également été initié avec le logiciel Compound Discoverer (Thermo Fisher Scientific)266267, || s’agit
dans ce cas d’un logiciel sous licence constructeur. La prise en main de ce logiciel est plus complexe que MS-DIAL

et les parametres de traitement doivent encore étre optimisés.

Ces développements préliminaires ont été effectués lors du stage de trois mois de Leticia
Lacalle-Bergeron, doctorante Espagnole que j'ai encadrée, et nécessitent encore d’étre poursuivis. Ces travaux
préliminaires ont permis la présentation d’un poster au congrés « 1st Iberian Meeting in separation science and

mass spectrometry » en 2019.

4 — Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus avec la méthode d’acquisition DDA itérative (telle qu’implémentée de fagon
préliminaire au laboratoire) sont trés similaires a ceux obtenus avec la méthode DDA avec I'arbre décisionnel
ramifié développé auparavant (voir article plus haut). La collaboration avec la société Thermo Fisher Scientific de
San Jose nous a permis de voir que la méthode DDA itérative permettrait d’annoter beaucoup plus de composés
qgu’avec les méthodes DDA classiques. Cette approche a pour principal avantage de faire gagner un temps
considérable grace a la création automatique des listes d’inclusion et d’exclusion. Cependant, nos premiers
résultats montrent que des phases d’optimisation sont encore nécessaires afin de disposer d’'une méthode
efficace et applicable en routine au laboratoire. Des premiers tests ont été réalisés en ajustant I'« AGC Target »
ainsi que les « RF lens » qui permettent de focaliser les ions aprés la source. Avec ces nouveaux parametres,
I’'abondance relative de certains ions a augmenté significativement diminuant ainsi 'impact des contaminants
sur nos analyses. Ces tests préliminaires devront étre poursuivis pour optimiser au mieux cette méthodologie

d’acquisition.

D — Conclusions et perspectives

Les méthodes DDA et DIA développées ont montré de trés bonnes performances pour I'acquisition
simultanée des spectres MS et MS/MS sans perte de sensibilté au niveau du profilage MS. L’application au projet
européen HBMA4EU a permis d’évaluer les limites de I'approche DDA, tout en permettant son optimisation et
démontrant son efficacité. Des résultats préliminaires mais trés prometteurs soulignent également |'apport
d’une approche DDA « itérative » pour I'annotation d’un plus grand nombre de métabolites humains

plasmatiques.

L’application de ces méthodes a une cohorte médicale permettrait d’évaluer leur utilité pour les

analyses métabolomiques de routine. Pour cela, il serait intéressant d’analyser I'ensemble des échantillons avec
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la méthode DIA de type « SWATH » décrite précédemment et d’analyser des contrdles qualité avec la méthode
DDA « itérative ». Grace a cette derniere, I'analyse de I'échantillon se ferait en profondeur et permettrait
potentiellement d’identifier des composés encore inconnus et la méthode DIA de type « SWATH » permettrait
d’identifier et de quantifier les métabolites d’intérét. Combiner les informations obtenues au niveau des ions
précurseurs et fragments par DIA pourrait également permettre d’améliorer la comparaison de profils

métaboliques?®.
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Chapitre 2 : Production et utilisation de standards
internes marqués (SIL-IS) pour la quantification en
métabolomique

A — Production de standards internes marqués (SIL-IS) par une méthode mono-étape métallo-
catalysée

1 — Contexte et objectifs

Classiquement en métabolomique, la quantification absolue des métabolites est réalisée a I'aide de
standards internes marqués avec des isotopes stables. Ces isotopes stables sont le plus souvent du carbone-13,
de l'azote-15 ou encore du deutérium. Cependant, tous les métabolites connus ne possédent pas un
isotopologue marqué disponible commercialement. De plus, une partie des standards internes marqués

disponibles reste encore tres colteux ce qui limite leur utilisation systématique.

Comme illustré dans la Partie 1 — Chapitre 3 de cette these, la synthése chimique est une solution
attrayante pour la production a fagon de ses propres molécules marquées pour répondre, le plus souvent, a des
besoins de quantification ou de normalisation lors d’analyse métabolomique par LC-HRMS. Cependant, la
production de standards marqués par synthese totale ou multi-étapes est généralement longue et fastidieuse.
Une alternative consiste a explorer les réactions de marquage direct. Ces réactions sont le plus souvent
effectuées pour introduire des atomes de deutérium par réaction d’échange hydrogéne/deutérium (H/D) a des
positions stables de la structure chimique de la molécule, par opposition aux réactions d’échanges H/D sur des

hydrogenes labiles portés le plus souvent par des hétéroatomes comme I'oxygéne ou |'azote.

L'objectif de cette étude a été de produire facilement et a grande échelle des standards internes
marqués avec des isotopes stables par échange hydrogéne/deutérium. Pour cela, une approche de marquage au

deutérium mono-étape métallo-catalysée par activation de la liaison C-H a été explorée.
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2 — Principe de I'introduction de deutérium par réaction mono-étape métallo-catalysée

Les réactions de deutération métallo-catalysée pour la production de molécules marquées ont été assez
largement décrites et font intervenir le plus souvent des métaux tels que le palladium, le platine ou encore le
ruthénium sous forme de catalyseurs homogénes ou hétérogénes?®°272 (voir partie introductive, chapitre 3 pour
plus de détails). La réaction a laquelle nous nous sommes particulierement intéressée repose sur |'utilisation de
ruthénium comme catalyseur et a été assez largement investiguée par un laboratoire partenaire au CEA pour le
marquage stéréosélectif et stéréorétentif de divers composés biologiquement actifs : médicaments, acides
aminés, peptides...237243, Cette réaction de deutération repose sur une activation de la liaison C-H en alpha de
fonctions amine ou alcool par coordination du ruthénium aux substrats a deutérer via le doublet non liant de
leurs atomes d’azote ou d’oxygene. L’échange des atomes d’hydrogene par des atomes de deutérium en alpha
des groupements amino ou hydroxyl est ainsi permis en présence d’un solvant deutéré, tel que D20, et de D: gaz
qui jouent le role de sources d’atome de deutérium. Ainsi, le principal avantage de ce procédé de deutération,
qui a été mis en évidence par nos colléegues du CEA sur des acides aminés, sont les caracteres régio- et stéréo-

spécifique de I'incorporation de deutérium (Figure 48)%%3,

R1 R2 RUNP@PVP R1 R2
7 56 °C
- H
HN R D,O or THF 2N

Figure 48 : Régiospécificité et stéréospécificité de la réaction d'échange H/D mono-étape métallo-catalysée
(extraite de Taglang et al.).

Np : nanoparticule ; PVP : polyvinylpyrrolidone ; THF : tétrahydrofurane

Du point de vue de la production de standards internes marqués pour la métabolomique quantitative
par LC-HRMS, les deux avantages majeurs de ce procédé sont le caractere mono-étape de la synthese et le fait
que le composé (ou substrat) de départ soit le métabolite d’intérét. Ainsi, le marquage au deutérium de séries

de métabolites semble envisageable de fagon relativement simple et rapide.

3 —Plan expérimental

Sur la base des nombreuses études métabolomiques préalablement réalisées au laboratoire, une liste
d’une cinquantaine de métabolites a pu étre définie. En effet, les métabolites détectés de fagon récurrente lors
de ces études dans les conditions analytiques employées en routine au laboratoire semblent constituer une
bonne base de départ pour l'investigation du procédé de deutération préalablement présenté. Parmi ces

métabolites, se trouve principalement des acides aminés et dérivés, des acides organiques ainsi que quelques
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polyols et molécules hétéroaromatiques. La liste des 52 composés choisis ainsi que leur structures sont

présentées ci-dessous (Tableau 15 et Figure 49).

Tableau 15 : Liste des composés investigués pour la réaction d'échange H/D mono-étape métallo-
catalysée (adapté de la publication en cours de rédaction).

Compound N® Formula Accurate mass Smiles Chemical class
a-Aminoadipic Acid 1 C6H11INO4  161.0688 0=C(0)C(N)CcCcC(o)=0 Amino acid
2-Aminobutyric Acid 2 C4H9NO2 103.0633 CCC(C(O)=0)N Amino acid

3-Amino-isobutyric Acid 3  C4H9NO2 103.0633 CC(C(0)=0)CN Amino acid
Guanidinoacetic Acid 4 (C3H7N302 117.0538 N=C(NCC(Q)=0)N QOrganic acid
Guanidinosuccinic Acid 5 (C5H9N304  175.0593 N=C{N)NC({CC(0Q)=0)C(0)=0 Organic acid
3-Hydroxy-3-Methylglutaricacid 6 C6H1005 162.0528 CC(Cc(o)=0)(0)CC(0)=0 Organic acid
3-Methylhistamine 7 C6H11IN3 125.0953 CN1C=NC=C1CCN Organic amine
3-Methylhistidine 8 C7H1IN302 169.0851 CN1C=NC=C1CC(C(0)=0)N Amino acid
7-Methylguanine 9 (C6H7N50 165.0651 CN1C=NC(NC(N)=N2)=C1C2=0 Heteroaromatic

Adipic Acid 10 C6H1004  146.0579 0=C{0)CCCCC{0)=0 Organic acid
Alanine 11 C3H7NO2 89.0477 CC(C(0)=0)N Amino acid
Arginine 12 C6H14N402 174.1117 NC({CCCNC(N)=N)C(0)=0 Amino acid
Asparagine 13 C4H8N203  132.0535 NC(CC(N)=0)C(0)=0 Amino acid
Aspartic Acid 14 C4H7NO4 133.0375 NC(CC(0)=0)C(0)=0 Amino acid

Citric Acid 15 C6H807 192.0270 0=C(0)CC(C(0)=0)(0)CC(0)=0 Organic acid

Citrulline 16 C6H13N303 175.0957 NC(CCCNC(N)=0)C(0)=0 Amino acid
Diglycolic Acid 17 C4H605 134.0215 0=C(0)COoCC(0)=0 Organic acid
Glutaconic Acid 18 (C5H604 130.0266 0=C(0)\C=C\CC(=0)0 QOrganic acid
Glutamic Acid 19 CS5H9NO4  147.0532 NC(CCC(0)=0)C(0)=0 Amino acid
Glutamine 20 C5H10N203 146.0691 NC(C(0)=0)CCC(N)=0 Amino acid
Glycerol-3-Phosphate 21 (C3H906P 172.0137 OCC(COP(0)(0)=0)0 Polyol & derivative
Glycine 22 (C2H5NO2 75.0320 NCC(0)=0 Amino acid
Histidine 23 C6H9N302 155.0695 NC(CC1=CN=CN1)C(0)=0 Amino acid
Hydroxyglutaric Acid 24 C5H805 148.0372 C(CC(=0)O)C(C(=0)0)0 Organic acid
Imidazolelactic Acid 25 C6HBN203  156.0535 OC(C(0)=0)CC1=CN=CN1 Organic acid
Isocltric Acid 26 C6H80O7 192.0270 0=C(0)CC(C(0)=0)C(O)(0)=0 Organic acid
Lactic Acid 27 (C3H603 90.0317 cc(o)c(o)=0 Organic acid
Leucine 28 C6H13NO2 131.0946 CC(C)CC(C(0)=0)N Amino acid
Lysine 29 C6H14N202 146.1055 NCCCCC(N)C(0)=0 Amino acid
Maleic Acid 30 C4H404 116.0110 0=C(0)/c=C\C(0)=0 Organic acid
Malic Acid 31 C4H605 134.0215 0C(CC(0)=0)C(0)=0 Organic acid
Methylimidazoleacetic Acid 32 C6H8N202  140.0586 CN(C=N1)C=C1CC(0)=0 QOrganic acid
Methylmalonic Acid 33 C4He04 118.0266 CC(C(O)=0)C(0)=0 Organic acid
N-Methyl-D-AsparticAcid 34 CS5HONO4  147.0532 CNC(CC(0)=0)C(0)=0 Amino acid
O-Acetylserine 35 C5H9NO4 147.0532 CC(OCC(C(O0)=0)N)=0 Amino acid derivative
Ornithine 36 C5H12N202 132.0899 NCCCC(C(0)=0)N Amino acid
Pantothenic Acid 37 C9H17NO5  219.1107 CC(CO)(C(O)C(NCCC(o)=0)=0)C Organic acid
Phosphoethanolamine 38 C2HBNO4P  141.0191 NCCOP(0)(0)=0 QOrganic amine
Pipecolic Acid 39 C6H11NO2 129.0790 0=C(0)C1CCCCN1 Amino acid
Proline 40 CS5H9NO2 115.0633 0=C(C1CCCN1)O Amino acid
Pyroglutamic Acid 41 (C5H7NO3 129.0426 0=C1CCC(N1)C(0)=0 Organic acid
Sarcosine 42 C3H7NO2 89.0477 CNCC(O)=0 Amino acid
Serine 43 (3H7NO3  105.0426 NC(C0O)C(0)=0 Amino acid
Sorbitol 44 (C6H1406 182.0790 OCC(O)C(o)Cc(o)c(o)co Polyol & derivative
Succinic Acid 45 C4H604 118.0266 0=C(0)CCC(0)=0 Organic acid
Taurine 46 C2H7NO3S  125.0147 NCCS(0)(=0)=0 QOrganic amine
L 0C1C2C3CCC(C(CCC(NCCS(0)(=0)=0)= . . "
Taurocholic Acid 47 C26H45NO7S 515.2917 0)C)C3(C)C(0)CC2CA(C)CCC(0)CCACT Bile acid derivative
Threonic Acid 48 C4H805 136.0372 OCC(C(C(0)=0)0)0 Organic acid
Threonine 49 C4HI9NO3 119.0582 CC(C(C(O0)=0)N)O Amino acid
4-Hydroxyproline 50 C5H9NO3 131.0582 OCI1CNC(C(0)=0)C1 Amino acid
Tyrosine 51 C9H1INO3  181.0739 NC(C(0)=0)CC1=CC=C(C=C1)0 Amino acid
valine 52 C5H11INO2  117.0790 CC(C)C(C(0)=0)N Amino acid
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Figure 49 : Structures de 52 composés investigués pour la réaction d'échange H/D mono-étape métallo-catalysée
(adaptée de la publication en cours de rédaction).
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Les efficacités de marquage ont été évaluées systématiquement par LC-HRMS en se fixant des critéres
d’évaluation (cahier des charges) en cohérence avec I'utilisation future de ces composés marqués en tant que
standards internes. Pour cela, nous avons considéré que deux atomes de deutérium devaient au minimum étre
incorporés dans la structure pour éviter toute superposition avec le massif isotopique du composé non-marqué,
et en particulier, la contribution naturelle de I'isotopologue C-13 du composé non marqué. La distribution
isotopique doit également étre la plus étroite possible (c’est-a-dire la plus homogéne) avec idéalement un
isotopologue trés majoritaire comptant pour plus de 90 % du massif isotopique total afin d’avoir une pureté
isotopique se rapprochant des composés commerciaux, et d’éviter d’introduire des effets matrices délétaires
consécutivement a I'ajout de quantités importantes de standards marqués afin de pallier la multiplicité
d’isotopologues. Il ne faut pas ou peu de dégradation lors du marquage de fagon a pouvoir récupérer un produit
brut marqué directement utilisable en tant que Sl sans avoir a le purifier. Le marquage doit-étre stable : c’est-a
dire qu’une fois incorporés, les atomes de deutérium ne doivent pas de nouveau s’échanger avec des atomes

d’hydrogene (Figure 50).

4 | 4 . +2Da
Pe—
Amiz22 marquage | :
1
Ref m/z+1: m/z miz+1: m/z+2: .m=/z
113¢ 118C+12D 22D
. | A | A
Marquage uniforme © ®
(Distribution isotopique étroite)
m/z m/z
Peu de degradation j\l/\J@ marguage M
pendant le marquage <L L @)
Glutamine Acide glutamique
4 D,O
HOMOH A HOJS/U\OH
HsC H H,0 H.C D

Figure 50 : Cahier des charges pour la production de standards internes marqués.

Les paramétres de la réaction d’échange H/D mono-étape métallo-catallysée ont donc été optimisés
pour répondre a ce cahier des charges. Un certain nombre des composés de I'étude (41 molécules sur 52)
présentent les fonctions amines et/ou alcools adaptées a l'incorporation de deutérium selon le procédé
développé par le laboratoire partenaire au CEA. Pour les autres composés, tels que les acides organiques, ne
possédant pas les groupements requis pour la chélation du ruthénium, un procédé de marquage analogue a été
envisagé en employant comme catalysuer du paladium en remplacement du ruthenium, cependant beaucoup
moins chimio- et régio-selectif. De plus, des ajustements et/ou modifications dans les conditions réactionnelles

originellement décrites par Taglang et al. et Pieters et al. ont été envisagées dans l'idée de favoriser
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Iincorporation de deutérium au sein des diverses structures chimiques?37:243, Ainsi, un arbre décisionnel comme

présenté ci-dessous a pu étre appliqué (Figure 51).

NR, R Rul/C 55°C
R R LR
R =Horalkyl

Set of 52

Validated
labeling

Rn time evaluation:
24,48, 72h

Does the

N molecule conditions
individual contain amino
molecules or hydroxy - 2
to label group(s) ? Addition i : /2
of NaOD Vo M. W M

Pd/C 80°C Addition of Pd/C(

Figure 51 : Arbre décisionnel pour le développement des échanges H/D métallo-catalysés (adaptée de la publication
en cours de rédaction).

Enfin, il est important de noter que ces réactions d’échange H/D sont traditionnellement réalisées a
I'aide d’un systéme, nommé tube de Fisher-Porter et présenté en Figure 52(A), spécifiquement dédié aux
réactions d’hydrogénation catalytique car permettant une mise sous atmosphére de D2 (ou de Hz). Ce dispositif
présente I'avantage par rapport aux autoclaves en acier de permettre un suivi visuel de la réaction. Cependant,
ce dispositif ne permettant la mise en ceuvre que d’une réaction a la fois et compte tenu du nombre important
de composés que nous avions prévu d’étudier et des ajustements de conditions opératoires envisagés qui en
découlent, la mise en place et I'utilisation d’un systeme alternatif, permettant la parallélisation de 24 réactions
simultanées ont été evaluées. Ainsi, nous avons fait I'acquisition du systéme manuel de type autoclave CAT 24,
illustré Figure 52 (B), commercialisé par HEL pour I'évaluation rapide et pultiplexée de plusieurs catalyseurs et

de multiples conditions expérimentales (température, pH...).

(A) (B)

CAT 24
24 x 2ml

Figure 52 : Dispositifs utilisés pour les réactions d'échange H/D métallo-catalysées sous pression de D:.

(A) Tube de Fisher-Porter (https.//en.wikipedia.org/wiki/Fisher-Porter_tube)

(B) Dispositif CAT24 commercialisé par HEL (https.//helgroup.com/products/catalytic-processes/catalyst-
screening-choice-of-multi-sample-manual-systems)
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L'ensemble des réactions de marquage ont été réalisées expérimentalement dans le laboratoire
partenaire (SCBM/LMT : Laboratoire de marquage au Tritium dans le Service de Chimie Bioorganique et de
Marquage) sur le site de Saclay dans la mesure ou ils disposent des équipements, installations et réactifs
(sorbonne de synthese, bouteille de D2 et systéme de mise sous atmosphére de D2 adapté, solvants et réactifs
deutérés, etc), nécessaires au bon déroulement des réactions d’échange H/D. Une grande partie de ces premiers
développements est issue de travaux de deux étudiantes de Master 2 (Yu Min Kiw et Jessica Michieletto)
accueillies successivement au LEMM. L'ensemble des analyses LC-HRMS réalisées pour évaluer les éfficacités de
marquage ainsi que I'ensemble des mises au point et développements analytiques pour I'application a la

métabolomique quantitative ont, quant a eux, été réalisés dans mon laboratoire d’accueil.

4 — Matériel et méthodes

- Synthése

Cinquante-deux composés (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) correspondants a des
métabolites d’intérét ont été testés. Le protocole général de mise en ceuvre de la réaction d’échange H/D sur le
systeme CAT24 est décrit dans la publication, en cours de rédaction, incluse ci-aprés dans le manuscrit, et a été
adapté de la publication Taglang et al et Pieters et al.?37:23, Au total, quarante-six conditions de synthése ont pu
étre évaluées grace au réacteur CAT 24 (HEL, Equilabo, France) en faisant varier la nature du catalyseur, la
température, le pH, le temps de réaction ainsi que la charge catalytique dans le but d’arriver a un marquage

optimal (Annexe 4).

- Préparation des échantillons pour évaluation des efficacités de marquage

Dix a vingt microlitres du milieu réactionnel ont été directement prélevés a I'aide d’une seringue et
dilués dans 500 uL d’eau. La solution obtenue a ensuite été filtrée pour éliminer le catalyseur avec une seringue
Acridisc® (membrane PVDF, diameétre 25 mm, taille de pores 0.45 um). Ces solutions ont été diluées dans la phase
mobile pour obtenir une concentration finale pour injection de 1 a8 5 pg/mL. Les standards non marqués ont
également été injectés pour comparer les massifs isotopiques ainsi que les réponses chromatographiques avec

ceux des produits marqués.

- Analyses LC-HRMS

Tous les composés marqués produits ainsi que leurs homologues non-marqués ont été analysés par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution. Deux méthodes séparatives
ont été utlisées avec le systeme chromatographique Dionex Utlimate 3000 (Thermo Fisher Scientific). Tout
d’abord, les composés ont été analysés avec une colonne Discovery® HS-F5 PFPP, 2.1 x 250 mm, 5 um (Supelco,

Merck, Darmstadt, Allemagne) pour la partie chromatographique. La phase mobile A est constituée d’eau avec

-140 -



Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2

0.1 % d’acide formique et la phase B est composée d’acétonitrile avec 0.1 % d’acide formique. Le débit est fixé a
250 pL/min et le compartiment a colonne est maintenu a une température de 30°C. Le gradient est le suivant :
de 0 a 2 min gradient isocratique a 2 % de phase B, de 2 a 10 min gradient linéaire de 2 % a 5 % de phase B, de
10 a 16 min gradient linéaire de 5 % a 35 % de phase B, de 16 a 20 min gradient linéaire de 35 % a 100 % de phase
B, de 20 a 24 min gradient isocratique a 100 % de phase B et de 24 a 30 min gradient isocratique a 2 % de phase
B. Les composés ont également été analysés avec une colonne SeQuant® ZIC-p-HILIC, 2.1 x 150 mm, 5 pm (Merck,
Darmstadt, Allemagne). Le compartiment a colonne est maintenu a une température de 15°C et le débit est fixé
a 200 pL/min. La phase A est une solution aqueuse a 10 mM de carbonate d’'ammonum ajustée a pH 10.5 avec
de I'hydroxyde d’ammonium et la phase B est uniqguement composée d’acétonitrile. Le gradient est le suivant :
de 0 a 2 min gradient isocratique a 80 % de phase B, de 2 a 12 min gradient linéaire de 80 % a 40 % de phase B,
de 12 a 17 min gradient isocratique a 0 % de phase B. Une phase d’équilibrage de 25 min a 80 % de phase B est

ensuite réalisée.

Les analyses par spectrométrie de masse a haute résolution ont été réalisées avec un Q-TOF Impact HD
(Bruker, Wissembourg, France) et un Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France).
Tout d’abord, concernant I'lmpact HD, une source ESI est utilisée avec les parametres suivants : pour les analyses
en mode d’ionisation positif, une tension de +4000 V est appliquée au capillaire maintenu a une température de
200 °C. Le débit de gaz est de 10 L/min. La pression du nébuliseur est fixé a 2.1 bar. Les paramétres d’acquisition
sont les suivants : la gamme de masse étudiée est de 50 a 400 m/z et la fréquence d’acquisition est de 2 Hz. Pour
les analyses MS, une énergie de collision de 4 eV est appliquée au niveau du quadripole et une énergie de 2 eV
est appliqué au niveau de la cellule de collision pour le transfert des ions. Pour les analyses en mode d’ionisation
négatif, les parametres de source sont les suivants: la tension du capillaire est fixée a -4500V avec une
température de 200°C. Le debit de gaz est fixé a 8 L/min et la pression de nébuliseur est de 1.7 bar. Une énergie
de 8 eV est fixée au niveau du quadripdle et une énergie de 2 eV est appliquée dans la cellule de collision. Les
spectres MS sont acquis de 50 a 400 m/z a une fréquence de 1 Hz. Concernant I’Orbitrap Tribrid Fusion, une
source ESI est également installée avec les parameétres suivants : une tension de + 4000 V ou — 2800 V est
appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé a 100°C, le débit pour les « sheath gaz » est de
40 unités arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12 unités et de 1 unités pour les « sweep gaz ». Le tube de
transfert des ions vers l'intérieur du spectromeétre est chauffé a 325 °C. Les acquisitions sont réalisées en mode
« Full Scan », avec une fenétre de balayage de 50 a 250 m/z a une résolution de 240 000 (a m/z 200). L'« AGC

target », est fixé & 5.10% ions et le temps maximal d’injection § 400 ms.

Les données ont été traitées avec les logiciels contructeurs : DataAnalysis v.4.2 (Bruker) pour I'lmpact

HD et Xcalibur v.4.1 (ThermoFisher Scientific) pour I'Orbitrap Fusion.
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5 —Résultats

Les tests de marquage ont été réalisés par série de 24 réactions en paralléle grace au dispositif CAT24
selon le schéma général présenté en Figure 53. Les positions de deutération spécifiées correspondent aux

positions de marquage attendues pour les quatre exemples de la Figure 53.

ACIDES AMINES DERIVES D'ACIDES AMINES ACIDES ORGANIQUES POLYOLS & DERIVES
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Figure 53 : Principe des investigations réalisées sur le dispositif CAT24 avec la réaction d'échange H/D mono-étape
métallo-catalysée.

Les résultats de marquage obtenus sont présentés dans la suite du document de fagon globale, les
investigations réalisées pour chaque composé ne seront pas décrites au cas par cas. L'objectif étant de répondre
au cahier des charges fixé initialement (voir partie A — 3 de ce chapitre) et en particulier d’obtenir des produits
marqués ne présentant plus d’isotopologue non-deutéré (MO) et si possible présentant une incorporation
minimum de deux atomes de deutérium. De plus, une distribution isotopique homogene est préférée. Les
analyses LC- HRMS ont permis également de réaliser une premiére évaluation de la stabilité des produits
marqués obtenus lors de la réaction de marquage. Enfin, la stabilité du marquage a pu également étre appréciée

en analysant le méme échantillon a plusieurs heures, jours, voire semaines d’intervalle.

a - Utilisation du ruthénium comme catalyseur de I'incorporation de deutérium

Dans un premier temps, nous avons testés les conditions décrites par Pieters et al. et Taglang et
al.Z”?8 en  remplacant les nanoparticules de ruthenium RuNp@PVP (Np: nanoparticule, PVP:
polyvinylpyrolidone) par le catalyseur commercial Ru/C, plus facile a se procurer et a manipuler. Des

prélevements du milieu réactionnel ont été réalisés a 24h, 48h et 72h. Dans ces conditions, seuls les composés
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avec des fonctions amine et alcool ont été testés. L’analyse LC-HRMS des composés de référence et des produits
de la réaction de marquage, et la comparaison de leur massif isotopique respectif, permet de mettre en évidence
que pour 23 des composés testés, ces conditions sont celles qui ont été retenues car, a défaut de répondre
totalement au cahier des charges initial, elles ont permis d’obtenir la meilleure incorporation de deutérium. Pour
10 d’entre eux, I'isotologue monoisotopique MO a totalement disparu (ou a une intensité relative inférieure a
1 %). Les résultats obtenus pour I’acide 2-aminobutyrique et pour I'acide thréonique sont donnés en exemple

Figure 54. Pour les 13 autres composés, I'abondance de I'isotopologue monoisotopique MO est non négligeable.
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Figure 54 : Exemples de massifs isotopiques obtenus aprés marquage par échange H/D avec Ru/C

Ces exemples mettent en évidence la co-élution du standard non-marqué et du composé marqué. Cette
propriété est souvent remise en cause dans le cas de composés deutérés. En effet, pour des composés avec une
incorporation d’un grand nombre de deutériums, des effets isotopiques impliquant un décalage des temps de
rétention peuvent étre constatés. Dans notre cas, nous avons étudié des composés de faible masse moléculaire
avec assez peu de deutériums incorporés ce qui, d’aprés nos observations, n’a pas eu d’impact sur les temps de
rétention chromatographiques. L’analyse du produit de marquage de I'acide 2-aminobutyrique a également mis
en evidence une perte partielle de régiospécificité avec Ru/C pour ce composé puisque, méme si I'isotopologue
majoritaire reste |'isotopologue M1 (correspondant probablement au marquage en alpha de I'amine), on observe

la formation non négligeable d’isotopologues plus « lourds » (de M2 a M6).

Les parametres de durée de réaction et nombre de cycles réactionnels ont été évalués pour les
différents composés. En effet, chaque prélevement a 24h et/ou 48h imposent un dégazage du CAT24. Les
produits ont été remis en réaction par simple rechargement de I'autoclave en D2 et remise a température du

systeme. Globalement, il s’est avéré que, dans les conditions opératoires utilisées, le temps de réaction n’avait
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pas un impact majeur sur les profils isotopiques obtenus pour les produits marqués. Néanmoins, nous avons pu
constater qu’une recharge en D2 (c’est-a-dire, un 2™ cycle catalytique) pouvait conduire & une sensible
augmentation du taux d’incorporation de deutérium et ainsi favoriser I'obtention d’une distribution isotopique

plus homogene comme présenté en Figure 55 pour I'ornithine et le sorbitol.
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Figure 55 : Influence du temps de réaction (et du nombre de rechargement en D2) pour la réaction d’échange H/D
mono-étape métallo-catalysée.

Des tests complémentaires, réalisés sur un systeme de chimie en flux continu nommé H-Cube®
(ThalesNano Inc.)?”® disponible au SCBM/LMT (dispositif et protocole non détaillé ici), ont permis de suivre la
cinétique d’incorporation des atomes de deutérium sur certains acides aminés. En bref, une solution d’acide
aminé dans D20 est mise a circuler en boucle dans le systéme H-Cube comportant une cartouche de Ru/C et
intégrant un générateur de D2 (produit par électrolyse de D20). L’exemple de suivi cinétique du marquage de la
thréonine est présenté Figure 56 ou des prélévements et analyses LC-HRMS ont été réalisés a des intervalles de

temps réguliers.
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Figure 56 : Cinétique d'incorporation des atomes de deutériums par chimie en flux continu.

Cet exemple montre que l'incorporation des atomes de deutérium est assez rapide aux positions de
marquage attendues avec Ru/C (en alpha des groupements amino et hydroxyl) jusqu’a atteindre un plateau au
bout de sept heures de réaction. Avec le réacteur CAT 24, cette étude cinétique avec des intervalles de temps
aussi rapprochés n’est, techniquement, pas possible. En effet, pour chaque prélevement le systeme doit étre
ouvert. Il faut donc remettre le systéme sous D2 gaz et de nouveau chauffer le systéme pour reprendre la réaction.
Des prélevements sont donc généralement effectués au bout de 24h, 48h et 72h ou 96h. Globalement,
I'augmentation du temps de réaction sur CAT24 permet soit d’améliorer le taux d’incorporation de deutérium

soit d’affiner le massif isotopique (Figure 55) probablement du fait de la recharge en D gaz.

Méme si les conditions de marquage avaient été préalablement optimisées par Taglang et al.?*3

spécifiquement pour le marquage de acides aminés avec Ru@NpPVP, avec notament une température optimale
de réaction de 55°C, nous avons évaluer I'impact d’'une augmentation de la température de la réaction a 80 °C
dans le but d’augmenter les taux d’incorporation de deutérium dans les structures. Cependant, ces tests n’ont

pas permis de mettre en évidence une amélioration de I'efficacité de marquage.
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Il est intéressant de noter que pour quelques composés ayant été bien marqués avec Ru/C et pour
lesquels nous disposions de suffisament de matiére (> 10 mg), des analyses par spectroscopie RMN H ont été
réalisées afin de confirmer les positions de marquage. C'est le cas de la 4-hydroxy-proline dont les spectres RMN
'H avant et aprés marquage au deutérium sont présentés et comparés en Figure 57. Dans ce cas, seuls les
hydrogenes portés par les carbones en alpha de la fonction amine ont été substitués par des atomes de
deutérium (disparition des signaux RMN !H correspondant), alors qu’aucune incorporation de deutérium
détectable n’est constatée sur le carbone qui porte la fonction alcool probablement en raison de facteurs liés a
I’'encombrement stérique. L’acquisition de spectres RMN proton et deutérium sera systématiquement envisagée
a court terme et ce, en complément des analyses HRMS pour caractériser les lots marqués dans le cas ol on
passerait d’une phase d’investigation de marquage a une phase de production a plus grande échelle de produits
marqués. La RMN du deutérium sera particulierement utile pour la caractérisation des composés dont la totalité

ou la quasi-totalité des hydrogenes non labiles auront été remplacés par des deutériums.

trans-4-hydroxyProline-dy
I i "major isotopologue”

M

4 2 | | | 5a&sh

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12
f1 (ppm)

Figure 57 : Spectres RMN H de la 4-hydroxy-proline (en bas) et de son homologue marqué au deutérium (en haut).

En résumé, 23 composés (sur les 41 composés comportant les fonctions adaptées au marquage avec le
ruthénium) ont pu étre marqués convenablement par échange H/D en présence de Ru/C dans des conditions
proches de celles décrites par Taglang et al. et Pieters et al.?3”?*3, Pour les autres composés, n’ayant soit pas
obtenus un taux d’incorporation de deutérium suffisant dans ces conditions, soit n’ayant pas été testés car ne
présentant pas les groupements fonctionnels adaptés a I'introduction de deutérium avec Ru/C, I'évaluation du

changement de catalyseur a été envisagée.
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b - Adaptation du procédé de marquage avec remplacement de Ru/C par Pd/C

Pour les composés ne comportant pas (ou pas suffisement) de fonctions amines ou hydroxyles et pour
lesquels le procédé avec Ru/C n’est pas performant, l'utilisation de Pd/C, connu comme étant un catalyseur
métallique beaucoup moins chimio- et régio-selectif pour les réactions d’échanges H/D sur des structures
carbonées, a été évaluée?®, La Figure 58 montre les exemples de marquage de I'acide adipique et de I'acide
citrique obtenus avec Pd/C dans des conditions équivalentes (concentration du substrat, charge catalytique, etc)
a celles utilisées avec Ru/C mais en travaillant a une température plus élévée (minimum 80°C) comme souvent

décrit dans la litérature avec ce catalyseur?’427>,

Acide Adipique: Réf. Mon Marguée Acide Citrigue: R&f. Non Marqguée
Intens. Intens.
x10° 51424%09 o x105 1 MO o o OHO
1 HO 2 4 1910203
0.50 3 OH 4
] HO OH
025 3 O 2 OH
oo L4 0 i
T T T T T 1 ' I
145.0 1475 150.0 152.5 m/z 190 192 194 196 m/z
Acide Adipique: Pd/C—110°C— pH7 —48H Acide Citrique: Pd/C— 110°C— pH7 —48H
Intens. 1 Intens. 3
3 M7 E
X104 3 152.0971 M8 X109 3 o
2 Me 11531033 3 3
1 151.0909 9 E M3
13 M5 ] 194,0414
] 150.084 13 M2
] l ] 193.0352 196.0506
0 L L L L 'l L O T 1 'k 1 T I‘l 'k 1
145.0 1475 150.0 152.5 m/z 190 192 194 196 m/z

Figure 58 : Exemples de marquages obtenus par échange H/D métallo-catalysé par Pd/C.

Ces deux exemples de produits marqués mettent en évidence le fait que la réaction d’échange H/D
catalysée par le palladium est trés efficace pour le marquage au deutérium des acides organiques. Les massifs
isotopiques obtenus sont nettement décalés par rapport a ceux de leur standard non marqué respectif. La
distribution isotopique reste cependant plus au moins hétérogéne selon les molécules : celle de I'acide citrique

étant, a titre d’exemple, beaucoup plus homogéne que celle de I'acide adipique (Figure 58).

Pour les composés n’étant toujours pas marqué efficacement dans ces conditions, I'ajout d’une base
inorganique (NaOD ou Na2C0s) au milieu réactionnel a été testé dans le but de favoriser I'incoporation du
deutérium. Une illustration de I'influence de la modification du pH de la solution réactionnelle est présentée en
Figure 59 avec les exemples de I'acide diglycolique et de I'acide 3-hydroxy-3-methylglutarique. On constate dans
les deux cas que les conditions basiques favorisent I'incorporation de deutérium dans les structures puisque pour
les deux exemples la disparition complete de I'isotopologue MO est observée ainsi qu’un net déplacement du

massif isotopique vers les plus hauts rapports m/z. Ces comparaisons ont pu étre faites en engageant
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simultanément, sur le systeme CAT24, les deux réactions (avec et sans base) dans les mémes conditions de

pression, température et durée, pour chacun des substrats.

lm:;g'f, 1 A.Diglycolique: Pd/C- 110°C- pH7 - 48H '”191"5-5 1 A.MethylGlutarique.: Pd/C- 110°C- pH7 - 48H
E % i
2 ] A | R
In‘[ensg - . . fm A e Intens[_] E . .,
w104 ] A-Diglycolique:Pd/C-110°C—pH10-48H 105 A-MethyiGlutarique. : Pd/C-110°C—pH10- 48H
2 2
0 LI B B NN IR BN R B L NN R E e 0 Y=t T—r—r—T——T—T——T—T—T—
1 2 3 Time [min] 1 2 3 4 Time [min]
Intens. Intens. ]
105 3 MO 105 1 M2
. , 1 133q170 S M1 1630607
3 M1 . 162,0546 M3
2 3 134.0231 05 A MO 164.0666
E M2 - M4
L3 135288 ] 15110483 1650721
O . v 1 1 1 OO 1 T 1 T 1 T 1 T
132 134 136 138 m/z 160 162 164 166 m/z
Intens. 1 Intens. ]
4 1 M3 5 M3
x107 4 126.0261 M4 x10° 164.0675M4
] 137.0426
5 . ] M2 165.0737
] M2 ]
] 135503 1 163.0614
1 4 M1 . M1
. 134.0241 138.0455 0 1620551 165.0765
T T 1 T T T T I ! I ! T T I T
132 134 136 138 m/z 160 162 164 166 m/z

Figure 59 : Influence du pH pour la réaction mono-étape métallo-catalysée.

A.Diglycolique : Acide Diglycolique ; A.Methylglutarique : Acide-3-Hydroxy-3-Methylglutarique

Ainsi, l'utilisation de Pd/C en tant que catalyseur semble bien adaptée au marquage des acides
organiques et I'ajout d’une base a prouvé son efficacité pour améliorer signifactivement les taux d’incorporation
de deutérium dans certaines structures. Des mélanges de catalyseurs (Ru/C et Pd/C) ont également été testé afin
de diminuer la contribution de I'isotopologue monoisotopique et d’augmenter le taux d’incorporation des

deutériums.

Les résultats globaux obtenus a la suite des différentes optimisations des protocoles d’échange H/D
métallo-catalysés sont présentés composé par composé dans la partie qui suit. Globalement, 'ensemble de ces
optimisations met en évidence la difficulté de définir un protocole unique pour un marquage optimal de
I’'ensemble du jeu de molécules d’intérét. Au total, 13 composés présentent des massifs isotopiques sans MO

avec |'utilisation de Pd/C.
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6 — Bilan des marquages métallo-catalysés

L’ensemble des massifs isotopiques obtenus ont été comparés au cahier des charges initialement décrit.
L'un des parametres indispensables a I'utilisation de composés marqués comme standards internes, est la
disparition compléte du composé monoisotopique (c’est-a-dire non-marqué noté M0) ou une présence a une
intensité relative inférieure a 1 % de I'isotopoloque deutéré majoritaire. Pour 32 des 52 composés testés cet
objectif a été atteint (Tableau 16). Aprés marquage, le décalage des massifs isotopiques de deux Da ou plus, par
rapport au standard non-marqué, a été plus délicate a atteindre pour un grand nombre de composés mais nous
verrons un peu plus loin que nous pouvons facilement nous affranchir de ce parameétre en travaillant a tres haute
résolution (avec I'Orbitrap Tribrid Fusion par exemple) pour les applications en analyse quantitative. Un bilan des
meilleures conditions de marquage (Tableau 16) utilisées pour chacun des composés nous permet, au final, de
mettre en avant quatre conditions réactionnelles efficaces distinctes selon la nature du composé a marquer :

Ru/C, 55°C, pH7, 24h ; Ru/C, 55°C, pH10, 24h ; Pd/C, 80°C, pH7, 24h ; et Pd/C, 80°C, pH10, 24h.

Notons cependant quelques particularités liées a ce type d’échange H/D métallo-catalysé. Tout d’abord,
les conditions appliquées ne permettent pas de marquer ni I’O-acetylserine ni I'acide panthotenique qui se
dégradent complétement lors de la réaction de marquage. De méme, en raison du caractere réducteur des
conditions de marquage utilisées (combinaison de Ru/C ou Pd/C et de D2), I'acide maléique ne peut pas étre
marqué sans subir une réduction qui le convertit en acide succinique deutéré (Figure 60). Ces dernieres
conditions permettent d’avoir accés de fagon simple a une version marquée de |'acide succinique a minima di-

deutérée de fagon plus efficace que directement a partir de I’acide succinique

(O J6) Pd/C, D, (2 bar) " i
HOUOH T 2B 0e HO)WOH
— D,0, 80°C D o
acide maléique acide succinique

Figure 60 : Conversion de I’acide maléique en acide succinique deutéré dans les conditions réductrices de réaction
d’échange H/D métallo-catalysée..

D’ailleurs, en présence de palladium, I'acide succinique marqué obtenu répond assez bien au cahier des
charges initial avec I'absence du composé monoisotopique et un massif isotopique homogene (Tableau 16). La
réduction reste néanmoins un probléme pour les métabolites sensibles a ces conditions et dont la conversion

n’est pas toujours totale et/ou ne conduit pas necessairement a des formes deutéreés de métabolites d’intérét.

Un des criteres importants du cahier des charges est I'absence d’échange en retour (« back exchange »).
Ce phénoméne peut étre rencontré pour les composés comportant des hydrogénes acides bien que non-portés
par des hétéroatomes. C'est le cas de I'acide methylmalonique pour lequel I'atome d’hydrogéne porté par le
carbone entre les deux fonctions acides carboxyliques est acide. En présence de D20 cet hydrogene va

naturellement étre échangé avec un deutérium et vice versa, en présence d’H.0, ce deutérium est de nouveau
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échangé par un hydrogene (Figure 61). Bien qu’observable dans les conditons d’analyse LC-HRMS classiques
(solvants non deutérés), cette version deutérée éphémeére de I'acide methylmalonique n’est en aucun cas

utilisable en tant que standard interne marquée. En effet, le « back exchange » est complet en moins de 24h

dans I'eau.

0 @) D,0 0 0]

Figure 61 : Exemple d’échange en retour ("back exchange") observé avec I’acide methylmalonique.
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Tableau 16 : Bilan des marquages mono-étape métallo-catalysés.

Compounds N® MO M1 M2 M3 M4 M5 MG M7 M2 Selected labeling conditions
a-Aminoadipic Acid il 3% 100% 12% - - - - . - Ru/C-55°C- 24h
2-Aminobutyric Acid 2 <1% 100% 54% 50% 17% 9% 6% . - Ru/C-55°C- 24h

3-Amino-isobutyric Acid =} _ < 1% 12% 100% 91% 52% 45% <1% = Ru/C-55°C- 24h
GuanidinoaceticAcid 4 30% 76% 100% - - - - . - Ru/C-55°C- 24h
Guanidinosuccinic Acid 5 55% 100% 28% 2% - - - . - Ru/C-55°C- 24h
3-Hydroxy-3-Methylglutaricacid 6 < 1% 10% 48% 100% 79% 6% 1% B - Pd/C-NaOD- 80°C- 48h
3-Methylhistamine 7 - <1% 14% 100% 70% 21% 3% < 1% _ Ru/C- 55°C-24h
3-Methylhistidine 8 - - <1% 3% 26% 94% 100% 76% 41% Ru/C+ Pd/C - NaOD- 80°C- 48h
7-Methylguanine 3 62% 100% - - - - = - Ru/C - NaOD- 55°C-24h
Adipic Acid 10 - - - - 18% 28% 59% 100% 84% Pd/C- 80°C- 48h
Alanine alal 2% 100% 51% 17% 35% < 1% = - - Ru/C+ Pd/C- NaOD- 80°C- 48h
Argining 12 5% 100% 56% 27% 7% 1% - . - Ru/C-55°C- 24h
Asparagine 13 <1% 6% 100% 45% 5% < 1% = - RufC-55°C- 24h
Aspartic Acid 14 - 2.0% 30.0% 100.0% - - - - - Ru/C-55°C- 24h
Citric Acid 15 - <1% 5% 41% 100% 7% = . = Pd/C-80°C- 48h
Citrulling 16 3.7% 100.0% 3.6% < 1% - - - . - RufC-55°C- 72h
Diglycolic Acid 17 - <1% 28% 100% 90% = = - = Pd/C - NaOD- 80°C- 48h
GlutaconicAcid 18 - - 22%  13.3% 100.0% - - - NA - "back exchange"
GlutamicAcid 19 <1% 8% 42% 100% 25% 1% = ~ - RufC+Pd/C- NaDD- 80°C-48h
Glutamine 20 5.0% 1000% 370% 10.0% - - - - - Ru/C-55°C- 24h
Glycerol-3-Phosphate 21 <1% 9% 54% 100% 57% - = - RU/C- NaOD- 55°C- 24h
Glycing 22 - 4% 100% 1% - - - . - RU/C- NaDOD- 55°C-24h
Histidine 23 = - <1% 4% 31% 100% 7% . - Ru/C+ Pd/C- NaOD- 80°C- 48h
Hydroxyglutaric Acid 24 10% 34% 100% 42% 12% 2% - - Ru/C-55°C- 48h
Imidazolelactic Acid 25 - <1% 5% 35% 38% 100% 6% . - Ruf/C+Pd/C- NaOD- 80°C-48h
Isocitric Acid 26 <1% 4% 53% 100% 7% - - . - Pd/C-NaOD- 80°C- 48h
Lactic Acid 27 100% 48% 4% = = = = - = Ru/C-55°C- 24h
Leucine 28 3% 100% 5% 3% - - - - - Ru/C+ Pd/C-80°C-48h
Lysine 29 4% <1% 14% 100% 5% <1% - = Ru/C-55°C- 48h
Maleic Acid 30 11.0% 20.0% 100.0% B80.0% Pd/C- 80°C- 48h
Malic Acid 31 - 2% 100% 18% <1% - - B Pd/C-NaDOD- 80°C- 48h
Methylimidazoleacetic Acid 32 - - 3% 35% 100% 18% 3% 1% - Ru/C+Pd/C- NaOD-80°C-48h
Methylmalonic Acid 33 Back exchange Pd/C- NaOD- 80°C-48h
M-Methyl-D-Aspartic Acid 34 - - - =1% 12% 63% 100% 5% - Ru/C+ Pd/C- NaOD- 80°C-48h
O-Acetylsering 35 Complete degradation Ru/C- 55°C-24h
Ornithine a6 - - - - - 2% 23% 100% 5% Ru/C- NaOD-55°C- 72h
Pantothenic Acid 37 Complete degradation PdfC- NaOD- 80°C- 24h
Phosphoethanolamine 38 <1% 6% 100% 26% 2% - - - Ru/C-55°C-48h
Pipecolic Acid E) < 1% 7% 100% 83% 28% 8% 1% = Ru/C - NaOD- 55°C-24h
Proline 40 - - 9% 100% 53% 15% 2% - - RufC-55°C-48h
Pyroglutamic Acid 41 100% 29% 3% <1% - - = _ - Ru/C-55°C- 48h
Sarcosine 42 _ _ < 1% 3% 20% 100% - - RU/C- NaOD- 55°C- 24h
Serine 43 < 1% 3% 47% 100% 3% = = _ = RufC-55°C-48h
Sarbitol 44 - - - - - 2% 19% 83% 100% Ru/C- 55°C-48h
Succinic Acid 45 = 1% 10% 45% 100% = = ~ = Pd/C - NaOD- 80°C- 48h
Taurine 46 - 3% 55% 100% 45% - - - - RufC-55°C- 72h
TaurocholicAcid 47  28% 100% 52% 19% 5% - - . - Ru/C-55°C- 72h
Threonic Acid 48 7% 34% 100% 86% 30% - - - - Ru/C-55°C- 72h
Threonine 43 1% 4% 100% 56% 43% 73% 2% _ = RU/C- NaOD- 55°C-72h
4-Hydroxyproline 50 - <1% 15% 100% 37% 4% < 1% . - Ru/C- NaOD- 55°C-72h
Tyrosine 51 51% 100% 55% 24% 10% 3% = ~ = Ru/C-55°C- 24h
Valing 52 - - - - - 2% 17% 66% 100%  RufC+Pd/C- NaOD-80°C- 48h
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Le troisieme critére du cahier des charges, correspondant a I'obtention d’un isotopologue majoritaire
avec un massif isotopique le plus homogene possible, est le plus difficile a valider pour la trés grande majorité
des composés marqués. En effet, pour moins de 6 % des composés marqués, I'isotopologue majoritaire
représente plus de 90 % du massif isotopique. Pour 19 % et 31 % des composés, la contribution de I'isotopologue
majoritaire est supérieure a 70 % et 50 % du massif isotopique, respectivement. Enfin, pour 39 % des composés

marqués, |'isotopologue majoritaire représente moins de 50 % du massif isotopique total (Figure 62).

Figure 62 : Répartition des composés marqués en fonction de 'homogénéité de leur marquage.

Ces observations nous ont conduit a imaginer et évaluer une méthode innovante de quantification
basée sur la construction de gamme de calibration interne en exploitant I’hétérogénéité des marquages et donc
des massifs isotopiques obtenus. Cette méthode que I'on pourra nommer « multi-point internal calibration »
consiste a considérer chaque isotopologue, d’un lot de métabolite marqué, comme un standard interne marqué

indépendant. Cette méthode est détaillée dans la partie qui suit.

B — Développement d’une nouvelle méthode de quantification: « multi-point internal
calibration »

1 — Contexte et objectif

Comme montré dans la partie précédente, les standards marqués, synthétisés par la méthode
d’échange H/D mono-étape métallo-catalysée, présentent le plus souvent de multiples degrés de marquage
(plusieurs isotopologues coexistent pour un méme lot de produit marqué). Les massifs isotopiques ainsi obtenus
nous ont permis d’imaginer et de développer une méthode innovante de quantification nommée « multi-point

internal calibration ». Le principe de cette méthode est de considérer chaque isotopologue d’'un composé
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marqué comme un standard interne marqué indépendant pour la construction de gamme de calibration interne.
En effet, une fois la concentraton de chaque isotopologue déterminée, il est possible d’utiliser chacun d’entre
eux pour construire une gamme d’étalonnage. Supplémenté a I’échantillon biologique d’intérét, le mélange
d’isotopologues constitutifs du métabolite marqué (IsoMix) doit permettre de quantifier le composé endogéne
correspondant. La Figure 63 illustre le principe de cette méthode avec I'exemple du sorbitol deutéré obtenus par

la méthode de marquage précédement décrite.

[n:r; m/z th. Isotopic distribution
184.0907 M3 (d,) 0% 1881157 1881218 D P D OHD, OH °
] 185.0970 M4 (d,) 0.5% — 0T T i
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1.0 187.1096 M6 (d,) 15.0% Sorb“o"d?
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Figure 63 : Principe de la méthode de "multi-point internal calibration”.

L’'objectif de cette étude a donc été d’évaluer cette nouvelle approche de quantification et de la

comparer aux méthodes de quantification plus traditionnelles basées sur |'utilisation de gammes externes de

calibration.

2 — Meéthodologie

La sélection des composés utilisés pour évaluer la méthode de quantification a principalement été
réalisée en ne gardant que ceux pour lesquels I'isotopologue non-marqué (MO0) n’etait plus présent (ou avec une
intensité relative inférieure a 1 %). Le critére du cahier des charges indiquant que deux deutérium doivent,

idéalement, au minimum étre incorporés dans la structure du composé marqué s’avere ne pas étre obligatoire
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pour des analyses LC-HRMS réalisées avec I'Orbitrap Fusion. En effet, a une résolution de 240 000 (a m/z 200)
I'isotopologue C-13 du composé non marqué a quantifier et I'isotopologue mono-deutéré du lot marqué, sont
bien résolus comme illustré sur la Figure 64 avec les exemples de la citrulline et de I’histidine (ce qui n’est pas le
cas lorsque les acquisitions de spectres de masse sont réalisées sur le Q-TOF Impact HD ou sur un Orbitrap a une
résolution inférieure a 100 000). Notons qu’avec une telle résolution, une tolérence d’écart de mesure de masse
de cing ppm a pu étre appliquée pour la détermination des réponses analytiques des isotopologues deutérés,
lors du traitement semi-manuel des données a I'aide de méthodes de traitement (« processing method ») mises

en place sur QuantAnalysis (Xcalibur).

Citrulline — isotopologue M1 Histidine — isotopologue M1
(co-injection standard / lot marqué au D) (co-injection standard / lot marqué au D)
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S E 3 3 @ résolution “moyenne”
g 60 ; 60
E 40-; g 40-;
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0~ 178.1127 0 161.1081
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e mz

Figure 64 : Influence de la résolution sur la séparation des composés mono-C-13 du standard non marqué et du
mono-deutéré du lot marqué. lllustration avec la citrulline et I'histidine

Dans un premier temps, les lots de composés marqués produits par échange H/D ont de nouveau été
analysés par LC-HRMS sur I'Orbitrap Fusion pour vérifier la stabilité du massif isotopique par rapport aux
premiéres analyses réalisées sur le Q-TOF (plusieurs mois auparavant) et pour quantifier les isotopologues de
chaque lot a I'aide d’une gamme externe de standards non marqués correspondants. Ayant choisi de développer
la nouvelle méthode de quantification dans un premier temps en mode d’ionisation positif, 21 composés ont été

retenus.

La méthode de quantification « multi-point internal calibration » a tout d’abord été appliquée, en tant
que preuve de concept, a la quantification de six composés non détectés dans le plasma NIST dans nos conditions
d’analyse. Pour cela, les six standards non marqués ont été supplémentés a des concentrations connues au
plasma NIST. Le but étant de vérifier que les concentrations obtenues par la nouvelle méthode de quantification
sont bien similaires aux concentrations ajoutées. Les concentrations ainsi obtenues ont également été
comparées aux valeurs obtenues par application de méthodes de quantification plus usuelles reposant sur des

gammes externes de composés non-marqués.
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Dans un second temps, quinze composés endogénes au plasma NIST ont été quantifiés par la méthode
« multi-point internal calibration ». De la méme fagon que pour la preuve de concept, les concentrations
obtenues ont été comparées a des valeurs de références trouvées dans des bases de données publiques (HMDB)

et également avec les valeurs obtenues par la méthode de quantification par gamme externe.

Les résultats obtenus avec la production a fagcon des standards internes marqués au deutérium ainsi que
I’évaluation de leur utilisation pour de la quantification de métabolites dans le plasma de référence NIST
(SRM1950) seront rapportés dans une publication (a soumettre prochainement) dont une verson non définitive

est présentée ci-dessous.

3 — Publication (en cours de rédaction)
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ABSTRACT: Large-scale absolute quantification is a major focus in the metabolomics field to accurately correlate
metabolic changes with the development of a disease or in association with genetic or environmental factors.
High-resolution mass spectrometry-based quantitative metabolomics essentially relies on the use of stable
isotope labeled internal standards (SIL-IS) to account for matrix effects during the analysis. An attractive approach
when using SIL-IS for quantification purposes, is to generate multipoint calibration curves with different
isotopologues of the targeted metabolite. Here, we report (1) the production in one shot and on-demand of a
panel of multi-deuterated analogs of more than 50 target metabolites and (2) the evaluation of their use as stable
isotope internal standards (SIL-IS) for the absolute quantification by isotopic dilution mass spectrometry. The
evaluated labeling protocol relies on the use of a one-step metal-catalyzed H/D reaction exchange. Overall, 21
molecules were selected to quantify compounds spiked in plasma as well as endogenous metabolites in blank
plasma. A proof of concept of the use of such SIL-IS by a multi-point internal calibration approach was proposed
and compared to the more traditional IDMS strategy used in targeted quantitative metabolomics studies. In fine,
this innovative quantification approach proved to be highly reliable and gave similar quantitative results to the
IDMS method (error < 15%). By permitting the calculation of quantitative data with a single injection per sample
to quantify, the multi-point internal calibration strategy offers the substantial advantage of limiting the number
of injection in mass-spectrometry based quantitative metabolomics studies.

= |INTRODUCTION

Metabolomics is a relatively new science that studies small molecules with molecular weight below 1.5 kDa
present in biological samples.! Large-scale absolute quantification is a major focus in the metabolomics field to
accurately correlate metabolic changes with the development of a disease or in association with genetic or
environmental factors. Absolute quantification is crucial to ensure analytical robustness when comparing analysis
performed at different periods of time or when carried out with different analytical equipment. Metabolome
analysis requires the use of advanced analytical techniques. High-resolution mass spectrometry (HRMS)? is the
most widespread analytical technique for metabolomics studies essentially due to its high sensitivity and wide
dynamic range coverage. Even though a variety of methodologies have been developed for MS-based quantitative
analysis,® strategies relying on isotopic dilution with the use of stable isotope labeled internal standards (SIL-IS)
remain the gold standard methods when dealing with absolute quantification in metabolomics.>® Despite the
increasing expansion of chemical catalogs proposing a variety of stable isotope labeled molecules in recent years,
we are far from an entire coverage of the known metabolome. Additionally, the cost of some labeled versions of
metabolites may be prohibitive.”® Due to these limitations, it is tempting for any metabolomics laboratory



interested in large-scale targeted quantitative analysis to develop strategies for the production of its own labeled
compound library that could be used as SIL-IS. The most commonly used isotope for tagging molecule are carbone-
13 (33C), nitrogen-15 (**N) and deuterium (D or 2H) because of their common, even systematic, occurrence in
organic molecules constituting the metabolome. To get access to pure standards labeled with carbone-13 or
nitrogen-15, the elaboration of multi-step chemical reactions is usually mandatory. In contrast, a number of recent
developments have been reported that allow the direct introduction of deuterium in replacement of hydrogen
atoms at stable position in chemical structures. Such an approach, also named stable H/D exchange reaction, is
attractive since it offers the possibility to generate, in one reaction step, SIL-IS of interest starting from unlabeled
authentic standards. In particular, the one-step metal-catalyzed H/D exchange methodology seemed appealing
for it allows the production of permanently deuterated compounds following a one-step reaction and starting
from authentic standards of interest (target metabolites) as substrates. This process requires the use of a metal
as catalyst, a deuterated solvent (e.g. D,0) and deuterium gas as source of deuterium for the reaction. The
presence of a metal (e.g. Ruthenium or Palladium) activates C-H bonds, allowing the exchange between hydrogen
and deuterium. Among the list of metal that can be used as H/D exchange catalyst, ruthenium and palladium are
well-suited for the labeling of common metabolites: the first one is reported to selectively favor deuterium
incorporation on carbon at alpha-position of nitrogen®'!! and oxygen'?*® containing functions, such as amino
and hydroxy groups, that are commonly encountered in the structure of polar metabolites (e.g. amino acids),
while the latter is known for its reduced labeling site regioselectivity'* rendering it more suited for the labeling of
metabolites lacking amine or alcohol functions (e.g. adipic acid). Whatever the labeling strategy employed, the
resulting deuterated compounds should fulfill two major criteria to be used as SIL-IS for IDMS-based absolute
quantification of metabolites: the presence of remaining unlabeled metabolite (noted Mo) should be avoided, or
at least limited and the formation of one major isotopologue (with an isotopic purity > 95%) is preferred. Chemical
and labeling stability (no H/D back-exchange) should also be guaranteed for the deuterium-labeled compounds
to be used as SIL-IS. In this study, in a first part, we demonstrate the straightforward production of SIL-IS following
a one-step metal catalyzed H/D exchange reaction protocol and using a high throughput reaction screening
system. Then, we report the evaluation of the use of the in-house produced deuterium-labeled molecules for the
quantification of metabolites in spiked and blank human plasma NIST® SRM® 1950 samples using IDMS-based
strategies.

=  EXPERIMENTAL SECTION

Reagents and Materials. Metabolite standards, reagent (NaOD solution, 40 wt. % in D,0) and catalysts (Ru/C 5
wt. % loading, Pd/C 10 wt. % loading) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), D-O
was purchased from Eurisotop (Saint-Aubin, France), D, (Meser???). Acrodisc® syringe filter (PVDF membrane,
diameter: 25 mm, pore size: 0.45 um) for reaction mixture filtration and catalyst removal, were purchased from
VWR International (Lutterworth, U.K.). All extraction (HPLC grade methanol and water) and UHPLC solvents
(Optima grade water and acetonitrile) as well as formic acid (= 98.0 % purity) and and ammonium carbonate as
mobile phase additive, were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). NIST® SRM® 1950
reference plasma was ordered from the National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg,
Maryland, USA).

Instrumentation and protocol for the production of deuterium-labeled compounds. The CAT24 screening
reaction system HEL (purchased from HEL Limited, Borehamwood, UK) was used to conduct all H/D exchange
reactions. The CAT24 synthesis system consists in a single unit featuring 24 individual vials that can be pressurized,
stirred and heated by a hot-plate, under manual operation. The design of the system prevents any cross-
contamination between samples. It allows twenty-four reactions to be performed simultaneously at the same
temperature and pressure conditions. Several reaction conditions were tested depending on the nature of the
substrate (i.e. the target metabolite to be labeled) following the labeling investigation workflow depicted in Figure



1A. Typical H/D exchange reactions were carried out as follows: each vial was charged with 0.03 to 0.09 mmol of
substrate in D20 (0.5 mL), a magnetic stirrer and 15 mol% of metal catalyst (Ru/C 5 wt. % or Pd/C 10 wt. %). The
system was tightly closed with the help of spanners to isolate it before being placed under D, atmosphere. Three
cycles of pressurization and liberation of deuterium gas were repeated before being charged with 2 bars of D,
gas. The system was then placed on a hot plate and heated to 55 °C (with Ru/C) or 80°C (with Pd/C) for at least
24h. After that, the system was cooled down to room temperature and the internal D, pressure was released
under a fume hood. Small amounts (10 to 20 pL) of solution were collected from each vial to check (after filtration
and dilution) for deuterium incorporation with LC-HRMS monitoring (cf sample preparation). The system was
refilled with D, and heating was prolonged for an additional 24h or 48h for the compounds with insufficient
deuterium incorporation. An additive, a base (NaOD 40% in D,0, 20 uL) was also added if necessary to improve
deuterium incorporation. Eventually, when the labeling was unsufficient with Ru/C alone, Pd/C (15 mol%, 10
wt. %) was added to the reaction mixture.

Sample preparation for LC-HRMS deuterium-labeling monitoring. For each reaction mixture of the 24 vials of the
CAT24 reactor, 10 to 20 pL were collected with a syringe and diluted in 500 uL of water before being filtered with
an Acrodisc® syringe filter (PVDF membrane, d: 25 mm, pore size: 0.45 um) to remove the metal catalyst particles.
Each resulting mixture was then diluted to a range of 1 to 5 pg/mL (based on the initial starting material
concentration) in the HPLC mobile phase (agueous ammonium carbonate 10 mM pH 10.5 in water/acetonitrile
40/60 for the ZiC-p-HILIC column analysis, or 0.1% acid formic in water/0.1% acid formic in acetonitrile 95/5 for
the PFPP column) before being injected into the LC-HRMS system. Authentic standard solutions were prepared in
a similar range of concentration using the same HPLC mobile phase before being injected as reference compound
into the LC-HRMS system. Deuterium incorporation was inspected by comparing the isotopic pattern of the
reference compound with the one of the reaction product. Chromatogram were also inspected to control possible
retention shift or shape modification.

High performance liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) analyses
for deuterium incorporation evaluation. All purchased authentic standards as well as labeling reaction products
were analyzed by LC-HRMS (isotopic pattern inspection) after sample preparation as previously described.
Chromatographic separation was carried out on a Dionex Ultimate 3000 system (ThermoFisher Scientific)
equipped either with a Discovery® HS-F5 PFPP column 2.1 x 250 mm, 5 pum (Supelco, Merck, Darmstadt, Germany)
kept at 30°C applying elution condition (1) or a SeQuant® Zic-p-Hilic column 5 um, 2.1 x 150 mm (Merck,
Darmstadt, Germany) kept at 15°C applying elution condition (2). Elution condition were as follows: (1) mobile
phase A: 0.1 % formic acid in water; mobile phase B: 0.1 % formic acid in acetonitrile. The following gradient was
applied at a flow rate of 250 puL/min: t =0 min, 2% B; t = 2 min, 2% B; t = 10 min, 5% B; t = 16 min, 35% B; t = 20
min, 100% B; t = 24 min, 100% B; t = 24.1 min, 2% B; t = 30 min, 2% B. (2) Mobile phase A: 10 mM ammonium
carbonate aqueous buffer adjusted with ammonium hydroxide to pH 10.5; mobile phase B: acetonitrile. The
following gradient was applied at a flow rate of 200 pL/min: t =0 min, 80% B; t = 2 min, 80% B; t = 12 min, 40% B;
t=12.1 min, 0% B; t =17 min, 0% B, t = 17.1 min, 80% B; t = 42 min, 80% B. High resolution mass spectrometry
analyses were performed either on a Q-TOF Impact HD (Bruker, Wissembourg, France) or an Orbitrap Tribrid
Fusion (ThermoFisher Scientific, Courtaboeuf, France) equipped with a heated electrospray ionization source
operated in the positive or negative mode. Parameters were set as follows: a) Q-TOF in positive ionization mode:
capillary voltage +4000 V at a temperature of 200 °C; gas flow rate 10 L/min; nebulizer pressure 2.1 bar;
quadrupole collision energy 4 eV and collision cell energy 2 eV. b) Q-TOF in negative ionization mode: capillary
voltage -4500V at a temperature of 200°C; gas flow rate 8 L/min; nebulizer pressure 1.7 bar; quadrupole collision
energy 8 eV and collision cell energy 2 eV. MS spectra were acquired from 50 to 400 m/z at a frequency of 1 Hz in
both ionization mode. b) Orbitrap Tribrid Fusion: spray voltage + 4000 V, sheath gas 40 (arbitrary units), auxiliary
gas 12 (arbitrary units), sweep gas 1 (arbitrary units), ion transfer tube temperature 325 °C and vaporizer
temperature 100 °C. lon transfer parameters were set as follows: mass range at “normal”, lens RF level at 60 %.
Scan parameters applied were as follows: acquisition time from 0 to 20 min, positive ionization mode, micro scan




at “1”, data type at “profile”, AGC target at 5e4. For acquisition in MS mode, the data were acquired using the
Orbitrap analyzer, at a resolution of 240,000 at m/z 200 (FWHM); maximum injection time was set at 400 ms, and
the scan range from m/z 70 to m/z 500.

Quantification of the in-house produced labeled compounds. Batches of labeled material produced with the H/D
exchange strategy that have been validated on the basis of their isotopic profiles, were first quantified for further
use as stable-isotope labeled internal standard (SIL-IS). A first concentration estimation was performed by direct
comparison of LC-HRMS peak area of the labeled compounds (sum of the major isotopologues) with the area of
the corresponding unlabeled compound injected at 1ug/mL. Then, internal calibration curves with unlabeled
standard were constructed to precisely quantify the labeled batches. For each metabolite, a 7 point internal
calibration curve was generated (0.1X — 0.2X — 0.5X — 1X — 2X — 5X — 10X where X is the previously estimated
concentration of the labeled metabolite) and the sum of the area of the deuterium-labeled isotopologue peaks
was reported on the corresponding curve to determine the total concentration of labeled material. The
concentrations of each isotopologue were then calculated based on the isotopic pattern distribution for each
metabolite.

Plasma sample extraction. The human plasma NIST® SRM® 1950 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA) was
selected as reference biological matrix for evaluating different metabolite quantification approaches. Metabolites
were extracted following a dedicated protocol routinely used in the laboratory: 10 uL of plasma were diluted with
30 pL of methanol, sonicated for 15 minutes and centrifuged at 15,000 g for 15 minutes. After a 1h30 slow
precipitation on ice, samples were centrifuged at 20,000 g for 15 minutes and supernatant was withdrawn and
dried under nitrogen. Plasma metabolites were resuspended in 40 pL of 10 mM aqueous ammonium carbonate
(pH 10.5) blank or spiked with a mixture of labeled and/or unlabeled standards before sonication for 5 minutes.
Then, 60 pL of acetonitrile were added and the resulting samples were sonicated for 15 min and centrifuged at
20,000 g for 15 min at 4°C. The supernatants were transferred to vials for injection and LC-HRMS analyses.

Blank plasma analysis and endogenous metabolite concentration estimation. All plasma samples were analyzed
by LC-HRMS using the SeQuant® Zic-p-Hilic under condition (2) for chromatographic separation and the Orbitrap
Tribrid Fusion in the positive mode for MS analysis. Blank plasma samples were analyzed first to evaluate the
detectability of the 52 metabolites that were tested for deuterium incorporation. Among those that were
detected, a short list of 15 targeted metabolites was defined and their concentration were estimated to further
adjust the quantification approaches. Thus, after LC-HRMS analysis of blank NIST plasma sample (in triplicate), the
peak areas for each targeted compound were directly compared to the peak areas of the corresponding standard
injected in buffer (aqueous ammonium carbonate 10 mM pH 10.5 in water/acetonitrile 40/60) at 1ug/mL. Then,
an external calibration was performed with 5 different concentrations (0.01X — 0.1X — 1X — 10X — 100X where X
was the first estimated concentration) to refine the preliminary concentration measurement. Finally, to further
refine the concentration estimations obtained by external calibration in buffer, standard addition was performed
in NIST plasma. The added concentrations of standard ranged from 0.25X to 5X (0.25X — 0.5X — 1X — 2X —5X where
X was the metabolite concentration estimation based on external calibration.

Absolute quantification of metabolites in NIST plasma using different quantification strategies. The
guantification of target metabolites was investigated using two different isotope dilution mass spectrometry
approaches: (1) the “classical” isotope dilution method (based on the use of external calibration curves with
ranges of standards spiked with a constant amount of labeled material) and (2) an innovative multi-point internal
calibration (exploiting the presence of series of isotopologues for each labeled compounds to directly built “in-
sample” calibration curve with the labeled material spiked in the biological sample to analysed). Bias caused by
matrix effects was also evaluated by comparison of quantitative results obtained by external calibration with no
use of SIL-IS. Multicomponent standard stock solutions for external calibration of defined nonlabeled metabolite
mixtures were prepared in water at 1Img/mL. Labeled compound injection solution concentrations were adjusted
based on known or estimated target metabolite concentration in NIST plasma, and ranged from 541 pg/mL to 8



pg/mL (in water). Quantification methods were evaluated on two case study: (a) The quantification of 6
exogenous metabolite in NIST plasma; (b) The quantification of 15 endogenous metabolites in NIST plasma.

(a) Quantification of 6 spiked plasma compounds. For this case study, 6 unlabeled standards (exogenous
compounds of NIST plasma) were spiked to the NIST plasma samples. Based on the known concentrations of the
spiked compounds in NIST plasma, metabolite-specific calibration ranges with eight levels were adjusted. Labeled
compounds were added at the same concentration in all points of range (See Supp Data) and in the NIST plasma
sample. The ratio between labeled and unlabeled was 1:1, v/v. The pools of compounds were prepared in
H20/Acetonitrile (40/60). In NIST plasma, concentrations tested were the same as for the external range. One mix
with labeled and unlabeled compounds was prepared in water. The external range was analyzed in triplicate
before and after the analyses of plasma NIST also analyzed in triplicate.

(b) Quantification of 15 endogenous plasma compounds. For this case study, 15 endogenous metabolite
in plasma NIST were selected for quantification. Based on their previously estimated concentrations (obtained by
spiking experiments in the end), metabolite-specific calibration ranges with heigh levels of concentration were
adjusted. Labeled compounds were added at the same concentration in all points of range (See Supp Data). The
ratio between labeled and unlabeled was 1:1, v/v. The pools of compounds were prepared in H20/Acetonitrile
(40/60). In NIST plasma, concentrations tested were the same as for the external range. One mix with labeled
compounds was prepared in water. The external range was analyzed in triplicate before and after the analyses of
plasma NIST also analyzed in triplicate.

= RESULTS AND DISCUSSION
1 - Evaluation of high-throughput and on-demand production of deuterium labeled internal standards.

Considering the great importance of stable isotope labeled internal standards for metabolites absolute
quantification and the current limitations, mainly their cost and availability, in getting access to a wide range of
labeled compounds, our first objective was to apply a simple, fast and broad spectrum synthetic method to
produce our own labeled internal standard library. Thus, we rapidly focused our attention on synthetic protocols
allowing the rapid introduction of stable isotope(s) into a chemical structure such as metal-catalyzed H/D
exchange reactions already described in the literature for the labeling of amino and hydroxyl groups containing
compounds or more generally to any alkyl or aryl containing molecules.®** Traditionally, the metal-catalyzed H/D
exchange labeling protocol requires the use of a special apparatus that can maintain a pressurized D, atmosphere
during the reaction. Such apparatus usually allow the investigation of one single labeling reaction at a time. In
view of the potentially large number of metabolites to label, we explored the use of the CAT24® equipment that
permit to run and investigate 24 parallel labeling reactions in controlled temperature and pressure conditions
(Figure 1B). The great advantage of this apparatus lies in the possibility to conduct deuterium labeling reaction
on 24 substrates simultaneously, allowing efficient screening of various labeling conditions with a wide range of
target metabolites. The labeling strategy investigation was carried out following the workflow depicted in Figure
1A. First, le metal catalyst used was selected depending on the chemical groups present in the chemical structure
of each metabolite to be label: For compounds containing amino and/ or hydroxy group(s) (e.g. amino acids or
polyhydroxylated compounds), Ru/C was chosen as catalyst and the reaction was run at 55°C,%° while Pd/C was
selected to perform deuterium incorporation on any other metabolites (e.g. organic acids) with a reaction
temperature of 80°C. Deuterium oxide (D,0) was selected as deuterated solvent and was compatible with the
solubility of all tested compounds (rather polar metabolites).
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Figure 1. (A) Labeling investigation workflow followed for the metal-catalyzed H/D exchange reaction on a
selection of 52 metabolites. (B) Schematic illustration of the labeling process applied for the production of in-
house SIL-IS. (C) Chemical class repartition of the 52 metabolites tested for deuterium incorporation.

Another advantage of this protocol is the use of a heterogeneous metal catalyst, such as ruthenium or palladium
on carbon, allowing easy recovery of the reaction product by simple filtration. In this study, the H/D exchange
labeling reaction was evaluated on 52 compounds (see Supplementary data S1 for names, smiles and formula)
belonging to 4 chemical classes of metabolites (Figure 1C): amino acids (25), organic acid (19), organic amine (3),
polyol and derivatives (2) and others (3). Reaction parameters such as the nature of the metal catalyst, the
temperature, the reaction time and the use of an additive such as an inorganic base were adapted to maximize
deuterium incorporation into the structures. For all compounds and reaction conditions, the labeling efficiency
was evaluated by LC-HRMS. Chromatographic peak shape of all isotopologues was assessed to ensure no isotopic
effects on HPLC retention time were observed. The possible presence of degradation product was also checked.
For instance, it was observed that the labeling of glutamine was not ideal when working at pH 10 in D,0 since it
was rapidly converted into glutamic acid. Similarly, the labeling of fumaric acid and maleic acid did not provided
deuterated-fumaric acid or deuterated maleic acid but rather deuterated-succinic acid due to the reductive
character of the reaction conditions. The table displayed in Supplementary data S2 presents, for each tested
metabolite, the isotopologue distribution obtained after deuterium labeling using their respective validated
reaction conditions. During the labeling investigations, it was observed that a basic pH was frequently in favor of
an increase in deuterium incorporation, to the detriment of the labeling regioselectivity that was not of prime
importance for the production of an adequate labeled internal standard. Indeed, one predominant criteria in
producing valuable in-house deuterated-standards was to avoid the presence of remaining unlabeled metabolite
(noted My) in batch product that could hamper the quantification process afterwards. Thus, regioselectivity was
not privileged because the larger the number of incorporated deuterium, the less the overlap of isotopic patterns
between the labeled compound and the corresponding metabolite to quantify.



lllustrative examples of the LC-HRMS analysis and comparison of unlabeled and labeled compounds are presented
in Figure 2. It is worth noting that the stable replacement of a hydrogen atom with a deuterium in a chemical
structure results in a 1.0063 m/z shift of the mass spectral peak. As an example, the LC-HRMS analysis of citric
acid and its tetra-deuterated version give two mass spectral peaks (Mo and M, respectively) that are theoretically
4.0252 m/z (i.e. 4 x 1.0063) apart.
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Figure 2: LC-HRMS analyses obtained with a sub-set of metabolites showing the H/D exchange reaction efficiency.
Extracted ion chromatogram and mass spectra of unlabeled and labeled Sarcosine (A), Proline (B), 3-methyl-
histamine (C), Ornithine (D), Glutamic acid (E) and Sorbitol (F) are presented.

As shown Figure 2 and summarized in Supplementary data
S2, isotopic pattern greatly differ from one metabolite to
another. Only a few compounds (less than 6 %) could be
deuterated with an isotopic purity > 90 % (i.e. with an
absolute abundance of the major isotopologue above 90 %).
For 19 % of the generated labeled metabolites, the absolute
abundance of the major isotopologue was superior to 70 %,
and almost 40% of the deuterated compounds displayed mass
spectra with a major isotopologue counting for less than 50 %
of the global isotopic pattern (Figure 3). Based on these
observations, the evaluation of a novel isotope dilution mass
spectrometry (IDMS) methodology was envisaged: the use of
the deuterated-metabolite specific isotopic patterns to
generate multi-point internal calibration curve for the one-



shot direct quantification of target metabolites in biofluid seemed appealing. The principle of this innovative
approach is illustrated in Supplementary data S3. It consists in considering each isotopologues of a metabolite as
an independent SIL-IS. Once each isotopologue concentration has been determined using unlabeled standard
curves, it’s possible to perform direct in-sample quantification of the corresponding endogenous metabolites in
any biofluid or biological extract. The evaluation of this strategy is discussed in the next section.

3 — Absolute Quantification in a biological matrix

The usefulness as SIL-IS of the produced labeled compounds was evaluated for the quantification of metabolites
in biological matrices using different approaches. The biofluid SRM®1950 (also called NIST® plasma) was chosen
as reference matrix to investigate the absolute quantification of selected metabolites. First of all, the presence of
the 52 metabolites was checked in NIST plasma using the selected LC-HRMS acquisition method (i.e. HILIC column,
ammonium carbonate 10 mM pH 10.5 and acetonitrile as mobile phase, and ESI in positive ionization mode).
Among these 52 metabolites, x were not detected in NIST plasma among which a subset of 6 molecules were
selected to evaluate the quantification approaches by spiking them at known concentrations in blank plasma (see
next section 3.2). The x other metabolites, which identities were fully validated by standard addition (unlabeled
and labeled) and MS/MS experiment, were detected in NIST plasma with our analytical method. A representative
set of fifteen molecules was selected for further absolute quantification and their concentrations were first
estimated as described in the experimental part by external calibration followed by standard addition to adjust
the amount of SIL-IS to be used for the quantification strategies.

B — Evaluation of the quantitative accuracy: measurement of 6 metabolites spiked in NIST® plasma.

To estimate the performance of the multi-point internal calibration, the novel quantitative approach was
compared with more classical methods relying on external calibration curves with or without the use of SIL-IS (See
Sup data 4 for method illustration). The main differences between this 3 approaches are: 1) the number of
injections to take into account for the quantification of the target metabolites in a single sample and, 2) the
correction for matrix effect with the IDMS-based approaches. Indeed, with the conventional quantitative methods
(external range with or without SIL-IS), the number of injections increases drastically due to the need for a
sufficient number of points to construct the external calibration curve, whereas the in-sample calibration
approach requires only a single injection to measure the target metabolite concentration. Table 1 displays the
measured concentrations obtained with the 3 different methodologies (See experimental part for details) for 6
metabolites that were spiked in NIST® plasma at known concentrations.

Table 1: Measured cbfieetitFattons Bbtdiedwith 53 différént Guantification methods for 6 compounds spiked at
known concentrations in NIST SRM 1950 plasma.

Spiked C°
(ng/mL) | Measured C° Acsiiaey Measured C° ey Measured C° ARG
(ng/ml) (ng/ml) (ug/mL)
3-Methylhistamine 0.481 0.487 1.3% 0.480 -0.2% 0.295 -38.7%
2-Aminobutyric Acid 0.481 0.546 13.6% 0.501 4.2% 0.259 -46.2%
N-Methyl-D-Aspartic Acid 0.481 0.452 -6.0% 0.463 3.7% 0.363 -24.4%
Phosphoethanolamine 0.481 0.398 -17.3% 0.437 -9.2% 0.372 -22.8%
Sorbitol 1.042 1.070 2.7% 1.108 6.4% 0.396 -62.0%
Diglycolic acid 1.042 1.030 -1.1% 1.025 -1.6% 0.914 -12.3%




For all the compounds except for the 3-Methylhistamine, a linear range was obtained for the external calibration
with and without SIL-IS (r? > 0.997). To compare, with the multi-point internal calibration, the curve obtained have
a coefficient of correlation high than 0.9991 except for the diglycolic acid which has a low coefficient of correlation
(0.9859). For the 3-MethylHistamine, a beginning of saturation was visible at the high points of the range. It was
therefore necessary to adapt the range to a quadratic curve. For the sorbitol, in plasma NIST, only two
isotopologues were detected. To obtain a straight, an artificial point corresponding to the sum of the
concentration of all the isotopologues has been added. Moreover, the non-detection of the weakest sorbitol
isotopologue implies that endogenous present in NIST plasma is no longer in calibration curve. That can explain
the difference between the obtained and the theoretical concentration.

C - Quantification of 15 endogenous metabolites in NIST plasma

Absolute quantification of 15 endogenous metabolites in NIST plasma was evaluated using the 2 IDMS-based
approaches and compared to external calibration with no SIL-IS. Table 3 summarizes the resulting concentration

values obtained for each strategy.
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Figure 4: Isotopologue distribution of unlabeled and labeled Proline, Threonine and methylimidazoleacetic acid
in NIST plasma and the corresponding multi-point internal calibration curves used for absolute quantification.



Table 3: Absolute concentrations measured with the isotope dilution approaches (multi-point internal calibration
& external range + SIL-IS) for the 15 selected endogenous compounds. Comparison with reference values in

plasma from SRM® 1950 certificate of analysis and HMDB.

Multi-point External range + SIL-IS Ref values in plasma®
internal
calibration
Metabolite
Measured C° Measured C° Relative Reported C° for SRM1950 Reported C° in HMDB
(ug/mt) (ug/mt) difference® (ug/mt) (ng/mL)
Leucine 20.7 21.6 +4.4% 13.2 9.18-23.8
MEthylimAi\(iijzo'eaCEtic 0.069 0.071 +3.8% ND 0.010-0.138
Imidazolelactic Acid 0.030 0.033 9.6% ND NQ
3-Methylhistidine 1.22 1.16 -5.2% ND 0-0.998
Pipecolic Acid 0.40 0.38 -5.0% ND 0.141-0.480
Proline 25.0 22.4 -11.4% 204 12.1-414
Threonine 11.9 9.78 -17.9% 14.2 9.53-26.21
Sarcosine 0.91 0.94 3.3% ND 0-0.178
Taurine NA 4.42 NA ND 7.17-16.11
Serine 5.73 4.95 -13.6% 10.1 5.26-21.0
trans-4-Hydroxyproline 1.05 1.03 -1.5% ND 0.525-3.93
Citrulline 4.77 4.54 -4.7% ND 2.63-7.88
Glutamic Acid 8.63 8.09 -6.2% ND 2.43-16.8
Ornithine 9.53 7.90 -17.1% ND 3.97-145
Arginine 13.9 11.2 -19.8% 14.2 6.97-22.6

All quantified compounds (except sarcosine) were measured in the concentration range reported in the literature
or in public databases (Ref HMDB). A number of metabolites, were already quantified in NIST plasma and their
absolute concentration are reported in Table 3. Differences in absolute concentrations measured with our
methods compared to values reported in the literature (publi NIST 2013 + analysis certificate) may be due to
sample preparation methods and analytical methods being used. As an example, concentration determined by
NMR are very accurate because they result from direct measurement of the metabolite in a sample obtained with
minimum preparation.

Globally, the classical isotopic dilution strategy and the multi-point internal calibration gave comparable results
with relative differences below 10% for the majority of the quantified metabolites: 9 out of 15. For these 9
compounds, linear regression curves were obtained with all quantification methods with R* > 0.999. One
metabolite, Taurine, could not be quantified by multi-point internal calibration, because the calibration curve
obtained with the different isotopologues was not linear. The 5 other compounds (names) were out of the linear
range for the multi-point calibration due to signal saturation on high concentration (often 10X but also 5X) and
guadratic curves were designed to quantify the metabolites. For the external calibration with SIL-IS, all curve were
linear (r? > 0.997). For the multi-point internal calibration, a linear curve was obtained for 12 compounds (r? >
0.997). For Imidazolelactic acid and the 3-Methylhistidine, the calibration curve was no linear and the endogenous



was not comprise in the range. For serine, with the multi-point internal calibration, only 2 isotopologues can be
used for the curve. So the artificial point corresponding to the sum of the area of all isotopologues was added.

= CONCLUSION

A fast and convenient way of producing deuterium-labeled compounds using a one-step metal-catalyzed reaction
is presented. For 29 compounds out of 52, the labeling protocol afforded a deuterated version of the metabolite
without remaining unlabeled material (no MO isotopologue). In most of the cases, we observed that the labeling
was quite heterogeneous, resulting in an isotopologue distribution, despite the expected regioselectivity usually
encountered for the labeling of amine and/or alcohol containing molecule when using ruthenium as catalyst.
Nevertheless, such isotope distribution could be exploted to develop a new methodology of quantification, called
multi-point internal calibration. This method was evaluated for the quantification of 21 metabolites (6 exogenous
+ 15 endogenous) and compared with more traditional quantification methods. The different quantitative
approaches gave similar results. The comparison to reference values reported for plasma (NIST SRM 1950 plasma
analysis certificate and HMDB values) showed that the measured value are globally in the expected range of
concentrations. Thus, the new quantitative method developed proves reliable and can be used to save analytical
time since no external range are required to get calibration curves. In conclusion, we can produce on-demand SIL-
IS for the quantification of metabolites and the new method of quantification, the multi-point internal calibration,
allows to save a lot of time from an analytical point of view while keeping the same performances as the more
classical methods. The multi-point internal calibration will make it possible to compare metabolomics analyses
carried out at more or less long time and thus to make the analyses more robust.
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Les données supplémentaires sont présentées en Annexe 5.

4 — Principaux résultats et conclusion

Dans un premier temps, une preuve de concept basée sur six composés a été réalisée en comparant les
concentrations obtenues par « multi-point internal calibration », gamme externe avec ou sans standards
marqués et également comparées par rapport a la concentration réelle supplémentée dans le plasma NIST. Les
concentrations obtenues par la « multi-point internal calibration » et la gamme externe avec SIL-IS donne des
valeurs trés proches avec une bonne précision de mesure par rapport a la concentration réellement
supplémentée dans I’échantillon (écart < 20 %). La quantification avec une gamme externe sans standard interne
marqué révele le caractére prononcé de I'effet matrice pour ces composés dans le plasma avec des écarts allant

jusqu’a 64 % par rapport a la concentration théorique, d’ou I'importance de I'utilisation des standards internes

marqués (Figure 65).

1.2
1
T
0.8
0.6
0.4
I 1 =
I
x
0.2
0
3-Methylhistamine  2-Aminobutyric Acid Sorhitol NMDA Diglycolic acid Phosphoethanolamine
m Reference M External range with labeled internal standards
B Multi-point internal Calibration External range without labeled internal standards

Figure 65 : Comparaison des mesures de concentrations obtenues par trois méthodes de quantification pour six
composés supplémentés au plasma NIST..

Ensuite, les méthodes de quantification « multi-point internal calibration » et par gamme externe avec
SIL-IS ont été appliquées a la quantification de 15 composés endogénes au plasma NIST. Exceptée la taurine qui
n‘a pas pu étre quantifiée par la méthode « multi-point internal calibration » (gamme réalisée avec les
isotopologues non linéaires certainement dd a un interférent), pour neuf composés sur les quatorze quantifiés,
I’écart de concentration obtenu entre la quantification par gamme externe avec SIL-IS et par cette méthode
innovante de quantification est inférieur a 10 %. Excepté pour la sarcosine, I'ensemble des concentrations
obtenues par gamme externe avec SIL-IS ou par « multi-point internal calibration » sont comprises dans les

gammes de concentration référencées dans HMDB.
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La « multi-point internal calibration » montre donc de tres bonnes performances pour la quantification
de métabolites présents dans des matrices biologiques. En effet, les résultats obtenus par cette méthode sont
tres similaires a ceux obtenus par quantification par gamme externe avec standards internes marqués, qui a déja
montré son efficacité dans de nombreuses applications. L'avantage principal de la « multi-point inernal
calibration » par rapport a la gamme externe avec SIL-IS est le gain de temps. En effet, avec la méthode
développée il n’est plus nécessaire de réaliser des gammes de calibration externe avant et apres les analyses des

échantillons d’intérét.

En conclusion, la nouvelle approche de quantification par calibration interne s’avére tout aussi
performante que la méthode plus usuelle de quantification par gamme externe avec standards internes marqués.
Les deux méthodes peuvent s’avérer tres complémentaires selon le type de composés marqués disponibles et la
présence ou non d’interférents dans les analyses. On notera que les SIL-IS produits a fagon au laboratoire peuvent
étre utilisés pour l'une ou 'autre des approches quantitatives (gamme interne ou gamme externe) et on peut
également envisager leur utilisation en quantification par spectrométrie de masse en tandem. Les performances
de quantification obtenues avec nos SIL-IS produits par echange H/D métallo-catalysé, nous ont conduits a
développer d’autres protocoles de marquage complémentaires pour élargir la gamme de produits marqués

disponibles au laboratoire : cela fait I'objet de la suite du manuscrit.

C — Evaluation de l'efficacité de méthodes alternatives de deutération pour I'obtention de
versions marquées de métabolites d’interét

1 - Méthodologie

D’autres méthodes de deutération que celle préalablement présentée, ont été investiguées et en
particulier, leurs performances en terme d’efficacité d’incorporation de deutérium dans les structures chimiques
ont été évaluées. Pour des raisons de propriétés industrielles liées au dépot d’un brevet, les méthodologies de

marquage utilisées ne pourront pas étre détaillées dans ce manuscrit.

Au total, 110 composés ont été sélectionnés dans notre chimiotheque principalement constituée de
métabolites endogénes. La selection s’est principalement orientée vers des composés comportant des fonctions
chimiques pas ou peu compatibles avec les conditions de marquages réductrices présentées au chapitre
précédent. Finalement, 103 composés ont pu étre engagés dans les tests de deutération (entre quatre et huit
méthodes ont pu étre évaluées selon les molécules). Le marquage des sept composés restants n’a pu étre évalué

faute de solubilité de ceux-ci dans les solvants utilisés pour le marquage (Annexe 6).

L’ensemble de ces composés, avant et apres tentative de marquage au deutérium, ont été analysés par
LC-HRMS/MS en mode « Full Scan » et en mode DDA. La méthode chromatographique utilisée a été la méme
que celle décrite pour I'analyse des standards marqués par la réaction mono-étape métallo-catalysée avec la

colonne HILIC (Partie B— Chapitre 2 — A —4). Pour la partie MS, I’ensemble des échantillons ont été analysés avec
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I’Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Concernant les parameétres de source, une
source d’ionisation ESI est installée avec les parameétres suivants : une tension de + 4000 V ou — 2800 V est
appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé a 100°C, le débit pour les « sheath gaz » est de
40 unités arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12 unités et de 1 unités pour les « sweep gaz ». Le tube de
transfert des ions vers I'intérieur du spectrometre est chauffé a 325 °C. Les acquisitions sont réalisées en mode
DDA. Les « Full Scan » sont acquis avec I'Orbitrap a une résolution de 120 000 (a m/z 200) avec une fenétre de
balayage de 75 & 550 m/z. L'« AGC target », est fixé & 5.10% ions et le temps maximal d’injection & 50 ms. Les
spectres MS/MS sont également acquis avec I’Orbitrap a une résolution de 15 000 (a m/z 200). L'« AGC target »
est fixé & 5.10% avec un temps maximal d’injection de 22 ms. L’isolement des ions se fait grace au quadripdle avec
une fenétre de +/- 0.8 Da. Les fenétres d’acquisition des spectres débutent a 75 m/z. Afin d’obtenir le plus
d’informations sur les composés, notamment sur la position des atomes de deutériums dans la molécule, chaque
ion selectionné a été fragmenté a trois niveaux d’énergie en mode « stepped collision energy » : 20 +/- 10 % ;
50 +/- 10 % et 80 +/- 10 %. La sélection des ions est réalisé grace au filtre d’intensité fixé a 1.10° et & I’exclusion

dynamique des ions cing secondes apres trois sélections en quatre secondes (Figure 66).

Intensité

Exclusion Dynamigue

Fragmentation

Fragmentation
HCD10-20-30% HCD70-80-90%
Détection MS/MS Détection MS/MS

Figure 66 : Méthode DDA pour les analyses LC-HRMS/MS de composés deutérés.

Fragmentation
HCD40-50-60%

Détection MS/MS

Les données ont été traitées manuellement avec Xcalibur v.2.2.44 (ThermoFisher Scientific) pour voir,

dans un premier temps, quels étaient les taux d’incorporation de deutérium dans les structures.
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2 — Résultats

Différentes conditions de marquage ont été testées. Pour chacunes des conditions, les spectres de
masse ont été acquis en mode d’ionisation positif et négatif pour évaluer I'efficacité de marquage. Les résultats
peuvent étre résumés pour chaque composés en format tabulaire olu, pour chaque condition, I'abondance
relative de chaque isotopologue deutéré du massif isotopique est rapportée (Figure 67). Les analyses « Full
Scan » ayant été réalisées sur I'Orbitrap Fusion a tres haute résolution, les isotopologues deutérés et les
isotopologues C-13, correspondant a la contribution naturelle de ce dernier isotope, ont pu étre séparés. Ainsi,
dans les tableaux de résultats, seules figurent les intensités relatives des isotopologues deutéré. Les distributions
isotopiques obtenues dans différentes conditions de marquage pour I'acide xanthurenique sont présentées, a
titre d’exemple, dans la Figure 67. On constate que selon les conditions de marquage appliquées, I'efficacité de
la deutération est plus ou moins marquée et |'isotopologue majoritaire est variable. Pour une utilisation en tant
que SIL-IS, la condition 5 sera retenue pour produire une version trés majoritairement tri-deutérée de I'acide
xanthurénique. Les positions de marquage restent, pour l'instant, a confirmer par RMN *H et RMN D dans la

mesure ol quatre positions de deutération sont possibles sur le bicycle hétéroaromatique.

Acide Xanthurenique

Condition MO M1 M2 M3 oH
Condition 1 100 12 O
Condition 2 100 84 11 0 Z
Condition 3 11 100 69 13 N o
Condition 4 0 28 100 88 N
Condition 5 0 0 13 100 CH o
100 206.0451
o MO
§ 80 Condition 1
€ 60 ESI+
<
S % [M+H]+
z M1
&a 20 207 ?511
0 09,0640
100 Condition 5
80 ESI + M3
60 [M+H]+
40 M2
20 208.0578 210.0673
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Figure 67 : Exemple des massifs isotopiques obtenus pour le marquage de l'acide xanthurenique analysé en mode
d’ionisation positif.

Le Tableau 17 résume les massifs isotopiques obtenus dans les meilleures conditions de deutération

pour chacun des 103 composés
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Tableau 17 : Bilan des massifs isotopiques obtenus par la méthode alternative de deutération.

Masse

Composés Famille Formule Brute .. do di1 d2 d3 d4 d5 d6
précise
Thiamine pyrophosphate Vitamine & dérivé C12H18N4O7P2S 4240371 0 100 O 0 0 0 0
Deoxyadenosine Nucléoside & dérivé ~ C10H13N503 251.1018 O 100 O 0 0 0 0
7-Methylxanthine Hétéroaromatique C6HBEN402 1660491 0 100 O 0 0 0 0
4-Hydroxyindole Hétéroaromatique C8H7NO 133.0528 O 0 0 0 33 100 O
5-Hydroxyindole Hétéroaromatique C8H7NO 133.0528 O 0O 100 O 0 0 0
>-Aminoimidazole-4-carboxamide-18-D- . 4oGde g dérivé  COHISN4OSP 3380627 0 100 0 O 0 0 0O
ribofuranosyl 5-monophosphate
AICAR Nucléoside & dérivé C9H14N405 258094 0 100 O 0 0 0 0
Imidazoleacetic acid Acide organique C5HBEN202 126.0429 0 0 0 23 100 O 0
Methylimidazoleacetic acid Acide organique C6H8N202 140.058 O 0 0 28 100 O 0
a-Methylhistamine Hétéroaromatique C6H11N3 125.0953 0 100 12 0 0 0 0
L-Histidine methyl ester Acide aminé & derivé  C7H11N302 169.0851 0 100 84 1 0 0 0
Xanthurenicacid Hétéroaromatique CI0H7NO4 2050375 O 0 11 100 O 0 0
4-Acetamidobutanoic acid Acide organique C6H11NO3 1450739 0O 1 23 100 O 0 0
Dihydrouracil Nucléobase C4H6N202 1140429 0O g8 100 O 0 0 0
DL-Dihydroorotic acid Acide organique C5HEN204 158.0328 O 50 100 O 0 0 0
Gly-Pro Peptide C7H12ZN203 1720848 O 0 9 100 O 0 0
N acetyl L glutamine Acide aminé & derivé C7H12N204 188.0797 O 0 0 1 16 100 28
N-Acetyl-D-glucosamine Hexose C8H15N06 221089 0 100 O 0 0 0 0
N-acetyl-DL-norvaline Acide aminé & derivé C7H13NO3 159.0895 O 1 100 31 0 0 0
N-Acetyl-DL-serine Acide aminé & derivé CS5HINO4 1470532 0 0 1 15 100 O 0
N-Acetylglycine Acide aminé & derivé CAHTNO3 117.0426 O 0 0 2 28 100 O
N-Acetyl-L-alanine Acide aminé & derivé C5HINO3 131.0582 O 0 7 100 11 0 0
N-Acetyl-L-aspartic acid Acide aminé & derivé C6HINOS 175.0481 O 0 11 100 77 15 1
N-Acetyl-L-glutamic acid Acide aminé & derivé C7H11NOS 189.0637 O 0 9 100 17 0 0
N-Acetyl-L-leucine Acide aminé & derivé C8H15NO3 173.1052 0O 0 10 100 © 0 0
N-Acetyl-ornithine Acide aminé & derivé  C7H14N203 174.1004 O 0 2 33 100 O 0
N-Methyl-gamma-oxo-3- Hétéroaromatique ~ CIOH12N202 1920899 0 O 8 47 100 0
pyridinebutanamide
Phenylacetyl-L-glutamine Acide aminé & derivé C13H16N204 264.1110 O 0 0 11 100 19 0
Betaine Acide aminé & derivé C5H11NO2 117.0790 O 0O 100 O 0 0 0
cis-Aconitic acid Acide organique CeHB606 1740164 O 0 0 100 0 0 0
Isocitric acid Acide organique CeH807 192.0270 O 33 100 36 11 0 0
L-Aspartic acid Acide aminé & derivé C4HTNO4 133.0375 O 0 11 100 © 0 0
a-Ketoglutaric acid Acide organique C5He0s 146.0215 O 0 3 34 100 O 0
N acetyl DL glutamic acid Acide aminé & derivé C7H11NOS 189.0637 O 1 22 100 12 0 0
N-Acetyl-D-allo-isoleucine Acide aminé & derivé C8H15N03 1731052 O 2 29 100 O 0 0
N-Acetyl-L-phenylalanine Acide amingé & derivé  C11H13NO3 207.0895 O 4 35 100 0O 0 0
Cotinine Hétéroaromatique C10H12N20 176.0950 1 22 100 O 0 0 0
paraxanthine Hétéroaromatique C7H8N402 180.0647 1 100 O 0 0 0 0
Kynurenic acid Hétéroaromatique C10H7NO3 1890426 1 100 O 0 0 0 0
2'-0-Methylguanosine Nucléoside & dérivé  C11H15N505 297.1073 1 100 O 0 0 0 0
Citric acid Acide organique CB6HBO7 192.0270 1 4 260 69 100 O 0
2'-0-Methyladenosine Nucléoside & dérivé  C11H15N504 281.1124 1 100 O 0 0 0 0
7-methylguanine Nucléoside & dérivé C6H7NS0 1650651 1 100 O 0 0 0 0
Indolelactic acid Acide organique C11H11INO3 205.0739 1 100 89 24 3 0 0
L-Histidinol Acide aminé & derivé C6H11N30 141.0902 1 87 100 O 0 0 0
Carnosine Acide aminé & derivé  CI9H14N403 226.1066 1 82 100 23 0 0 0
5-Aminoimidazole-4-carboxamide Nucléobase CAHEN40 1260542 1 100 1 0 0 0 0
Allantoin Hétérocyclique C4HBEN403 158.0440 2 100 O 0 0 0 0
L-Anserine Peptide C10H16N403 2401222 2 100 45 5 0 0 0
2'-0-Methylinosine Nucléoside & dérivé  C11H14N4O5 282.0964 2 100 O 0 0 0 0
Imidazolelactic acid Acide organique C6HSN203 156.0535 2 100 47 0 0 0 0
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Composés Famille Formule Brute M?s.se dli d2 d3 d4 d5 d6
précise
NE-Acetyl-L-lysine Acide aminé & derivé C8H16N203  188.1161 2 28 88 100 O 0 0
3-Methylhistidine Acide aminé & derivé C7H11N302 169.0851 3 100 26 1 0 ] 0
N-Acetylhistamine Hétéroaromatique C7H11N30 153.0902 3 100 26 1 0 0 0
trans-Zeatin glucoside MNucléoside & dérivé  C16H23N506 381.1648 3 100 0O 0 0 0 0
4-Imidazoleacrylic acid (urocanicacid)  Acide organique C6HEN202 138.0429 3 100 16 0 0 0 0
Histamine Hétéroaromatique C5HIN3 111.0797 3 100 23 o 0 o 0
Dihydrothymine Nucléobase C5H8N202 128.0588 3 100 O 0 0 0 0
D-Glutamine Acide aminé & derivé C5H10N203 1460691 3 10 100 O 0 0 0
1-Methylhistamine Hétéroaromatique CoH11N3 125.0953 3 100 86 0 0 0 0
o-Tyrosine Acide aminé & derivé  CI9H11NO3 181.0739 3 35 100 93 0 0 0
Stachydrine Acide aminé & derivé  C7H13NO2 143.0946 4 100 O 0 0 0 0
Glycocholic acid Acide biliaire C26H43NO6 4653091 4 33 83 100 75 8 0
Adenosine Nucléoside & dérivé C10H13N504 267.0967 6 100 O 0 0 0 0
5'-Deoxy-5'-(methylthio)adenosine  Nucléoside & dérivé C11H15N5035 297.0896 9 100 O 0 0 0 0
Purine Nucléobase CS5H4N4 120.0436 12 100 O o 0 ] 0
Thiamine Nucléobase C12H16N40S 264.1045 20 96 100 17 5 0 0
Adenine Nucléobase C5H5NS 1350545 21 100 O o 0 ] 0
N-Isovaleroylglycine Acide aminé & derivé  C7H13NO3 159.0895 22 85 100 35 3 0 0
Ergothioneine Acide aminé & derivé C9H15N302S 229.0885 26 100 32 0 0 0 0
Indole Hétéroaromatique C8H7N 117.0578 29 100 O 0 0 0 0
Hexanoyl glycine Acide aminé & derivé  C8H15N03 173.1052 30 90 100 43 5 0 0
Ne-Methyladenine Nucléobase CB6H7NS 149.0701 36 100 O 0 0 0 0
Trans-3-Hydroxy cotinine Hétéroaromatigue  C10H12N202 192.0899 73 100 O 0 0 0 0
Indole-2-carboxylic acid Acide organique COH7NO2 161.0477 81 100 O 0 0 0 0
Succinic acid Acide organique C4HB04 118.0266 93 100 40 5] 0 ] 0
Hypoxanthine Hétéroaromatique C5H4ANAO 136.0385 97 100 O 0 0 0 0
Thiamine-PO4 Hétéroaromatique C12H17N404PS 3440708 100 30 17 24 3 0 0
1,7-Dimethyluric acid Hétéroaromatique C7H8N403 196.0596 100 O 0 0 0 0 0
1-methyl guanine Nucléoside & dérivé CEHTNS0 165.0651 100 51 0 0 0 0 0
1-Methyladenosine Nucléoside & dérivé  C11H15N504 281.1124 100 6 0 0 0 0 0
1-Methylxanthine Hétéroaromatique C6HEN402 166.0491 100 25 0 0 0 0 0
7-Methylguanosine Nucléobase C11H15N505 297.1073 100 O 0 0 0 0 0
9-Methyluric acid Hétéroaromatique C6HE6N4A03 182.0440 100 O 0 0 0 0 0
Caffeine Hétéroaromatique CBH10N402  194.0804 100 17 0 0 0 0 0
Cyclic AMP Nucléoside & dérivé C10H12N506P 329.0525 100 14 0O 0 0 0 0
Guanine Nucléobase C5H5N50 151.0494 100 24 0 0 0 0 0
S-Adenosyl homocysteine Nucléoside & dérivé C14H20N6055 384.1216 100 20 0 0 0 0 0
S-adenosylmethionine MNucléoside & dérivé C15H22N6055 398.1372 100 46 0 0 0 0 0
Theophylline Hétéroaromatique C7H8N402 180.0647 100 11 0 0 0 0 0
Xanthine Hétéroaromatique C5H4N402 152.0334 100 20 0 0 0 0 0
Xanthosine Hétéroaromatique  C10H12N406 284.0757 100 7 0 0 0 0 0
3,7-Dimethyluric acid Nucléobase C7H8N40D3 196.0596 100 O 0 0 0 0 0
Indole-3-acetyl-L-aspartic acid Acide aminé & derivé C14H14N205 290.0903 100 51 7 0 0 0 0
Indoleacrylic acid Acide organique C11H9NO2 187.0633 100 1 0 0 0 0 0
2,4-Quinolinediol Hétéroaromatique CAH7NO2 161.0477 100 1 0 3 5 0 0
Isoxanthopterin Hétéroaromatique C6H5N502 179.0443 100 1 0 0 0 0 0
Adipic acid Acide organique C6H1004 146.0579 100 13 1 0 0 0 0
Citraconic acid Acide organique C5He04 130.0266 100 1 4 o 0 ] 0
Hydrocinnamic acid Acide organique C9H1002 150.0681 100 1 0 0 0 0 0
L-Glutamic acid Acide aminé & derivé C5HINO4 147.0532 100 12 0 0 0 0 0
Maleic acid Acide organique C4H404 116.0110 100 1 0 0 0 0 0
Phenyllactic acid Acide organique CO9H1003 166.0630 100 O 0 0 0 0 0

L’analyse de I’ensemble des produits de marquage permet de dire que sur I'ensemble des 103 composés

testés, 17 % ont montré un marquage totalement inefficace (comme dans le cas de la 7-methylguanosine) ou un

marquage trop peu efficace avec un isotopologue monoisotopique MO (non-marqué) restant tres majoritaire (les

autres isotopologues étant présents a une intensité relative inférieure a 20 %). Des développements

supplémentaires seront alors nécessaires spécifiquement pour améliorer le marquage de ces composés.
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Par opposition, 41 % des composés testés présentent, aprés marquage, un massif isotopique ne
comportant plus I'isotopologue monoisotopique MO (ou a une abondance relative inférieure a 1 %). C'est le cas,
par exemple de la N-acetylglycine et de I'acide N-acetylaspartique dont les spectres de masses obtenus sont
présentés Figure 68. Globalement, pour ces composés pour lesquels I'incorporation de deutérium a été efficace,
les massifs isotopiques obtenus sont beaucoup plus étroits qu’avec la méthode d’échange H/D mono-étape
métallo-catalysée. En effet, pour ces 43 composés ne comportant plus I'isotopologue monoisotopique, les
massifs isotopiques présentent le plus souvent seulement deux isotopologues. Le nombre d’isotopologues varie

néanmoins entre un et cing.
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Figure 68 : Exemples de marquage efficace obtenus pour la N-acetylglycine et I'acide N-acetylaspartique
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On notera que pour 11 de ces 43 composés, un seul isotopologue est présent et qu’ll s’agit pour 13
d’entre eux du composé monodeutéré, pour deux d’entre eux du composé dideutéré (comme illustré ci-dessous
dans la Figure 69 avec I'exemple de la bétaine) et pour un composé il s’agit de la forme trideutérée (exemple de
I’acide cis-aconitique dans la Figure 69).
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Figure 69 : Exemples de composés marqués comportant un isotopologue deutéré unique.

Pour les 42 composés restant, le marquage est incomplet, c’est-a-dire que le composé monosiotopique
est présent en quantité non négligeable (Figure 70). Typiquement, la production d’acide succinique deutéré via
la méthode d’echange H/D métallo-catalysée a partir de I'acide maléique (comme présenté dans la Chapitre 2 —
A de la Partie études expérimentales) sera privilégiée en comparaison de |'approche présentée ici qui ne permet

qu’un marquage trés partiel du composé.
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Figure 70 : Exemples de marquage incomplet de I'acide succinique et de la trans-3-hydroxycotinine.

Finalement, hormis les composés n’ayant pas ou peu été marqués (MO majoritaire), les composés
marqués ont pu étre regroupés en 5 catégories basées sur la proportion ou abondance de l'isotopologue
majoritaire au sein du massif isotopique global : ceux pour lesquels I'isotopologue majoritaire représente plus
de 90% du massif isotopique ; entre 70 et 90% ; entre 50 et 70% ; moins de 50% ; et enfin les « non marqués »
(ceux présentant majoritairement du MO0). La répartition des composés dans ces 5 catégories est résumé dans la

Figure 71.
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Pourcentage de l'isotopologue
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Figure 71 : Répartition des 103 composés investigués par la méthode de deutération alternative selon la proportion de
l'isotopologue majoritaire par rapport a I'ensemble du massif isotopique.

Ces développements ont également permis de mettre en évidence certains effets isotopiques liés a la
présence de deutérium dans les structures, par comparaison des spectres de masse acquis en mode d’ionisation
positif et négatif. En effet, dans de rares cas, I'allure des massifs isotopiques d’un méme produit marqué peut
différer selon le mode d’ionisation. Par exemple, avec I'acide hippurique, lorsqu’on compare les massifs
isotopiques des ions [M+H]+ et [M-H]-, on constate qu’en mode d’ionisation positif I'isotopologue majoritaire
est le composé di-deutéré tandis qu’en mode d’ionisation négatif, I'isotopologue majoritaire est le composé
mono-deutéré. Cela semble indiquer qu’en mode d’ionisation négatif, la déprotonation ne se fait pas
uniquement sur la position acide carboxylique mais qu’il y a également une autre position, sur laquelle un
deutérium a été incorporé, ou se produit la déprotonation, expliquant le décalage du massif isotopique (Error!
Reference source not found.). On peut ainsi supposer que les deutériums ont été incorporés dans la structure
en alpha de la fonction acide carboxylique et qu’a cette position les protons ou deutériums sont suffisement
acides en phase gazeuse pour étre arrachés et conduire a I'ion [M-H]-, au méme titre que le proton porté par la

fonction acide carboxylique.

-177 -



Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2
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Figure 72 : Exemple d'effet isotopique lors de I'ionisation observé pour 'acide hippurique marqué.

Ces effets isotopiques complexifient linterprétation des spectres mais permettent de mieux
comprendre les processus d’ionisation mis en jeu lors des analyses par spectrométrie de masse. Ces aspects

particulierement intéressants seront approfondis lors de projet a venir.

L’analyse des spectres MS/MS des différents isotopologues deutérés, qui ont été acquis mais n’ont pour
I'instant pas pu étre pleinement exploités, permettront trés probablement d’estimer les positions
d’incorporation des deutériums. La Figure 73 présente les spectres de fragmentation de I’hexanoylglycine non
marquée et des isotopologues deutérés majoritaires dans le produit marqué. Les ions fragments observés

permettent d’annoter les spectres avec les différentes pertes caractéristiques de ce composé.

-178 -



Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2
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Figure 73 : Comparaison des spectres MS/MS indépendants des ions non-deutéré, mono-deutéré et di-deutéré.

métallo-catalysée, chaque composé « efficacement » marqué fera I'objet d’une caractérisation plus précise par
RMN IH (et potentiellement par RMN D) en particulier pour valider les positions d’incorporation de deutérium.
En résumé, les nouvelles conditions de production de produits marqués au deutérium sont tres encourageantes
et ont permis d’étoffer la gamme de produits marqués déja disponibles par la voie de production métallo-

catalysée. Des développements restent néanmoins a réaliser, en particulier pour les composés présentants des

marquages incomplets et pour lesquels il reste de I'isotopologue non-marqué MO.

-179 -

Notons que comme dans le cas de la production de composés deutérés par la méthode d’échange H/D



Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2

3 — Conclusions et perspectives

Les massifs isotopiques obtenus avec cette méthode alternative de production de SIL-IS par deutération
sont trés prometteurs. Des développements supplémentaires sont nécessaires pour affiner le marquage et

répondre au mieux aux cahiers des charges initial.

Ces analyses ont également permis de mettre en évidence I’existence de certains effets isotopiques lors
y

de l'ionisation. Cela peut également permettre de mieux appréhender les processus de fragmentation.

Cette méthode de production de standards deutérés est complémentaire a la réaction d’échange H/D
mono-étape métallo-catalysée. Ces deux méthodes permettent d’obtenir un large panel de standards internes

marqués.

Des expériences de RMN doivent étre réalisées pour confirmer la position des deutériums dans la

structure de la molécule.

D - Utilisation du marquage In Vivo pour la quantification et I'identification de métabolites

1 — Contexte et objectifs

Comme décrit précédemment dans la partie introductive du manuscrit, les signatures ou profils
métaboliques peuvent conduire a une meilleure compréhension des phénoménes physiopathologiques et/ou
conduire a la découverte de nouveaux biomarqueurs caractéristiques de certaines pathologies. Pour extraire les
informations les plus pertinentes possibles lors des investigations métabolomiques il est necessaire de pouvoir
compter sur une fiabilité et une robustesse analytique maximale. La standardisation ou normalisation des
données est d’une importance cruciale pour assurer la robustesse des résultats issus d’analyses métabolomiques
par LC-HRMS. De la méme fagon, les techniques de normalisation des données peuvent permettre d’assurer une
certaine comparabilité inter-équipement et inter-laboratoires. L'une des solutions permettant la normalisation
des profils métaboliques est le recours a I'utilisation de mélanges de standards internes marqués (plusieurs
centaines) et a ce titre |'utilisation d’extrait marqués métaboliquement pour ce type d’application prend de

I'essor.

Le marquage in vivo ou biologique a originellement été initié a I'aide de petits organismes vivants tels
que les plantes ou les levures. Comme expliqué précédemment, le marquage métabolique consiste a mettre en
culture ces organismes en présence de nutriments marqués (sous atmosphére 3CO; pour les plantes et dans des
mileux de culture marqués au 3C pour les levures)?6217.276_ Cette technique de marquage permet de générer un
nombre important de métabolites marqués dans un seul extrait puisque l'intégralité du métabolome de
I'organisme a vocation a étre marqué moyennant des durées de mise en culture suffisante et adaptée a

I'utilisation exclusive de nutriments contenant des versions « lourdes » de l'isotope a introduire dans les
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métabolites. Les limitations actuelles de ce type d’approche, restent la couverture métabolomique et la gamme
dynamique des lots de métabolites marqués produits qui ne sont pas toujours bien adaptées a I'étude des
échantillons humains. La répétabilité du marquage est également un questionnement majeur dans ce genre de

procédé.

Le marquage d’organisme dont le métabolome se rapproche le plus possible de celui de ’'homme est
donc recommandé pour optimiser 'utilisation de ces échantillons dans un contexte de standardisation. C’'est

pourquoi, hous nous sommes intéressés au marquage *3C in vivo de I'organisme entier de la souris.

Néanmoins, avant de pouvoir exploiter des extraits de souris C-13 pour de la normalisation en
métabolomique, la caractérisation fine de ces extraits est un prérequis. Ainsi, I'objectif premier de cette étude
préliminaire a été d’évaluer I'efficacité des marquages des métabolites urinaires de ce petit mamiféere au cours
de son alimentation en nutriments intégralement marqués au carbone-13. A plus long terme, I'étude
appronfondie des échantillons marqués de souris permettront d’avoir une meilleure connaissance du
métabolome de la souris et par comparaison, probablement de celui de ’'homme. La pertinence de I'utilisation

de tels échantillons pour normaliser les signaux obtenus lors d’étude de cohorte sera également évaluée.

2 — Matériels et méthodes

- Echantillons

Au total, six souris ont été « produites » : trois souris témoins (non-marquées) et trois souris
« marquées » au 3C. Pour se faire, 'ensemble des souris ont été nourries exclusivement avec du blé et de la
spiruline. Dans le cas des souris marquées au 3C, il s’agissait de blé marqué au *3C (produit par le CEA de
Cadarache) et de spiruline 3C commercialisée par Eurisotop ; alors que pour les souris témoins, les mémes
nutriments dans leur version non marquée ont été utilisés. Au total, 25 échantillons d’urine ont été prélevés pour
chacune des six souris et ceci sur une durée de sept semaines (Figure 74). Ces souris ont été élevées au CEA de

Marcoule avant le début de ma these et les échantillons urinaires ont pu étre regus et analysés durant ma these.
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Figure 74 : Détails du prélévement des échantillons d'urine de souris.

- Préparation des échantillons

La préparation des échantillons differe selon le systeme chromatographique utilisé. Pour les analyses
C18 et PFPP, 5 uL d’urine sont prélevés et ajoutés a 45 pL de blanc (95/5 phase A/phase B) en présence d’étalon
interne. L'échantillon est centrifugé a 20 000 g pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est ensuite prélevé et
mis en vial. Pour les analyses HILIC, 5 pL d’urine sont ajoutés a 18 pL de phase A en présence d’étalon interne.
L’échantillon est mis dans un bain a ultrasons pendant 15 minutes et centrifugé 15 minutes a 20 000 g a 4°C. Le
surnageant est prélevé et ajouté a 27 pL de phase B. L’échantillon est de nouveau centrifugé a 10 000 g pendant
5 minutes a 4°C. Le nouveau surnageant est prélevé et mis en vial. Des QCs sont réalisés en prélevant dans un
cas 5 pL de chancun des 75 échantillons d’urine de souris non marquées (appelées '?C dans la suite de ce
manuscrit) et dans un deuxiéme cas, 5 pL de chacun des 75 échantillons d’urine de souris 3C sont prélevés. Les

QC obtenus sont ensuite dilués par 2, 4 et 8 avec du blanc de phase mobile.

- Meéthodes LC/HRMS

L’ensemble des échantillons ont été analysés par LC/HRMS avec le systéme chromatographique UHPLC
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) et le spectrométre de masse Orbitrap
Fusion (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) équipé d’une source ESI en mode d’ionisation positif et
négatif. Trois colonnes chromatographiques ont été utilisées (HILIC, C18 et PFPP). Pour la méthode HILIC, les
parametres sont détaillés dans le « matériels et méthodes » du Chapitre 2 de la Partie 2. Pour la méthode C18
se référer a la publication « Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent Acquisition

Workflows Implemented on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics » (Partie 2 — Chapitre 1). Une
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colonne PFPP a également été utilisée. Les phases mobiles, la température du four et du passeur d’échantillons
ainsi que le volume d’injection sont les mémes que pour la méthode C18. Le débit est fixé a 250 pL/min et le
gradient de 30 minutes commence par une période isocratique de 2 minutes a 5 % de phase B. Suit un gradient
linéaire de 18 minutes pour arriver a 100 % de phase B. Continue une période isocratique de 4 minutes a 100 %

de phase B. Le gradient fini par une période d’équilibration de 6 minutes a 5 % de phase B.

Les parameétres MS varient également selon la méthode chromatographique utilisée. Pour les analyses
LC C18, les parametres de source sont les suivants : une tension de + 3500 V ou — 2500 V est appliquée au
capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé a 350°C, le débit pour les « sheath gaz » est de 60 unités
arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12 unités et de 3 unités pour les « sweep gaz ». Le tube de transfert des
ions vers l'intérieur du spectrometre est chauffé a 325 °C. Pour les analyses LC PFPP, les parametres de source
sont les suivants : une tension de + 3500 V ou — 2500 V est appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui
est chauffé a 200°C, le débit pour les « sheath gaz » est de 45 unités arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12
unités et de 1 unités pour les « sweep gaz ». Le tube de transfert des ions vers l'intérieur du spectrometre est
chauffé a 325 °C. Pour les analyses LC HILIC, les parametres de source sont les suivants : une tension de + 4000
V ou — 2800 V est appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé a 100°C, le débit pour les «
sheath gaz » est de 40 unités arbitraires, celui des gaz auxiliaires de 12 unités et de 1 unités pour les « sweep gaz

». Le tube de transfert des ions vers I'intérieur du spectrometre est chauffé a 325 °C.

Les acquisitions ont été réalisées en mode « Full Scan » avec I'Orbitrap a une résolution de 240 000 (a
m/z 200) avec une fenétre de balayage de 85 a 1000 m/z. L'« AGC target » est fixé a 5.10* ions et le temps

maximal d’injection a 400 ms.

Les données ont été traitées avec Xcalibur v.4.1 (ThermoFisher Scientific).

3 — Résultats et perspectives

Dans un premier temps, étant donné que nous disposions d’un panel d’échantillons urinaires recueillis
sur une durée de sept semaines, nous avons cherché a évaluer les cinétiques d’incorporation du carbone-13 dans
les métabolites urinaires de la souris, c’est-a-dire le temps nécessaire pour arriver a un plateau d’incorporation
de C-13. Pour cela, 18 acides aminés, dont les structures sont présentées dans le Tableau 18 ont été suivis de

facon ciblée.
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Tableau 18 : Liste des 18 acides aminés d'intéréts.

Composé [Composition Structure Nature Composé |Composition Structure Nature
o) 0 NH,
Alanine C3H7NO2 \).LOH Non-essentiel Glutamine C5H10N203 Howo Non-essentiel
NH, H,N H
o (0]
Serine C3H7NO3 Ho/\AOH Non-essentiel Lysine C6H14N202 HZNV\/%OH Essentiel
NH, H,N H
o] o (0]
H Acide
Proline C2HINO2 N oH Non-essentiel Glutamique CSHINO4 HOWOH Non-essentiel
HoN H
o o
Valine C5H11NO2 MOH Essentiel Methionine | CSH11NO2S /SMOH Essentiel
H,N H NH,
H OH Q o
Threonine C4H9NO3 MOH Essentiel Histidine C6HIN302 WOH Essentiel
A HN -
H,N H \=NH:N H
Hs O o
Isoleucine C6H13NO2 ) p OH Essentiel Phenylalanine | C9H11NO2 _ OH Essentiel
H,N H H,N H
o Jj\H o
Leucine C6H13NO2 MOH Essentiel Arginine C6H14N402 HoN H/\/%OH Non-essentiel
HN H HN H
o) o
Asparagine | C4H8N203 HZNMQH Non-essentiel Tyrosine C9H11INO3 /@%OH Non-essentiel
HN H HN H
or2 HO
H
(0]
Acide HO . !
. C4H7NO4 OH Non-essentiel Tryptophane | C11H12N202 Essentiel
Aspartique e

[e]
I
S
z
T

Les données obtenues pour ces 18 acides aminés ont été traitées

semi-manuellement a I'aide de

méthodes de traitement (« processing method ») mises en place sur QuantAnalysis (Xcalibur). Chaque

isotopologue C-13 de chaque composé est suivi indépendemment et I’'ensemble des aires brutes est relevé. Lors

de ce traitement des données, nous avons pu nous rendre compte que peu d’intermédiaires de biosynthese de

ces composés étaient observés. Généralement, seuls les composés monoisotopiques (appelés « full C-12 » dans

la suite de ce manuscrit), les composés entierement marqués au carbone-13 (appelés « full C-13 » dans la suite

de ce manuscrit) et les composés entierement marqués au carbone-13 moins un C-13 sont observés. La Figure

75 montre I'exemple de I'asparagine avec I'évolution des aires de ces principaux isotopologues qui sont

I’asparagine « full C-12 », « full C-13 » et « full C-13 » moins un C-13(Asp_03).
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Figure 75 : Exemple de marquage in vivo de l'asparagine.

Ensuite, pour réaliser les courbes de cinétiques d’incorporation du carbone-13 dans les différents acides
aminés, les signaux ont d( étre normalisés. En effet, il est prouvé que les urines sont des échantillons dont la
concentration varie selon les individus et le temps de prélévement?’7-2%°, Cette normalisation avait pour but de
comparer les massifs isotopiques obtenus pour chaque souris. Pour cela, les signaux ont été normalisés par
rapport a I'ensemble du massif isotopique. Cela a permis de comparer le marquage des trois souris *3C. La
cinétique et I'efficacité de ce marquage sont tres similaires quelle que soit la souris étudiée. La Figure 76 illustre
ce phénomene avec l'exemple de |’asparagine. Trois conditions analytiques ont été comparées: celles
traditionnellement utilisées au laboratoire (« C18 Pos » et « HILIC Neg ») ainsi que « PFPP Pos » (en colonne dans
la Figure 76). Pour chacune de ces trois conditions, les réponses analytiques obtenues pour chacunes des trois
souris ont été comparées (en ligne dans la Figure 76). Aprés normalisation des signaux par rapport au signal
analytique de I'ensemble du massif isotopique de I'asparagine, les cinétiques d’incorporation du C-13 est
comparable entre les souris et entre les méthodes analytique afin d’atteindre un plateau a 90 % de C-13 au bout

de 10 jours.
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Figure 76 : Comparaison des cinétiques de marquage de I'asparagine pour les trois souris sur les trois systemes
chromatographiques dans les deux modes d’ionisation

Le traitement des données a débuté avec les spectres obtenus apres séparation sur colonne C18 en
mode d’ionisation négatif. Quatorze acides aminés ont montré une cinétique de marquage rapide avec un taux
de métabolite entierement marqué au C-13 (« full C-13 ») supérieur a 85 % au bout de 10 jours, comme dans le
cas du tryptophane présenté Figure 77. Par contre, dans le cas de l'acide aspartique, la formation de
I'isotopologue M4 (« full C-13 ») plafonne a 40 % et 'isotopologue majoritaire s’avére étre de fagon surprenante

I'isotopologue M2 (Figure 77). Ceci est d{ aux voies métabiliques dans lesquelles I'acide aspartique est impliqué
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conduisant a un état d’équilibre particulier. Par ailleurs, I’histidine présente un marquage complet dés le premier

échantillon. Ceci révele peut-étre une erreur dans le traitement des données.
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Figure 77 : Exemples de cinétiques de marquage d'acides aminés

Quelques autres composés, appartenant a d’autres familles chimiques, ont également été étudiées

comme les acides organiques, les nucléosides ou les nucléobases (Tableau 19).
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Tableau 19 : Autres composés d'intéréts pour I'étude du marquage des urines de souris.

Composé |Composition Structure Composé |Composition Structure
(0]
(0]
HO N N
Acide Adipique| C6H1004 OH Guanine C5H5N50 )l\ | \>
N
o) HzN ” H
(©) OH
0 [e} 0 }H —
o - —N 0
Acide Citrique C6H807 Thymidine |C10H14N205 -
HO OH }/—NH
OH
HO H (0]
o}
O
HO HN N
Acide Malique C4H605 OH Xanthine C5H4N402 )\ | \>
(6] OH o) N N
H H
(0]
LY
Xanthosine |C10H12N406[ O7 N7 N
H HaZ-O
N
HO= y OH
H 4~
Ho H

Les trois acides organiques étudiés présentent une cinétique de marquage légerement plus lente que
celle obtenue avec les acides aminés avec un taux de métabolite « full C-13 » supérieur a 80 %. Pour trois des
quatre autres composés d’intérét, le taux de métabolite « full C-13 » est réduit a 70 % (Figure 78). La guanine

n’est pas détectée dans ces conditions analytiques.

-188 -



100.00%
80.00% | ®
[ ]
60.00% °
[ ]
40.00%
°
°
20.00% | @
°
oo, _$8080
0 5

® AcideAdipique_MO

® AcideAdipique_M4

100.00%
80.00% | o
[ ]
60.00%
40.00% ®
°
.'
20.00%
1
0.00% l.'!
0 5

® Xanthosine_MO
® Xanthosine_M4
® Xanthosine_M8

Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2
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Figure 78 : Exemple de cinétique de marquage pour I'Acide Adipique et la Xanthosine.

Nous avons également cherché, dans un second temps, a faire une annotation des urines de souris
marquées et non marquées avec les méthodologies de pré-traitement des données établis au laboratoire. Ainsi,
les séquences analytiques acquises en mode positif sur la colonne C18 et celles acquises en mode négatif sur la
colonne HILIC pour les souris C12 ont été traitées avec la plateforme Workflow4Metabolomics (W4M)?° avec la
méthodologie traditionnellement utilisée au laboratoire. La méthodologie de pré-traitement des signaux
appliquée permet de détecter automatiquement les signaux LC-HRMS dans chaque échantillon, de regrouper les
signaux similaires présents dans les différents échantillons, d’aligner les temps de rétention et d’intégrer les pics
(utilisation des outils XCMS et CAMERA). Pour réduire le nombre de variables et s’affranchir des signaux
artefactuels, des tris sont effectués selon trois critéres. Tout d’abord les variables ayant une valeur d’aire dans le
blanc supérieur a 33 % de celle dans I’échantillon sont supprimées. Les variables ne suivant pas les facteurs de

dilution des QCs sont également écartées. Et enfin les variables dont les aires dans les QCs présentent une trop

-189 -



Partie B : Etudes Expérimentales — Chapitre 2

grande variabilté (> 30 %) sont également enlevées. Ensuite, une fois la liste des variables triées, celles-ci peuvent
étre annotées automatiquement par comparaison des variables (m/z, RT) avec ceux de la base de données
interne du laboratoire. Cette annotation a été réalisée pour les échantillons de souris non marqués avec les
colonnes chromatographiques C18 et HILIC (I'annotation n’a pas pu étre réalisée sur la colonne PFPP car le
laboratoire ne posséde pas de base de données avec ce systeme chromatographique). Le bilan des extractions
des variables obtenus avec W4M avant et aprés tri, ainsi que le nombre d’annotations obtenus sur la base de
notre chimiothéque, sont résumés dans le Tableau 20. Notons que les annotations n’ont pour l'instant pas pu

étre confirmées avec des analyses MS/MS faute de temps

Tableau 20 : Bilan du nombre de variables obtenues apres traitement des données sur WAM

N:;:::L?E? C18 Pos C18 Neg HILIC Neg

Détectées 9100 11660 9310
Triées 6110 7390 4630

Annotées 200 230 200

Le méme pré-traitement des données opéré sur W4M a également été réalisé avec les échantillons

d’urine marqués au C-13 pour les mémes conditions analytiques (Tableau 21).

Tableau 21 : Nombre de variables détectées dans les échantillons d'urine de souris C-13.

Nombre de C18 Pos C18 Neg HILIC Neg
variables
Détectées 11370 11770 10120
Triées 5833 6546 5539

Les tableaux 20 et 21 montre que de nombreuses variables sont détectées et plus de la moitié d’entre
elles passent |’étape du tri. Finalement, moins de cinq pourcent des variables triées sont annotées. On notera
que le nombre de variables obtenues aprés tri sur les échantillons d’urine non-marqués et marqués est
comparable et que la prochaine étape consistera a identifier chaque couple « full C-12 / full-C-13 » au sein de

ces variables.

Les résultats de cette étude restent pour l'instant assez préliminaires. L’annotation la plus compléte
possible des échantillons d’urines est une étape trés longue et fait I'objet, au moment de la rédaction du
manuscrit, d’un travail de stage de Master 2. Cette annotation du métabolome urinaire murin doit étre facilité

par la comparaison des spectres obtenus dans les mémes conditions pour les urines de souris C-12 et C-13. En
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particulier, les formules brutes de métabolites inconnus pourront étre validées sans ambiguité grace a la
comparaison de leur spectres « full C-12 » et « full C-13 ». En effet, dans un premier temps, des dizaines de
formules brutes sont proposées sur la base du m/z de I'ion en « full C-12 ». Le signal « full C-13 » correspondant
(co-élution) nous permet de savoir combien d’atomes de carbones sont présents dans la structure et donc de

limiter le nombre de compositions élémentaires a, le plus souvent, une unique proposition pour chague composé

(Figure 79).
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Figure 79 : Exemple de détermination de formule brute par comparaison signal "full C-12" et "full C-13".

L'exemple présenté Figure 80 illustre la possible identification de la decenoylcarnitine. En effet, les
écarts de m/z entre la version marquée et non marquée du méme métabolite (temps de rétention identique)
montrent la présence de 17 carbones dans la structure, ce qui valide la formule brute Ci7H33sNOs pour ce
métabolite. Ce composé a été annoté comme étant la decenoylcarnitine. On remarquera dans ce cas, la présence
d’un intermédiaire de biosynthése qui renforce I’hypothese d’identification du composé puisqu’il fait apparaitre
clairement les deux blocs constitutifs de la molécule : un premier bloc correspondant a la chaine aliphatique de
dix carbones (partie « decenoyl ») et le deuxiéme bloc correspondant a la structure de la carnitine a sept

carbones.
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Figure 80 : Comparaison des versions non-marquée et marquée d’un méme métabolite et hypothése d’identification
de la decenoylcarnitine.

Spectre MS du haut : souris Full C-12 ; Spectre MS du bas : mélange a quantité égale souris Full C-12/FullC-13

E — Conclusion et perspectives

L'utilisation de standards internes marqués (SIL-IS) est primordiale pour I'identification et la
quantification de métabolites. Les SIL-IS n’étant pas toujours disponibles commercialement ou a des colts
prohibitifs, la synthése chimique est aujourd’hui une méthode tres utilisée pour obtenir ces standards.
Cependant, les réactions misent en jeu sont souvent lentes avec le passage par plusieurs intermédaires
réactionnels. De plus, ces réactions dépendent fortement des composés ce qui limite le nombre de SIL-IS

disponibles.

Le développement d’une méthode d’échange H/D mono-étape métallo-catalysée a permis d’obtenir des
standards marqués en peu de temps et a faible colt. Cette méthode a I'avantage de pouvoir produire 24
composés simultanément. L'ensemble des conditions testées a montré que I'application d’'une méthode
« universelle » basée sur la définition d’un protocole unique avec des conditions réactionnelles fixées (une
température, un catalyseur a une charge catalytique donné, un temps de réaction, etc) était utopique pour
parvenir a marquer efficacement les 52 composés d’intéréts. En effet, nous avons montré que les conditions de
marquage a appliquer dépendent de la nature chimique de chaque composé. Les massifs isotopiques obtenus
contiennent plusieurs isotopologues a des intensités variées contrairement aux SIL-IS disponibles
commercialement. Afin d’optimiser les massifs isotopiques obtenus, une méthode de quantification « multi-
point internal calibration » a été développée. Cette méthode consiste a considérer chaque isotopologue comme
un SIL-IS indépendant. Cette méthode a été comparée a d’autres méthodes de quantification couramment
utilisées. La quantification de métabolites endogénes au plasma NIST a montré des résultats tres semblables

entre ceux obtenus avec la méthode développée et ceux obtenus par gamme externe avec SIL-IS. La
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guantification par gamme externe avec SIL-IS étant considéré comme la méthode de choix pour la quantification
de métabolites, la « multi-point internal calibration » peut également étre utilisée dans ce but. La principale
différence est alors le temps d’analyse. En effet avec la quantification par gamme externe avec SIL-IS nécessite
la réalisation de gamme avant et apres I'analyse de I’échantillon d’intérét ce qui n’est pas le cas avec la nouvelle
méthode de quantification « multi-point internal calibration ». Cela diminue donc fortement le nombre

d’échantillons a analyser.

Finalement, une autre méthode de production de SIL-IS a été développée et a montré des résultats tres
prometteurs qui feront potentiellement I'object d’'un brevet. Ces marquages ont permis de mettre en évidence
des effets isotopiques lors des analyses par spectrométrie de masse. L’analyse des spectres de masses obtenus
vont permettre de mieux comprendre les processus d’ionisation et de fragmentation mis en jeu lors d’analyse

par spectrométrie de masse.

Les méthodes de production de standards marqués par échanges H/D couvre un large spectre de
composés. Cependant certains métabolites ne peuvent pas étre marqués dans ces condtions. Le marquage in
vivo est alors une solution alternative pour accéder a ces composés marqués. L’étude préliminaire sur des
échantillons d’urine de souris montrent une grande efficacité de marquage au 3C avec une cinétique rapide. Ces
échantillons représentent une mine d’information trées importante pour I'étude du métabolome de la souris. En
effet, ces échantillon, marqués et non marqués, permettent d’avoir un accés complet au métabolome de la souris
et d’identifier un grand nombre de métabolites. Cette étape d’annotation est tres longue. Une fois cette
annotation réalisée, le métabolome de la souris sera comparé a celui de I'homme afin d’évaluer I'utilité des
échantillons d’urine de souris pour la normalisation et la quantification des métabolites présents dans les
échantillons humains. Il est également envisagé d’exploiter ces échantilons pour la mise en évidence des vrais
métabolites par opposition aux contaminants et artefacts présents dans les échantilons biologiques (Figure 81).
281

Ces travaux se rapprocheraient de ceux récemment publiés par Mahieu et al.'®* et Wang et al.?8! mais

s’appliqueraient a des extraits de petits mammiferes.
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Figure 81 : Protocole envisageable pour la différenciation par LC-HRMS des vrais métabolites par rapport aux
contaminants et ions du bruit de fond dans des extraits de petits mammifeéres.
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Conlusion et discusions générales

Conclusions et discussions générales

La métabolomique est une science permettant d’étudier 'ultime réponse d’un organisme a un facteur
modifiant son fonctionnement. Les études métabolomiques comportent de nombreuses étapes qui peuvent
induire différents biais. En effet, aujourd’hui, les analyses métabolomiques réalisées en routine au laboratoire
suivent une méthodologie comportant la préparation des échantillons, I'analyse LC-HRMS permettant le
profilage métabolique de I'échantillon, le traitement des données et les analyses statistiques permettant de
détecter les métabolites discriminants, les analyses LC-HRMS/MS permettant d’identifier ces métabolites, et
I'interprétation biologique. L'ensemble de ces étapes peut introduire de nombreux biais qui peuvent nuire a
I'identification des métabolites d’intérét par rapport a la problématique étudiée. De plus, les analyses
métabolomiques étant réalisées sur des cohortes de plus en plus importantes, comportant potentiellement
plusieurs centaines d’échantillons devant pour des raisons pratiques étre analysés en plusieurs séries distinctes,

il devient difficile de comparer efficacement tous ces échantillons acquis dans des conditions différentes.

L’objectif de mon doctorat était donc de répondre a deux des challenges majeurs rencontrés en
métabolomique : I'identification des métabolites et la normalisation des signaux voire la quantification absolue
de métabolites a I'aide de standards internes marqués aux isotopes stables. Pour cela deux axes ont
principalement été étudiés : le développement de méthodes d’acquisition simultanée de spectres MS et MS/MS,
ainsi que la production et |'utilisation de standards internes marqués a grande échelle pour la quantification de

métabolites.

Dans un premier temps, des méthodes permettant I’acquisition simultanée de spectres MS et MS/MS
ont été développées afin de faciliter le processus d’annotation et d’identification des métabolites présents et
absents des bases de données. L'objectif étant donc de pouvoir réaliser le profilage métabolique et
I'identification des métabolites en une seule injection, nous avons cherché a exploiter au mieux les
caractéristiques intrinseques et la versatilité de I'Orbitrap Fusion. Les méthodes « Data Dependent Acquisition »,
permettant la fragmentation des composés répondant a certains criteres analytiques comme l'intensité du signal,
et « Data Independent Acquisition » de type « SWATH », permettant |la fragmentation de tous les ions présents
dans une gamme de masse donnée, ont montré de bonnes performances pour les analyses de plasma NIST. En
effet, avec la méthode DDA, pour 80 % des composés fragmentés, les spectres MS/MS sont directement
comparables a ceux présents dans notre base de données et ont donc pu étre identifiés sans ambiguité. De plus,
la quantification réalisée a partir des spectres MS des méthodes DDA et DIA a montré des performances similaires
a la quantification réalisée sur un « Full Scan » seul. Ces méthodes n’ont pour l'instant été développées qu’en
mode d’ionisation positif et en utilisant une colonne chromatographique C-18, conditions les plus exigeantes en
terme de vitesse d’acquisition de données. Pour étre transférable en routine et étre appliquées pour les analyses

métabolomiques réalisées au sein du laboratoire, il faudrait également évaluer et optimiser les méthodes DDA
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et DIA en utilisant une colonne chromatographique HILIC avec une détection dans le mode d’ionisation négatif.
De plus, afin d’exploiter au maximum des données acquises en mode DIA, des logiciels alternatifs a MS-DIAL
utilisé dans cette thése et permettant la déconvolution des spectres MS/MS, pourraient étre testés pour
identifier au mieux les métabolites. Des bases de données les plus exhaustives possibles seront alors nécessaires.
Ce qui impliquerait par exemple I'analyse d’un plus grand nombre de métabolites dans des conditions plus

variées d’énergie de collision.

La construction d’'une base de données spectrales de contaminants (pesticides, médicaments,
retardateurs de flamme, etc) est I'un des objectifs du projet européen HBM4EU. En tant que contributeur de ce
projet, nous avons participé a des études inter-laboratoires visant a harmoniser des méthodologies d’acquisition
de spectres MS/MS. Nous avons ainsi pu appliquer et optimiser la méthode DDA développée précédemment a
I’étude de polluants. Avec cette méthode DDA optimisée, plus de 90 % des composés détectés ont pu étre
identifiés avec succés par comparaison des spectres MS/MS obtenus par notre laboratoire avec ceux présents
dans une base de données préexistante et générée a partir de données QTOF. Des acquisitions MS/MS ciblées
ont également été réalisées avec la méthode couramment utilisée au laboratoire et tous les composés
fragmentés ont pu étre identifiés avec cette méme base de données. Cette étude a mis en avant la bonne
comparabilité des spectres quel que soit I'analyseur a haute résolution utilisé (Q-TOF vs Q-Orbitrap). Pour cela,
des critéres de contréle qualité et d’assurance qualité ont été mis en place et ont fait I'objet d’une publication.
Cette étude est tres prometteuse pour la construction d’une base de données Européenne et interopérable que
chaque laboratoire contribuerait a implémenter via I'acquisition de spectres MS/MS dans des conditions
harmonisées. Ceci faciliterait énormément l'identification des métabolites pour I'ensemble des laboratoires du

consortium comme pour ceux extérieurs a celui-ci.

Les méthodes DDA, bien que globalement tres performantes en matiére d’identification des métabolites,
montrent cependant quelques limites. En effet, les spectres MS/MS obtenus sont trés purs mais I'ensemble des
métabolites d’intérét ne sont pas fragmentés lors d’'une seule analyse (en particulier les moins intenses). Les
développements liés a I'optimisation de cette méthode par itérations successives permettraient de s’affranchir
de cette limite et présenteraient un réel intérét pour les futures analyses métabolomiques. Dans ce contexte, la
méthode DDA « itérative » proposée par ThermoFisher Scientific, liée au développement d’un nouveau logiciel
(Acquire X), présente des performances intéressantes pour l'identification d’un grand nombre de métabolites.
Cette méthode permet par itérations successives de fragmenter un grand nombre de composés. Ainsi, plus de
400 métabolites ont pu étre identifiés dans le plasma NIST contre moins de 200 avec la méthode DDA « simple »
précédemment optimisée. Il serait maintenant intéressant d’appliquer les différentes méthodes DIA et DDA
« itératives » a des études métabolomiques a grande échelle pour évaluer leurs performances dans des
conditions plus réalistes. Pour cela, les échantillons d’intérét pourraient étre analysés en mode DIA et les
échantillons de contréle qualité pourraient étre analysés avec la méthode DDA « itérative » (Figure 82). L’objectif
serait alors d’identifier et quantifier les métabolites présents dans des bases de données avec les acquisitions
DIA et d’identifier de nouveaux composés avec les acquisitions réalisées avec la méthode DDA « itérative ». Ces

méthodes pourraient étre utilisées de facon complémentaire pour la recherche de biomarqueurs, I'analyse MS
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permettant de détecter les métabolites discriminants puis de les quantifier, et 'analyse MS/MS permettant de
les identifier. La quantification de ces biomarqueurs est primordiale pour le développement de futures approches

de diagnostic clinique.

N° d’injection Echantillon N° d’injection Echantillon
1 Blanc-DIA 21 Echantillon_36-DIA
2 QC_dil8-DIA 22 Echantillon_50-DIA
3 QC_dil8-DIA 23 Echantillon_45-DIA
4 QC_dil8-DIA 24 Echantillon_2-DIA
5 QcC_dil4-DIA 25 Echantillon_22-DIA
6 QC_dil4-DIA 26 Blanc-DIA
7 QcC_dila-DI1A 27 Qc_dill-Dia dill; dil2 ; dil4 ; dil8 =
8 QcC_dil2-DIA 28 Echantillon_12-D1a facteurs de dilution des QC
9 QcC_dil2-DIA 29-37
10 QC_dil2-DIA 38 Blanc-DIA
11 QC_dil1-DIA 39 QC_dil1-DIA
12 QC_dil1-DIA 40-47
13 QC_dil1-DIA 48 Blanc-DIA
14 Blanc-DIA 49 QC_dil1-DIA
15 Qc dill-DIA 50 Blanc-Acquire X-L C-HRMS
16 Echantilon_31-DIA 51 QC_dill-Acquire X-L C-HRMS
17 Echantillon_4-DIA 52 QcC_dill-Acquire X-DDA1
18 Echantillon_7-DIA 53 QC_dill-Acquire X-DDA2
19 Echantillon_19-DIA 54 QcC_dill-Acquire X-DDA3
20 Echantillon_17-DIA

Figure 82 : Exemple d'une possible future séquence analytique.

Les seconds développements se sont focalisés sur la production et I'utilisation de standards internes
marqués. En effet, aujourd’hui, la méthode de choix pour la quantification de métabolites est I'utilisation de
molécules marquées aux isotopes stables (SIL-IS). Afin de quantifier un maximum de métabolites présents dans
les matrices biologiques, un grand nombre de SIL-IS est nécessaire. Dans un premier temps, la synthese chimique
a permis de produire (dans des conditions préalablement optimisées) par une réaction d’échange H/D mono-
étape métallo-catalysée en peu de temps de nombreux SIL-IS. Cependant, ces standards obtenus présentent le
plus souvent des distributions isotopiques assez larges et donc des marquages hétérogénes par opposition aux
puretés isotopiques des produits marqués commerciaux. L’exploitation de ces massifs isotopiques a cependant
permis de développer une méthode de quantification originale appelée « multi-point internal calibration ». Cette
méthode considére chaque isotopologue du massif isotopique comme un SIL-IS indépendant. Une gamme de
calibration interne peut donc étre réalisée pour chaque métabolite. Cette méthode a donné des résultats trés

similaires a la quantification par gamme externe avec des SIL-IS qui est aujourd’hui la méthode de référence pour
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la quantification. La « multi-point internal calibration » permettrait donc de gagner du temps car permettrait de

s’affranchir de I'acquisition de gammes externes avant et aprés I’échantillon d’intérét.

L'utilisation de protocoles de deutération alternatifs a la méthode métallo-catalysée, dont les conditions
réductrices peuvent en limiter |'utilisation, ont également été évalués afin d’augmenter le nombre de standards
marqués disponibles au laboratoire. Les résultats obtenus avec cette méthode sont également trés prometteurs.
En effet, plus de 40 composés ont été marqués efficacement et pourront étre utilisés comme SIL-IS. De plus, les
distributions isotopiques sont plus étroites que celles obtenues par réaction d’échange H/D mono-étape métallo-
catalysée. Ces développements pourraient faire I'objet d’un brevet. Dans ces conditions nous avons pu mettre
en évidence des effets isotopiques assez importants, dont la compréhension pourrait permettre de mieux
comprendre les processus d’ionisation et de fragmentation. Il serait donc trés intéressant au niveau fondamental
comme applicatif de pousser plus loin ces études d’effets isotopiques. Les méthodes de production de SIL-IS
pourraient encore étre optimisées et appliquées a d’autres familles de métabolites comme les lipides par
exemple. En effet, la disponibilité de standards, marqués ou non-marqués, de lipides est encore un challenge
aujourd’hui. En effet, seuls quelques standards de lipides sont généralement disponibles commercialement par
classe (par exemple les glycérides, sphingolipides ou encore stérols). Des développements de marquage de
lipides pourraient alors étre réalisés sur ces différentes classes. De plus, afin d’avoir le plus de SIL-IS disponibles,
il serait intéressant d’envisager le marquage direct de matrices biologiques complexes tels que le plasma ou les
urines. De plus, I'évaluation a plus grande échelle de la méthode de quantification « multi-point internal
calibration » apparait comme particulierement pertinente et novatrice, de méme que son application a

différentes matrices biologiques.

Comme nous I"avons vu, le marquage métabolique (in vivo) permet d’avoir accés a un grand nombre de
métabolites marqués au carbone-13. L’étude du marquage in vivo d’urine de souris au *3C initié lors de ma thése
montre un trés grand intérét pour I'étude du métabolome de la souris et dans un contexte plus large
d’identification de métabolites. Ces échantillons représentent en effet une ressource trés importante
d’informations pour I'identification de nouveaux métabolites. L'application de la méthode DDA « Acquire X » a
ces échantillons (« full C-12 », « full C-13 » et mélange « full C-12/C-13 ») en ciblant par exemple des incréments
en masse particuliers pourrait permettre d’avoir une connaissance approfondie de I'ensemble des métabolites
présents dans le métabolome urinaire murin et potentiellement d’identifier de nouveaux métabolites. En effet,
la comparaison des spectres MS et MS/MS obtenus pour ces échantillons pourrait fournir des informations clés
pour I’élucidation structurale des composés. Dans le futur, il serait intéressant d’étudier des modeles animaux
plus proches métaboliquement de 'homme tel que les modeles porcin ou simien. Le marquage de ces animaux
au carbone-13 pourrait nous donner acces a des quantités d’échantillons plus importante et plus directement

utilisable pour la quantification et/ou la normalisation de signaux d’échantillons humains.

La disponibilité de composés marqués, que ce soit par voie chimique ou métabolique, est aujourd’hui
de plus en plus nécessaire pour les analyses métabolomiques. En effet, les cohortes médicales étant de plus en
plus importantes, des outils de normalisation sont nécessaires pour assurer la robustesse des comparaisons

« inter-batches » ou inter-plateformes. Les familles chimiques des métabolites étant tres variées, de nombreux
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standards sont nécessaires. Un lot bien défini de standards marqués obtenus par voie chimique pourrait par
exemple étre utilisé en routine pour améliorer la normalisation des signaux présents dans les plusieurs centaines
d’échantillons analysés dans une cohorte médicale mais également afin de s’assurer de la qualité des conditions
expérimentales. Une alternative, apres avoir étudié le chevauchement des couvertures métaboliques des
modeles animaux avec celle de 'homme, serait également d’utiliser les échantillons marqués in vivo.
Supplémenté des échantillons marqués métaboliquement aux échantillons d’études pourrait permettre de

normaliser simultanément un grand nombre de métabolites (connus et inconnus).

Globalement cette these avait pour objectif d’améliorer I'identification et la quantification des
métabolites en rendant les analyses métabolomiques plus robustes, I'objectif a plus long terme étant de
proposer des pistes pour le diagnostic clinique. Les développements réalisés, ou seulement initiés pour certains
autres, ont permis d’améliorer I'identification et la quantification des métabolites. La combinaison des méthodes
développées indépendamment, DDA et DIA pour l'identification et la quantification des métabolites, les
productions chimique et métabolique de composés marqués ainsi que la méthode innovante pour la
quantification, pourraient permettre d’améliorer a terme la recherche et la validation de biomarqueurs de

pathologies voire le diagnostic clinique.
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raphy (LC) coupled to high resolution mass spectrometry (HRMS) from which metabolites of interest are
first highlighted, and then tentatively identified by using targeted MS/MS experiments. However, this
situation is evolving with the emergence of integrated HRMS based-data acquisition protocols able to
perform multi-event acquisitions. Most of these protocols, referring to as data dependent and data inde-

f\(:g t‘: 8:[1;18 pendent acquisition (DDA and DIA, respectively), have been initially developed for proteomic applications
Metabolomies and have recently demonstrated their applicability to biomedical studies. In this context, the aim of this
Liquid chromatography article is to take stock of the progress made in the field of DDA- and DIA-based protocols, and evaluate
Mass spectrometry their ability to change conventional metabolomic and lipidomic data acquisition workflows, through a
Data dependent acquisitions review of HRMS instrumentation, DDA and DIA workflows, and also associated informatics tools.
Data independent acquisitions © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Metabolomics is a data driven and multidisciplinary approach
combining analytical chemistry, biochemistry, informatics and
biostatistics for analyzing the set of metabolites contained in bio-

e T— R N . ) logical media. A typical metabolomic workflow includes the design
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achievements have been realized in all these steps, which have
made metabolomics a reliable tool now used in various biological
applications.

Data acquisition still mostly relies on mass spectrometry and
proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). Regard-
ing MS based methods, improvements have been achieved in
the field of gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS), especially with the implementation of two-dimension
GC for metabolomics [1]. High-resolution MS analyzers (i.e., time
of flight, Orbitrap and Fourier transform ion cyclotron resonance
instruments) fitted with atmospheric pressure ionization sources
are more and more often used with at least two complementary
liquid chromatography (LC) stationary phases [2,3], and also in
combination with other separative techniques such as capillary
electrophoresis (CE) [4], and other tools, also including NMR [5] in
order to improve metabolome coverage. Otherwise, the develop-
ment of ion mobility coupled to high resolution mass spectrometry
opens new avenues for the resolution of isobaric compounds and
isomers in biofluids [6].

Beside the increased size of mass spectral libraries such
as MassBank [7], Metlin [8], NIST (hppt://www.nist.gov/srd/),
mzcloud (https://www.mzcloud.org), HMDB (Human Metabolome
Database, http://www.hmdb.ca), MoNA (MassBank of North Amer-
ica, http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu) or GNPS (Global Natural
Product Social Molecular Network Platform, http://gnps.ucsd.edu),
many computational tools for metabolite identification have been
developed [9], such as tools for retention prediction [10-14],
database searching algorithms that also perform in silico fragmen-
tation of metabolites [15-22], and also other tools dedicated to
annotation and interpretation of MS/MS spectra [23-26]. Other
interesting approaches are the exploitation of shared molecular
sub-structures from MS? spectra to group metabolites, thanks to
an algorithm initially used for text mining [27], and also the use
of molecular networking based on GNPS, which has already been
used for the dereplication of natural products [28,29]. At last, data
visualization tools relying on metabolic networks are popularizing
[30,31].

Typical untargeted MS based-metabolomics protocols rely on
“full-scan-only” analyses using LC-HRMS from which metabolites
(or panels of metabolites) of interest are first deduced. Those
hits are then tentatively identified by tandem mass spectrometry
following multiple injections into the LC-MS/MS system using tar-
geted MS/MS workflows. Such procedure is highly tedious as well
as time- and sample-consuming, and relies essentially on analyst
manual data analysis.

Until now, two main strategies for HRMS based-data acqui-
sition were followed: (i) improving the mass resolving power
of instruments in order to achieve detection and quantification
using Fourier transform mass spectrometry (i.e., FTICR and Orbi-
trap instruments) through accurate mass measurements and data
dependent MS? for structural information, or (ii) exploiting the data
acquisition speed of Q-TOF instruments in order to achieve simul-
taneous detection, quantification and structural analyses through
data independent MS2 experiments using Q-TOF instruments [32].

However, thanks to continuous improvements of HRMS analyz-
ers with enhanced dynamic range, acquisition rate, and improved
sensitivity, this situation is evolving with the emergence of inte-
grated data acquisition protocols able to perform multi-event
acquisitions enabling concomitant detection, quantification and
structural characterization of biomolecules through MS? experi-
ments within a single run. Most of these methods, referring to
as data dependent and data independent acquisition (DDA and
DIA, respectively), have been initially developed for proteomic
applications. This is for example the case for SWATH (sequential
window acquisition of all theoretical fragment-ion spectra)-MS
which systematically fragments all precursor ions within user-

defined retention time and precursor ion mass to charge (m/z)
windows [33]. These DIA based-proteomic approaches, which pro-
vide accurate peptide quantification over a dynamic range of more
than 4.5 orders of magnitude, have recently demonstrated their
applicability to analyses of few hundreds of samples from human
cohorts [34].

Can these DIA protocols be routinely applied in the fields of
metabolomics and lipidomics in a very near future? This question
needs to be asked insofar as untargeted metabolomic, lipidomic
and proteomic experiments are not exactly carried out in the
same way. If data acquisition can be assumed as untargeted for
all these approaches, proteomic data treatment and interpretation
are mostly driven by genomic information and by the availability
of large and reliable experimental and in silico spectral databases,
whereas this is not the case for metabolomics. It is indeed still
impossible to model the whole metabolomes of biological organ-
isms, in part because of our limited knowledge regarding their
metabolism, but also because of our inability to accurately model
complex host-environment interactions. The situation tends to be
intermediate for lipidomics, with the lipid map project [35] and
the release of LipidBlast, an in silico tandem mass spectrometry
database for lipid identification [36].

By writing this review, we would like to take stock of the
progress made in the field of DDA- and DIA-based data acquisi-
tion protocols for LC-HRMS based metabolomics and lipidomics,
and evaluate their ability to change conventional metabolomic data
acquisition workflows.

2. How to improve data acquisition workflows for
metabolomics?

High throughput metabolomics workflows are greatly bene-
fiting from the constant improvements of mass spectrometers in
terms of sensitivity, mass accuracy, resolution, and acquisition
speed. Table 1 presents a non-exhaustive list of some high resolu-
tion mass spectrometers that can be used for metabolomics. In most
common metabolomic workflows (at least those discussed in this
article), such instruments are coupled to liquid chromatography
using an electrospray ionization source. Commercially available
QqTOF instruments traditionally have resolving powers between
35,000 and 60,000 (full width at half maximum, FWHM), while
those of last generation Orbitrap-based can reach 1,000,000 FWHM
(Orbitrap Fusion Lumos 1 M).

Orbitrap instruments often outperform Q-TOFs in terms of mass
resolving power, but at the expense of longer accumulation times.
Therefore such mass analyzers, when working at the highest resolv-
ing power, can be less suited for the accurate quantification of
compounds eluting as narrow LC peaks [37].In the opposite, Q-TOFs
are often characterized by enhanced duty cycles with the ability to
acquire up to the 100 MS/MS spectra per second, independently
of the resolving power. Both types of instruments can routinely
achieve mass accuracies below 1ppm (considering internal cali-
bration, Table 1).

The hyphenation of ion mobility with Q-TOF instruments
provides another dimension of separation, particularly useful
for resolving isobaric compounds and decomplexifying complex
biological extracts. In addition, ion mobility allows for the mea-
surement of collision cross-sections (CCS), which define ions in the
gas phase according to their charge, shape, and size. Recent results
indicate that metabolite identification can greatly benefit from the
additional information provided by CCS [38].

Most (if not all) of the published metabolomic workflows
involve metabolite fragmentation under low-energy collision-
induced dissociation (CID) conditions (0-100eV), although elec-
tron transfer dissociation (ETD) can be performed on most of the
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Table 1

A selection of high resolution/high mass accuracy mass spectrometers used for metabolomics.

Instrument Mass accuracy (ppm)

Mass resolving power MS/MS acquisition speed (Hz)

Orbitrap-based instruments
Q-Exactive HF-X (Thermo Scientific)
Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Scientific)

<1 ppm (internal calibration)
<1 ppm (internal calibration)

Q-TOF instruments

TripleTOF 6600 (Sciex)

timsTOF (Bruker)

6560 Q-TOF (Agilent)

Synapt G2-Si HDMS Q-TOF (Waters)

<1 ppm (internal calibration)

<1ppm (internal calibration)
<1 ppm (internal calibration)

<0.8 ppm (internal calibration)

240,000 at m/z 200
500,000 at m/z 2002

40 Hz (at resolution of 7500 at m/z 200)
20 Hz (at resolution of 15,000 at m/z 200)

35,000 at mfz 956 100Hz
50,000 at m/z 1222 100 Hz
40,000 at mfz 2722 30Hz
50,000 at mfz 956 30Hz

Data were essentially collected from the websites of the different instrument providers, and might vary slightly. Acquisition rates can be different in MS and MS/MS modes.

2 The latest Orbitrap Lumos can provide 1,000,000 FWHM ultra-high resolution.

instruments listed in Table 1. The higher energy C-trap dissociation
(HCD) mode, which is available on Orbitrap-based instruments, is
a non-resonant form of CID which provides Q-TOF-like fragmenta-
tions. Of note, the Orbitrap Fusion Lumos is also equipped with a
213 nm UV laser to allow for ultraviolet photodissociation (UVPD)
experiments in the ion trap, which proved useful for top-down pro-
teomics but also for double bond locations within complex lipids
[39,40].

3. Data dependent acquisitions

In DDA acquisition workflows, the MS instrument automatically
switches from full-scan MS to MS/MS (Fig. 1) when precursor ions
exceed a predefined threshold of intensity or any other predefined
criteria such as isotope pattern [41,42], mass defect [43], or also
the presence of diagnostic ion or characteristic neutral loss in the
MS?2 spectra. The latter are especially used for detecting phase II
metabolites such as sulfates [44], glucuronides [45], but also bile
acid conjugates [46] and acylcarnitines [47] in biofluids. Although
a few papers have been published, DDA acquisition workflows are
not as popular in metabolomics as in proteomics, where they are
the most widely used method. The main reason deals with metabo-
lite identification issues, such as the incompleteness of spectral
databases, and the occurrence of many unknown metabolite fea-
tures and the difficulty to interpret related MS? spectra. However,
DDA MS? approaches enabling concomitant detection, quantifica-
tion and identification of metabolite features have been developed
from the 2010s.

Chenetal. have developed a DDA MS? method ona Q-TOF instru-
ment to investigate the human tear metabolome [48]. Within a total
duty cycle time of 1.25s, acquisitions included a survey scan and
20 MS/MS scans of 50 ms each. The DDA criteria were implemented
and consisted of ion intensity, signal to noise ratio and isotope pat-
tern matching threshold values. MS? data were then matched with
information contained in Metlin [8], HMDB [49] and Massbank [7]
databases, thus leading to the identification of 60 metabolites.

Benton et al. have developed an autonomous untargeted
DDA-MS? method, named “Auto MS/MS acquisition”, on Q-TOF
instruments [50]. Auto MS/MS acquisitions consisted of a first TOF
MS scan performed at 4Hz (4 spectra per second), followed by
product ion scans acquired at a frequency of 20 Hz (20 spectra per
second) using information dependent acquisitions using the fol-
lowing criteria: selection of the precursor at unit resolution, one
fixed collision energy, single charged ions, an intensity thresh-
old, isotope exclusion within 4 Da, 15 maximum candidate ions,
an ion exclusion set at 9s after two occurrences, and activation of
a background substraction tools available on the data acquisition
software. MS/MS spectra were then compared to those of Metlin
using a cosine similarity metric and a mirror plot. This workflow
was subsequently evaluated on biological samples obtained from
bacterial biofilm cultures grown in two conditions. The authors

found that 36% of features overlapped between conventional MS
and Auto MS/MS detections.

Beside the incompleteness of available spectral databases, Ben-
ton et al. pointed out two limitations of DDA MS? procedures: (i)
the limited MS/MS spectral coverage and (ii) the match percentages
provided by scores. They addressed these two issues by using a mix-
ture of 40 metabolites [50]. They obtained MS/MS spectra for 85%
of metabolites. However, this result could be considered as rather
optimistic especially when translated to “real life” since the impact
of metabolite concentrations was not investigated. At last, authors
concluded that the performance of DDA MS? based methods could
be improved by implementing informatic workflows enabling the
distinction between biologically relevant features and artifacts.
They described a pilot study that enabled to select 836 metabolite
features of interest out of 12420, which could be imported as a pre-
ferred ion list for further MS? experiments. However, this requires
performing preliminary and extensive experiments on each biolog-
ical matrix of interest.

Another limitation of DDA MS? based approaches is the presence
of other ions than the targeted precursor in the isolation window
for MS? experiments, which hampers data interpretation and also
mass spectral library matching. To address this issue, Lawson et al.
have developed a R-package (“ms-Purity”) that scores the contri-
bution of the selected precursor ion by dividing the intensity of
the precursor ion by the summed intensity of the ions detected in
the isolation window [51]. Such software could be used for assess-
ing precursor purity of previously acquired data, or for preparing
future MS? experiments. By applying the software tool to 12 pub-
lic DDA and 1 DIA metabolomics data sets stored in repositories,
the authors found that lower scores (i.e., below 0.5) are due to a
too large number of consecutive MS? experiments (up to 26) that
altered data reliability and also to large isolation windows, such as
those used for DIA experiments.

As previously emphasized, DDA is an acquisition process gen-
erally producing good quality tandem mass spectra with minimal
interferences since only ions within a selected m/z window (typ-
ically ~1Da wide) are fragmented. However, the selection of
precursor ions is a stochastic event, favoring the preferential
selection of the most abundant/intense species. Such acquisition
workflow is thus characterized by a low analytical reproducibil-
ity and under sampling especially for complex samples. In these
conditions, some relevant precursor ions cannot be selected for
fragmentation if they do not match the defined selection criteria
or if they are coeluting with more intense species or isomers [52].
Another inconvenience is that huge amounts of MS/MS data from
irrelevant ions might be generated. Also, acquiring many MS/MS
spectra can result in insufficient data points in the MS mode for a
given chromatographic peak, which can be detrimental when not
using top speed HRMS instruments for quantitative LC-MS exper-
iments.

Several kinds of approaches have been published to address
these issues and for improving the spectral coverage and the per-
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Fig. 1. Scheme illustrating the DDA, SWATH and AIF acquisition workflows.

formances of DDA MS2-based methods. They rely on (i) software
tools that help to focus on relevant metabolite features [53,54], and
(ii) advanced acquisition protocols for optimal MS/MS acquisitions
[55-57].

Regarding software tools, Neumann et al. have released an
R-package enabling the design of LC-MS/MS methods for data
acquisition on relevant metabolite features selected by a preced-
ing non targeted profiling experiment, by using various filtering
criteria such as ion intensity threshold and ion type, in order to
minimize the number of irrelevant data acquisitions [53]. In the
field of lipidomics, Koemel et al. have developed “IE-Omics” (IE,
for Iterative Exclusion) software tool also written in R language,
and aimed at automatically exclude prior selected precursor and
background ions of MS? experiments. In each sequential injection,
unique precursors are fragmented until HRMS/MS spectra of all
ions above a given ion intensity threshold are acquired. By these
means, the number of metabolite identification was improved by
69% in a plasma sample using six sequential injections, compared
to a conventional approach [54].

Regarding advanced DDA MS? acquisition protocols, Calderon-
Santiago et al. have improved DDA by using gas-phase fractionation
(GPF), which has been previously developed for proteomics appli-
cations [58]. It is based on automated iterative MS/MS spectra
acquisitions on a sample. Here, multiple and small m/z ranges were
designed in order to improve the number of MS/MS fragmenta-
tions on a human serum sample, using a Q-TOF instrument. The
authors have evaluated 5 experimental protocols that divided the
inclusion range for precursor selection into 1, 2, 3, 4 or 6 parts over
a 100-1000m/z range. They found that the method splitting the
range of precursor ion masses into 4 intervals of 250 amu was the

optimal one, which provided MS/MS spectra for the highest number
of detected features [55].

Such a GPF approach was improved by using multiple staggered
narrower m/z segments, on a low resolution instrument (i.e., a Q-
TRAP mass spectrometer). The authors evaluated 5 methods with 2,
4,6, 8 and 10 fractions over a 100-800 m/z range. When applied to
the analysis of human urines and compared to targeted DDA MS?
analyses, the method employing 8 segments of a 5 or 6 Da range
performed best with 92% of MS? coverage over a set of 60 identified
metabolites [56].

GPF based methods are attractive thanks to their capability
to generate high number of MS/MS spectra. However, they are
time consuming and require instruments offering very high data
acquisition speed, such as Q-TOF or triple quadrupole instruments.
Furthermore, additional studies are required in order to carefully
evaluate the quality of the produced MS/MS spectra at a more global
level.

Although most of the first published DDA approaches rely on Q-
TOF instruments because of their unprecedented acquisition speed,
they canalso be performed efficiently on recent Orbitrap mass spec-
trometers. Mullard et al. have thus reported on the optimization
of a new strategy for DDA MS? on a LTQ-Orbitrap Velos hybrid
mass spectrometer [57]. They compared the information brought
by CID and HCD mass spectra. They also evaluated the impact of
mass resolution on the number and quality of MS2 spectra, of the
number of MS/MS experiments between full MS spectra, of repeat
count, and of the precursor m/z range. By comparing MS2 spec-
tra recorded on 76 compounds from 39 metabolite classes, they
found that CID and HCD provided complementary results and thus
recommend the concomitant use of these two activation methods.
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Fig. 2. Characterization of lipid species by combining ion mobility and MSF. (a) MSF-only data at low and high energies, providing complex mass spectra resulting from
coelution of different phosphatidylethanolamine (PE) species. (b) lon mobility efficiently separates the coeluting PE species, thus allowing identification of PE 18:0/22:6. The

high energy is applied post ion mobility separation.
Adapted from Paglia and Astarita [6] with permission.

They also recommend narrowing the precursor m/z ranges to 100
or 300 u for acquisition of MS? spectra in order to increase the num-
ber of MS? experiments; and using mass resolutions of 30,000 and
7500 FWHM for full MS scan and MS? experiments, respectively.
By applying this optimized DDA MS? method to the analysis of a
human serum sample, they obtained MS/MS data for greater than
50% of metabolite features with a peak area above 200000 AU.
Such Orbitrap-MS based approaches should be improved by
using new generations of instruments such as the Orbitrap-Fusion,
as it has been published by Tu et al. in the field of proteomics.
These authors investigated the performance of protein identifi-
cation by CID/HCD fragmentations in combination with high/low
resolution detection using a tribrid Orbitrap instrument on human
cell extracts [59]. Although it was shown that the comparison
of results obtained using CID or HCD fragmentations was greatly
impacted by the type of data interpretation software tool, more
peptide spectra matches, distinct peptides and protein groups were
identified from MS? data generated in HCD-OT than HCD-IT when
using Sequest or Mascot based software tools. Furthermore, the

limited peptide overlap between the CID-OT, CID-IT, HCD-OT and
HCD-IT modes suggest that it could be useful to combine them, as
emphasized by Mullard et al. in the field of metabolomics [57].
Finally, all these studies pave the way to the development and
extensive use of integrated HRMS and DDA MS? workflows for
the detection, quantification and identification of metabolite and
lipid features in biological extracts. However, to encompass the
limitations of DDA linked to the selection of precursor ions and
under-sampling, data independent acquisition (DIA) workflows
have also been developed and attracted a lot of attention since
fragment ions can be collected for every precursor detected.

4. Data independent acquisitions
4.1. All-lon Fragmentation (AIF), MSAL and MSE approaches
In 2005, Wrona et al. [60] were the first to report an “All-in-

One” approach to metabolite characterization exploiting the fast
scanning and high mass accuracy properties of a Q-TOF instru-



Partie C : Annexes — Annexe 1

6 F. Fenaille et al. / J. Chromatogr. A 1526 (2017) 1-12

ment (Fig. 1). The described acquisition method alternated between
high and low collision energies throughout the LC gradient, and
was successfully applied to the detection of in vitro metabolites
of verapamil [60]. One year later, Plumb et al. introduced a simi-
lar LC-MS acquisition method, that was called MSE and involved
alternating scans acquired at either low or high collision energy in
the collision cell to obtain precursor ion information and to collect
full-scan accurate mass fragment, precursor ion and neutral loss
information, respectively [61]. Robust and high resolution UPLC
separation helped to relate fragment and parent ions. Interest-
ingly, metabolomic data collected from rat urine using UPLC-MSE
were very similar to those obtained using a more conventional
LC-MS/MS approach, thus confirming the value of the workflow
[61]. Such UPLC-MSE protocol also proved relevant to study the
biliary metabolome of rats and dogs [62].

In another study, Vorkas et al. used a combination of RP- and
HILIC-UHPLC-MS methodologies to achieve broader metabolome
coverage in cardiovascular tissues [63]. The authors also combined
DDA and MSE acquisitions to specifically attribute fragment ions
to precursor ions and highlight fragment ions signing particular
metabolite classes, respectively.

Similar All-Ion Fragmentation (AIF, equivalent to MSE) work-
flows have been implemented on Q-Orbitrap as well as benchtop
standalone Orbitrap instruments for metabolite [64,65] or lipid
|66-68] profiling. For instance, LC-MS combined with higher
energy C-trap dissociation (HCD) all ion fragmentation yields both
class-specific and lipid-specific diagnostic fragments, thus facilitat-
ing the identification of 381 unique lipids in rat liver mitochondria
[69].

Although the mostly used MSE or AIF workflows involve high
performance UPLC-MS platforms and are characterized by high
acquisition speed and detection sensitivity, their obvious intrinsic
disadvantage is that the direct link between a specific precur-
sor ion and its corresponding fragment ions does not exist. Also,
these workflows targeting simultaneously all the precursor ions
within a specified (wide) m/z window, result in highly complex
MS/MS spectra that require highly efficient proper post-acquisition
data processing software tools (see below). The introduction of ion
mobility spectrometry (IMS) into such DIA workflows may solve
some of these issues.

By coupling ion mobility with MSE, Paglia and Astarita demon-
strated that coeluting isobaric phosphatidylethanolamine species
can be efficiently separated by ion mobility and characteristic
MS/MS spectra can be obtained thus providing detailed informa-
tion about the carried fatty acid groups [6]. Fig. 2 shows a relevant
example of PE 18:0/22:6 structure confirmation by combining IM-
MSE. While in conventional MSE workflow three coeluting lipid
species were simultaneously selected and fragmented, yielding
four fragment ions corresponding to distinct fatty acyl moieties,
the introduction of ion mobility efficiently separates the ion at
m/z 790.5381 from other coeluting ions, generating only two spe-
cific fragment ions corresponding to the deprotonated fatty acyl
species C22:6 and C18:0(Fig. 2). Thus, ion mobility separation prior
to fragmentation leads to cleaner MS/MS spectra, somehow re-
establishing the link between precursor and fragment ions and by
the way facilitating data interpretation and improving considerably
the detection specificity of such a DIA workflow.

4.2. SWATH and SWATH-like workflows

Another way of reducing the number and presence of interfering
ions in DIA-MS/MS spectra makes use of a recently reported alter-
native DIA technique called SWATH [33] (Fig. 1). This approach can
be viewed as an intermediate between narrow and wide precursor
ion selections (DDA and MSE approaches, respectively) and typ-
ically uses 20-50 Da consecutive precursor ion isolation windows

2 594:(A) 469.2044 | 4682890

= ‘

c |

S | 143.0859

= ‘ l 262.1619 AN
0e0*— - .

> |(B) 4822607

g | M.175 e

= | .l 278.1545 At

0'(6 h

Sed! 4680887

%‘ ‘ 1420852

5 | 4702000| | 487305

E | [171.1168 2621636 504.3135
0e0* 3 [ A § . e

> 4944(0) 4682919

7] |

S 204! 4692958

E ‘ 4702972 4822711

200 300 400 500
Mass/Charge, Da

Fig. 3. Tandem mass spectra obtained from various manners (A) DDA of a terfe-
nadine metabolite at m/z 504.31, (B) DDA of another terfenadine metabolite at
mjz 518.29, (C) SWATH with a Q1 isolation window at m/z 499-525, and (D) AIF,
high-energy TOF MS scan at m/z 100-1000.

Adapted from Zhu X et al. [78] with permission.

covering the whole mass range. Initially implemented in the field of
proteomics on a fast scanning Q-TOF [33] and later on a Q-Exactive
instrument [70], SWATH analyses have also recently found appli-
cations in the small molecule world and in metabolomics using
both types of instruments [52,71-76]. Of note, although most of the
published SWATH-based methods primarily and typically involve
constant SWATH windows (e.g, 25 Da), the benefit of using variable
SWATH windows depending on the ion population within a given
mass range has been demonstrated by Zhang et al. [77].

Zhu et al. evaluated DDA, SWATH and AIF approaches on a Q-
TOF instrument for drug metabolism studies, with a total of 227
metabolites from 8 different drugs monitored both in rat liver
microsomes and urines [78]. Rather expectedly, they found that
MS/MS spectra acquired under DDA conditions were of higher
quality, which was particularly marked in the case of coeluting
species with similar molecular masses (i.e., occurring within the
same SWATH mass selection window, Fig. 3). However, DDA-based
method was characterized by a lower acquisition hit rate than the
other two methods, with MS/MS spectra that were missing for up
to 30% of drug metabolites when analyzing urine samples. Both
DIA approaches provided MS/MS spectra for all the metabolites of
interest, while SWATH gave higher quality spectra [78].

More recently, Zhou et al. demonstrated that SWATH workflows
for metabolomics analysis can be successfully implemented on a
Q-Exactive instrument, although characterized by a lower acqui-
sition rate than Q-TOFs [73]. Good quality MS/MS spectra were
obtained using the SWATH approach under these conditions when
compared to those resulting from DDA or AIF workflows, also well
matching those included in the reference spectral database [73].
As a representative example, Fig. 4A-D depicts the MS/MS spec-
tra generated for ceramide 22:0 by the DDA, DIA (with either 25
or 50 Da selection windows) and the AIF strategies. Using 50 Da-
isolation windows, sufficient data points (~10) were obtained per
chromatographic peak for using this strategy within quantitative
contexts (Fig. 4E). In the same spirit, Colgrave et al. have shown that
a SWATH strategy gave similar quantitative results that the gold
standard multiple reaction monitoring (MRM; also called selected
reaction monitoring, SRM) mass spectrometry approach for a set
of about 30 peptides assessed across the four families of hordeins
(gluten)in eight barley lines [ 79]. In different quantitative contexts,
SWATH approaches often proved to be slightly less sensitive than
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SRM but inherently demonstrated increased flexibility and ver-
satility [80], by the possible post-analysis selection of alternative
precursors or fragments and the ability of performing large-scale
peptide/metabolite quantification.

Metabolite quantification represents a prerequisite to the com-
parison of data generated in distinct laboratories with different
analytical platforms and protocols. Also, rendering (large-scale)
metabolomics workflows quantitative would significantly improve
data accuracy and reliability, and enable more meaningful bio-
logical interpretations. Exhaustively quantifying the whole set of
metabolites present in a given biological fluid constitutes a par-
ticularly tremendous if not impossible task, especially due to
the vast number of unknown endogenous metabolites and the
lack of authentic standards. To address these issues, Chen et al.
have reported on the development of a novel method named
“data-independent targeted quantitative metabolomics” (DITQM)
[81]. Their strategy first implied the acquisition of high resolu-
tion MS/MS spectra on a Q-Orbitrap using 1 Da isolation window.
About 30 precursor ions separated by ~25Da from each other
were fragmented per LC-MS/MS run, thus 26 distinct injections
were required to cover the whole 80-850 m/z range. Under these
conditions, they basically obtained high quality MS/MS spectra
for almost all known and unknown metabolites they detected in
human plasma (in the m/z 80-850 window). Resulting precursor
and fragment ions were then used to design a multiplexed targeted
quantitative MRM assay on a Q-Trap instrument for 1324 metabo-
lites [81]. The DITQM and MRM workflows gave similar quantitative

measurements for 12 acylcarnitines in human plasma (as a proof-
of-concept) thanks to authentic standards, which underlines the
value of data-independent acquisition process.

As exemplified by the latter paper, shifting from untargeted-
only metabolomics applications to combined large-scale untar-
geted/targeted workflows would be highly relevant for more
sensitive, specific, and reproducible quantitative workflows. Such a
pseudo targeted metabolomic approach has already been described
a few years ago, and involved UHPLC-SRM, with the SRM ion pairs
directly selected from an untargeted UHPLC/Q-TOF MS profiling
method [82].

4.3. Targeted MS/MS workflows: PRM vs SRM

One of main driving forces in metabolomics is the large-
scale accurate quantitation of metabolites on relevant biological
samples, to evaluate changes in response to disease, treatment,
environmental and genetic perturbations. Most of the large-
scale targeted metabolomics workflows imply “only” relative
- but already highly informative - quantification (or semi-
quantification), because of its simplicity [83]. Absolute metabolite
concentrations often require spike-in stable isotope-labeled ana-
logues to correct for any changes in ionization efficiency across
samples. Unfortunately, such molecules are not always avail-
able commercially or sometimes at a very prohibitive cost. To
encompass these limitations, research groups have used metabolite
extracts from microorganisms grown on various types labeled of
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carbon or nitrogen sources [84-86]. Alternatively, labeled internal
standards can also be enzymatically synthesized from commer-
cially available precursors [87].

SRM-based workflows implemented on triple quadrupole or
quadrupole-ion trap instruments still represent the leading choice
for targeted metabolite quantitation [88]. Such strategies have been
successfully applied for more than 10 years to large-scale metabo-
lite quantification (see for representative examples [89-93]). For
instance, in 2006, Bajad et al. reported an HILIC-SRM approach
for reliable measurement in bacterial extracts of 141 metabolites,
including components of central carbon, amino acid, and nucleotide
metabolism [89]. Similarly, Wei et al. implemented a high through-
put LC-SRM for target based metabolite profiling across different
classes of metabolites (amino acids, sugars and nucleic acids, and
organic acids) in rat plasma [90].

Method reproducibility and inter-laboratory precision repre-
sent critical steps toward the standardization of quantitative
metabolomics workflows. Siskos et al. recently published the
results of the first inter-laboratory assessment of a targeted
metabolomics platform for the quantitative analysis of human
serum and plasma [94]. This study involved 6 distinct laboratories
using different instrumentation but a common protocol (a com-
mercial kit for targeted metabolomics) for the measurement of
189 metabolites by LC-SRM or FIA-SRM. For 20 serum and plasma
samples from healthy individuals, the median inter-laboratory
coefficient of variation (CV) was 7.6%, with 85% of metabolites
showing a median inter-laboratory CV of <20% [94], thus demon-
strating the good reproducibility level of such approach.

Although SRM assays are still considered as the “gold standard”
to quantitate metabolites (vide supra), parallel reaction monitoring
(PRM, also termed high resolution multiple reaction monitoring or
MRMHR) strategies can represent more than a viable alternative.
PRM is an MS/MS strategy commonly implemented on Q-Orbitrap
instruments in the field of proteomics for the large-scale quantifi-
cation of representative peptides [95-97]. However, until recently
[83], there was almost no report of application of PRM for large-
scale quantitative metabolomics.

In PRM-based workflows, the parallel acquisition of all target
fragment ions in a single high resolution/high mass accuracy mass
spectrum provides improved specificity so as to reliably discrimi-
nate the ions of interest from background ions. The PRM method
has also fewer parameters that need to be optimized (maximum
injection time/AGC target, “global” collision energy) [95], while the
main advantage of SRM is the faster acquisition speed.

In 2016, Qiu et al. reported on an UHPLC-PRM approach imple-
mented on a Q-Orbitrap instrument for the quantification of 25
metabolites from the central metabolic pathways in breast can-
cer cell lines [98]. This method exhibited good linearity (over

3-4 orders of magnitude), sensitivity (in the low ng/mL range),
and reproducibility (relative standard deviation <5% for almost all
the metabolites) [98]. The same year, Zhou et al. developed and
evaluated the usefulness of PRM for quantifying up to 237 metabo-
lites (from different metabolic pathways) in human cell lines [99].
The PRM approach yielded similar results than the same method
implemented on a Q-ion trap (Q-Trap) instrument in terms of sen-
sitivity, linearity and reproducibility but with improved specificity
and flexibility regarding post-acquisition data treatment due to
the presence of many fragment ions measured with a high mass
accuracy. The authors also showed, on their particular set of 237
metabolites, that the PRM assay exhibited greater reproducibility
and quantitative accuracy than HRMS-based (i.e. “full scan only”)
quantification due to the higher selectivity of the PRM acquisition
mode [99].

Of course, similar PRM-like workflows can be implemented on
Q-TOF instruments. For instance, Li et al. recently used this strategy
for the quantification of 65 metabolites in E. coli cell extracts [100],
while Zhou et al. described a similar approach to quantify 222 lipids
in human serum [101].

5. Informatic tools for DDA and DIA workflows

At the time of writing this review, most LC-MS based
metabolomic experiments are acquired using high resolution mass
spectrometry in the electrospray MS scanning mode. The two main
free and open source software tools used by the metabolomic com-
munity for data processing, namely XCMS [102] and MZMine [103]
do not handle DDA and DIA workflows. As a consequence, published
DDA- and DIA-MS based metabolomic studies mainly rely on soft-
ware tools provided by MS-manufacturers. Anyway, some free and
open source algorithms and software tools have been developed
for DDA- and DIA-MS based metabolomics and are listed in Table 2.

Regarding DDA-MS, data acquisition protocols are optimized so
that the maximal numbers of MS/MS data are obtained [50,57].
In this context, metabolite features obtained from LC-HRMS are
processed by using data processing tools provided by instrument
vendors’ software, annotated using in house and/or public spec-
tral databases, and the analysis of MS/MS spectra is driven by
MS-annotation results in order to improve metabolite identifica-
tion [48,50,55-57]. Anyway, some algorithms have been developed
to improve the acquisition of MS/MS spectra by evaluating pre-
cursor purity [51], or by minimizing the acquisition of irrelevant
spectra, as already mentioned [53,54]. At last, algorithms highlight-
ing metabolite features exhibiting characteristic neutral losses in
their CID spectra are also available, mainly for the study of phase Il
metabolites such as sulfate and glucuronide compounds [104].

Table 2
Non-exhaustive list of Informatic available tools for the acquisition and processing of DDA and DIA-MS data.
Name Intended use Source code/language reference
msPurity DDA. Evaluation of precursor ion purity R package [51]
MetShot DDA. Informatic tools to improve acquisition and data R package [53]
processing
[E-Omics DDA. Improvement of data acquisition through R code [54]
automated exclusion list generation
MS-DIAL DIA. Deconvolution of MS? spectra and data Multiple. Some codes written in C language [72]
processing. Also supports DDA
Met DIA DIA. Data processing for targeted analyses R code [110]
SWATH Tuner DIA. Building of SWATH windows R code [77]
NOFI DIA. ‘non-outlier fragment ion’ (NOFI) is a ranking R code [113]
algorithm that assigns low priority to fragment ions
affected by interference during DIA acquisition.
MetaboDIA DIA. MS/MS-based quantification with DIA data. R code [114]
LipidMatch DDA, DIA. Lipid identification using untargeted R code [115]

high-resolution tandem mass spectrometry data
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Regarding DIA, MSE is the first approach that has been used in
the field of metabolomics [61]. Other DIA-MS methods, such as
SWATH-MS [33], or PRM [96] have been initially developed for pro-
teomic applications, and dedicated open source software, such as
OpenSWATH [105] and DIA Umpire [106] have been released.

OpenSWATH is an open source software dedicated to targeted
analysis of proteomic DIA data. It is based on an assay library
containing precursor and fragment ion m/z and retention time val-
ues. The workflow includes data conversion of raw data into open
file formats, retention time and chromatogram extraction based
on assay library, peak-group scoring based on elution profiles of
fragment ions and statistical analyses enabling the discrimination
between true and false signals by using a false discovery rate (FDR)
approach [105].

DIA-Umpire software is also an open source software dedicated
to DIA-based proteomic data, which detects precursor and frag-
ment ions and groups them into pseudo MS/MS spectra, in an
untargeted way, without the need of an assay library [106]. These
two computational frameworks have been designed for SWATH
data, but they could handle other types of DIA data [105,106].

The proteomic data processing has benefited from achieve-
ments in genomics, which enables to model the proteome of living
organisms, and of the possibility to generate in silico CID spectra
of peptides using electrospray ionization [ 107,108]. Unfortunately,
this still cannot be achieved for metabolites, due to their huge
structural diversity and due to our limited knowledges regarding
metabolic networks. As a consequence, the only way to process
DIA-MS/MS based metabolomic data is to perform mathematical
deconvolution of fragment ions and their association with pre-
cursor ions, thanks to their chromatographic elution profiles, as
emphasized by Nikolskiy et al. [109].

This has been achieved with the development of the MS-
DIAL open-source software pipeline, which performs precursor ion
peaks spotting and deconvolution of MS/MS spectra on SWATH-
MS data, and which could also handle data obtained with other DIA
methods such as All-ion MS/MS or All lon Fragmentation [72].

Li H. et al. have also published a new DIA data analysis approach
(called MetDIA) for targeted extraction of metabolites that are
present in spectral libraries. It is based on metabolite precursor ion
peak detection and alignment by using XCMS software, followed
by targeted chromatogram extraction, generation of peak-groups
and pseudo MS? data from SWATH windows. MS? spectra are
then scored for metabolite identification, thanks to information
contained in spectral libraries. Two orthogonal scores have been
implemented, based on peak-peak correlation, in order to eval-
uate to similarity of ion chromatograms between precursor and
fragment ions, and based on spectrum-spectrum match, in order
to evaluate the similarity between experimental and reference MS?
spectra [110].

Zhu et al., in their comparative study of IDA, SWATH and MSA!
have proposed two other kinds of scoring procedures. The first one
relies on the MS? spectra quantity related to the number of precur-
sor ions, whereas the second one is a quality score that indicates
the number of common fragment ions between experimental and
reference MS? spectra [78].

Last, Li Z. et al. have used a PRM workflow on a Q-TOF instru-
ment for the targeted quantification of 65 metabolites. The Skyline
software, initially developed for targeted proteomic experiments
(design of MRM transitions, but also handling of DIA acquisitions)
[111], was used to handle the data [100].

6. Conclusion

Thanks to recent technological advances in mass spectrome-
try, new relevant and reliable analytical workflows have recently

emerged and involve essentially acquisition of combined MS and
MS/MS spectra at increased mass resolving power. Regarding DDA
protocols, some authors propose to dedicate selected samples to
MS/MS data acquisition in order to improve the quality and the
quantity of information [55-57], whereas DIA protocols such as
SWATH based approaches are performed on all biological samples
of interest [74].

Current methodological developments indicate a global
tendency toward convergence of untargeted and targeted
metabolomics approaches, but most of those are more “proof-
of-concept studies” or “works in progress”. Indeed, qualitative
and quantitative comparisons of the various workflows imple-
mented are still required to demonstrate their respective value
for metabolomics, especially regarding their robustness, their
sensitivity (number of detected peaks) and the reliability of data
processing tools, compared to classical HRMS based protocols only
relying on accurate mass measurements. Deeper investigations
regarding DIA approaches are also needed to evaluate whether
SWATH-like (HRMS/MS) approaches could be used for the large-
scale robust and reliable measurement of any metabolite in any
biofluid or tissue (and at which level of sensitivity).

In this context, the metabolomics/lipidomics community can
greatly benefit from the availability of open access databases
of PRM transitions/MS/MS spectra for metabolites/lipids identi-
fication and quantification, in a similar fashion to the SRMAtlas
database for proteomics [112]. Ion mobility represents a tech-
nological improvement with a great potential in metabolite/lipid
profiling and quantification. However, a critical and thorough eval-
uation of the added value of ion mobility and CCS measurement
for metabolomics and lipidomics is still lacking and would be of
high interest to the field. At last, the availability of open-source
software tools and databases for exploiting in a convenient way
data from ion mobility, as well as from DDA and DIA metabolomics
approaches would allow people from the field to better evaluate
those analytical strategies in comparison to conventional MS-only
profiling methods.
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Text S1. Optimization of a first “HCD-only” DDA method

We first optimized precursor selection filters such as intensity threshold, target mass exclusion, dynamic
exclusion, apex detection, and monoisotopic precursor selection (Table S2, Supporting Information). In
particular, special attention was paid to excluding frequently observed irrelevant background ions (“target
mass exclusion” filter), not to waste time collecting MS/MS data on meaningless signals originating from
various sources of contaminants (e.g., mobile phases, solvents, formic acid clusters). A solvent blank sample
was analyzed prior to each acquisition batch to (manually) generate an exclusion list from detected background
signals present at rather high intensities above 1 x 10° (to avoid exclusion of any minor metabolite signals
resulting from slight but significant sample-to-blank memory or carry-over effects) with an m/z tolerance of 5
ppm. As mobile phase composition changes according to the gradient, contaminant detection was
accomplished throughout the whole chromatographic run. An example of such an exclusion list is given in
Table S6 (Supporting Information), including more than 50 distinct recurrently observed rather abundant
contaminant ions. Target ions (produced from relevant metabolites) already selected for MS/MS were
dynamically excluded after two selections for 4 seconds (“dynamic exclusion” filter), which corresponds to
the typical chromatographic peak full width at half maximum. Similarly, the “apex detection” filter proved
efficient for selecting an m/z signal at its highest intensity. Last, the best choice for the “monoisotopic
precursor selection” (MIPS) filter to avoid selection of '*C-isotopes was rather unexpectedly demonstrated to
be the “peptides” setting and not the “small molecules” one (Table S2, Supporting Information). Of note, this
filter should remain unselected when working on chemical compounds exhibiting particular isotopic patterns

such as those incorporating chlorine or bromine atoms.
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Table S1. List of the 47 compounds included in the test sample as analyzed under EST+ conditions.
Under our experimental conditions, a few compounds did not yield [M+H]" as most intense species but rather fragment ions
resulting from in-source loss(es) of water.

Estimated
Retention ABPEUXIDEIfVE 3 Most Intense Fragment dl::Ielictti(:)fn
Compound Composition [M+H]+ time (min) “optimal ki in
NCE™ (%) solvent
(ng/mL)
2-Aminophenol CG6HTNO 110.0600 1.12 40 92.0496/65.0387/82.0649 1
Nicotinic acid C6HSNO2 124.0393 0.93 100 96.0445/112.0392/80.0497 1
Isoleucine C6HI3NO2 132.1019 1.26 15 86.0966 0.1
4-Pyridylacetic acid C7HTNO2 138.0550 0.83 80 93.0575/120.0445/94.0652 0.1
Triethanolamine C6HI5NO3 150.1125 0.75 40 132.1019/88.0758/114.0914 0.1
p-Coumaric acid C9H8O03 165.0546 5.77 10 147.0441/164.9300/141.9789  >100
4-Methylumbelliferone C10H803 177.0546 6.60 50 103.0544/121.0649/91.0544 10
fnzﬂ?;l}g)iﬁg: C10H804 193.0495 5.66 40 147.044/119.0492/103.0544 1
Caprylolyglycine CI0H19NO3 202.1438 7.78 15 184.1332/127.1118/109.1013 10
Pantothenic acid C9H17NO5 220.1179 242 20 90.0551/202.1074/184.0968 1
Flavone CI15H1002 223.0754 9.35 80 121.0286/103.0547/129.0338 1
Dodecanedioic acid C12H2204 231.1591 8.34 15 213.1482/167.1429/149.1323  >100
6-Hydroxymelatonin CI13H16N203 249.1234 5.40 10 232.0969/190.0862/158.0602  >100
Ala-Tyr CI2H16N204 | 253.1183 1.68 10 182.0811/136.0757/165.0546 0.1
Dextrorphan C17H23NO 258.1852 5.89 65 199.1124/133.0653/201.1277 0.1
(+)-Propranolol CI6H2INO2 260.1645 7.10 30 116.1071/183.0803/155.0855 0.1
Formononetin C16H1204 269.0808 8.33 50 254.0570/213.0913/253.0499 0.1
Dextromethorphan CI8H25NO 272.2009 7.20 50 215.1433/213.1279/147.0807 0.1
19-Nortestosterone C18H2602 275.2006 8.65 40 109.065/257.1901/105.0701 1
Testosterone C19H2802 289.2162 9.01 30 109.0649/271.2058/253.1953 1
Atropine C17H23NO3 290.1751 5.60 40 124.1122/93.0701/91.0546 0.1
D-Sphingosine (-H20) 81881337;\]%2) éggé?gz) 10.63 10 282.2789/211.2057/252.2683 100
(-)-Scopolamine C17H21NO4 304.1543 5.00 40 138.0914/103.0546/121.0649 0.1
7a-Hydroxytestosterone C19H2803 305.2111 6.86 30 287.2005/269.1900/145.1011 1
Stanozolol C21H32N20 329.2587 9.22 80 121.1013/107.0857/105.0701 0.1
21-Deoxycortisol C21H3004 347.2217 7.99 30 311.2004/121.0648/147.0805 1
Prednisone C21H2605 359.1853 7.24 20 341.1748/147.0806/171.0807 1
Curcumin C21H2006 369.1333 9.39 20 177.0545/245.0809/285.1117 1
Cholic acid (-2H20) (gjggggg ) (‘3“7)233‘;3) 8.89 20 355.2627/159.1167/145.1011 10
Finasteride C23H36N202 | 373.2850 9.26 60 305.259/317.2226/121.1013 0.1
Riboflavin CI7H20N406 | 377.1456 5.19 30 243.0874/172.0869/216.0767 1
trans-Zeatin glucoside CI6H23N506 | 382.1721 2.93 30 220.1191/202.1091/136.0618 0.1
Ochratoxin A C20HI8CINOG6 | 404.08954 9.39 20 239.0104/257.0209/358.0836 10
Lincomycin CI8H34N206S | 407.2210 4.88 30 126.1278/359.2177/389.2101 0.1
Folic acid CI9HI9N706 | 442.1470 4.64 10 295.0934/176.0566/313.1041 1
Glycodeoxycholate C26H43NO5 4503214 9.19 10 414.3001/432.31/339.2679 10
Psychosine C24H47NO7 462.3425 9.84 20 444.3321/282.2792/264.2686 10
Glycocholic acid C26H43NO06 4663163 8.12 15 430.2948/412.2843/337.2524 1
gi‘é’gﬁ:‘c“smmnc 21- C27H4008 493.2796 157 20 331.2264/313.2162/145.0496 1
Taurodeoxycholic acid C26H45N06S | 500.3040 8.28 10 464.2824/126.0220/482.2929 10
Taurocholic acid (-H20) (ggggigggzg) (iéggzzg) 7.46 10 462.2673/480.2778/337.2522 10
D-Pantethine C22H42N408S2 | 555.2517 5.55 10 425.1887/295.1254/147.0587 1
a-Ergocryptine C32H41N505 576.3181 7.59 30 223.1233/268.1447/558.3087 1
ﬁfgﬁ:g};’;@g} s C27H30014 579.1708 6.18 15 271.0598/433.1129/129.0547 1
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Naringin C27H32014 581.1865 6.24 10 273.0757/419.1331/435.1272 10
Rutin C27H30016 611.1607 5.73 10 465.1026/303.0498/449.1078 10
3'-Dephosphocoenzyme A | C21H35N7013P2S | 688.1562 2.05 20 428.036/348.0699/261.1264 >100
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Table S2. Acquisition parameters of the “reference” DDA workflow

MS1 acquisition

Scan range m/z 85-1000

Resolution 240,000 at m/z 200 (FWHM)
Maximum injection time 400 ms

AGC target 5x 10*

MS/MS acquisition

Activation HCD

Resolution 30,000 at m/z 200 (FWHM)
AGC target 5x 10

Maximum injection time 54 ms

Isolation width 0.8 Da

Stepped collision energy 10, 30, 50%

Filters

Intensity threshold 2.5% 10

Exclusion list

Intensity>1 x 10°, 5 ppm (see Table S6 as an
example)

Dynamic exclusion

4 s, after 2 repetitions in 1 s

Apex detection

3.5 s, 65% maximal peak height

Monoisotopic precursor selection (MIPS)

Peptide
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Table S3. Acquisition parameters of the DDA workflow combining low- and high-mass resolution

acquisitions.

MS1 acquisition

Scan range m/z 85-1000

Resolution 120,000 at m/z 200 (FWHM)
AGC target 4x10°

MS/MS acquisition for “present” molecules (“S1

subset”)

Activation HCD

Detection lon Trap

Resolution Normal

AGC target 1x10*

Maximum injection time 35 ms

Isolation width 0.8 Da

Stepped collision energy 15+£10% and 45+20%
MS/MS acquisition for “absent” molecules (“S2

subset”)

Activation HCD and CID

Detection Orbitrap

Resolution 15,000 at m/z 200 (FWHM)
AGC target 5x10*

Maximum injection time 22 ms

Isolation width 0.8 Da

Collision energy

HCD@30+20%, CID@22%

Common filters for “S1 and S2 subsets”

Intensity threshold 2.5x 10*
Apex detection 3.5 s, 65% maximal peak height
Monoisotopic precursor selection (MIPS) Peptide

Filters for ”S1 subset”

Targeted Mass

Compounds of interest (m/z +/- 5 ppm, RT range)

Targeted Mass trigger

Compounds of interest (m/z +/-5 ppm)

Dynamic exclusion

8 s, after 3 repetitions in 3 s

Filters for ”S2 subset”

Exclusion list

All compounds from the “S1 subset” and all
compounds with an intensity > 1 x 10° in blank
samples (5 ppm)

Dynamic exclusion

4 s, after 2 repetitionsin 1.5 s
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Table S4. Acquisition parameters of the DIA workflow

MS1 acquisition

Scan range m/z 85-1000
Resolution 120,000 at m/z 200 (FWHM)
Maximum injection time 200 ms

AGC target 5x 10
MS/MS acquisition

Activation HCD
Resolution 15,000 at m/z 200 (FWHM)
AGC target 5x 10*
Maximum injection time 22 ms
Stepped collision energy 30+£20%

m/z Windows

1 98 —132

2 129.5 - 145.5
3 144.5 - 160.5
4 159.5-175.5
3 174.5-190.5
6 189 — 211

7 209 — 262

8 259 — 301

9 300 — 400

10 399 - 602
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Table S5. List of the 72 metabolites annotated in plasma NIST in C18 LC condition and ESI+ ionization

Name Formula Mass Retention Time (min)
Uracil C4H4N202 112.0273 1.06
Creatinine C4H7N30 113.0589 0.83
Proline CSHONO2 115.0633 0.85
Betaine C5H11NO2 117.0790 0.82
Valine C5H11INO2 117.0790 0.93
Threonine / D-allo-Threonine C4HONO3 119.0582 0.84
Nicotinamide C6H6N20 122.0480 0.99
Pyroglutamic-acid C5H7NO3 129.0426 1.08
Pipecolinic-acid C6H11NO2 129.0790 0.94
Creatine C4HI9N302 131.0695 0.84
Isoleucine C6H13NO2 131.0946 1.28
Leucine C6H13NO2 131.0946 1.38
5-Hydroxyindole C8H7NO 133.0528 4.92
Hypoxanthine CS5H4N40 136.0385 0.99
Trigonelline C7H7NO2 137.0477 0.84
4-Imidazoleacrylic acid C6H6N202 138.0429 0.93
Methylimidazoleacetic-acid C6H8N202 140.0586 0.86
Stachydrine C7H13NO2 143.0946 0.85
4-Guanidinobutyric-acid CSHIIN302 145.0851 0.93
Glutamine C5H10N203 146.0691 0.81
Lysine C6H14N202 146.1055 0.72
L-Glutamic-acid C5HONO4 147.0532 0.82
Methionine C5HI11NO2S 149.0511 1.04
Acetaminophen-(4-Acetamidophenol) C8HONO2 151.0633 2.88
Histidine C6HIN302 155.0695 0.76
Carnitine C7H15NO3 161.1052 0.82
1-methyl-guanine / 7-methylguanine C6H7N50 165.0651 0.97
Phenylalanine C9H11NO2 165.0790 2.10
7-Methylxanthine C6H6N402 166.0491 1.45
3-Methylxanthine C6H6N402 166.0491 1.60
1-Methylxanthine C6H6N402 166.0491 1.74
Uric-acid C5H4N403 168.0283 0.94
1-Methylhistidine C7H11N302 169.0851 0.78
Arginine C6H14N402 174.1117 0.77
L-Citrulline C6HI3N303 175.0957 0.81
Cotinine C10H12N20 176.0950 1.08
Hippuric-acid CI9HIONO3 179.0582 4.93
paraxanthine / Theophylline C7H8N402 180.0647 3.95
Theobromine C7HEN402 180.0647 2.52
Tyrosine CO9HI11NO3 181.0739 1.16
3-Amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoic | C9HI11NO3 181.0739 1.17
1-Methyluric-acid C6H6N403 182.0440 1.46
4-Pyridoxic-acid C8HINO4 183.0532 1.37
N-acetyl-L-glutamine C7H12N204 188.0797 0.94
N6-Acetyl-L-lysine C8H16N203 188.1161 0.90
N6,N6,N6-Trimethyl-L-lysine C9H20N202 188.1525 0.76
Trans-3-Hydroxy-cotinine CI0H12N202 192.0899 0.91
(S)-Cotinine-N-oxide C10H12N202 192.0899 1.52
Caffeine C8H10N402 194.0804 4.89
Acetyl-L-carnitin COH17NO4 203.1158 1.01
Tryptophan CIIHI2N202 | 204.0899 424
Panthenol C9H19NO4 205.1314 2.48
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L-Kynurenine C10H12N203 208.0848 2.11
N-alpha-acetyl-L-arginine C8H16N403 216.1222 0.90
Propionylcarnitine CI0HI9NO4 217.1314 1.54
Pantothenic-acid CY9H17NO5 219.1107 2.45
(R)-Butyryl-carnitine C11H21INO4 231.1471 3.48
L-Cystine C6HI2N204S2| 240.0239 0.84
L-a-Glycerophosphorylcholine C8H20NOG6P 257.1028 0.77
Hexanoylcarnitine CI13H25NO4 259.1784 6.19
Phenylacetyl-L-glutamine CI13H16N204 264.1110 5.07
N-Acetyl-L-carnosine CI1H16N404 268.1172 0.88
1-Methyladenosine CI11HI5N504 281.1124 0.92
Octanoylcarnitine C15H29NO4 287.2097 7.63
5-Deoxy-5-(methylthio)adenosine CI11HISN503S| 297.0896 4.16
Decanoylcarnitine C17H33NO4 315.2410 8.79
Acetaminophen-glucuronide C14H17NOS8 327.0954 1.56
Sphingosine-1-phosphate C18H38NOSP 379.2488 10.24
glycochenodeoxycholic-acid C26H43NO5 449.3141 9.12
glycodeoxycholate C26H43NOS5 449.3141 9.29
Glycocholic-acid C26H43NO6 465.3090 8.21
Stercobilin C33H46N406 594.3417 7.16
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Table S6. Example of an exclusion list generated from contaminant background ions

il Start .time End .time
(min) (min)
90.97677 5 20
99.51234 8 14
103.95569 8 14
113.96374 0 14
114.0914 0 14
116.97196 8 14
121.9662 8 20
123.96438 8 20
125.98627 5 8
130.15904 0 14
139.98788 8 14
144.98213 8 20
146.98031 8 20
149.02328 0 14
150.02661 0 5
158.15388 0 5
158.96401 5 20
189.05138 0 8
194.11747 0 14
195.08755 0 5
199.18038 0 14
220.93438 5 14
226.95133 0.8 20
245.11387 0 5
268.24527 0 0.8
274.27385 8 14
279.15883 0 0.8
282.22136 0 14
288.9217 0 14
301.14073 0 5
306.89443 8 14
362.92603 5 20
415.21113 8 14
424.89646 5 14
427.37781 0 5
430.91334 5 20
476.30604 5 8
492.88401 8 14
498.90092 8 20
566.88831 8 20
634.87566 8 20
702.86305 8 20
703.57444 8 14
758.56899 8 14
759.57238 8 14
760.58458 8 14
761.58797 8 14
770.85044 8 20
782.56788 8 20
783.57138 8 14
784.58444 8 14
786.60024 8 14
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787.60364 8 14
804.55078 8 14
806.56801 8 14
808.5826 8 14
810.60005 8 14
265.96213 14 20
838.83751 14 20
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Table S7. Dot product scores obtained for the standard mixture by using the HCD-only DDA workflow
(mean values of three replicate measurements).

Metabolite Dot product
2-Aminophenol 999
Nicotinic acid 480
Isoleucine 687
4-Pyridylacetic acid 569
Triethanolamine 645
4-Methylumbelliferone 508
6,7-Dihydroxy-4-methylcoumarin 581
Capryloylglycine 296
Pantothenic acid 752
Flavone 727
Ala-Tyr 810
Dextrorphan 489
(£)-Propranolol 674
Formononetin 495
Dextromethorphan 551
19-Nortestosterone 685
Testosterone 646
Atropine 578
D-Sphingosine 720
(-)-Scopolamine 693
7a-Hydroxytestosterone 676
Stanozolol 939
21-Deoxycortisol 761
Prednisone 839
Curcumin 773
Cholic acid 630
Finasteride 544
Riboflavin 620
trans-Zeatin glucoside 758
Ochratoxin A 779
Lincomycin 805
Folic acid 672
Glycodeoxycholate 729
Psychosine 852
Glycocholic acid 770
Deoxycorticosterone 21-glucoside 804
Taurodeoxycholic acid 733
Taurocholic acid (-H20) 718
D-Pantethine 617
a-Ergocryptine 791
Apigenin 7-O-neohesperidoside 874
Naringin 699
Rutin 807
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Table S8. Dot product scores obtained by DDA and DIA for a set of 34 metabolites (mean of 3 replicates
per extraction).

DDA DIA
Metabolite Mean Dot Mean Dot Mean Dot Mean Dot
Product Product Product Product
Extraction 1 Extraction 2 Extraction 1 Extraction 2
Proline 460 604 626 605
Betaine 750 641 656 657
Pyroglutamic-acid 579 588 465 478
Creatine 807 810 236 247
Leucine/Isoleucine 747 749 621 708
Hypoxanthine 596 615 570 552
Trigonelline 725 742 30 35
Stachydrine 868 870 570 596
Glutamine 741 769 467 467
Lysine 841 852 415 447
Methionine 861 931 585 630
Acetaminophen-(4-Acetamidophenol) 708 714 708 737
Histidine 783 748 51 51
Carnitine 489 495 643 694
Phenylalanine 656 662 534 535
Uric-acid 863 824 765 805
1-Methylhistidine 542 585 133 97
Arginine 778 807 688 685
Cotinine 810 805 831 830
Paraxanthine / Theophylline 755 690 764 763
Theobromine 762 693 947 948
Tyrosine 831 838 709 711
Trans-3-Hydroxy-cotinine 840 789 672 703
Tryptophan 835 841 517 515
Propionylcarnitine 853 848 919 913
Pantothenic-acid 505 479 338 402
(R)-Butyryl-carnitine 598 483 855 689
Hexanoylcarnitine 487 477 741 743
Phenylacetyl-L-glutamine 900 898 898 899
Decanoylcarnitine 566 660 873 870
Acetaminophen-glucuronide 557 590 452 449
Sphingosine-1-phosphate 764 721 193 163
Glycochenodeoxycholic-acid 822 742 865 866
Glycocholic-acid 664 513 431 376
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Table S9. Comparison of performance characteristics of MS-Only, DDA-MS, DIA-MS, and DIA-

MS/MS workflows
MS-Only DDA-MS
Estimated | Dynamic Accuracy Estimated | Dynamic Accuracy
Metabolite LOD range r2 LOD range | r2
(ng/mL)* | (ng/mL) @0.25 @3 (ng/mL)* | (ng/mL) @0.25 | @3
ng/mL | ng/mL ng/mL | ng/mL
Scopolamine 0.05 0.05-10 [0.99| 102 96 0.05 0.05-10 [0.99| 102 98
Flavone 0.25 0.25-10 [0.95| 108 93 0.1 0.1-3 093 81 102
Formononetin 0.5 0.5-10 |0.96| 103 85 0.25 0.25-10 {0.95| 107 86
Finasteride 0.1 0.1-3 ]092| 83 104 0.1 0.1-3 1092 86 103
Propanolol 0.05 0.05-10 {098 | 98 99 0.05 0.05-10 |0.99| 99 99
trans-ZeatinGlucoside 0.25 0.25-10 {097 | 103 94 0.25 0.25-10 {0.97| 105 95
Dextrorphan 0.05 0.05-10 [0.98| 97 99 0.05 0.05-10 |0.98| 97 98
Lincomycin 0.25 0.25-10 [0.97 | 105 96 0.05 0.05-10 |0.98| 96 100
alpha-Ergocryptine 0.5 0.5-10 |0.98| 103 94 0.25 0.25-10 {0.98| 100 94
DIA-MS DIA-MS/MS
Estimated | Dynamic Accuracy Estimated | Dynamic Accuracy
Metabolite LOD range r2 | @0.25 @3 LOD range r2 | @0.25| @3
(ng/mL)“ | (ng/mL) ng/mL | ng/mL (ng/mL)* | (ng/mL) ng/mL | ng/mL
Scopolamine 0.05 0.05-10 {0.98| 100 97 0.25 0.25-10 [0.98| 102 97
Flavone 0.1 0.1-3 092 84 102 0.25 0.25-10 |0.96| 107 94
Formononetin 3 3-10 NA | NA NA 3 3-10 NA | NA NA
Finasteride 0.1 0.1-3 092 85 102 0.25 0.25-10 |0.96| 109 98
Propanolol 0.05 0.05-10 [0.98| 99 98 0.1 0.1-10 [0.98| 100 99
trans-ZeatinGlucoside 0.25 0.25-10 [0.97| 103 94 3 3-10 NA | NA NA
Dextrorphan 0.05 0.05-10 {0.98| 98 99 0.1 0.1-10 [0.98| 101 98
Lincomycin 0.25 0.25-10 | 0.97| 105 95 3 3-10 NA | NA NA
alpha-Ergocryptine 0.25 0.25-10 [0.98| 101 95 0.5 0.5-10 [0.97| 100 99

 Determined as the lowest calibration point with a CV<20%

NA: Not Applicable

Highlighted with a yellow background are the accuracies measured at 0.5ng/mL
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Figure S1. Comparison of HCD spectra acquired for 4-pyridylacetic acid on the Orbitrap Fusion™ or on a Q-

Exactive™ using variable m/z windows for fragment ions.
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Figure S2. Comparison of HCD spectra acquired for propanolol on the Orbitrap Fusion™ or on a Q-

Exactive™ using variable m/z windows for fragment ions.
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Figure S3. Comparison of HCD spectra acquired for ochratoxin A on the Orbitrap Fusion™

Exactive™ using variable m/z windows for fragment ions.

orona Q-

S-17



Optimal collision energy in ESI+ for 482 standard metabolites
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Figure S4. Distribution of optimal collision energy for 482 standard metabolites.
These energies were determined in ESI+ on a Q-Exactive instrument. Collision energy was considered as

optimal if the parent ion presents a relative abundance between 15 and 45%.
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Figure SS. Distribution of optimal collision energy for 72 standard metabolites identified in NIST plasma
using C13 UHPLC system coupled to (ESI+)-MS/MS.
These energies were determined in ESI+ on a Q-Exactive instrument. Collision energy was considered as

optimal if the parent ion presents a relative abundance between 15 and 45%.
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Abstract

Background: High resolution mass spectrometry (HRMS) is being used increasingly in the context of suspect and
non-targeted screening for the identification of bioorganic molecules. There is correspondingly increasing awareness
that higher confidence identification will require a systematic, group effort to increase the fraction of compounds
with tandem mass spectra available in central, publicly available resources. While typical suspect screening efforts
will only result in tentative annotations with a moderate level of confidence, library spectral matches will yield higher
confidence or even full confirmation of the identity if the reference standards are available.

Results: This article first explores representative percent coverage of measured tandem mass spectra in selected
major environmental suspect databases of interest in the context of human biomonitoring, demonstrating the
current extensive gap between the number of potential substances of interest (up to hundreds of thousands) and
measured spectra (0.57-3.6% of the total chemicals have spectral information available). Furthermore, certain datasets
are benchmarked, based on previous efforts, to show the extent to which acquired experimental data were compa-
rable between laboratories, even with HRMS instruments based on different technologies (i.e., quadrupole—quadru-
pole-time of flight versus ion trap/quadrupole-Orbitrap). Instruments and settings that are less comparable are also
revealed, primarily linear ion trap instruments, which show distinctly lower comparability.

Conclusions: Based on these efforts, harmonization guidelines for the acquisition and processing of tandem mass
spectrometry data are proposed to enable European (and ideally worldwide) laboratories to contribute to common
resources, without requiring extensive changes to their current in house methods.
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Background

Detection, annotation and identification

The goal of suspect and non-targeted analysis is to pro-
vide extensive qualitative information on the chemical
composition of a sample. These analytical approaches are
possible because of recent technologies and instrumen-
tation, which are capable of generating large amounts
of chemical information from low sample amounts. In
particular, high-resolution mass spectrometry (HRMS)
is one of these innovative technologies for large-scale
and high-throughput profiling of complex samples [1].
However, assigning chemical identities to a set of mass
spectrometric signals is not trivial and requires strongly
consolidated data processing as well as appropriate qual-
ity assurance (QA) and quality control (QC) procedures.
Particularly the confidence of the assigned chemical iden-
tities (annotations) is a crucial issue [2]. As the aim is typ-
ically to confirm the presence of as many compounds as
possible, adequate strategies have to be used in reporting
the results, both for research and in the context of regu-
latory use. While QA/QC aspects are well established in
the field of conventional targeted methods, these are cur-
rently less developed for non-targeted analyses, although
these are discussed actively in both the metabolomics
and environmental communities (e.g., [2, 3]).

This article explores possible strategies for QA/QC of
tandem mass spectral libraries and databases, especially
suitable for the annotation of chemicals of emerging con-
cern in the context of human biomonitoring (specifically
within the Human Biomonitoring for Europe project,
HBMA4EU, http://www.hbm4eu.eu) and environmental
monitoring (initiatives originating from the NORMAN
Network, http://www.norman-network.net). It reflects
on existing initiatives and approaches that can be used
to assign well-defined confidence levels to annotated bio-
markers (either of exposure or effect), to check the qual-
ity of existing sets of tandem mass spectra data, and for
acquiring new experimental data, as well as any gaps that
may need to be addressed.

For this article, a few definitions are clarified here, with
further definitions given in the Glossary below. Detec-
tion refers to the collection of compound-specific data
by instrumental analysis. For chromatography coupled to
mass spectrometry, this collected data may include reten-
tion times, mass-to-charge ratios (/z) of molecular ions,
adducts and possibly fragment ions as well as the presence
and relative abundances of fragment ions and isotopo-
logues. Annotation is the act of linking a detected mass
spectrometric feature with a chemical identity, taking into
account the detected chromatographic and spectrometric
characteristics. Identification is the process of proving or
verifying that the annotated compound is indeed the pro-
posed chemical (i.e., the annotation can be confirmed).
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Annotation is generally performed using analytical evi-
dence of the measured dataset alone [1-3], along with
additional supporting evidence (e.g., experimental con-
text [2] and metadata [4—6]). In contrast, identification is
generally accomplished by comparing measured data sets
(e.g., using reference standards), where one set of features
is obtained from the analysis of an unknown compound;
the other from a reference standard of known identity.
In this context, defining objective metrics for confirma-
tion of identity is a challenging task. Ideal metrics should
minimize the number of false positive and false negative
identifications (see below).

Sufficient analytical data must be available to enable
definitive identification. Like a fingerprint, this evi-
dence should be a unique set of information capable of
excluding all other chemical entities from consideration
(unequivocal identification). In the case of a mass spec-
trometry (MS)-based characterization, such a chemical
fingerprint can partly be created in silico (e.g., m/z-values
of molecular ions, relative abundances of isotopologues
given the molecular formula and, to some extent, frag-
ment ions) and/or by analyzing reference standards (e.g.,
m/z-values of fragment ions, retention times in chroma-
tographic systems). These “fingerprints” (often specific
for distinct instrumental settings) are generally stored in
databases. While predictive (in silico) methods exist for
both fragment (e.g., [7, 8]) and retention time informa-
tion (e.g., [9-12]), these are not yet sufficiently accurate
for unequivocal identification, although these are con-
stantly improving in accuracy. Thus, complete “stand-
ards-free” identification is not yet possible for HRMS,
although it is becoming increasingly possible to get rea-
sonable annotations using “standards-free” approaches.

From an analytical point of view and depending on the
available information for annotation, chemicals can be
divided into three categories, which we define as follows
for this article (see Fig. 1).

Compounds of interest:

“SUSPECTS”

\ Compounds included in
tandem mass spectral databases:

All other compounds
part of the chemical space:

“NON-TARGETS”
and “UNKNOWNS”

Fig. 1 The chemical space difference between targets, suspects and
non-targets/unknowns
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Targets are compounds (“knowns”) that are preselected
for analysis in a sample and for which full mass spectro-
metric reference data, including MS/MS fragmentation
and retention time, is available for annotation. The ref-
erence data are usually acquired with certified reference
standards in house; the reference mass spectra and, in
some cases retention times (depending on the database),
are stored in mass spectral databases.

Suspects are known compounds (“known unknowns”
[13]) that are expected (“suspected”) to be present in a
sample, but for which either no reference standard (in
house) or incomplete mass spectrometric reference data
are available, such that unequivocal annotation is not
always directly possible. In suspect screening, this could
be either missing or measured with alternative methods,
or predicted with computational tools, and as such not of
sufficient accuracy in many cases to allow reliable anno-
tation—although it may provide supporting evidence. For
instance, while MS information can be computed reli-
ably from the structure, the in silico prediction of MS/MS
fragmentation and retention time information still needs
to be improved.

Both targets and suspects represent subsets of the
entire chemical space in a sample (Fig. 1). Suspects can
be “converted” into targets by collecting comprehensive
mass spectrometric reference data that enables unequiv-
ocal identification of the suspect compound (usually reli-
ant on the availability of reference standard compounds).
The remaining signals in the sample are generally termed
non-targets or unknowns—for which no target or suspect
identity can be assigned readily. These require full eluci-
dation and are beyond the scope of this article.

Inspired by European regulatory documents and a clas-
sification system originally proposed by Sumner et al.
[14] for metabolomics, a classification system tailored
for HRMS primarily for the environmental context was
proposed by Schymanski et al. [2] in 2014. Level 1 (con-
firmed structure) described identification that has been
verified via the appropriate measurement of a reference
standard with MS, MS/MS and retention time match-
ing, matching the definition of targets above. A “probable
structure” (Level 2) is obtained by unambiguous match-
ing literature or library data (Level 2a) or via diagnostic
evidence (Level 2b), where the diagnostic evidence must
clearly rule out all other candidate structures. “Tenta-
tive candidates” (Level 3) describe the case where the
available data provide evidence for possible or likely
structure(s), but insufficient information exists for one
exact structure only (e.g., positional isomers). Level 4 or
5 identifications are typically “unknowns’, where only the
molecular formula (Level 4) or exact mass (Level 5) are
known. Since initiation of the level system in 2014, sev-
eral practical cases have evolved within each level and
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these are, for instance, now encoded into the mass spec-
tral processing software RMassBank [15].

Tandem mass spectral databases: current status

Tandem mass spectral databases are indispensable tools
for compound annotation in non-targeted HRMS work-
flows based on soft-ionization mass spectrometry (typi-
cally liquid chromatography (LC)-HRMS) and good
matches can yield Level 2a annotations in many cases.
Several reviews are available describing the development
and application of tandem mass spectral databases [3,
16-22]. Typically, a tandem mass spectral database rep-
resents an organized collection of tandem mass spectral
data within a management system. The database man-
agement system enables the user, or other applications,
to interact with data within the database itself. Tandem
mass spectral databases are acquired by the analysis of
reference standards. Since a fragmentation spectrum can
look different depending on the excitation process (e.g.,
resonant vs. non-resonant) as well as the collision energy
applied to the parent ion, state-of-the-art databases
include sets of compound-specific spectra that were
acquired by applying different collisions energy settings,
as well as different instruments [23, 24]. Fragmentation
is typically accomplished by collision-induced disso-
ciation (CID) or higher-energy collisional dissociation
(HCD). Usually, the spectral information is processed
prior to storage in a library. Curation efforts may include
manual inspection of mass spectra by experienced mass
spectrometrists, noise and artifact removal, recalibration
of spectra and peak annotations, as well as inter-library
comparisons [15, 23, 25-27]. In some databases, such
as the Human Metabolome Database (HMDB [28]) and
MassBank of North America (MoNA, [29]), experimen-
tal data are now complemented with in silico-generated
spectra.

In 2016, the overlap of compounds with tandem mass
spectra from authentic reference standards in most pub-
lic and commercial databases was evaluated by Vinaixa
et al. [16]. A total of 27,622 unique compounds were pre-
sent across all databases. Among the 7127 compounds
in the four open databases HMDB 3.0 [30], MassBank
[24], the Global Natural Product Social Molecular Net-
working library (GNPS) [31], and the RIKEN MS" spec-
tral database for phytochemicals (ReSpect) [32], only 18
compounds (<1%) had at that time at least one form of
spectral data in all databases. When comparing all com-
bined open databases versus four commercial ones, only
225 compounds out of 27,622 (<1%) had at least one
form of spectral data in all databases. The ratio of com-
pounds in each database with any type of spectral data
in two or more databases was generally>50%, with the
exception of METLIN and GNPS, which only overlapped
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approximately 35% with other databases in terms of com-
pounds. As there is a relatively low overlap of compounds
among existing spectral databases, most scientists cur-
rently use multiple databases. Since the 2016 review,
many of the databases have expanded their compound
coverage immensely and many of the open libraries have
cross-imported their spectral records. However, the issue
of overlap and coverage of relevant substances in chemi-
cal space remains [17].

Conceptually, the premise of spectral library search-
ing is very simple: the fragmentation pattern of a
molecule is a reproducible fingerprint of that mol-
ecule under a given set of fixed conditions, such that
unknown spectra acquired under similar conditions
can be identified via spectral matching [33]. Automated
spectral library searching involves software with tai-
lor-made search algorithms for tandem mass spectral
databases [34-37]. The search score obtained follow-
ing the database search represents the likelihood that
the searched spectrum corresponds to a given refer-
ence spectrum in the mass spectral database. A low
score indicates that the experimental fragmentation
pattern has low similarity to any stored reference spec-
trum. A high score indicates significant spectral over-
lap and, consequently, that the analyte is likely either
structurally similar or even identical to the reference
compound. Library search should be both sensitive
and specific, producing as few false negative and false
positive results as possible. Ideally, the scores obtained
should be able to distinguish true and false positive
matches [18]. To compare with historical targeted
methods applied in a regulatory context (e.g., forensic
toxicology and food safety), the primary objective of a
screening method is to limit the risk of false negatives
(e.g., 1%) and to keep to an acceptable risk of false posi-
tives (e.g., 5%). The latter should be further reduced by
confirmatory analyses using reference standard com-
pounds. Non-targeted methods with consolidated QA/
QC thus have to consider and document these issues
during the development and evaluation of method
performances, as well as in reporting of results. False
discovery rates, applied successfully in proteomics for
many years [38], are now being developed for small
molecule MS/MS [39], but are not yet widely integrated
into tandem library software.

There is also extensive discussion about the robustness
and transferability of tandem mass spectral libraries. For
a long time, the predominant opinion was that libraries
would only be useful on the instrument used to acquire
reference spectra, due to the limited reproducibility of
tandem mass spectra. This situation has changed thanks
to both progress in instrument technologies and infor-
matics tools. Databases combining advanced library
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designs with tailor-made search algorithms have been
shown to enable reliable compound identification with
spectra acquired in different laboratories with various
instruments and different instrument settings [18, 27].
While pre-acquisition harmonization of analytical pro-
cedures was researched, the participating laboratories
encountered a number of difficulties [40]. Thus, the cur-
rent trend is rather to look for a post-acquisition flex-
ibility of the MS/MS reference library and associated
matching algorithms to deal (as much as possible) with
the diversity of imported experimental data without sac-
rificing the ambitioned confidence level in terms of cor-
rect annotation.

Over the last 10 years, there has been substantial pro-
gress in the quality of tandem mass spectral databases.
Today, spectral acquisition of reference spectra is accom-
plished regularly on high-resolution instrumentation (i.e.,
quadrupole—quadrupole-time of flight (QqTOF), Orbit-
rap) employing multiple collision energies for fragmenta-
tion to comprehensively cover the breakdown curves of
reference compounds. Besides the protonated and depro-
tonated molecular ions, adduct ions, in-source fragments
as well as isotopologues are commonly selected as pre-
cursor ions [18, 25, 26]. Furthermore, to improve spec-
tral quality, generally only curated spectra are stored in
databases, which come bundled with improved search
algorithms. As knowledge and understanding of mass
spectra increase, automated curation procedures are
being implemented and constantly improved to reduce
the manual curation load associated with mass spectral
database creation [15, 25]. Overall, the ambition for a
“universal tandem mass spectral database” is closer to a
reality. However, this ambition requires definition and
implementation of some common procedures to ensure
the reliability and robustness of the generated data, both
stored in the desired tandem mass spectral reference
library and generated from each experimental sample.

A number of reference tandem mass spectral databases
exist that have to be considered in the frame of identi-
fication of chemicals of emerging concern, in terms of
structuration and/or content. These existing resources
should serve as a basis to avoid unnecessary time spent
in re-implementing existing and reliable elements, and
to ensure a coherence of the ambitioned outputs with
potential established standards. However, an obvious lack
of high-level QA/QC consolidation appears within many
of these existing databases (e.g., percentage of errone-
ous information, insufficiently or non-adequately curated
spectra), together with some necessary adjustments for
specific applications (e.g., human metabolites of contami-
nants are not well represented as compared to parent
compounds).
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Methods—proposed QA/QC framework

Generic strategy for converting suspects into targets

The long-term goal in terms of developing screening
capabilities would be to progressively include a large part,
ideally all, of the compounds listed in “suspect lists of
interest” (e.g., [41]) into corresponding entries in tandem
mass spectral libraries. This would allow the conversion
of suspects (generally Level 3) into targets (Level 1, if the
retention time information has been measured in house
or on an identical chromatographic regime elsewhere) or
higher confidence tentative matches (Level 2a, spectral
library match). The strategy for accomplishing this aim
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involves (1) QC of already acquired tandem mass spectral
data to determine how many suitably comparable mass
spectral records exist and (2) QA-guided acquisition of
new reference spectra, shown in Fig. 2.

To determine a baseline for the status of environmen-
tally and toxicologically relevant compounds and their
presence in various resources, a mapping exercise was
performed. Compound numbers (number of entries)
were obtained for the CompTox Chemicals Dashboard
[42], NORMAN SusDat [43], HMDB [28], DrugBank
[44], the Toxic Exposome Database (TEDB) [45] and
Exposome Explorer [46] from their respective websites

SUSPECT -

Yes |>

Tandem in space?

Yes l»

Start of scan
range at < 50?

No i A

Yes L Multiple collision ]

Curated spectra?

+ No
Reference spectra No > Reference standard
available? available?
* Yes Yes
Quality checks
v Acquisition of tandem
HR-MS/MS? e > mass spectral data

No

No

energies?

Yes i

Filtering,
noise removal,
and recalibration

Yes

Benchmarking experiments

TARGET <

Fig. 2 The proposed workflow to convert suspects into targets
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or download files on March 15, 2019. CompTox numbers
mapping to mzCloud [47], MassBank [48] and WRTMD
[49] were obtained via downloading the respective list
files (list codes on https://comptox.epa.gov/dashboard/
chemical_lists are: MZCLOUD, HDXNOEX, MASSB
ANKEUSP, MASSBANKREF, MYCOTOXINS, WRTMD
), also on March 15, 2019 and counting/merging by
InChIKey first block (thus ignoring stereochemistry).
HMDB MS/MS numbers were obtained from download
files (March 15, 2019) and cross-checked with InChIKey
mappings still on record from a previous study [16]; also
counting by InChlIKey first block. SusDat mappings to
MassBank were obtained by extracting list S1 results
from the download file. To provide a global, up-to-date
overview, all compounds with MS/MS annotation that
were listed in the PubChem [50] Table of Contents
Browser  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/classifica
tion/#hid=72) were exported as SMILES [51], converted
to InChIKeys using Open Babel [52], and counted by
unique InChlIKey first block. While both DrugBank and
T3DB contain MS/MS records, this information is not
available in their export files, and these contain high
overlap with HMDB where the information is mapped
extensively in the download files.

The authors note that while many more resources are
available, these are open resources with pre-mapped
information to the highest quality and relevant MS/MS
records to form a sufficient information basis for the out-
come of this article.

Page 6 of 19

Quality control and benchmarking of tandem mass
spectral libraries

The library of the Helmholtz Centre for Environmental
Research (UFZ) being part of MassBank was used as test
set to demonstrate the usefulness of the proposed strat-
egy. The UFZ library (at that stage) contained 636 MS/
MS spectra corresponding to 167 compounds. Reference
spectra were recorded on a LTQ-Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). HCD product-ion
spectra were acquired at three different collision energy
levels (HCD 35, 55, 80) at a nominal resolving power of
30,000. The R package RMassBank was used to perform
recalibration and clean-up of acquired spectra [15].
The curated spectra are available at https://github.com/
MassBank/MassBank-data/tree/master/UFZ.

The spectra of the UFZ library were searched against
“The Wiley Registry of Tandem Mass Spectral Data”
(WRTMD) [53]. Library search was accomplished using
‘MSforID Search’ [34, 35] as described in the Additional
file 1. The spectra of compounds covered in both UFZ
and WRTMD served as positive controls. The number
of positive identifications obtained with the positive con-
trols were counted and used to calculate the statistical
parameter sensitivity (= true positive rate).

Interlaboratory study to validate acquired reference
spectra

An interlaboratory study was organized to verify that
participating laboratories were generating new reference
data with experimental settings and workflows that were

Table 1 Fifteen test compounds used to assess the interlaboratory comparability of tandem mass spectral data

Name DTXSID SMILES Molecular formula Monoisotopic mass
Amiloride DTXSID9043853  NC(=N)NC(=0)C1=NC(CHh=CN)N=CIN CsHgCIN,O 229.04789
Phenazone DTXSID6021117  CNIN(C(=0)C=C10)C1=CC=CC=C1 C,H N0 188.09496
Cyclizine DTXSID4022864  CN1CCN(CC)C(CT1=CC=CC=CT)C1=CC=CC=CT CigHnN, 266.17830
Desipramine DTXSID6022896  CNCCCN1C2=C(CCC3=C1C=CC=C3)C=CC=C2 CigHnN, 266.17830
Dibucaine DTXSID3045271  CCCCOCT=CC(C(=0)NCCN(CO)CO)=C2C=CC=CC2=N1 CyoHaoN50, 343.22598
Dixyrazine DTXSID10947639  CC(CNTCCN(CCT)CCOCCO) CyH33N;055 427.22935
CN2C3=CC=CC=C3SC4=CC=CC=C42
Dothiepin DTXSID2022961  CN(O)CCC=C1C2=CC=CC=C2CSC2=C1C=CC=C2 CgH5NS 295.13947
Ethambutol DTXSID8023006  CC[C@@H(COINCCN[C@@H](CO)CO C,oH2:N,05 204.18378
Etofylline DTXSID5023031  CN1C2=C(N(CCO)C=N2)C((=0)N(C)C1=0 CgHiaNLO; 224.09094
Mefruside DTXSID0048844  CN(CC1(C)CCCON)S(=0)(=0)C1=CC=CICNC(=CNSINI=0)=0  C,3H,,CIN,05S, 382.04239
Metoclopramide ~ DTXSID6045169  CCN(CC)CCNC(=0)C1=CC(CH=CN)C=C10C C,4H,,CIN;O, 299.14005
Nylidrin DTXSID4023387  CC(CCC1=CC=CC=CNNCO)C(O)C1=CC=C(O)C=CT C,oH5NO, 299.18853
Phentermine DTXSID9023461  CCO(N)CC1=CC=CC=C1 CioHisN 149.12045
Sulfamethoxazole DTXSID8026064  CC1=CCNS(=0)(=0)C2=CC=C(N)C=C2)=NO1 CioH11N;05S 253.05211
Sulfamoxole DTXSID5023617  CC1=C(ON=C(NS(=0)(=0)C2=CC=C(N)C=C2)O1 Ci4H13N;055 267.06776

Further information (InChls, SMILES, InChlKeys, etc.) is provided in Additional file 2
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Table 2 Overview of instrumentation used by the laboratories participating in the interlaboratory study dedicated
to evaluating the degree of comparability and transferability of acquired reference spectra

Laboratory Instrument type
1 Q-Orbitrap-LIT

2 Q-Orbitrap

3 Q-Orbitrap

4 LIT-Orbitrap

5 LIT-Orbitrap

6 QqTOF

7 QqTOF

compatible with existing reference spectra collections.
Each participating lab was asked to use fifteen reference
compounds for producing tandem mass spectral librar-
ies. Table 1 includes the set of compounds used in this
study. They have already been applied to test the transfer-
ability of the WRTMD in different laboratories with vari-
ous available instruments and procedures (e.g., [18, 34,
36]). Seven laboratories involved in the NORMAN Net-
work and/or HBM4EU participated in the interlabora-
tory study. An overview of the applied instrumentation as
well as the applied fragmentation technique is provided
in Table 2 as well as in the Additional file 1.

The seven collections of centroided, averaged and
curated tandem mass spectra were benchmarked against
the WRTMD. Benchmarking included two sets of experi-
ments: (1) matching the test spectra to the WRTMD,
and (2) matching the spectra of the 15 test compounds
included in the WRTMD to modified libraries derived
from the WRTMD by substituting the original reference
spectra with the newly generated libraries. For statisti-
cal evaluation of library search performance, all test sets
were grouped according to the collision energy settings
used to acquire the individual spectra.

Results and discussion

Starting point—overview on existing tandem mass
spectral data for chemicals of potential concern

Various initiatives and/or sources of information have
documented proposed lists of chemicals of emerging
concern in various contexts, mainly in the field of envi-
ronment and toxicology. Examples are the many lists on
the NORMAN Suspect List Exchange [41] and the cor-
responding merged database SusDat [43], the CompTox
Chemicals Dashboard [42] and a series of topical data-
bases from the Wishart laboratory and collaborators (e.g.,
HMDB [28, 30], DrugBank [44], the Toxin and Toxin
Target Database (T3DB) or Toxic Exposome Database
(TEDB) [45] and the Exposome Explorer database [46]).
While these sources overlap to some extent, they also

Brand Fragmentation
technique

Orbitrap Fusion Tribrid, Thermo HCD

Q Exactive, Thermo HCD

Q Exactive Plus, Thermo HCD

LTQ Orbitrap XL, Thermo HCD

LTQ Orbitrap XL, Thermo HCD and CID

6530 QTOF, Agilent CID

TripleTOF 5600+, Sciex CiD

provide a lot of complementary information and func-
tions. As several reviews have covered the number of
overlapping substances in tandem mass spectral librar-
ies in various contexts (especially metabolomics) recently
[16, 17, 54], the focus here will be on substances of inter-
est for the environmental and biomonitoring contexts,
using the resources mentioned. Looking into these col-
lections, tandem mass spectral fragmentation informa-
tion is already available for a considerable number of
suspects in MassBank, HMDB, WRTMD or mzCloud,
but this represents only a fraction of the substances actu-
ally present in the respective resources.

An overview of the number of compounds in the
respective resources, as well as the number of entries
that map to mass spectral data within that resource is
given in Fig. 3. The CompTox Dashboard (875,000 com-
pounds) includes 3997 compounds in mzCloud, 2377 in
MassBank and 1429 in WRTMD, corresponding with
5019 unique compounds (ignoring stereochemistry dif-
ferences), thus 0.57% of the resource. HMDB (144,098
compounds) contains MS/MS data corresponding to
750 unique compounds (ignoring stereochemistry), or
0.66% of the resource. NORMAN SusDat contains 40,180
entries, of which 1387 are in MassBank (3.6% of SusDat).
This overview shows that tandem mass spectral data is
available only for a rather low number of compounds.
A further complicating factor is that these tandem mass
spectral data are spread among several spectral col-
lections. For the vast majority of interesting suspects,
no public mass spectral data exists and measured mass
spectral data will have to be newly generated, if possi-
ble. While METLIN now claims MS/MS spectra of over
500,000 chemicals (https://metlin.scripps.edu/, accessed
8 Dec. 2019), information on the coverage is not avail-
able, nor are the spectra openly available. However, as
the PubChem database [50] aggregates information from
a number of sources, the 74,678 compounds with MS/
MS annotations (ignoring stereochemistry; 89,726 with
stereochemistry), of 102,404,298 compounds (~ 0.073%
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CompTox 03/19

HMDB 4.0

DrugBank 5.1.2

TEDB/T3DB 2015

Exposome Explorer
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PubChem 02/20

1 100

m Compounds with MS/MS

Fig. 3 Selected resources relevant for environmental and/or human biomonitoring studies (in blue, see main text) as well as the corresponding
mass spectral entries, where available (orange). Both SusDat and HMDB have mass spectral resources integrated (SusDat partially), while CompTox
has lists mapped to spectral libraries, indicating availability and PubChem has a Table of Contents with the number of compounds containing MS/
MS annotations. CompTox, HMDB, and SusDat have more extensive in silico entries available that have not been represented here. While both TEDB
and DrugBank list MS/MS entries (measured and in silico), this information is not as easily accessible as HMDB and many entries overlap with HMDB
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of PubChem) give a reasonable indication of the total
number of compounds with MS/MS information avail-
able to some extent, although some of these are in silico
and many of these are not directly relevant for human
biomonitoring or environmental studies.

The generation of new reference spectra is considered
to represent an important element for the successful and
long-term establishment of non-targeted LC-MS. As a
single laboratory will not have the necessary resources
available to handle the huge number of suspects ahead,
this challenge must be addressed as a group. For success-
ful realization of multi-partner generation of reference
spectra, harmonization of acquisition and processing
strategies is essential. Related QA actions imply applica-
tion of generally agreed best practice procedures and
participation in interlaboratory studies (see below). How-
ever, even by joining forces with respect to manpower and
instrumentation, there will be further challenges ahead,
and these are related to prioritization of suspect lists and
availability of the corresponding reference standards.

Existing techniques for prioritizing chemicals are
generally based on risk assessment [55, 56], which
involves assessment of exposure and hazard. Other
useful criteria might represent detectability by ana-
lytical techniques (e.g., LC-MS with ESI in positive
or negative ion mode), legal status, importance for a
defined research project [1], or simply the availability
of reference information [4, 5, 57].

As things are now, over the next years a steady
increase of the number of chemicals of emerging con-
cern included in tandem mass spectral libraries is
expected. Already available spectral collections are
considered to represent nuclei for even larger collec-
tions. Therefore, much effort should also be put into
the QC of already acquired tandem mass spectral data
to determine how many suitably comparable mass
spectral records already exist (see below).

Quality control of MassBank collections
MassBank is an important collection of reference tandem
mass spectra [24]. Currently, 45 collections are available
on MassBank (https://massbank.eu/MassBank/Recor
dIndex) with more than 55,075 tandem mass spectra (of
76,037 spectra total) representing 14,297 compounds
(15,988 stereoisomers) total (over all spectral types). In
terms of compound coverage, there is significant overlap
between MassBank and the WRTMD that can be used to
create sets of positive controls for testing the libraries.
Positive controls are particularly suitable for testing the
quality and comparability of databases. Matching posi-
tive controls is used to determine the sensitivity (=true
positive rates) of a database. Ideally, the obtained sensi-
tivity values should be close to 100%. Negative controls
are used to test the specificity (=true negative rate) of a
database.
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Fig. 4 Overview on the average match probability (amp) distribution
obtained from matching 352 positive controls representing 87
compounds part of the UFZ library to the WRTMD. An amp-threshold
of 5.0 was used to distinguish between positive and negative
matches. The overall sensitivity was 89.7%. For 70 compounds,

all test spectra led to positive matches with amp>5.0. For sixteen
compounds at least one test spectrum retrieved an amp-value
below the specified threshold of 5.0 indicating insufficient similarity
between test and reference spectra

Initial benchmarking efforts between the Swiss Fed-
eral Institute of Aquatic Science and Technology (Eawag)
MassBank collection and the WRTMD were published
recently [27]. Spectra from the 233 overlapping sub-
stances between the two collections were used as posi-
tive controls. Of particular interest was the fact that the
Eawag spectra were acquired with an Orbitrap instru-
ment (HCD and CID), whereas the WRTMD spec-
tra were acquired on a QqTOF. Spectra in the range of
collision energy 20-50 eV on the QqTOF and 30-60%
NCE on the Orbitrap provided optimal library matching
results with sensitivity-values 95.1-98.4% [27]. Therefore,
it was concluded that both collections enable reliable
compound identifications, and that they are ready for use
in suspect screening applications.

Another important spectral collection within Mass-
Bank is the UFZ library. The library contains tandem
mass spectra of 167 compounds. The spectra were
acquired on an Orbitrap with HCD. For each com-
pound, reference spectra were acquired with three dif-
ferent collision energy settings. All spectra were curated
and recalibrated before storing in MassBank. 87 refer-
ence compounds included in the UFZ library were also
covered by the WRTMD. For each of these compounds
two to eight spectra acquired at different collision energy
settings (35, 55, 80%) were available. The correspond-
ing 352 spectra represented positive controls suitable
for QC of the UFZ library. The spectra were matched to
the WRTMD and the number of positive matches was
statistically evaluated (Fig. 4). The overall sensitivity was
89.7%. For 70 compounds, all test spectra performed
well (amp > 5.0) and led to a positive match. There were,
however, 16 compounds, of which at least one test spec-
tra retrieved an amp-value below the specified threshold
of 5.0 indicating insufficient similarity between test and
reference spectra. Communicating the benchmarking
results to the authors of the library initiated a fruitful dis-
cussion that also included reviewing of the raw data. This
process identified reasons for the observed differences
between test and reference spectra. In this way, the issues
could be resolved and the corresponding entries in Mass-
Bank were updated.
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Thorough quality control of already existing spectral
collections is able to identify libraries (or subsets thereof)
for immediate application to compound identification in
suspect screening. Likewise, benchmarking of tandem
mass spectral libraries is a suitable approach to identify
specific errors like low signal-to-noise ratios, improper
mass calibration or wrong compound labeling. In this
way, low-quality spectra can be identified, corrected or
even deprecated.

Recommendations for QC of existing tandem mass spectral
libraries
On the basis of the above results, as well as the previously
published and discussed benchmarking studies, the follow-
ing two-step QC procedure could be drafted and adopted:
Firstly, tandem mass spectral data should meet the fol-
lowing quality criteria:
QC1 Acquisition: High-resolution instrumentation
(e.g., QqTOE, Orbitrap, Fourier Transform ion
cyclotron resonance (FTICR)), typically with a
minimum resolution of 10,000 in MS/MS mode,
and #1/z error lower than 10 ppm, to ensure con-
tributions of broadly applicable spectra can be
made from many laboratories.
Ionization: Positive and/or negative mode with a
specified ionization technique (ESI, atmospheric
pressure chemical ionization or atmospheric
pressure photo ionization), as these are the most
common methods.
Precursor ion isolation: The isolation window
should be as narrow as possible to avoid frag-
mentation of multiple precursors, including iso-
topic peaks.
Fragmentation:  Either = Orbitrap-HCD  or
QqTOE-CID should be used for generating MS/
MS spectra, as such spectra can be searched
with higher sensitivity (see discussion below and
Fig. 5).
Mass range: Ideally the mass range should start
at m/z < 50 (instrumental limitations may pre-
clude this, e.g.,, for instruments relying on ion
trapping) wherever possible to include also small
mass fragments. The acquired mass range should
be given to avoid poor spectral matches due to
the presence/absence of low m/z fragments in
fragmentation spectra acquired with different
scan ranges (see discussion below and Fig. 6).
Collision energies: Multiple collision energies
(minimum 3) should have been recorded wher-
ever possible over a meaningful range (e.g., 5

QC2

QC3

QC4

QG5

QC6
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to 60 eV CID; NCE 10-60% HCD [27]) to form
compound-specific breakdown curves.

QC7 Curation: Centroiding, filtering, noise removal,
and recalibration should have been performed
where possible to provide the best quality refer-
ence spectra.

QC8 Expert review: This is necessary to identify

issues, such as artifacts, improper noise removal,
or truncated spectra, which cannot always be
captured automatically.

Secondly, spectral collections satisfying these condi-
tions will proceed to the benchmarking step, using pro-
cedures described in the section “Quality Control of
Mass Bank Collections’”.

Multi-partner acquisition of new tandem mass spectral
data

Interlaboratory harmonization studies are useful to verify
that a laboratory is generating new reference data with
experimental settings and workflows that are compat-
ible with existing reference spectra collections. One way
to characterize this interlaboratory comparability is to
introduce a number of predefined known compounds
and accompanying QA/QC criteria, such that these com-
pounds must be detected and successfully identified with
a given instrumentation and related procedure to validate
the method appropriateness and reliability.

Seven laboratories involved in the NORMAN Network
and/or HBM4EU project participated in the first har-
monization study. The study was aimed to demonstrate
compatibility and transferability of newly acquired tan-
dem mass spectral data among participating laborato-
ries as well as with already available reference spectra
collections. The study involved the measurement of 15
reference standards (Table 1) on three different Orbit-
rap configurations (at four locations) and two QqTOFs
(Table 2). The WRTMD served as the reference library.

The eight collections of centroided, averaged and
curated tandem mass spectra were benchmarked
against the WRTMD (Table 3). In a first set of experi-
ments, acquired tandem mass spectra were matched to
the WRTMD. The number of positive identifications
obtained with individual test sets ranged from 73.2 to
100%. To prove that even the sets that showed a signifi-
cant number of negative matches (e.g., laboratories 3, 4,
and 5) contained suitable collision energy windows, the
eight test sets were further grouped according to the
collision energy settings used to acquire the individual
spectra. As expected, a considerable number of sub-
groups were identified that led to 100% correct positive
identifications (Fig. 5). The collision energy windows
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that appeared to be suitable for acquiring test spectra
spanned at least 15 units (eV or % NCE). In the second
set of benchmarking experiments, the spectra of the 15
test compounds included in the WRTMD were matched
to eight libraries derived from the WRTMD by substitut-
ing the original reference spectra with the newly gener-
ated sets of reference spectra. The number of positive
identifications obtained with individual test sets ranged
from 78.5 to 99.5%. Also in this case, the test sets were
further grouped according to the collision energy settings
used to acquire the individual spectra. Like in the other
experiment, a considerable number of subgroups were

identified that led to 100% correct positive identifications
(Fig. 5). The collision energy windows that appears to be
suitable for acquiring library spectra spanned at least 10
units (eV or % NCE).

The interlaboratory study clearly demonstrated that
the participating laboratories are able to acquire high-
quality reference spectra for building libraries, while
also providing further evidence that Orbitrap-HCD and
QqTOE-CID introduce quite similar fragmentation reac-
tions (Fig. 5). Thus, libraries produced on these types
of instruments will offer complementary identification
possibilities. Of utmost importance was the observation
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Fig. 6 Overview on the average match probability (amp) distribution obtained from library matching of the spectral collections acquired during
the interlaboratory study on the following instrument configurations: (1) Q-Orbitrap-LIT, (2, 3) Q-Orbitrap, (4) LIT-Orbitrap, (5a) LIT-Orbitrap

with HCD, (5b) LIT-Orbitrap with CID, and (6, 7) QqTOF. The numbering (1-7) decodes the laboraties. Fragmentation on the Orbitraps 1-4 was
accomplished with HCD. The collision energies are given in eV for the QqTOFs and NCE for the Orbitraps. The WRTMD served as reference library.
Even for instruments with identical configurations a considerable inter-instrument variability in the optimal collsion energy range necessary for

obtaining library matches with high amp-values was observed
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Table 3 Results of the interlaboratory study involving 1972 spectra of 15 compounds acquired in seven labs using

different Orbitrap configurations and QqTOFs

Laboratory Instrument type CE range

1 Q-Orbitrap-LIT 10-80%

2 Q-Orbitrap 10-80%

3 Q-Orbitrap 15-90%

4 LIT-Orbitrap with HCD 5-80%

5 LIT-Orbitrap with CID 10-130%
LIT-Orbitrap with HCD 10-185%

6 QqTOF 5-50eV

7 QqTOF 5-50 eV

Number of spectra  Sensitivity [%] Sensitivity [%]
of the test set of the library

60 95.0 92.8

225 98.7 94.2
82 73.2 78.5

236 81.8 94.7

518 824 83.2

343 934 93.8

150 94.0 799

150 100 96.2

The eight spectral collections were benchmarked against the WRTMD. The numbers of correct positive identifications (= sensitivities) obtained for the individual sets

are listed

that there is a significant overlap of the compound-
specific collision energy ranges between instruments
(Fig. 5). Thus, databases that contain series of multiple
spectra acquired on one instrument will enable reliable
compound identifications when querying spectra from
other instruments. Clearly, databases produced in differ-
ent laboratories will offer complementary identification
possibilities.

Another important result of the interlab study was
the observation that even for instruments with identi-
cal configurations, a considerable inter-instrument vari-
ability in the optimal collsion energy range necessary for
obtaining library matches with high match probability
was observed (Fig. 6). Taking into consideration that all
Orbitrap technology-based instruments were provided
by the same manufacturer, a higher degree of similarity
between those instruments regarding compound-specific
breakdown curves was expected. The observation sug-
gests that even after years of instrument development
and optimization, harmonization of collision energy val-
ues has hardly been accomplished yet. The good news is,
however, that state-of-the-art tandem mass spectral data-
bases can cope with spectral variability leading to high
reliability of a library match. The analyst applying these
libraries just needs to find the optimal collision energy
corridor for acquiring test spectra. The herein presented
interlaboratory study could represent an appropriate
strategy for this purpose.

The interlaboratory study also highlighted some limi-
tations. These are mainly connected with the use of
tandem-in-time fragmentation in the ion trap of the
linear ion trap (LIT)-Orbitrap instrument (Fig. 5d). In
contrast to quadrupole collision or HCD cells that use
non-resonant CID, ion traps use resonant CID (i.e., sev-
eral low-energy collisions during a longer time than non-
resonant), which enables to produce fragmentation trees

beyond MS? Generally, these fragmentation trees cover
the full range of possible fragmentation pathways, and are
therefore specific identifiers for the corresponding mol-
ecules, which can be stored in databases (e.g., mzCloud
[47]). With ion trap MS?, only parts of the entire range
of possible fragmentation reactions are covered, even
when applying higher collision energies [58, 59]. Such
spectra match the lower energy part of spectral series
acquired on tandem-in-space instruments (Orbitrap-
HCD and QqTOEF-CID) well. There is, however, limited
overlap with spectra acquired at higher collision energies.
Another problem of ion trap fragmentation is related to
the “low mass cut-oft’, or the so-called “1/3 rule” [59].
This means that fragment ions with an m/z-value below
1/3 of the m/z-value of the precursor ion are not trapped
under normal operation conditions and are lost. Thus, a
considerable part of fragment ions that are observed with
higher collision energy of fragmentation on tandem-in-
space instruments is not detectable with IT analysers.
Thus, in comparison to Orbitrap-HCD and QqTOEF-CID,
Orbitrap-CID spectra are truncated. This truncation
can hamper compound identification if abundant frag-
ment ions are missing. One such example is desipramine
(Fig. 7). At low collision energies, this compound has one
abundant fragment ion at m/z 72.0808. This ion was not
observed in the LIT-Orbitrap spectra since it displayed a
m/z-ratio lower than 1/3 of the precursor ion (m/z 267
for [M+H]"). Accordingly, spectral match gave a low
score.

Another limitation of tandem mass spectral databases
is highlighted in Fig. 8. It is well recognized that stereoi-
somers can hardly be distinguished from each other by
tandem mass spectral fragmentation [13, 60]. But even
the differentiation of constitutional isomers can be chal-
lenging. Fragmentation of such compounds may lead to
identical products. In the worst-case scenario, tandem
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for higher identification confidence

Fig. 8 An example of near identical tandem mass spectra: phentermine- and methamphetamine spectra acquired on a QqTOF instrument. The
spectra were taken from the WRTMD. Black dots indicate precursor masses that triggered the MS/MS spectra (hollow dot). At higher collision energy
levels, the fragmentation mass spectra of these constitutional isomers show two identically-intense fragment ions, leading to ambiguous library
search results. Cases such as these demonstrate that library matching has to be complemented by orthogonal information such as retention time
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mass spectra will be identical. One such example of a
pair of constitutional isomers comprises phentermine
and methamphetamine. At higher collision energy levels,
the fragmentation mass spectra of these two compounds
show two identically intense fragment ions (Fig. 8), lead-
ing to ambiguous library search results.

QA recommendations for acquisition and processing

of tandem mass spectral reference data

The results of the interlaboratory study, as well as the
available experience and knowhow in building tandem
mass spectral libraries, formed the basis for drafting and
adopting the following recommendations:
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Acquisition: High-resolution instrumentation
(e.g., QqTOF, Orbitrap, FTICR) should be used
for the acquisition of reference tandem mass
spectra.

Instrument performance: Instruments should
be properly tuned and calibrated (ideally daily
or before commencing a batch analysis). High
mass accuracy should be maintained using a
lock mass or similar. The instrument should
be capable of a minimum resolution of 10,000
in MS/MS mode, and the m/z error should be
lower than 10 ppm.

Standards: Certified reference standards should
be used to ensure that spectra will represent the
linked structure.

Sample introduction: Samples may be intro-
duced by direct infusion, flow injection or chro-
matography. A special caution should be paid
to the minimal number of acquisition points
(related to dwell time values and scan speed
capabilities) to ensure a sufficient number of
spectra for averaging. The possible occurence
of background interferences should be checked
by introducing blank samples.

Separation of mixtures: If reference compounds
are introduced in mixtures, proper separation
of the individual precursor ions (either during
sample introduction or the mass spectrometric
analysis) must be ensured to avoid the acquisi-
tion of chimeric spectra.

Dealing with isobars: If reference spectra are
acquired in batches, isobaric compounds must
not be processed consecutively, to avoid inter-
ferences due to carryover effects resulting in
chimeric spectra.

Alternative precursors: While the primary pre-
cursors of interest may be protonated or depro-
tonated molecules, for some molecules other
abundant signals corresponding to in-source
fragments, isotopic peaks or other related spe-
cies might be considered as additional precur-
sor ions.

Isolation width: The precursor isolation win-
dow should be as narrow as possible to avoid
fragmentation of multiple precursors, including
isotopic peaks.

Fragmentation: ~Fragmentation should be
accomplished by tandem-in-space techniques
(e.g., HCD for Orbitrap, CID for QqTOF). As
shown in Fig. 7, CID fragmentation with tan-
dem-in-time instruments may produce spectra

QA10

QAll

QAI12

QA13

QAl4

QA15

QA16
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with limited overlap to spectra acquired with
tandem-in-space techniques at higher collision
energies. Another problem of ion trap fragmen-
tation is related to the “low mass cut-off”.

Scan range: The lower limit of the applied scan
range should ideally be < m/z 50. The lower
limit of the applied scan range must not exceed
m/z 100 to avoid the production of truncated
spetra (instrumental limitations may preclude
this, e.g., for instruments relying on ion trap-
ping) wherever possible to include also small
mass fragments. The acquired mass range
should be given to avoid poor spectral matches
due to the presence/absence of low m/z frag-
ments in fragmentation spectra acquired with
different scan ranges (see Fig. 7).

Collision energies: Compound-specific break-
down curves should be covered by spectra
acquired at multiple collision energies. A spec-
tral series should contain at least 3-5 fragment
ion spectra acquired at sufficiently different
collision energies within the defined range.
With this strategy, libraries are produced that
are robust against inter-instrumental collision
energy variability (see Figs. 5 and 6). If ramped
collision energies are used, these should be
clearly labelled as such.

Signal-to-noise: Sample concentration should
be sufficiently high to produce fragment ion
mass spectra with signal-to-noise ratios >100,
to enable reliable acquisition of low-abundant
fragment ions.

Saturation: Detector saturation must be
avoided for fragment ions, and is only accept-
able for precursor ions if the resulting artifacts
are removed during curation.

Centroid spectra: Fragment ion mass spectra
should be acquired in centroid mode or cen-
troided during export and curation.

Curation: Spectra should be curated, which
includes multiple steps of filtering, noise
removal, and recalibration, to provide the best
quality reference spectra.

Expert review: Spectral series should be
reviewed by an expert to identify issues like
artifacts, improper noise removal, or trun-
cated spectra, which cannot always be captured
automatically.

The curation of acquired tandem mass spectral data
is of utmost importance to obtain a high-quality library.
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Curation efforts may include noise and artifact removal,
recalibration of spectra and peak annotations, manual
inspection of mass spectra by experienced mass spectro-
metrists, as well as inter-library comparisons (e.g., [15,
25, 27, 61]). Removal of noise during data processing
may lead to losses of spectral information of compounds.
Accordingly, processed spectra should be reviewed by
experienced mass spectrometrists to check the integrity
of data with a special focus on the occurrence of artifacts
and processing errors.

Conclusions

Acquisition of tandem mass spectral data requires the
physical availability of reference substances and suf-
ficient experimental capacities for acquiring fragment
ion mass spectra. Even by joining forces, for instance
within HBM4EU and NORMAN initiatives, the acquisi-
tion of reference data for ten thousands of compounds
is a multi-annual project requiring significant resources.
With this document, an outline for harmonized acqui-
sition of suitable spectra for the expansion of public
resources is proposed, which balances the consideration
of individual instruments and methods at individual
laboratories and the comparability of the resulting data.
As a result, it is hoped that the next few years will see
an increase in the number of environmentally relevant
spectra in (open) mass spectral libraries. The question of
how to prioritize the compounds for acquisition is being
addressed in other activities currently in progress in the
HBMA4EU project and NORMAN Network and will be
communicated separately.

Glossary

Annotation/identification

Capability to assign a signal detected by non-targeted or
suspect screening (i.e., a spectrometric descriptor) to a
chemical with a given confidence level, by means of a ref-
erence library and/or structural elucidation work. Anno-
tation is the act of linking a detected mass spectrometric
feature with a chemical. Identification is the act of prov-
ing to be the same.

Non-targeted LC-MS

Analytical process for gathering comprehensive informa-
tion on the composition of a sample. Workflows involve
different steps of sample collection, sample preparation,
data acquisition and data mining. The fraction of com-
pounds accessible by a certain workflow depends on
the characteristics of the individual steps applied. Data-
dependent or data-independent acquisition techniques
are employed for data acquisition. Detected features are
characterized by retention time, MS, and, where possible,
MS/MS information to enable annotation.

Page 16 of 19

Targeted LC-MS

Analytical process for gathering specific information on
the composition of a sample. Workflows involve differ-
ent steps of sample collection, sample preparation, data
acquisition and data mining. The steps were optimized
for a preselected number of molecules. Often selected
reaction monitoring techniques are employed for data
acquisition. Furthermore, target screening usually
involves a reference standard measured in-house under
the same analytical conditions such that retention time,
MS, and, where possible, MS/MS information is avail-
able for identification and confirmation.

Tandem mass spectrometry

Tandem mass spectrometry, also known as MS/MS
or MS?, involves multiple steps of mass spectrometry
selection, with some form of fragmentation occurring
in between the stages. Multiple stages of mass analysis
separation can be accomplished with individual mass
spectrometer elements separated in space or using a
single mass spectrometer with the MS steps separated
in time.

Target

A compound that is expected to be included in a sam-
ple and of which full mass spectrometric reference data,
including MS/MS fragmentation, is available to enable
annotation. The reference data is usually acquired with
certified reference standards, and is stored in tandem
mass spectral databases. The mass spectrometric data
is often accompanied by metadata.

Suspect

A compound that is expected to be included in a sam-
ple. Typically, the available mass spectrometric data is
incomplete and does not allow unequivocal annota-
tion. Often, information on MS/MS fragmentation and
retention time is missing or has only been predicted
with computational tools.

Known
A detected signal that was annotated to a suspect or
target at a certain confidence level.

Unknown
An unannotated signal.

Identification level

An approach for communicating identification con-
fidence. A commonly used classification system in
environmental research [2] includes five levels: exact
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mass—unequivocal molecular formula—tentative can-
didate—probable structure—confirmed structure.

Tandem mass spectral database

An organized collection of tandem mass spectral data
which comes bundled with a management system. The
database management system is a software application
that interacts with the user, other applications, and the
database itself to capture and analyze data. Tandem mass
spectra are typically acquired from certified reference
compounds. Spectral information is processed prior to
storage in a library.

Tandem mass spectral library

A curated and annotated collection of mass spectra
acquired from certified reference compounds. Curation
efforts may include manual inspection of mass spectra
by experienced mass spectrometrists, noise and artifact
removal, recalibration of spectra and peak annotations,
as well as inter-library comparisons. The mass spectro-
metric data is often accompanied by metadata.
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org/10.1186/512302-020-00314-9.
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spectral libraries.
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Experimental settings used in the Ilaboratories participating to the

interlaboratory study

In Laboratory 1, tandem mass spectra were acquired on an Orbitrap Fusion Tribrid mass
spectrometer coupled with a Dionex Ultimate 3000 liquid chromatography system (Thermo
Fisher Scientific). Compounds of interest were solubilized at 1 ug/mL and analyzed by flow
injection analysis at a flow rate of 100 pyL/min using water containing 0.1% formic acid as
solvent A and acetonitrile containing 0.1% formic acid as solvent B. A 95/5 (A/B) mixture was
used as mobile phase during 3 minutes, while 10 uL of sample have been injected. ESI source
parameters were as follows: spray voltage, +3500 V; sheat gas pressure, 60 arbitrary units;
auxiliary gas pressure, 12 arbitrary units; sweep gas pressure, 3 arbitrary units. The
temperatures of the ion transfer tube and the vaporizer were set at 325°C and at 350°C,
respectively. For MS acquisition, the Orbitrap mass analyser was operated at a resolution of
240,000 at m/z 200 (full width at half maximum) following quadrupole isolation. The mass range
was m/z 85-1000 and the automatic gain control (AGC) target fixed at 5x10* MS/MS
acquisition was performed in the targeted mode at a resolution of 30,000, with an isolation
window of 0.8 Da and an AGC target of 5x10*. Precursor ions were fragmented under HCD
conditions using normalized collision energy (NCE) set at 10, 20, 40 and 80%. To guarantee
an efficient transmission of the whole ion range in the MS/MS mode, the scan range started at
m/z 50-90 depending on the precursor ion mass (~1/5 of the m/z of the precursor ion).
Obviously, this may lead to the loss of some low-mass diagnostic fragment ions impairing good
matching of MS/MS spectra. The instrument was controlled using the Orbitrap Fusion Tune
Application version 3.1.2412.25, while raw data files were manually processed using Xcalibur

version 4.1.50 (Thermo Fisher Scientific).

In Laboratory 2, tandem mass spectra were acquired as mixtures (3 mixes total) on a
QExactive, equipped with a heated electrospray Il source, and coupled with a Dionex Ultimate
3000 liquid chromatography system (Thermo Fisher Scientific). Separation was performed on
a reversed-phase column (Hypersil GOLD 1.9 uym, 2.1x100 mm, from Thermo Scientific) with
the program as follows (A/B): 95/5 from 0 to 2.40 min; 75/25 at 4.50 min; 30/70 at 11 min;
0/100 at 14 min to 16.5 min; 95/5 at 19 min to 25 min. The injected volume was 5 pL and the
flow rate was 400 pL/min. Solvent A was water with 0.1 % acetic acid, Solvent B was
acetonitrile with 0.1% acetic acid. MS was acquired in positive mode with source parameters
set to: spray voltage £3 kV; capillary temperature 350°C; sheath gas flow rate 55 a.u. (arbitrary
units), auxiliary gas flow rate 10 a.u., spare gas flow rate 0; max spray current +100 pA; probe
heater temperature 300°C; S-lens RF level 50. MS was acquired at a resolution of 70,000 (m/z

range 65-975) and target MS/MS at a resolution of 17,500 with an isolation window of m/z 1
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and an AGC target of 1x10° The instrument was calibrated in advance according to the
manufacturer’s instructions. The mixtures of standards were injected several times to obtain
data on multiple collision energies (HCD from 15% to 90% by 5% NCE steps; one NCE per
injection). Data processing and MS/MS spectrum extraction was performed manually and

spectra exported to tabular files.

In Laboratory 3, tandem mass spectra were acquired as mixtures on a QExactive Plus, coupled
with a Dionex Ultimate 3000 liquid chromatography system (Thermo Fisher Scientific).
Compounds of interest were solubilized at 500 ng/mL. Separation was performed on a
reversed-phase column (Acquity UPLC BEH C+s 1.7 um, 2.1x150 mm, from Waters) with the
program as follows (A/B): 90/10 at 0 min, 90/10 at 2 min, 0/100 at 15 min, 0/100 at 20 min,
90/10 at 21 min, 90/10 at 30 min at a flow rate of 200 yL/min. Solvent A was water with 0.1 %
formic acid, Solvent B was methanol. MS was acquired at a resolution of 70,000 (m/z range
60-900), MS/MS as data-dependent acquisition at a resolution of 17,500 with an isolation
window of m/z 1 and an AGC target of 5x10°. The instrument was calibrated in advance
according to the manufacturer’s instructions. The mixture was injected several times to obtain
data on multiple collision energies (HCD 15%, 30%, 45%, 60%, 75% and 90% NCE; one per
injection). Data processing was performed using an in house approach “shinyscreen”, which
is based on pre-screening methods from the ReSOLUTION package [1] and tandem mass
spectral processing from the RMassBank package [2]. The spectra passing quality control

were provided in MassBank record format.

In Laboratory 4, tandem mass spectra were acquired on an LTQ-Orbitrap XL hybrid mass
spectrometer coupled with a Dionex RSLC 3000 liquid chromatography system (Thermo
Fisher Scientific). The instrument was set-up and calibrated according to internal laboratory
procedures. Compounds of interest were solubilized at 1 mg/mL in methanol and then diluted
to 1 ug/mL in mobile phase A for analysis. The chromatographic separation was achieved on
a Hypersil GOLD C18 (100x2.1 mm, 1.9 ym) column (Thermo Fisher Scientific), maintained at
40°C and operated at a flow rate of 0.3 mL/min with the following gradient program: 0 min
100% of A, linear gradient from 0 to 100% of B in 30 min, then 5 min 100% of B. Mobile phases
were composed of (A) water/methanol/acetic acid 95/5/0.1 (v:v:v) and (B) methanol/acetic acid
100/0.1 (v:v). The electrospray ionization (ESI) source was used in the positive mode with the
following parameters: spray voltage, 4.0 kV, sheath gas flow rate, 30 a.u., auxiliary gas flow
rate, 10 a.u. and capillary temperature, 300°C. High resolution MS/MS spectra were acquired
at a resolution of 7,500 from m/z 50 to 10 m/z over the precursor. Spectra were recorded in
three separate injections at multiple collision energies (5% to 80% by 5% NCE steps; one NCE

per injection) in the HCD cell of the LTQ-Orbitrap XL instrument. Data were acquired and
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processed using Xcalibur (version 2.0.7) from Thermo Fisher.

In Laboratory 5, tandem mass spectra were acquired on a LTQ Orbitrap XL instrument with a
heated electrospray source coupled to an Ultimate 3000 LC system (both from Thermo Fisher
Scientific). Compounds were dissolved in water:methanol 95:5 at 10 ug/L and separated using
a Kinetex C1g EVO column (50 x 2.1 mm, 2.6 um particle size, Phenomenex), equipped with a
pre-column of the same type (5 x 2.1 mm) and an in-line filter. The injection volume was 25
pL. Gradient elution was conducted using water and methanol, both containing 0.1% (v/v) of
formic acid. MS and MS/MS spectra were acquired at a nominal resolving power of 30,000 and
15,000, respectively. The mixture was injected altogether six times to obtain MS/MS spectra
for HCD (10% to 180% by 10% NCE steps; one NCE per injection) and CID (15% to 125% by
10% steps; one energy per injection) fragmentation. Data-dependent acquisition was used with
the precursor ion m/z in an inclusion list, an isolation width of m/z 1.3 and an AGC target of
5x10°. External mass calibration was conducted on each day prior to analysis using the
standard mixture recommended by the vendor. The RMassbank package was used [2] to

extract and generate MS/MS spectra.

In Laboratory 6, tandem mass spectra were acquired on a quadrupole time-of-flight instrument
(6530 QTOF from Agilent). The mass spectrometer was operated in positive ESI mode using
Agilent Jet-Stream ion source and 2GHz (extended dynamic range) mode, providing a full
width at half maximum resolution of approximately 3600 at m/z 118.0862 and 12000 at m/z
922.0095, and automatically recalibrated using a calibration solution delivered via a calibration
delivery system (Agilent). Drying gas temperature and flow rate were set at 300 °C and 10
L/min, respectively. Sheath gas temperature and flow rate were adjusted at 350 °C and 12
L/min. Nebulizer pressure was set at 45 psig. Capillary, nozzle and fragmentor voltages were
set at 4000, 0 and 120 V, respectively. Test compounds were solubilized in methanol at 1.0
pMg/mL and introduced into the mass spectrometer by using an Agilent 1290 Infinity UPLC
chromatographic system without analytical column. Mobile phase composition was water and
methanol 50:50 (v/v) and flow rate 0.3 mL/min. Volume of injection was set at 1 uL. The
acquisition parameters were set for m/z range from 100 to 600 at a scan rate of 4 scans/s and
6 scans/s for MS and MS/MS spectra, respectively. Collision energies were applied at the 5-
80 eV range (5 eV steps). The software used to perform the analysis was LC/MS Data
Acquisition MassHunter B.05.01 (Agilent).

In Laboratory 7, tandem mass spectra were acquired on a TripleTOF 5600+ (Sciex). The mass
spectrometer was operated in positive ESI mode using a DuoSpray ion source. The spray

voltage was set to 5.5 kV. Gas flows of 40 arbitrary units for the nebulizer gas and 30 arbitrary
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units for the turbo gas were employed. The temperature of the turbo gas was adjusted to 200
°C. The instrument was operated at a mass resolution of ~30,000 for MS and ~15,000 for
MS/MS, and automatically recalibrated using a calibration solution delivered via a calibration
delivery system (Sciex). Test compounds were dissolved in 0.1% aqueous acetic acid solution
containing 50% (v/v) acetonitrile. Sample solutions of 1.0 yg/mL were directly introduced into
the ESI source at a flow rate of 20 uL/min. The scan range was m/z 50-700 for the acquisition
of MS/MS spectra. CID was accomplished at 5 eV to 50 eV by 5 eV steps (one energy per
injection). The accumulation time for a single spectrum was set to 1.0 s. To generate an
average spectrum, 60 spectra were used. The instrument was controlled by the Analyst TF 1.6

software (Sciex).
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Tandem mass spectral library search

The library search and benchmarking was accomplished using the ‘MSforlD Search’ [3,4]. The
search algorithm determines the similarity between a sample spectrum and library spectra.
The estimation of similarity starts with the identification of fragment ions that are present in
both of the spectra being compared. These ions are called “matching fragments.” The spectral
information retrieved is used to calculate the “reference spectrum specific match probability”
(mp). If the mass spectral library contains multiple spectra per reference compound, multiple
mp-values per reference compound are obtained. To combine all these compound specific
mp-values to one value that specifies the similarity between the unknown and the specific
reference compound, the compound specific mp-values are averaged and normalized to yield
the compound specific “average match probability” (amp) and “relative average match
probability” (ramp), respectively. These values range between 0 and 100. High compound-
specific amp- and ramp-values indicate high similarity between the unknown and the reference
compound. The substance with the highest amp- and ramp-value is considered to be the best
match to the unknown compound.

Automated MSforlD Search was performed with a program written in Pascal using Delphi 6 for
Windows (Borland Software Corporation, Scotts Valley, CA, USA; now Embarcadero
Technologies, Inc., San Francisco, CA, USA) using the following search parameters: mass-to-
charge ratio (m/z) tolerance of £0.01, intensity cut-off factor of 0.01. The following criteria were
used to classify obtained search results as tentatively correct positive results: precursor ion
mass tolerance of £0.01, amp > 5.0 and ramp > 30-50. The thresholds were determined using
quality tests and represent a compromise between sensitivity and specificity [3, 4]. The
tentative identifications were checked for accuracy by expert reviewing, which included visual

inspection and comparison of tandem mass spectral data.
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Name
Amiloride
Phenazone

Desipramine
Dibucaine
Dixyrazine
Dothiepin
Ethambutol
Etofylline
Mefruside
Metoclopramide

Phentermine
Sulfamethoxazole
Sulfamoxole

Name
Amiloride
Phenazone
Cyclizine
Desipramine
Dibucaine
Dixyrazine
Dothiepin
Ethambutol
Etofylline
Mefruside
Metoclopramide

Phentermine
Sulfamethoxazole
Sulfamoxole

Name
Amiloride
Phenazone
Cyclizine
Desipramine
Dibucaine
Dixyrazine
Dothiepin
Ethambutol
Etofylline
Mefruside
Metoclopramide

Phentermine
Sulfamethoxazole
Sulfamoxole

CompTox_DTXSID
DTXSID9043853
DTXSID6021117
DTXSID4022864
DTXSID6022896
DTXSID3045271

DTXSID10947639
DTXSID2022961
DTXSID8023006
DTXSID5023031
DTXSID0048844
DTXSID6045169
DTXSID4023387
DTXSIDS023461
DTXSID8026064
DTXSID5023617

IUPAC_Name
3,5-Diamino-N-carbamimidoyl-6-chloropyrazine-2-carboxamide
1,5-Dimethyl-2-phenyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one
1-(Diphenylmethyl)-4-methylpiperazine
3-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[b,flazepin-5-yl)-N-methylpropan-1-amine
2-Butoxy-N-[2-(diethylamino)ethyl]quinoline-4-carboxamide
2-[2-[4-(2-methyl-3-phenothiazin-10-ylpropyl)piperazin-1-ylJethoxy]ethanol
3-(Dibenzo[b,e]thiepin-11(6H)-ylidene)-N,N-dimethylpropan-1-amine
(2S,2'S)-2,2'-(Ethane-1,2-diyldiazanediyl)di(butan-1-ol)
7-(2-Hydroxyethyl)-1,3-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
4-Chloro-N~1~-methyl-N~1~-[(2-methyloxolan-2-yl)methyl]benzene-1,3-disulfonamide
4-Amino-5-chloro-N-[2-(diethylamino)ethyl]-2-methoxybenzamide
4-{1-Hydroxy-2-[(4-phenylbutan-2-yl)amino]propyl}phenol
2-Methyl-1-phenylpropan-2-amine
4-Amino-N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)benzene-1-sulfonamide
4-Amino-N-(4,5-dimethyl-1,3-oxazol-2-yl)benzene-1-sulfonamide

InChi

InChi=1S/C6H8CIN70/c7-2-4(9)13-3(8)1(12-2)5(15)14-6(10)11/h(H4,8,9,13)(H4,10,11,14,15)
InChi=1S/C11H12N20/c1-9-8-11(14)13(12(9)2)10-6-4-3-5-7-10/h3-8H,1-2H3
InChi=1S/C18H22N2/c1-19-12-14-20(15-13-19)18(16-8-4-2-5-9-16)17-10-6-3-7-11-17/h2-11,18H,12-15H2,1H3
InChl=1S/C18H22N2/c1-19-13-6-14-20-17-9-4-2-7-15(17)11-12-16-8-3-5-10-18(16)20/h2-5,7-10,19H,6,11-14H2,1H3
InChi=1S/C20H29N302/c1-4-7-14-25-19-15-17(16-10-8-9-11-18(16)22-19)20(24)21-12-13-23(5-2)6-3/h8-11,15H,4-7,12-14H2,1-3H3,(H,21,24)
InChi=1S/C24H33N3025/c1-20(18-26-12-10-25(11-13-26)14-16-29-17-15-28)19-27-21-6-2-4-8-23(21)30-24-9-5-3-7-22(24)27/h2-9,20,28H,10-19H2,1H3
InChi=1S/C19H21NS/c1-20(2)13-7-11-17-16-9-4-3-8-15(16)14-21-19-12-6-5-10-18(17)19/h3-6,8-12H,7,13-14H2,1-2H3
InChi=1S/C10H24N202/c1-3-9(7-13)11-5-6-12-10(4-2)8-14/h9-14H,3-8H2,1-2H3/t9-,10-/m0/s1
InChl=1S/CIH12N403/c1-11-7-6(8(15)12(2)9(11)16)13(3-4-14)5-10-7/h5,14H,3-4H2,1-2H3
InChl=1/C13H19CIN20552/c1-13(6-3-7-21-13)9-16(2)23(19,20)10-4-5-11(14)12(8-10)22(15,17)18/h4-5,8H,3,6-7,9H2,1-2H3,(H2,15,17,18)
InChl=1S/C14H22CIN302/c1-4-18(5-2)7-6-17-14(13)10-8-11(15)12(16)9-13(10)20-3/h8-9H,4-7,16H2,1-3H3,(H,17,19)
InChl=1/C19H25N02/c1-14(8-9-16-6-4-3-5-7-16)20-15(2)19(22)17-10-12-18(21)13-11-17/h3-7,10-15,19-22H,8-9H2,1-2H3
InChl=1S/C10H15N/c1-10(2,11)8-9-6-4-3-5-7-9/h3-7H,8,11H2,1-2H3
InChl=1S/C10H11N3035/c1-7-6-10(12-16-7)13-17(14,15)9-4-2-8(11)3-5-9/h2-6H,11H2,1H3,(H,12,13)
InChl=1S/C11H13N3035/c1-7-8(2)17-11(13-7)14-18(15,16)10-5-3-9(12)4-6-10/h3-6H,12H2,1-2H3,(H,13,14)

, Marja Lamoree, Emma L. Schymanski

CASRN InChiKey
2609-46-3 XSDQTOBWRPYKKA-UHFFFAOYSA-N
60-80-0 VEQOALNAAJBPNY-UHFFFAOYSA-N
82-92-8 UVKZSORBKUEBAZ-UHFFFAQYSA-N
50-47-5 HCYAFALTSJYZDH-UHFFFAQYSA-N
85-79-0 PUFQVTATUTYEAL-UHFFFAOYSA-N
2470-73-7 MSYUMPGNGDNTIQ-UHFFFAOYSA-N
113-53-1 PHTUQLWOUW?ZIMZ-UHFFFAOYSA-N
74-55-5 AEUTYOVWOVBAKS-UWVGGRQHSA-N
519-37-9 NWPRCRWQMGIBOT-UHFFFAOYSA-N
7195-27-9 SMNOERSLNYGGOU-UHFFFAOYSA-N
364-62-5 TTWIBBZEZQICBI-UHFFFAOYSA-N
447-41-6 PTGXAUBQBSGPKF-UHFFFAOYSA-N
122-09-8 DHHVAGZRUROJKS-UHFFFAOYSA-N
723-46-6 JLKIGFTWXXRPMT-UHFFFAOYSA-N
729-99-7 CYFLXLSBHQBMFT-UHFFFAOYSA-N

SMILES
NC(=N)NC(=0)C1=NC(Cl)=C{N)N=C1N
CN1N(C(=0)C=C1C)C1=CC=CC=C1
CN1CCN{CC1)C(C1=CC=CC=C1)C1=CC=CC=C1
CNCCCN1C2=C(CCC3=C1C=CC=C3)C=CC=C2
CCCCOC1=CC(C(=0)NCEN(CC)CC)=C2C=CC=CC2=N1
CC(CN1CCN(CC1)CCOCCO)CN2C3=CC=CC=C35CA=CC=CC=Ca2
CN(C)CCC=C1C2=CC=CC=C2CSC2=C1C=CC=C2
CC[C@@H](CO)NCCN[C@ @H](CC)CO
CN1C2=C(N(CCO)C=N2)C(=0)N(C)C1=0
CN(CC1(C)CCCO1)S(=0)(=0)C1=CC=C(CI)C(=C1)S(N)(=0)=0
CCN(CC)CCNC(=0)C1=CC(Cl)=C(N)C=C10C
CC(CCC1=CC=CC=C1)NC(C)C(0)C1=CC=C(0)C=C1
CC(C)(N)CC1=CC=CC=C1
CC1=CC(NS(=0)(=0)C2=CC=C(N)C=C2)=NO1
CC1=C(C)N=C(NS(=0)(=0)C2=CC=C(N)C=C2)01

Molecular_Formula Monoisotopic_Mass

C6HBCIN70 229.04789
C11H12N20 188.09496
C18H22N2 266.17830
C18H22N2 266.17830
C20H29N302 343.22598
C24H33N302S 427.22935
CI9H21NS 295.13947
C10H24N202 204.18378
C9H12N403 224.09094
C13H19CIN20552 382.04239
C14H22CIN302 299.14005
C1SH25N02 299.18853
C10H15N 149.12045
CI0H11N303S 253.05211
C11H13N303S 267.06776
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Annexe 4 : Détails conditions d’échange H/D
par la réaction mono-étape métallo-
catalysée

-289 -



Partie C : Annexes — Annexe 4

-290 -



Partie C : Annexes — Annexe 4

Condition de Synthése

Nombre de Composés Testés

Pd/C-110°C-pH10-48H-10 mol%
Pd/C-110°C-pH7 - 48H - 10 mol%
Ru/C- 40°C - pH7 - 24H - 5 mol%
Ru/C-50°C-pH10-24H-15mol%
Ru/C- 50°C-pH7 - 24H-15 mol%
Ru/C-50°C-pH7-24H-5mol%
Ru/C-50°C-pH7 - 48H - 5 mol%
Ru/C-55°C-pH 10-24H- 15 mol%
Ru/C-55°C-pH 10-96H - 15 mol%
Ru/C-55°C-pH 10-96H - 20 mol%
Ru/C-55°C-pH 7-96H-15 mol%
Ru/C-55°C-pH7-96H-20 mol %
Ru/C-55°C-pH7-96H -5 mol%
Ru/C-55°C-pH10-144H-5mol%
Ru/C-55°C-pH10-24H- 10 mol%
Ru/C-55°C-pH10-24H-15mol%
Ru/C-55°C-pH10-24H- 20 mol%
Ru/C-55°C-pH10-48H - 10 mol%
Ru/C-55°C-pH10-48H - 15 mol%
Ru/C-55°C-pH10-48H- 20 mol%
Ru/C-55°C-pH10-48H-5 mol%
Ru/C-55°C-pH10-96H - 15 mol%
Ru/C-55°C-pH10-96H - 20 mol%
Ru/C- 55°C-pH7 - 24H - 10 mol%
Ru/C- 55°C-pH7-24H-15 mol%
Ru/C-55°C-pH7-24H-20 mol%
Ru/C- 55°C-pH7 - 24H- 5 mol%
Ru/C-55°C-pH7 -24H - & mol%
Ru/C- 55°C-pH7 - 48H - 10 mol%
Ru/C-55°C-pH7 - 48H- 15 mol%
Ru/C- 55°C-pH7 -48H-20 mol%
Ru/C-55°C-pH7 - 48H -5 mol%
Ru/C- 55°C-pH7 - 96H - 15 mol%
Ru/C- 55°C-pH7-96H - 20 mol%
Ru/C-55°C-pH7-96H-5mol%
Ru/C-60°C-pH10-96H-5 mol%
Ru/C- 60°C - pH7 - 96H - 5 mol%
Ru/C-80°C-pH10-96H - 15 mol%
Ru/C- 80°C-pH7 - 96H - 15 mol%
Ru/C-Pd/C-110°C-pH10-144H- 10 mol%
Ru/C- Pd/C-110°C-pH10- 144H- 15 mol%
Ru/C- Pd/C-110°C-pH10- 144H- 20 mol%
Ru/C- Pd/C-110°C-pH7 -144H - 10 mol%
Ru/C-Pd/C-110°C-pH7-144H-15 mol%
Ru/C-Pd/C-110°C-pH7 -144H-20 mol%
Ru/C-Pd/C-80°C-pH10-192H- 10 mol%
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9
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Annexe 5 : Données supplémentaires sur la
publication de la nouvelle méthode de
quantification

« High-throughput metal-catalyzed deutérium labeling
of small molecules for MS-based quantitative
metabolomics and evaluation of an innovative

multipoint calibration approach »
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Supplementary data

High-throughput metal-catalyzed deutérium labeling of
small molecules for MS-based quantitative metabolomics
and evaluation of an innovative multipoint calibration

approach.

Kathleen Rousseau,! Jessica Michieletto,! Yu Min Kiw,! Sophie Feuillastre,? Grégory
Pieters,? Christophe Junot,* Francois Fenaille,® Annelaure Damont.!
!Service de Pharmacologie et d’Immunoanalyse, Laboratoire d’Etude du Métabolisme des Médicaments, CEA, INRA,
Université Paris Saclay, MetaboHUB, 91191 Gif-sur-Yvette, France

2Service de chimie bio-organique et de marquage, Laboratoire de Marquage au Tritium, CEA, Université Paris Saclay, 91191

Gif-sur-Yvette, France

Supplementary Data S1: Compounds tested and selected labeling conditions

Compound h N° ~ Formula |~ [ Accurate mas Smiles - Chemical class |~ Selected labeling conditions | ~
a-Aminoadipic Acid 1 C6H11INO4 161.0688 0=C(0)C(N)CCCC(0)=0 Amino acid Ru/C - 55°C - 24h
2-Aminobutyric Acid 2 C4HINO2 103.0633 CCC(C(0)=0)N Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

3-Amino-isobutyric Acid 3 C4HINO2 103.0633 CC(C(0)=0)CN Amino acid Ru/C - 55°C - 24h
Guanidinoacetic Acid 4 C3H7N302 117.0538 N=C(NCC(0)=0)N Organic acid Ru/C - 55°C - 24h
Guanidinosuccinic Acid 5 C5HIN304 175.0593 N=C(N)NC(CC(0)=0)C(0)=0 Organic acid Ru/C - 55°C - 24h
3-Hydroxy-3-Methylglutaric acid 6 C6H1005 162.0528 CC(CC(0)=0)(0)CC(0)=0 Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
3-Methylhistamine 7 C6H11N3 125.0953 CN1C=NC=C1CCN Organic amine Ru/C - 55°C - 24h
3-Methylhistidine 8 C7H11IN302 169.0851 CN1C=NC=C1CC(C(0)=0)N Amino acid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
7-Methylguanine 9 C6H7N50 165.0651 CN1C=NC(NC(N)=N2)=C1C2=0 Heteroaromatic Ru/C - NaOD - 55°C - 24h
Adipic Acid 10 C6H1004 146.0579 0=C(0)CCCCC(0)=0 Organicacid Pd/C-80°C-48h
Alanine 11 C3H7NO2 89.0477 CC(C(0)=0)N Amino acid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Arginine 12 C6H14N402 174.1117 NC(CCCNC(N)=N)C(0)=0 Amino acid Ru/C-55°C- 24h
Asparagine 13 C4H8N203 132.0535 NC(CC(N)=0)C(0)=0 Amino acid Ru/C - 55°C - 24h
Aspartic Acid 14 CAH7NO4 133.0375 NC(CC(0)=0)C(0)=0 Amino acid Ru/C - 55°C - 24h
Citric Acid 15 C6H807 192.0270 0=C(0)CC(C(0)=0)(0)CC(0)=0 Organic acid Pd/C - 80°C - 48h
Citrulline 16 C6H13N303 175.0957 NC(CCCNC(N)=0)C(0)=0 Amino acid Ru/C-55°C-72h
Diglycolic Acid 17 CAH605 134.0215 0=C(0)COCC(0)=0 Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
Glutaconic Acid 18 C5H604 130.0266 0=C(0)\C=C\CC(=0)0 Organic acid NA - "back exchange"
Glutamic Acid 19 C5H9NO4 147.0532 NC(CCC(0)=0)C(0)=0 Amino acid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Glutamine 20 C5H10N203 146.0691 NC(C(0)=0)CCC(N)=0 Amino acid Ru/C-55°C- 24h
Glycerol-3-Phosphate 21 C3H906P 172.0137 OCC(COP(0)(0)=0)0 Polyol & derivative Ru/C- NaOD - 55°C - 24h
Glycine 22 C2H5NO2 75.0320 NCC(0)=0 Amino acid Ru/C- NaOD - 55°C - 24h
Histidine 23 C6HIN302 155.0695 NC(CC1=CN=CN1)C(0)=0 Amino acid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Hydroxyglutaric Acid 24 C5H805 148.0372 C(CC(=0)0)C(C(=0)0)0 Organic acid Ru/C - 55°C - 48h
Imidazolelactic Acid 25 C6H8N203 156.0535 0C(C(0)=0)CC1=CN=CN1 Organicacid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Isocltric Acid 26 C6H807 192.0270 0=C(0)CC(C(0)=0)C(0)C(0)=0 Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
Lactic Acid 27 C3H603 90.0317 CC(0)C(0)=0 Organicacid Ru/C-55°C- 24h
Leucine 28 C6H13NO2 131.0946 CC(C)CC(C(0)=0)N Amino acid Ru/C+Pd/C-80°C - 48h
Lysine 29 C6H14N202 146.1055 NCCCCC(N)C(0)=0 Amino acid Ru/C - 55°C - 48h
Maleic Acid 30 C4H404 116.0110 0=C(0)/C=C\C(0)=0 Organic acid Pd/C - 80°C - 48h
Malic Acid 31 C4H605 134.0215 0C(CC(0)=0)C(0)=0 Organic acid Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Methylimidazoleacetic Acid 32 C6H8N202 140.0586 CN(C=N1)C=C1CC(0)=0 Organic acid Ru/C+Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Methylmalonic Acid 33 C4H604 118.0266 CC(C(0)=0)C(0)=0 Organic acid Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
N-Methyl-D-Aspartic Acid 34 C5HINO4 147.0532 CNC(CC(0)=0)C(0)=0 Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
O-Acetylserine 35 C5HINO4 147.0532 CC(OCC(C(0)=0)N)=0 Amino acid derivative Ru/C - 55°C - 24h
Ornithine 36 C5H12N202 132.0899 NCCCC(C(0)=0)N Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 72h
Pantothenic Acid 37 C9H17NOS 219.1107 CC(CO)(C(0)C(NCCC(0)=0)=0)C Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 24h
Phosphoethanolamine 38 C2H8NO4P 141.0191 NCCOP(0)(0)=0 Organic amine Ru/C - 55°C - 48h
Pipecolic Acid 39 C6H11INO2 129.0790 0=C(0)C1CCCCN1 Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 24h
Proline 40 C5HONO2 115.0633 0=C(C1CCCN1)0 Amino acid Ru/C - 55°C - 48h
Pyroglutamic Acid 41 C5H7NO3 129.0426 0=C1CCC(N1)C(0)=0 Organic acid Ru/C - 55°C - 48h
Sarcosine 42 C3H7NO2 89.0477 CNCC(0)=0 Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 24h
Serine 43 C3H7NO3 105.0426 NC(CO)C(0)=0 Amino acid Ru/C - 55°C - 48h
Sorbitol 44 C6H1406 182.0790 0OCC(0)C(0)C(0)C(0)CO Polyol & derivative Ru/C - 55°C - 48h
Succinic Acid 45 C4H604 118.0266 0=C(0)CCC(0)=0 Organic acid Pd/C- NaOD - 80°C - 48h
Taurine 46 C2H7NO3S 125.0147 NCCS(0)(=0)=0 Organic amine Ru/C - 55°C - 72h
Taurocholic Acid 47 | C26HASNOT7S 515.2917 oc1czCfcc)ggfégggi?cc)gigg&)zg);o)c)cs Bile acid derivative Ru/C-55°C- 72h
Threonic Acid 48 CAH805 136.0372 0CC(C(C(0)=0)0)0 Organic acid Ru/C - 55°C - 72h
Threonine 49 C4HONO3 119.0582 CC(C(C(0)=0)N)O Amino acid Ru/C- NaOD - 55°C- 72h
4-Hydroxyproline 50 C5HONO3 131.0582 0C1CNC(C(0)=0)C1 Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 72h
Tyrosine 51 C9H11INO3 181.0739 NC(C(0)=0)CC1=CC=C(C=C1)O Amino acid Ru/C-55°C-24h
Valine 52 CSH1INO2 117.0790 €C(C)C(C(0)=0)N Amino acid Ru/C +Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
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Supplementary Data S2 : Selected examples of isotopologue distribution for each labeled
compounds
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Isotope di - Rel i | d;
Compounds N° Mo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Selected for quantiifcation
a-Aminoadipic Acid 1 3% 100% 12% - - - - - -
2-Aminobutyric Acid 2 <1% 100% 54% 50% 17% 9% 6% - - V': Proof of concept
3-Amino-isobutyric Acid 3 _ <1% 12% 100% 91% 52% 45% <1% -
Guanidinoacetic Acid 4 30% 76% 100% - - - - - -
Guanidinosuccinic Acid 5 55% 100% 28% 2% - - - - -
3-Hydroxy-3-Methylglutaric acid 6 <1% 10% 48% 100% 79% 6% 1% - -
3-Methylhistamine 7 - <1% 14% 100% 70% 21% 3% <1% _ V': Proof of concept
3-Methylhistidine 8 - - <1% 3% 26% 94% 100% 76% 41% V': Endogenous quantification
7-Methylguanine 9 62% 100% - - - - - - -
Adipic Acid 10 - - - - 18% 28% 59% 100% 84%
Alanine 11 2% 100% 51% 17% 35% <1% - - -
Arginine 12 5% 100% 56% 27% 7% 1% - - - V': Endogenous quantification
Asparagine 13 <1% 6% 100% 49% 9% <1% - - -
Aspartic Acid 14 - 2.0% 30.0% | 100.0% - - - - -
Citric Acid 15 - <1% 5% 41% 100% 7% - - -
Citrulline 16 3.7% 100.0% 3.6% <1% - - - - - V': Endogenous quantification
Diglycolic Acid 17 - <1% 28% 100% 90% - - - - V': Proof of concept
Glutaconic Acid 18 - - 2.2% 13.3% 100.0% - - - -
Glutamic Acid 19 <1% 8% 42% 100% 25% 1% - - - V': Endogenous quantification
Glutamine 20 5.0% 100.0% 37.0% 10.0% - - - - -
Glycerol-3-Phosphate 21 <1% 9% 54% 100% 67% - - - -
Glycine 22 - 4% 100% 1% - - - - -
Histidine 23 - - < 1% 4% 31% 100% 7% - -
Hydroxyglutaric Acid 24 10% 94% 100% 2% 12% 2% - - -
Imidazolelactic Acid 25 - <1% 5% 35% 88% 100% 6% - - V': Endogenous quantification
Isocitric Acid 26 <1% 4% 53% 100% 7% - - - -

Lactic Acid 27 100% 48% 4% - - - - - -

Leucine 28 3% 100% 5% 3% - - - - - V': Endogenous quantification
Lysine 29 4% <1% 14% 100% 5% <1% - - -
Maleic Acid 30 11.0% 20.0% 100.0% 80.0%
Malic Acid 31 - 3% 100% 18% <1% - - - -
Methylimidazoleacetic Acid 32 - - 3% 35% 100% 18% 3% 1% - V': Endogenous quantification
Methylmalonic Acid 33 Back exchange
N-Methyl-D-Aspartic Acid 34 - - - [ <% | 12% | e9% | 100% | 5% - V/: Proof of concept
O-Acetylserine 35 Complete degradation
Ornithine 36 - - - | - I - I 2% I 23% I 100% 5% V': Endogenous quantification
Pantothenic Acid 37 Complete degradation
Phosphoethanolamine 38 <1% 6% 100% 26% 2% - - - - V' Proof of concept
Pipecolic Acid 39 <1% 7% 100% 83% 28% 8% 1% - V': Endogenous quantification
Proline 40 - - 9% 100% 63% 15% 2% - - V': Endogenous quantification
Pyroglutamic Acid a1 100% 29% 3% <1% - - - - -

Sarcosine a2 _ _ <1% 3% 20% 100% - - - V': Endogenous quantification
Serine 43 <1% 3% 47% 100% 3% - - - - V': Endogenous quantification
Sorbitol a4 - - - - - 2% 19% 83% 100% V': Proof of concept

Succinic Acid a5 - 1% 10% 45% 100% - - - -
Taurine a6 - 3% 55% 100% 49% - - - - V': Endogenous quantification

Taurocholic Acid 47 28% 100% 52% 19% 5% - - - -
Threonic Acid 48 7% 34% 100% 86% 30% - - - - V': Endogenous quantification

Threonine 49 1% 4% 100% 56% 43% 73% 2% - -

4-Hydroxyproline 50 - <1% 15% 100% 37% 4% <1% - - V': Endogenous quantification
Tyrosine 51 51% 100% 65% 24% 10% 3% - - -
Valine 52 - - - - - 2% 17% 66% 100%

Supplementary Data S3 : Principle of the in-sample multi-point internal calibration

strategy. Illustration with for the absolute quantification of sorbitol in a biological

matrix.
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Annexe 6 : Liste des composés investigués
avec la nouvelle méthode de production de
standards internes marqués (SIL-IS)
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. Masse .
Metabolite Formule Brute X Structure Smile
Précise
o)
~ N
1-MethylGuanine C6H7N50 165.0651 )N\)t \> CN(C(N)=N1)C(C2=CINC=N2)=0
NS
H,NT N N
NH
~ N
’\L)t \> CN1C=NC2=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](O)([H])[C@
. i N7 N “HLe=HE
1-MethylAdenosine C11H15N504 281.1124 R OIONHNIC@@I03)(H)COICL=N
KRN
HO:E)\H OH
H 4~
Ho H
/=N
1-MethylHistamine C6H11N3 125.0953 —N__ CN(C=N1)C=C1CCN
NH,
o)
1-MethylHistidine C7H11N302 169.0851 A oH CN(C=N1)C=C1C[C@@](N)([H])C(0)=0
\=NHN H
0
~ N
1-MethylXanthine C6HENA02 166.0491 j\)k/[ \> CN(C1=0)C(C2=C(N1)NC=N2)=0
N
o NT N
OH
2,4-Quinolinediol COH7NO2 161.0477 X 0C1=CC(0)=NC2=CC=CC=C21
—
N~ “oH
NH,
D
= CO[C@)(IC@]1([H])N2C=NC(C2=NC=N3)=C3N)([H])[C@
0- IAdenosi C11H15N504 281.1124 N~ N
2-0-MethylAdenosine HaZ -0 @I0)H)C@@)O1)([H)cO
ELN
pr\H OH
70 "/
HO H
o)
|9,
CO[C@]([C@]1([H]IN2C=NC3=C2NC(N)=NC3=0)([H])[C
0- G i C11H15N505 297.1073 H,NT N
270-MethylGuanosine © Nl hZ o @@I0)(HC@@)(01)([H)CO
o= ‘H\OH
iy s
Ho H
o)
N
H’L)t \> CO[C@)(IC@]1([H])N2C=NC3=C2N=CNC3=0)([H])[C@
0- f N N ~NC3=C2N= =
2-0-Methylinosine C11H14N405 282.0964 R PIONHIC@@IOL(HICO
N
Hios H OH
70 "/
Ho H
o)
3-MethylHistidine C7H11N302 169.0851 NWOH CN1C=NC=C1C[C@@](N)(H])C(0)=0
\_NHN H
N
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
H
N
4-Hydroxyilndole C8H7NO 133.0528 / 0C1=CC=CC2=C1C=CN2
OH
NH,
5-Aminolmidazole-4-Carboxamide C4H6N40 126.0542 NC1=C(N=CN1)C(N)=0
5-Aminolmidazole-4-Carboxamide-
Il—G—DI—R\'bofuranosyl 5- C9H15N408P 338.0627 NeL=CiN=ChL[C@ @2 ([HC@@IONIHDIC@@]O)(H
’ 1)IC@@)(02)([H))COP(0)(0)=0)C(N)=O0
Monophosphate
NH,
N
N‘k j \> CsClC@)(01)(HNIC@O)([HDIC@](O)HNIC@IL(HIN
5'-Deoxy-5'-(MethyIThio)Adenosine| C11H15N503S 297.0896 N N
Haz O 2C=NC(C2=NC=N3)=C3N
"\\\S/
Ho=\_ /",
H “
Ho H
H
N
5-Hydroxylndole C8H7NO 133.0528 ) 0C1=CC=C2C(C=CN2)=C1
HO
[e]
/
N
7-MethylGuanine C6H7NS0 165.0651 )N‘\ ‘ /> CN1C=NC(NC(N)=N2)=C1C2=0
HaNT N
(o]
N/+
)N‘\ ‘\> CIN+]1=CN([C@@]2([H])[C 0)(H])IC o}
7-MethylGuanosine C11H15N505 297.1073 HaN N N (NH1=CN([Co@R((HIC@@lO)HNIC@ @)((O-
H Haz -0 I(H)[C@®@](02)([H])CO)C(NC(N)=N3)=C1C3=0
N
H 4~
-0 H
N/
7-MethylXanthine CE6HEN402 166.0491 i ‘ /> CN1C=NC(NC2=0)=C1C(N2)=0
07N N
/
~ N
Acide 1,7-DimethylUrique C7H8N403 196.0596 j\ ‘ ﬁo CN1C(C(N2C)=0)=C(NC2=0)NC1=0
7N N
/
HN N
Acide 3,7-DimethylUrique C7H8N403 196.0596 2\ | >:o CN1C(C(NC2=0)=0)=C(N2C)NC1=0
o0 >N N
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Metabolite Formule Brute Mas,se Structure Smile
Précise
H o
Acide 4-AcetamidoButanoique C6H11INO3 145.0739 YNMOH CC(NCCCC(0)=0)=0
H o
Acide 4-ImidazoleAcrylique C6H6N202 138.0429 WOH 0=C(0)/C([H])=C([H])/C1=CN=CN1
N
N\_NH H
o
N
Acide 9-MethylUrique C6HEN403 182.0440 i ‘ >:o CN(C1=0)C(NC2=0)=C(N1)C(N2)=0
0” >N~ N
H \
o]
Acide Adipique C6H1004 146.0579 HOMOH 0=C(0)CCCCC(0)=0
o]
[e) OH
[e]
Acide cis-Aconitique C6H606 174.0164 HO L 0=C(0)/C([H])=C(C(0)=0)\CC(0)=0
O OH
o
Acide Citraconique C5H604 130.0266 HONOH C/C(C{0)=0)=C{[H)\C(0)=0
o H
0. OH
[¢] 0]
Acide Citrique C6H807 192.0270 0=C(0)CC(C(0)=0)(0)CC(0)=0
HO OH OH
o] o]
Acide D-2-HydroxyGlutarique C5H805 148.0372 HO)S/\)LOH O[C@](C(0)=0)([H])CCC(0)=0
HO H
uQ
OMOH
Acide DL-DihydroOrotique C5HEN204 158.0328 oML NH 0=C(N1)C[C@@](NC1=0)([H])C(0)=0
o
O H O
Acide Glutaconique CSHE04 130.0266 HO NX-"oH 0=C(0)/C([H))=C([H))/CC(0)=0
H
Clcel(ce@]l(H))cCCe@2(H)C@@l([Ce@](O)[
Acide Glycocholique C26H43N06 465.3091 H])CC3([H))CIC@@](O)([HI)CCIC@ @134 C)([H])[C@)4([H
))IClC@@](O)([HNIC@]12C)([H])CCC(NCC(0)=0)=0
Acide HydroCinnamique C9H1002 150.0681 0=C(0)CCC1=CC=CC=C1
Acide ImidazoleAcetique C5HEN202 126.0429 0=C(0)CC1=CN=CN1
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
(0]
Acide Imidazolelactique C6H8N203 156.0535 WOH OC(C(0)=0)CC1=CN=CN1
N
N\_NH OH
H
) , N OH
Acide Indole-2-Carboxylique C9H7NO2 161.0477 @E/)_\< 0=C(0)C1=CC2=CC=CC=C2N1
6]
H
N OH
Acide Indole-3-Acetyl-L-Aspartique | C14H14N205 290.0903 ] ﬂ 0=C(NC(C(0)=0)CC(0)=0)CC1=CNC2=CC=CC=C12
(¢] [¢]
HN 07 oH
H
N
Y
Acide Indole-3-Propionique C11H11NO2 189.0790 0=C(0)CCC1=CNC2=CC=CC=C12
OH
(0]
H
N H
Acide IndoleAcrylique C11HINO2 187.0633 7\ 0o 0=C(0)/C([H])=C([H])/C1=CC2=CC=CC=C2N1
H OH
H
N
Y/
Acide IndoleLactique C11H11NO3 205.0739 OH 0C(C(0)=0)CC1=CNC2=CC=CC=C12
OH
O
[e) OH
o o
Acide Isocitrique C6H807 192.0270 Ho o 0=C(0)CC(C(0)=0)C(0)C(0)=0
OH
o
Acide Kynurenique C10H7NO3 189.0426 | oH 0=C(C1=CC=CC=C1N2)C=C2C(0)=0
N
o
(0]
Acide L-Aspartique C4HTNO4 133.0375 HONOH N[C@@](C(0)=0)([H])CC(0)=0
OHN H
[¢] o
Acide L-Glutamique C5HINO4 147.0532 HOWOH N[C@@](C(0)=0)([H])CCC(0)=0
H,N H
HO (e]
o
Acide Maleique C4H404 116.0110 H X oH 0=C(0)/C([H])=C([H)\C(0)=0
H
/=N O
Acide MethylimidazoleAcetique C6H8N202 140.0586 —N__ CN(C=N1)C=C1CC(0)=0
MOH
H o
Acide N-Acetyl-DL-Glutamique C7H11NOS 189.0637 CC(NC(C(0)=0)CCC(0)=0)=0

IOZ(
o
I

(@]
o
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
O OH
[¢] (0]
Acide N-Acetyl-L-Aspartique C6HINOS 175.0481 )_L CC(N[C@®@](C(0)=0)([H])CC(0)=0)=0
N OH
HH
P!
Acide N-Acetyl-L-Glutamique C7H11NOS 189.0637 ﬁ( Y OH CC(N[C@®@](C(0)=0)([H])CCC(0)=0)=0
Q
HO™ ~O
(0]
Acide Phenyllactique C9H1003 166.0630 OH 0C(C(0)=0)CC1=CC=CC=C1
OH
(0]
Acide Pyruvique C3H403 88.0160 Y'LOH CC(C(0)=0)=0
(6]
(0]
Acide Succinique C4H604 118.0266 HONOH 0=C(0)CCC(0)=0
o
OH
=
Acide Xanthurenique C10H7NO4 205.0375 “ ‘ OH 0C1=CC=CC(C1=N2)=C(0)C=C2C(0)=0
N
OH (0]
(0] (0]
Acide a-Ketoglutarique C5H605 146.0215 HOWOH 0=C(C(0)=0)CCC(0)=0
(o]
NH,
) N XN
Adenine C5H5NS 135.0545 m \> NC(N=CN1)=C2C1=NC=N2
N7 N
H
NH,
O
Adenosine C10H13N504 267.0967 NCl:C(N:C]’;‘[i[égﬁolz()[(T:*)lgccggg(C“:]hi[f@@](O)([H
Adenosine Monophosphate NC1=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@®@](O)([H])[C@@](04)([
Cyclique CLOHL2NS06P | 329.0525 H)IC@@1(03)([H)COP4(0)=0)C2=NCN1
5-Aminolmidazole-4-Carboxamide COMLANAOS 558.0964 NC1=C(N=CN1[C@@]2([H])[C@®@](O)([H]))[C@@](O)([H

1-B-D-Ribofuranoside

IC@®@](02)([H]))CO)C(N)=0
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
o]
HN NH,
Allantoin C4H6N403 158.0440 O:< /& NC(NC(NC1=0)C(N1)=0)=0
N™ °N” ~o
H H
[ (0]
Betaine C5H11NO2 117.0790 SNt C[N+](C)(CC([0-])=0)C
7~ of
/
~ N
Caffeine C8H10N402 194.0804 N CN1C=NC(N(C2=0)C)=C1C(N2C)=0
|
0 l\‘l N
HH Q
HZN\/YN OH
Carnosine C9H14N403 226.1066 5 H NCCC(N[C@®@)(C(0)=0)([H])CC1=CN=CN1)=0
| 2
N
(0]
N
N
Cotinine C10H12N20 176.0950 = CN1C(C2=CN=CC=C2)CCC1=0
o
N
NH,
DS,
) = NC1=C(N=CN2[C@@]3([H])C[C@@](O)(H])IC@@](03)
N
DeoxyAdenosine C10H13N503 251.1018 N ‘ ((H)COJC2=NC=N1
D-Glutamine C5H10N203 146.0691 HO™ ™ o) N[C@@](C(0)=0)([H])CCC(N)=0
H,N H
HN
DihydroThymine C5H8N202 128.0588 OZ\N o CC(C(N1)=0)CNC1=0
H
H
0. N (0]
DihydroUracil C4H6N202 114.0429 Y CC(C(N1)=0)CNC1=0
HN
(0]
H H
Ergothioneine C9H15N302S 229.0885 -S\_<\N I Y OH CIN+J(C)([C@@](C(O)=0)([H])CC1=CN=C([S-])N1)C
N /’\‘l+
(0]
OH
Glycine-Proline C7H12N203 172.0848 N NCC(N1CCCC1C(0)=0)=0
N
(¢]
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
(0]
) N N
Guanine C5HSNS0 151.0494 )‘\ ‘ \> NC1=NC(C2=C(N1)NC=N2)=0
N
HoN H N
y O
Hexanoyl-Glycine C8H15NO03 173.1052 WWN\*OH CCCCCC(NCC(0)=0)=0
(e}
N
4
Histamine CSHON3 111.0797 <N]\A NCCC1=CN=CN1
NH
i 2
o
Histidine C6HIN302 155.0695 SN -~ SOH N[C@®@](C(0)=0)([H])CC1=CN=CN1
\_NHoN H
(0]
. HN N
Hypoxanthine C5H4N40 136.0385 k ‘ \> 0=C1C2=C(N=CN1)NC=N2
H
N
Indole C8H7N 117.0578 @l/) €12=CC=CC=CINC=C2
(0]
/N N
Isoxanthopterin C6HSN502 179.0443 i | J\ NC1=NC(C2=C(N1)NC(C=N2)=0)=0
07 "N” N7 "NH,
H H
HH Q
HZN\/\[(N OH
L-Anserine C10H16N403 240.1222 o) CN1C=NC=C1C[C@@](NC(CCN)=0)([H])C(0)=0
N
/N
L-Histidine-Methyl-Ester C7H11N302 169.0851 NS R o~ COC([C@](N)([H])CC1=CN=CN1)=0
N_NHH NH,
. H,N H HNT\
L-Histidinol C6H11N30 141.0902 HO = ~ N[C@@](CO)([H])CC1=CN=CN1
HH N2
N
N-Acetyl-L-Glutamine C7H12N204 188.0797 \[( I\/J\O CC(N[C@@](C(0)=0)([H])CCC(N)=0)=0
[e]
HO™ O
H (o}
N6-Acetyl-L-Lysine C8H16N203 188.1161 YN 3 OH CC(NCCCCIC@@)IN)([H])C(0)=0)=0
o H NH,
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
SNH
N6-MethylAdenine C6H7NS 149.0701 N‘k = \> CNC(N=CN1)=C2C1=NC=N2
N
H
O+ _OH
(0]
N-Acetyl-D-Allo-Isoleucine C8H15NO3 173.1052 )LN A CC[C@]([C@](NC(C)=0)([H])C(0)=O)([H])C
H H:: H
HO»H o H/OH
) 9 " CCN[C@e@H](C10)[C@]O)([H)C@@]O)(H)Ce@](
N-Acetyl-D-Glucosamine C8H15NO6 221.0899 )LN/[(\[H 01)([H])CO)=0
N OH
HHo H
O~_OH
[e]
N-Acetyl-DL-Norvaline C7H13NO3 159.0895 k CCCC(NC(C)=0)C(0)=0
N
H
H o
N-Acetyl-DL-Serine C5HINO4 147.0532 W \kaH CC(NC(C(0)=0)CO)=0
o
OH
H [¢]
N-AcetylGlycine C4H7NO3 117.0426 N\)'L CC(NCC(0)=0)=0
OH
(0]
o HN\
N-AcetylHistamine C7H11IN30 153.0902 )LN/\/’\/N CC(NCCC1=CN=CN1)=0
H
H (e}
N-Acetyl-L-alanine C5HINO3 131.0582 \WN%OH C[C@@](NC(C)=0)([H])C(0)=0
o H~*
Os_OH
(0}
N-Acetyl-L-Leucine C8H15NO03 173.1052 )L CC(C[C@@)](NC(C)=0)([H])C(0)=0)C
N
HH
Hr4o
WN OH
N-Acetyl-L-Phenylalanine C11H13NO3 207.0895 0 CC(N[C@@](C(O)=0)([H])CC1=CC=CC=C1)=0
O+ _OH
(0]
N-Acetyl-Ornithine C7H14N203 174.1004 )LN NH, CC(N[C@@](C(0)=0)([HI)CCCN)=0
HH
H o
N-lIsovaleroylGlycine C7H13NO3 159.0895 WN\)'LOH CC(CC(NCC(0)=0)=0)C
o
N-Methyl-Gamma-Oxo-3- C10H12N202 192.0899 = ~ CNC(CCC(C1=CN=CC=C1)=0)=0
PyridineButanamide ‘ o
NS
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Metabolite Formule Brute Mas,se Structure Smile
Précise
[¢]
o-Tyrosine C9H11INO3 181.0739 OH NC(C(0)=0)CC1=CC=CC=C10
NH
OH 2
(0]
/
Paraxanthine C7HEN402 180.0647 A ) NC(C(0)=0)CC1=CC=CC=C10
07 N7 N
H
H H NH,
Phenylacetyl-L-Glutamine C13H16N204 264.1110 mNI\/go NC(CC[C@@](NC(CC1=CC=CC=C1)=0)([H])C(0)=0)=0
(6]
(o] OH
NN
Purine CSHANA 120.0436 L > C12=CN=CN=CINC=N2
NN
N=\ H
HyN /\N“ OH S i N[C@@](C(0)=0)([H))CCsCIC@](01)([HNC@](O)([H])IC
. - i 2 72 , 5
S-Adenosyl-Homocysteine C14H20N605S 384.1216 [\ ~ . OH @I(O)(HI)C@1((M)N2C=NC(C2=NC=N3)=C3N
N\/NHO H,N H
A O
s o HoN C[S+|(C[C@](O1)(HNIC@](O)([HN)C@)(O)[H])C@]1([H]
S-AdenosylMethionine C1oH22NG055 | 3984372 ’ %K\LH)/\XIH/ 0' JN2C=NC(C2=NC=N3)=C3N)CC[C@@](N)([H])C([0-])=0
HO |, 4 "H HN H
+/
Stachydrine C7H13NO2 143.0946 lN)'\‘\MO’ CIN+]1(CCCIC@@]L(H))C([0-])=0)C
H
(0]
>N
Theophylline C7H8N402 180.0647 2\ \ \> CN(C1=0)C2=C(N=CN2)C(N1C)=0
0”>N" N
‘ H
Thiamine C12H16N40S | 264.1045 )N‘\YN\L\ CC(IN+](CC(C(N)=N1)=CN=C1C)=CS2)=C2CC[O-]
— (ox
N"ONH, S
O:P/O \ WHZN N
B HO LO Nt )= CC{IN+](CC(C(N)=N1)=CN=C1C)=C52)=C2CCOP([0-
Thiamine Pyrophosphate C12H18N407P2S 424.0371 HO\}‘D/O \ />/ 1OP(0)(0)=0}=0
N
\
o
Y—NH
N NH
Thiamine-PO4 C12H17N404PS |  344.0708 — 7S 0 CCUNACCICL=N)=CN=CIN1]C)=CS2)=C2CCOP(O)([O-

1)=0
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Metabolite Formule Brute Mas.se Structure Smile
Précise
Trans-3-HydroxyCotinine C10H12N202 192.0899 CN1[C@®@](C2=CN=CC=C2)([H])C[C@](O)([H])C1=0
C/C(CO)=C([H])/CNC1=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](0)
trans-Zeatin Glucoside C16H23N506 381.1648 ((H)IC@)O)H)IC@@]O)([H)IC@@](03)([H])CO)C2=
NC=N1
(0]
; HN N
Xanthine C5H4N402 152.0334 2\ ‘ \> 0=C(N1)C2=C(NC1=0)NC=N2
o” N N
H H
o
N
lﬂ\ | \> oc[c@](o1)(HNIC@O)[HDIC@IO)HNIC@IL([HIN2
i N
Xanthosine C10H12N406 284.0757 (0] H He O - C=NC(C(N3)=0)=C2NC3=0
HO@\H OH
H 4%
Ho H
(0]
a-Methyl-DL-Histidine C7H11N302 169.0851 N/Qiﬁ//A77(JL‘OF1 CC(C(0)=0)(N)CC1=CN=CN1
N\_NH 7 NH;
MethylHistami C6H11IN3 125.0953 )NiZH/N(/\\ CC(N)CC1=CN=CN1
a-MethylHistamine A N = =
SN
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ECOLE DOCTORALE

. H
* i Sciences chimiques: molécules,
unive I'Slte i matériaux, instrumentation

PARIS-SACLAY i et biosystémes

Développement de nouveaux outils pour I’'analyse métabolomique par spectrométrie de masse haute résolution : de
I'acquisition de spectres MS/MS pour I'identification large-spectre de métabolites au marquage isotopique pour la
quantification

Spectrométrie de masse a haute résolution, Métabolomique, Marquage isotopique, Quantification

La métabolomique est une science relativement récente qui
étudie les molécules de masses moléculaires inférieures a 1.5
kDa, présentes dans une matrice biologique donnée. Elle est
le dernier maillon des sciences « omiques » et représente
I'ultime réponse d’un organisme aux facteurs perturbant son
fonctionnement. Aujourd’hui, de nombreux développements
en spectrométrie de masse a haute résolution couplée a la
chromatographie liquide (LC-HRMS), visent a améliorer la
détection, 'identification et la quantification des métabolites
mais également a augmenter la robustesse des analyses.
C’est dans ce contexte que mon projet de these s’est intégré.
L'un des objectifs de cette thése a donc été de développer
des méthodes permettant ['acquisition simultanée de
spectres MS et MS/MS via des analyses en mode
d’acquisitions dits « données dépendantes » et « données
indépendantes ». Ces méthodes ont permis d’avoir la méme
sensibilité que les analyses classiquement réalisées en
spectrométrie de masse a haute résolution, tout en
acquérant des informations importantes pour I'identification
des métabolites grace aux spectres MS/MS. Ces
développements ont pu étre appliqués a une étude inter-
laboratoires dans le cadre d’un projet européen. L'autre

objectif majeur de ce doctorat a été la mise en place de
stratégies pour la quantification de métabolites en matrice
biologique. Pour ce faire, la production et |a caractérisation
de standards internes marqués aux isotopes stables ont été
envisagées. Ainsi, des méthodes de synthéeses chimiques
par échanges H/D ont été évaluées et ont permis d’obtenir
de nombreux composés marqués. L'exploitation des profils
isotopiques obtenus pour ces composés a permis la mise
en place d’une approche quantitative innovante par
étalonnage interne multipoints. Cette méthode a pu étre
comparée aux approches classiques de dilution isotopique.
Par ailleurs, I'étude de profils isotopiques a également pu
étre appliquée a des analyses préliminaires d’urines de
souris métaboliquement marquées (in vivo) au carbone-13,
a la fois pour du suivi cinétique d’incorporation du C-13 au
sein de quelques métabolites ciblés mais aussi, a plus long
terme, pour I'annotation et I'identification de nouveaux
métabolites. In fine, I'ensemble des développements
réalisés au cours de cette thése ont permis d’atteindre un
meilleur niveau d’identification des métabolites et
d’améliorer leur quantification

Development of new tools for metabolomic analysis by high-resolution mass spectrometry: from the acquisition of
MS/MS spectra for large-scale metabolite identification to isotope labeling for quantification

High Resolution Mass Spectrometry, Metabolomics, Isotopic Labeling, Quantification

Metabolomics is a relatively new science that studies
molecules with a molecular weight below 1.5 kDa, present in
a given biological matrix. It is the last link in the "omics"
sciences and represents the ultimate response of an
organism to factors that disrupt its functioning. Today, many
developments in high-resolution mass spectrometry coupled
to liquid chromatography (LC/HRMS) aim at improving the
detection, identification and quantification of metabolites
but also at increasing the robustness of the analyses. This PhD
thesis took place in that context. One of its main objectives
was to develop methods allowing the simultaneous
acquisition of MS and MS/MS spectra via analyses in "Data
Dependent Acquisition" and "Data Independent Acquisition"
modes. These methods allowed the production of data with
the same sensitivity as the traditional "Full Scan" analysis
while providing more precise and relevant information for
further metabolite identification. These methodological
developments were applied to an inter-laboratory study as
part of a European project. The other major objective of this

PhD was to set-up strategies for the large-scale
quantification of metabolites in biological samples. To do
so, the production and characterization of isotopically
labeled internal standards were investigated. Thus,
chemical synthesis methods relying on H/D exchange was
evaluated and enabled the production of a large panel of
labeled compounds. Their isotopic pattern exploitation
allowed the development of an innovative quantitative
approach by multi-point internal calibration. This method
was compared to the conventional isotope dilution
approach. At last, isotope profiling was applied to the
preliminary analysis of mouse urine samples obtained from
mice that were in vivo labeled with carbone-13. The aims
were to study the C-13 incorporation kinetics in targeted
metabolites, but also to annotate and identify new
metabolites. Overall, the set of developments carried out
during this thesis have allowed to reach a better level of
identification of metabolites and to improve their
quantification

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France




