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Préambule 

 

La métabolomique est une science relativement jeune apparue dans les années 1990-20001,2. 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).  

 

La métabolomique correspond à l’étude des molécules de masses moléculaires inférieures à 1.5 kDa 

présentes dans une matrice biologique donnée. Elle représente l’ultime réponse d’un organisme à un facteur 

perturbant son fonctionnement. Les métabolites étant de diversités chimiques très variées, il est très complexe 

de pouvoir détecter l’ensemble de ces composés en une seule analyse voire même avec une seule technique 

analytique. Deux méthodes analytiques sont principalement utilisées : la spectrométrie de masse (MS) et la 

résonance magnétique nucléaire (RMN). Cette dernière 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 l’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 à des méthodes séparatives telles que la chromatographie en phase liquide (LC) 

ou gazeuse (GC). Grâce à ces méthodes, des milliers de signaux sont détectés à partir d’un échantillon biologique 

complexe (par exemple un biofluide humain), mais il est aujourd’hui encore très difficile de tous les identifier 

avec certitude.  

Dans ce contexte, ma thèse s’est focalisée sur l’amélioration de l’identification des métabolites et de 

l’aspect quantitatif des analyses métabolomiques par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse à haute résolution (LC-HRMS) respectivement au travers du développement de méthodes MS/MS sur un 

instrument de dernière génération (Orbitrap Fusion) et à la production de métabolites incorporant des isotopes 

Figure 1 : La cascade des sciences "Omiques". 
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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 l’annotation voire l’identification de 

métabolites et gagner en temps d’analyse. En effet, lors des analyses métabolomiques actuelles, l’analyse de 

profil métabolique par LC-HRMS des échantillons est souvent découplée (en tout cas au début de ma thèse) de 

l’analyse par LC-HRMS/MS permettant de confirmer ou non l’identité des métabolites d’intérêt. Dans ces 

conditions, ne sont généralement fragmentés par MS/MS que les ions d’intérêt préalablement mis en évidence 

par l’analyse statistique des données de profilage. Jusqu’à récemment, les analyses MS/MS ne pouvaient pas 

être réalisées de façon non ciblée et suffisamment exhaustive au cours d’une même 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 l’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 l’analyse LC-HRMS. Afin de diminuer les biais analytiques induits par ce délai (dégradation de l’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 l’acquisition simultanée des profils métaboliques des échantillons (spectres MS) et de 

l’ensemble des spectres permettant la confirmation de l’identité des composés (spectres MS/MS). Ces 

développements sont aujourd’hui possible grâce aux améliorations technologiques ayant permis l’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 à des spectres MS/MS de 

référence présents dans des bases de données. 

 Le deuxième objectif de ma thèse a eu pour but de développer une nouvelle approche de production 

de métabolites marqués aux isotopes stables, afin de répondre à terme à des problématiques liées à la 

quantification de candidats biomarqueurs et à l’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 spectromètre de masse), elles sont alors divisées en plusieurs séries 

d’échantillons qui sont analysées sur des périodes allant de plusieurs jours à plusieurs mois. Dans ces conditions, 

les « batches » d’analyses sont souvent difficiles à normaliser et donc à comparer. De plus, pour certaines 

problématiques comme l’étude de maladies rares, le nombre d’échantillons disponibles à 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 après 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-même. 

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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à 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 à des prix parfois prohibitifs, des méthodes de marquage impliquant des 

isotopes stables sont développées au laboratoire.   

Pour répondre à ces objectifs, ce manuscrit est divisé en deux parties principales. La première partie est 

une étude bibliographique en trois chapitres. Le premier chapitre présentera un état de l’art concernant la 

métabolomique, le déroulement d’une analyse métabolomique, les méthodes analytiques physico-chimiques 

utilisées et leur couplage avec les méthodes séparatives. Le deuxième chapitre se concentrera particulièrement 

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 

troisième chapitre s’intéressera aux méthodes quantitatives en métabolomique, notamment au travers de 

l’utilisation de standards internes incorporant des isotopes stables. 

La deuxième partie de ce manuscrit présentera les résultats expérimentaux obtenus lors de cette thèse. 

Le premier chapitre détaillera les développements des méthodes d’acquisition MS/MS dits « Data Dependent 

Acquisition » et « Data Independent Acquisition » et l’application d‘une méthode optimisée à l’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’intérêt aux isotopes stables par échange 

hydrogène/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 (13C) 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. 

 

 
 
 
 
 



 

- 8 - 

 

 
 
 



Table des matières 

- 9 - 

 

Table des matières 

Remerciements .................................................................................................................................................... - 3 - 

Préambule ............................................................................................................................................................ - 5 - 

Table des matières ............................................................................................................................................... - 9 - 

Liste des figures .................................................................................................................................................. - 13 - 

Liste des tableaux ............................................................................................................................................... - 16 - 

Liste des abréviations ......................................................................................................................................... - 18 - 

Production scientifique....................................................................................................................................... - 20 - 

Partie A : Contexte scientifique et technologique ............................................................................................... - 24 - 

Chapitre 1 : La métabolomique ........................................................................................................................... - 26 - 
A – La métabolomique : contexte général .................................................................................................... - 26 - 
B – Déroulement d’une analyse métabolomique non ciblée ....................................................................... - 27 - 
C – Les techniques d’analyse pour la métabolomique ................................................................................. - 32 - 

1 – Vue d’ensemble des méthodes analytiques les plus utilisées .......................................................... - 32 - 
2 – La spectrométrie de masse ................................................................................................................. - 33 - 

a – Les principales sources d’ionisation .............................................................................................. - 34 - 
b – Les principaux analyseurs............................................................................................................... - 37 - 
c – Les spectromètres de masse en tandem ....................................................................................... - 40 - 
d – La mobilité ionique ......................................................................................................................... - 44 - 

D – Le couplage avec les méthodes séparatives ........................................................................................... - 45 - 
1 – La chromatographie en phase gazeuse .............................................................................................. - 45 - 
2 – La chromatographie en phase liquide ................................................................................................ - 46 - 
3 – L’électrophorèse capillaire .................................................................................................................. - 49 - 
4 – Comparaison de méthodes séparatives ............................................................................................. - 49 - 

Chapitre 2 : L’acquisition de données en spectrométrie de masse pour la métabolomique ............................ - 52 - 
A – L’annotation et l’identification des métabolites ..................................................................................... - 52 - 
B – Les différents modes d’acquisition MS/MS ............................................................................................ - 59 - 

1 – Le mode ciblé ....................................................................................................................................... - 60 - 
2 – Les analyses en mode « Data Dependent Acquisition » .................................................................... - 60 - 
3 – Les analyses en mode « Data Independent Acquisition » ................................................................. - 63 - 
4 –Comparaison des différents modes d’acquisition MS/MS ................................................................. - 66 - 

Chapitre 3 : La quantification en métabolomique.............................................................................................. - 68 - 
A – La quantification : contexte général ........................................................................................................ - 68 - 

1 – La quantification relative et la quantification absolue ...................................................................... - 68 - 
2 – Les différentes approches de quantification par spectrométrie de masse ...................................... - 70 - 

a – La quantification basée sur l’ion précurseur ................................................................................. - 70 - 
b – La quantification basée sur les fragments..................................................................................... - 70 - 

B – L’utilisation des isotopes stables pour la quantification des métabolites ............................................. - 72 - 
1 – Standard interne marqué : définition, propriétés et limitations ...................................................... - 72 - 
2 – Les voies de production des standards internes marqués ................................................................ - 73 - 

a – Production in vivo de standards marqués ..................................................................................... - 75 - 
b – L’approche par marquage chimique (ou marquage in vitro) ....................................................... - 76 - 

3 – Utilisation des standards marqués pour la quantification ................................................................ - 83 - 



Table des matières 

- 10 - 

 

Objectifs ............................................................................................................................................................... - 86 - 

Partie B : Etudes expérimentales ........................................................................................................................ - 88 - 

Chapitre 1 : Développement de nouvelles méthodes d’acquisition pour la métabolomique ........................... - 90 - 
A – Développements des méthodes « Data Dependent Acquisition » et « Data Independent Acquisition » .. - 
90 - 

1 – Contexte et objectifs ........................................................................................................................... - 90 - 
2 – Méthodologie suivie et introduction au travail expérimental .......................................................... - 91 - 
3 – Publication « Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent Acquisition 
Workflows Implemented on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics » ............................... - 92 - 
4 – Principaux résultats et conclusions .................................................................................................. - 109 - 

B – Application à des études d’intercomparaison de spectres de masse dans le cadre d’un projet 
européen (HBM4EU) .................................................................................................................................... - 115 - 

1 - Contexte du projet européen ............................................................................................................ - 115 - 
2 – Création d’une base de données et harmonisation des protocoles d’acquisition ........................ - 116 - 

a – Contexte et objectifs .................................................................................................................... - 116 - 
b – Méthodologie ............................................................................................................................... - 117 - 
c – Résultats ........................................................................................................................................ - 121 - 
d – Conclusions et perspectives ......................................................................................................... - 126 - 

C – Automatisation et amélioration de la méthode « Data Dependent Acquisition » ............................. - 127 - 
1 – Contexte et objectifs ......................................................................................................................... - 127 - 
2 – Méthodologie .................................................................................................................................... - 129 - 
3 – Résultats ............................................................................................................................................. - 130 - 
4 – Conclusion et perspectives ............................................................................................................... - 132 - 

D – Conclusions et perspectives .................................................................................................................. - 132 - 

Chapitre 2 : Production et utilisation de standards internes marqués (SIL-IS) pour la quantification en 
métabolomique .................................................................................................................................................. - 134 - 

A – Production de standards internes marqués (SIL-IS) par une méthode mono-étape métallo-catalysée .... - 
134 - 

1 – Contexte et objectifs ......................................................................................................................... - 134 - 
2 – Principe de l’introduction de deutérium par réaction mono-étape métallo-catalysée ................ - 135 - 
3 – Plan expérimental .............................................................................................................................. - 135 - 
4 – Matériel et méthodes........................................................................................................................ - 140 - 
5 – Résultats ............................................................................................................................................. - 142 - 

a - Utilisation du ruthénium comme catalyseur de l’incorporation de deutérium ......................... - 142 - 
b - Adaptation du procédé de marquage avec remplacement de Ru/C par Pd/C .......................... - 147 - 

6 – Bilan des marquages métallo-catalysés ........................................................................................... - 149 - 
B – Développement d’une nouvelle méthode de quantification : « multi-point internal calibration » .. - 152 - 

1 – Contexte et objectif ........................................................................................................................... - 152 - 
2 – Méthodologie .................................................................................................................................... - 153 - 
3 – Publication (en cours de rédaction) ................................................................................................. - 155 - 
4 – Principaux résultats et conclusion .................................................................................................... - 168 - 

C – Evaluation de l’efficacité de méthodes alternatives de deutération pour l’obtention de versions 
marquées de métabolites d’interêt ............................................................................................................. - 169 - 

1 - Méthodologie ..................................................................................................................................... - 169 - 
2 – Résultats ............................................................................................................................................. - 171 - 
3 – Conclusions et perspectives .............................................................................................................. - 180 - 

D - Utilisation du marquage In Vivo pour la quantification et l’identification de métabolites ................. - 180 - 
1 – Contexte et objectifs ......................................................................................................................... - 180 - 
2 – Matériels et méthodes ...................................................................................................................... - 181 - 
3 – Résultats et perspectives .................................................................................................................. - 183 - 

E – Conclusion et perspectives .................................................................................................................... - 192 - 

Conclusions et discussions générales ................................................................................................................ - 196 - 

Références ....................................................................................................................................................... - 202 - 



Table des matières 

- 11 - 

 

Partie C : Annexes ............................................................................................................................................. - 219 - 

Annexe 1 : Revue sur les modes d’acquisitions en spectrométrie de masse ................................................... - 221 - 
« Data Acquisitions workflows in liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry-
based metabolomics: Where do we stand? » ............................................................................................. - 221 - 

Annexe 2 : Données Supplémentaires de la Publication sur les Modes d’Acquisitions DDA et DIA ............... - 235 - 
« Comparative Evaluation of Data Dependent and Data Independent AcquisitionWorkflows Implemented 
on an Orbitrap Fusion for Untargeted Metabolomics » ............................................................................. - 235 - 

Annexe 3 : Publication HBM4EU sur la proposition de critères qualités pour la confection d’une base de 
données spectrale MS/MS ................................................................................................................................. - 259 - 

« A European proposal for quality control and quality assurance of tandem mass spectral libraries » . - 259 - 

Annexe 4 : Détails conditions d’échange H/D par la réaction mono-étape métallo-catalysée ...................... - 289 - 

Annexe 5 : Données supplémentaires sur la publication de la nouvelle méthode de quantification ............. - 293 - 
« High-throughput metal-catalyzed deutérium labeling of small molecules for MS-based quantitative 
metabolomics and evaluation of an innovative multipoint calibration approach » ................................. - 293 - 

Annexe 6 : Liste des composés investigués avec la nouvelle méthode de production de standards internes 
marqués (SIL-IS) ................................................................................................................................................. - 299 - 

 

 



 

- 12 - 

 

 

 



Liste des figures 

- 13 - 

 

Liste des figures 

FIGURE 1 : LA CASCADE DES SCIENCES "OMIQUES". ............................................................................................................... - 5 - 
FIGURE 2 : DEROULEMENT D’UNE ANALYSE METABOLOMIQUE NON CIBLEE (ADAPTEE DE JUNOT ET AL.). .................................... - 27 - 
FIGURE 3 : EXEMPLE D’UNE SEQUENCE ANALYTIQUE. .......................................................................................................... - 29 - 
FIGURE 4 : ILLUSTRATION DE L'IMPACT DE LA NORMALISATION DE QUATRE « BATCHES » DISTINCTS D’ANALYSE (COHORTE DE 826 

ECHANTILLONS DE SERUM). ................................................................................................................................... - 30 - 
FIGURE 5 : EXEMPLES DE DECALAGE DE TEMPS DE RETENTION LORS DE L'ANALYSE D'UN MEME ECHANTILLON A 10 MOIS D'INTERVALLE.. - 

31 - 
FIGURE 6 : NOMBRE DE PUBLICATIONS EN METABOLOMIQUE AU COURS DE CES 15 DERNIERES ANNEES AVEC DES ANALYSES IMPLIQUANT 

LA RMN OU LA SPECTROMETRIE DE MASSE. ............................................................................................................. - 33 - 
FIGURE 7 : SCHEMA D’UN SPECTROMETRE DE MASSE. ......................................................................................................... - 33 - 
FIGURE 8 : SCHEMA D’UNE SOURCE ESI (EXTRAITE DE CECH ET AL.). ..................................................................................... - 35 - 
FIGURE 9 : RECAPITULATIF DES CONDITIONS OPTIMALES POUR L’UTILISATION DES SOURCES D’IONISATION A PRESSION ATMOSPHERIQUE 

(EXTRAITE DE SYAGE ET AL.). .................................................................................................................................. - 36 - 
FIGURE 10 : COMPARAISON ET COMPLEMENTARITE DES TROIS METHODES D'IONISATION A PRESSION ATMOSPHERIQUE ESI, APCI ET 

APPI POUR L’ANALYSE METABOLOMIQUE D’UN ECHANTILLON DE PLASMA HUMAIN (ADAPTEE DE TIAN ET AL.). .................. - 36 - 
FIGURE 11 : SCHEMA D’UN ANALYSEUR QUADRIPOLAIRE (EXTRAITE DE WWW.SHIMADZU.COM). ............................................... - 38 - 
FIGURE 12 : SCHEMA D’UN ANALYSEUR DE TYPE TEMPS DE VOL (EXTRAITE DE WWW.SHIMADZU.COM). ...................................... - 39 - 
FIGURE 13 : SCHEMA D'UN ANALYSEUR DE TYPE ORBITRAP (EXTRAITE DE SCIGELOVA ET AL). ..................................................... - 40 - 
FIGURE 14 : SCHEMA DE L’ORBITRAP FUSION (EXTRAITE DE PLANETORBITRAP.COM). .............................................................. - 41 - 
FIGURE 15 : SCHEMA D’UN INSTRUMENT DE MOBILITE IONIQUE A TEMPS DE DERIVE (ADAPTEE DE JÜNGER ET AL.). ...................... - 44 - 
FIGURE 16 : ANALYSE DE SERUM HUMAIN PAR TROIS TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES (EXTRAITE DE BOUDAH ET AL.). .......... - 48 - 
FIGURE 17 : COUVERTURE DE 75 INTERMEDIAIRES DU METABOLISME CENTRAL PAR TROIS METHODES SEPARATIVES (EXTRAITE DE 

BÜSCHER ET AL.). ................................................................................................................................................. - 50 - 
FIGURE 18 : LES ETAPES D'ANNOTATION ET D'IDENTIFICATION EN METABOLOMIQUE................................................................ - 53 - 
FIGURE 19 : REPARTITION DES COMPOSES SELON LEUR ORIGINE (ADAPTEE DE SINDELAR ET AL.). ............................................... - 53 - 
FIGURE 20 : LES DIFFERENTS SIGNAUX MS PRODUITS PAR LE PROPIONYL-COA (ADAPTEE DE DAMONT ET AL.). ............................ - 54 - 
FIGURE 21 : REPARTITION DES COMPOSES SELON LEUR ABONDANCE (ADAPTEE DE CHALECKIS ET AL.). ........................................ - 57 - 
FIGURE 22 : LES DIFFERENTS MODES D’ACQUISITION DES SPECTRES MS/MS. ......................................................................... - 59 - 
FIGURE 23 : PRINCIPE DE LA FRAGMENTATION EN MODE "STEPPED COLLISION ENERGY". ......................................................... - 61 - 
FIGURE 24 : COMPARAISON DES SPECTRES OBTENUS AVEC LES MODES DE FRAGMENTATION HCD ET CID POUR 1,2-

DIDOCOSAHEXAENOYL-GLYCERO-3-PHOSPHOCHOLINE (ADAPTEE DE MULLARD ET AL.). .................................................. - 62 - 
FIGURE 25 : EXEMPLE DE CYCLES AVEC UN SPECTRE MS (EN NOIR) ET PLUSIEURS SPECTRES MS/MS (EN ROUGE) LORS D’UN PIC 

CHROMATOGRAPHIQUE. ....................................................................................................................................... - 63 - 
FIGURE 26 : LA QUANTIFICATION RELATIVE ET LA QUANTIFICATION ABSOLUE. ......................................................................... - 69 - 
FIGURE 27 : COMPARAISON DES MODES D’ACQUISITION SRM (/MRM) ET PRM (ADAPTEE DE BURNUM-JOHNSON ET AL.). ....... - 71 - 
FIGURE 28 : ISOTOPOLOGUES ET ISOTOPOMERES : ILLUSTRATION AVEC L'EXEMPLE DE LA SERINE MARQUEE AU DEUTERIUM. .......... - 73 - 
FIGURE 29 : ILLUSTRATION DES DEUX TYPES D'APPROCHES (IN VIVO ET IN VITRO) POUR LA PRODUCTION DE COMPOSES MARQUES AUX 

ISOTOPES STABLES (EXTRAITE DE FREUND ET AL.). ..................................................................................................... - 74 - 
FIGURE 30 : LES DIFFERENTS STANDARDS INTERNES POUR LES ANALYSES METABOLOMIQUES QUANTITATIVES (EXTRAITE DE KHAMIS ET 

AL.).................................................................................................................................................................... - 76 - 
FIGURE 31 : ILLUSTRATION DES METHODES DE QUANTIFICATION RELATIVE ET ABSOLUE PAR DERIVATISATION CHIMIQUE (EXTRAITE DE 

HIGASHI ET AL.). .................................................................................................................................................. - 78 - 
FIGURE 32 : STRATEGIE DE DERIVATISATION CHIMIQUE APPLIQUEE A L'ANALYSE DU METABOLOME. ........................................... - 79 - 
FIGURE 33 : ILLUSTRATION D'UNE REACTION D'ECHANGE 12C/13C PAR DECARBOXYLATION/CARBOXYLATION (EXTRAITE DE TORTAJADA ET 

AL.).................................................................................................................................................................... - 80 - 
FIGURE 34 : REACTION D'ECHANGE H/D AVEC LE PLATINE OU LE PALLADIUM COMME CATALYSEUR (ADAPTEE DE SAJIKI ET AL.). .... - 81 - 
FIGURE 35 : EXEMPLES ILLUSTRANT LA REGIOSPECIFICITE DE PLUSIEURS CATALYSEURS METALLIQUES VIS-A-VIS DE LA DEUTERATION PAR 

REACTION D’ECHANGE H/D (EXTRAITE DE FUJOWARA ET AL.). .................................................................................... - 81 - 
FIGURE 36 : EXEMPLE DE REACTION D'ECHANGE H/D AVEC LE RUTHENIUM COMME CATALYSEUR (EXTRAITE DE TAGLANG ET AL.). . - 82 - 
FIGURE 37 : COMPARASION DES METHODES DE QUANTIFICATION PAR GAMME EXTERNE AVEC SIL-IS ET DILUTION ISOTOPIQUE...... - 83 - 
FIGURE 38 : EXEMPLE DE FRAGMENTATION EN MODE « STEPPED COLLISION ENERGY » POUR L’ANALYLTYROSINE (EXTRAITE DE LA 

file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286729
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286730
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286731
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286732
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286732
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286733
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286734
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286734
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286735
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286736
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286737
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286737
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286738
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286738
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286739
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286740
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286741
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286742
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286743
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286744
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286745
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286745
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286746
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286747
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286748
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286749
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286750
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286751
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286752
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286752
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286753
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286753
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286754
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286755
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286756
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286757
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286757
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286758
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286758
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286759
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286759
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286760
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286761
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286761
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286762
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286763
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286763
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286764
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286765


Liste des figures 

- 14 - 

 

PUBLICATION CI-DESSUS). .................................................................................................................................... - 110 - 
FIGURE 39 : COMPARAISON DES SPECTRES MS/MS OBTENUS AVEC CEUX DE REFERENCE A L'AIDE DE MS-DIAL. ...................... - 111 - 
FIGURE 40 : REPARTITION DES MASSES DES METABOLITES DETECTES DANS LE PLASMA NIST. .................................................. - 112 - 
FIGURE 41 : COMPARAISON DU NOMBRE DE COMPOSES QUANTIFIES PAR MS ET MS/MS PAR TRAITEMENT DE DONNEES MANUEL OU 

PAR SPECTRONAUT. ............................................................................................................................................ - 114 - 
FIGURE 42 : INFLUEUNCE DE LA GAMME D’ACQUISITION SUR LES SPECTRES DE FRAGMENTATION (ADAPTEE DE BARBIER SAINT HIALIRE ET 

AL.).................................................................................................................................................................. - 125 - 
FIGURE 43 : PRINCIPE DE LA METHODE DDA ITERATIVE. .................................................................................................... - 128 - 
FIGURE 44 : NOMBRE DE COMPOSES IDENTIFIES PAR LA METHODE ACQUIRE X ET DDA CLASSIQUE. ......................................... - 129 - 
FIGURE 45 : METHODE DDA ACQUIRE X. ....................................................................................................................... - 130 - 
FIGURE 46 : CONSTITUTION ITERATIVE DES LISTES D'INCLUSION ET D'EXCLUSION. .................................................................. - 131 - 
FIGURE 47 : COMPARAISON DES SPECTRES MS OBTENUS PAR NOTRE LABORATOIRE ET PAR THERMOFISHER SCIENTIFIC. ............. - 131 - 
FIGURE 48 : REGIOSPECIFICITE ET STEREOSPECIFICITE DE LA REACTION D'ECHANGE H/D MONO-ETAPE METALLO-CATALYSEE (EXTRAITE 

DE TAGLANG ET AL.). .......................................................................................................................................... - 135 - 
FIGURE 49 : STRUCTURES DE 52 COMPOSES INVESTIGUES POUR LA REACTION D'ECHANGE H/D MONO-ETAPE METALLO-CATALYSEE 

(ADAPTEE DE LA PUBLICATION EN COURS DE REDACTION). ........................................................................................ - 137 - 
FIGURE 50 : CAHIER DES CHARGES POUR LA PRODUCTION DE STANDARDS INTERNES MARQUES. ............................................... - 138 - 
FIGURE 51 : ARBRE DECISIONNEL POUR LE DEVELOPPEMENT DES ECHANGES H/D METALLO-CATALYSES (ADAPTEE DE LA PUBLICATION EN 

COURS DE REDACTION). ...................................................................................................................................... - 139 - 
FIGURE 52 : DISPOSITIFS UTILISES POUR LES REACTIONS D'ECHANGE H/D METALLO-CATALYSEES SOUS PRESSION DE D2. ............. - 139 - 
FIGURE 53 : PRINCIPE DES INVESTIGATIONS REALISEES SUR LE DISPOSITIF CAT24 AVEC LA REACTION D'ECHANGE H/D MONO-ETAPE 

METALLO-CATALYSEE. ......................................................................................................................................... - 142 - 
FIGURE 54 : EXEMPLES DE MASSIFS ISOTOPIQUES OBTENUS APRES MARQUAGE PAR ECHANGE H/D AVEC RU/C ......................... - 143 - 
FIGURE 55 : INFLUENCE DU TEMPS DE REACTION (ET DU NOMBRE DE RECHARGEMENT EN D2) POUR LA REACTION D’ECHANGE H/D 

MONO-ETAPE METALLO-CATALYSEE. ..................................................................................................................... - 144 - 
FIGURE 56 : CINETIQUE D'INCORPORATION DES ATOMES DE DEUTERIUMS PAR CHIMIE EN FLUX CONTINU. ................................. - 145 - 
FIGURE 57 : SPECTRES RMN 1H DE LA 4-HYDROXY-PROLINE (EN BAS) ET DE SON HOMOLOGUE MARQUE AU DEUTERIUM (EN HAUT)..... - 

146 - 
FIGURE 58 : EXEMPLES DE MARQUAGES OBTENUS PAR ECHANGE H/D METALLO-CATALYSE PAR PD/C. ..................................... - 147 - 
FIGURE 59 : INFLUENCE DU PH POUR LA REACTION MONO-ETAPE METALLO-CATALYSEE. ........................................................ - 148 - 
FIGURE 60 : CONVERSION DE L’ACIDE MALEIQUE EN ACIDE SUCCINIQUE DEUTERE DANS LES CONDITIONS REDUCTRICES DE REACTION 

D’ECHANGE H/D METALLO-CATALYSEE.. ................................................................................................................ - 149 - 
FIGURE 61 : EXEMPLE D’ECHANGE EN RETOUR ("BACK EXCHANGE") OBSERVE AVEC L’ACIDE METHYLMALONIQUE. ..................... - 150 - 
FIGURE 62 : REPARTITION DES COMPOSES MARQUES EN FONCTION DE L’HOMOGENEITE DE LEUR MARQUAGE. .......................... - 152 - 
FIGURE 63 : PRINCIPE DE LA METHODE DE "MULTI-POINT INTERNAL CALIBRATION". ............................................................... - 153 - 
FIGURE 64 : INFLUENCE DE LA RESOLUTION SUR LA SEPARATION DES COMPOSES MONO-C-13 DU STANDARD NON MARQUE ET DU 

MONO-DEUTERE DU LOT MARQUE. ILLUSTRATION AVEC LA CITRULLINE ET L’HISTIDINE .................................................. - 154 - 
FIGURE 65 : COMPARAISON DES MESURES DE CONCENTRATIONS OBTENUES PAR TROIS METHODES DE QUANTIFICATION POUR SIX 

COMPOSES SUPPLEMENTES AU PLASMA NIST.. ....................................................................................................... - 168 - 
FIGURE 66 : METHODE DDA POUR LES ANALYSES LC-HRMS/MS DE COMPOSES DEUTERES. ................................................. - 170 - 
FIGURE 67 : EXEMPLE DES MASSIFS ISOTOPIQUES OBTENUS POUR LE MARQUAGE DE L'ACIDE XANTHURENIQUE ANALYSE EN MODE 

D’IONISATION POSITIF. ........................................................................................................................................ - 171 - 
FIGURE 68 : EXEMPLES DE MARQUAGE EFFICACE OBTENUS POUR LA N-ACETYLGLYCINE ET L’ACIDE N-ACETYLASPARTIQUE ........... - 174 - 
FIGURE 69 : EXEMPLES DE COMPOSES MARQUES COMPORTANT UN ISOTOPOLOGUE DEUTERE UNIQUE. .................................... - 175 - 
FIGURE 70 : EXEMPLES DE MARQUAGE INCOMPLET DE L’ACIDE SUCCINIQUE ET DE LA TRANS-3-HYDROXYCOTININE. ................... - 176 - 
FIGURE 71 : REPARTITION DES 103 COMPOSES INVESTIGUES PAR LA METHODE DE DEUTERATION ALTERNATIVE SELON LA PROPORTION DE 

L'ISOTOPOLOGUE MAJORITAIRE PAR RAPPORT A L'ENSEMBLE DU MASSIF ISOTOPIQUE. .................................................. - 177 - 
FIGURE 72 : EXEMPLE D'EFFET ISOTOPIQUE LORS DE L’IONISATION OBSERVE POUR L’ACIDE HIPPURIQUE MARQUE. ..................... - 178 - 
FIGURE 73 : COMPARAISON DES SPECTRES MS/MS INDEPENDANTS DES IONS NON-DEUTERE, MONO-DEUTERE ET DI-DEUTERE. .. - 179 - 
FIGURE 74 : DETAILS DU PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS D'URINE DE SOURIS. ................................................................... - 182 - 
FIGURE 75 : EXEMPLE DE MARQUAGE IN VIVO DE L'ASPARAGINE. ........................................................................................ - 185 - 
FIGURE 76 : COMPARAISON DES CINETIQUES DE MARQUAGE DE L’ASPARAGINE POUR LES TROIS SOURIS SUR LES TROIS SYSTEMES 

CHROMATOGRAPHIQUES DANS LES DEUX MODES D’IONISATION ................................................................................ - 186 - 
FIGURE 77 : EXEMPLES DE CINETIQUES DE MARQUAGE D'ACIDES AMINES ............................................................................. - 187 - 
FIGURE 78 : EXEMPLE DE CINETIQUE DE MARQUAGE POUR L'ACIDE ADIPIQUE ET LA XANTHOSINE. .......................................... - 189 - 
FIGURE 79 : EXEMPLE DE DETERMINATION DE FORMULE BRUTE PAR COMPARAISON SIGNAL "FULL C-12" ET "FULL C-13". ......... - 191 - 
FIGURE 80 : COMPARAISON DES VERSIONS NON-MARQUEE ET MARQUEE D’UN MEME METABOLITE ET HYPOTHESE D’IDENTIFICATION DE 

file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286767
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286769
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286769
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286770
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286770
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286771
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286772
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286773
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286774
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286775
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286776
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286776
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286777
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286777
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286778
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286779
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286779
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286780
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286781
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286781
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286782
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286783
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286783
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286784
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286785
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286786
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286787
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286788
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286788
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286789
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286790
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286791
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286792
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286792
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286793
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286793
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286794
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286795
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286795
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286796
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286797
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286798
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286799
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286799
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286800
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286801
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286802
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286803
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286804
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286804
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286805
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286806
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286807
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286808


Liste des figures 

- 15 - 

 

LA DECENOYLCARNITINE. ..................................................................................................................................... - 192 - 
FIGURE 81 : PROTOCOLE ENVISAGEABLE POUR LA DIFFERENCIATION PAR LC-HRMS DES VRAIS METABOLITES PAR RAPPORT AUX 

CONTAMINANTS ET IONS DU BRUIT DE FOND DANS DES EXTRAITS DE PETITS MAMMIFERES. ............................................ - 194 - 
FIGURE 82 : EXEMPLE D'UNE POSSIBLE FUTURE SEQUENCE ANALYTIQUE. ............................................................................. - 198 - 

file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286808
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286809
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286809
file:///X:/SPI/LEMM/Etude-projet%20Recherche%20LEMM/657%20-%20ED470-Chimie%20Paris%20Sud/657015_K.Rousseau/Rédaction/Versions%20Manuscrits/These_Corrigée.docx%23_Toc52286810


Liste des tableaux 

- 16 - 

 

Liste des tableaux 

TABLEAU 1 : COMPARAISON DES CARACTERISTIQUES DE QUELQUES SPECTROMETRES DE MASSE A HAUTE ET TRES HAUTE RESOLUTION. .. - 

43 - 
TABLEAU 2 : LISTE DE BASES DE DONNEES MS (ADAPTE DE BLAZENOVIC ET AL.). ..................................................................... - 55 - 
TABLEAU 3 : LES PRINCIPAUX ISOTOPES STABLES ET LEUR ABONDANCE NATURELLE. .................................................................. - 56 - 
TABLEAU 4 : LISTE DES BASES DE DONNEES SPECTRALES (ADAPTE DE BLAZENOVIC ET AL.). ........................................................ - 56 - 
TABLEAU 5 : LISTE NON-EXHAUSTIVE DE LOGICIELS UTILISES POUR LE TRAITEMENT DES DONNEES DDA ET DIA (ADAPTE DE FENAILLE ET 

AL.).................................................................................................................................................................... - 65 - 
TABLEAU 6 : BILAN DES MODES D'ACQUISITION MS/MS. .................................................................................................... - 66 - 
TABLEAU 7 : EXEMPLE DE REACTIONS DE DERIVATISATION SELON LA FAMILLE CHIMIQUE (ADAPTE DE ZHAO ET AL.). ...................... - 79 - 
TABLEAU 8 : TAILLES DES FENETRES D'ACQUISITION SWATH. ............................................................................................ - 113 - 
TABLEAU 9 : RECAPITULATIF DES MELANGES DE STANDARDS DE L'ETUDE "SCORE". .............................................................. - 117 - 
TABLEAU 10 : RECAPITULATIF DES MELANGES DE STANDARDS DE L'ETUDE "STUDY 1". ........................................................... - 118 - 
TABLEAU 11 : LISTE DES 19 STANDARDS DE L'ETUDE "STUDY 2". ........................................................................................ - 119 - 
TABLEAU 12 : RESULTATS DE L’ETUDE "SCORE" AVEC LE PARAMETRE « 12C SELECTION ». .................................................... - 121 - 
TABLEAU 13 : RESULTATS DE L'ETUDE "STUDY 1" AVEC NOTRE MELANGE DE STANDARD. ........................................................ - 123 - 
TABLEAU 14 : BILAN DES RESULATS INTER-PLATEFORMES OBTENUS POUR LA "STUDY 2" (EXTRAIT DE OBERACHER ET AL.) ........... - 123 - 
TABLEAU 15 : LISTE DES COMPOSES INVESTIGUES POUR LA REACTION D'ECHANGE H/D MONO-ETAPE METALLO-CATALYSEE (ADAPTE DE 

LA PUBLICATION EN COURS DE REDACTION). ........................................................................................................... - 136 - 
TABLEAU 16 : BILAN DES MARQUAGES MONO-ETAPE METALLO-CATALYSES. ......................................................................... - 151 - 
TABLEAU 17 : BILAN DES MASSIFS ISOTOPIQUES OBTENUS PAR LA METHODE ALTERNATIVE DE DEUTERATION. ............................ - 172 - 
TABLEAU 18 : LISTE DES 18 ACIDES AMINES D'INTERETS. ................................................................................................... - 184 - 
TABLEAU 19 : AUTRES COMPOSES D'INTERETS POUR L'ETUDE DU MARQUAGE DES URINES DE SOURIS. ...................................... - 188 - 
TABLEAU 20 : BILAN DU NOMBRE DE VARIABLES OBTENUES APRES TRAITEMENT DES DONNEES SUR W4M ................................ - 190 - 
TABLEAU 21 : NOMBRE DE VARIABLES DETECTEES DANS LES ECHANTILLONS D'URINE DE SOURIS C-13. ..................................... - 190 - 
 
 

 

file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705203
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705204
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705205
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705206
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705206
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705208
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705209
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705210
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705214
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705215
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705216
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705216
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705217
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705218
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705219
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705220
file:///C:/Users/KR252220/Documents/Partages/657015/Rédaction/These_V7.docx%23_Toc47705221


 

- 17 - 

 

 

 

 



Liste des abréviations 

- 18 - 

 

Liste des abréviations 

13C ou C-13 : carbone-13 
15N ou N-15 : Azote-15 
AGC : Automatic Gain Control, Contrôle Automatique du Gain 
AIF : All Ion Fragmentation, Fragmentation de Tous les Ions 
APCI : Atmospheric Pressure Chemical Ionization, Ionisation Chimique à Pression Atmosphérique 
APPI : Atmospheric Pressure PhotoIonization, PhotoIonisation à Pression Atmosphérique 
CASMI : Critical Assessment of Small Molecule Identification, Évaluation critique de l'identification des petites 

molécules 
CCS : Collision Cross Section, Section Tranversale de Collision 
CE : Capillary Electrophoresis, Electrophorèse Capillaire 
CE-MS : Capillary Electrophoresis coupled to Mass Spectrometry, Electrophorèse Capillaire couplée à la 

Spectrométrie de Masse 
CI : Chemical Ionization, Ionisation Chimique 
CID : Collision Induced Dissociation, Dissociation Induite par Collision (après 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 à Introduction Directe 
DP score : Dot Product Score 
DTIMS : Drift Time Ion Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité Ionique à Temps de Dérive 
EI : Electron Ionization, Ionisation par Impact Electronique 
ESI : ElectroSpray Ionization, Ionisation par Electrospray 
FAIMS : Field Asymetric Ion Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité Ionique à 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 Ion Cyclotron Resonance, Transformée de Fourier à Résonance Cyclonique Ionique 
FWHM : Full Width at Half Maximum ; Largeur à Mi-Hauteur 
GC : Gaz Chromatography, Chromatography en phase Gazeuse 
GC-MS : Gas Chromatography - Mass Spectrometry, Chromatographie en phase Gazeuse couplée à la 

Spectrometry de Masse 
H/D : Hydrogène / Deutérium 
HBM4EU : Human Biomonitoring For Europe, Biosurveillance Humaine Pour l'Europe 
HCD : Dissociation Induite par Collision (après activation non résonante) 
HILIC : Hydrophylic Interaction Liquid Chromatography, Chromatographie Liquide à Interaction Hydrophile 
HMDB : Human Metabolome DataBase 
IM-MS : Ion Mobility - Mass Spectrometry, Mobilité Ionique couplée à la Spectrométrie de Masse 
LC : Liquid Chromatography, Chromatographie en phase Liquide 
LC-HRMS : Liquid Chromatography coupled to High-Resolution Mass Spectrometry, Chromatographie Liquide 

couplée à la Spectrométrie de Masse à Haute Résolution 
m/z : rapport masse sur charge 
MIM : Multiple Ion Monitoring, Mesure d'Ions 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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ppb : Partie par billion 
ppm : parties par million 
PRM : Parallel Reaction Monitoring, Suivi de Réactions en Parallèles 
QC : Quality Control, Contrôle Qualité 
QqQ : Triple quadripôle 
QqTOF ou Q-TOF : Quadrupole - Time Of Flight, Quadripôle - 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 Ion Monitoring, Mesure d'un Seul Ion 
SRM : Selected Reaction Monitoring, Suivi de Réaction Sélectionnée 
SWATH : Sequential Window Acquisition of All THeoretical fragment-ion spectra 
TIMS : Trapped Ion Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité Ionique à Piège 
TOF : Time Of Flight, Temps de Vol 
TWIMS : Traveling-Wave Ion Mobility Spectroscopy, Spectroscopie de Mobilité Ionique à Ondes Progressives 
UHPLC : Ultra High Performance Liquid Chromatography, Chromatographie Liquide à Ultra-Haute Performance 
W4M : Workflow4Metabolomics 
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Publications 

 

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

François 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, François 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, François 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, 
François 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, 
François Fenaille 

Congrès 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, 
François Fenaille, Annelaure Damont 

Journée des doctorants de l’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, 
François Fenaille, Annelaure Damont 

Journée des doctorants de l’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, 
François Fenaille, Annelaure Damont 

Congrès 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, 
François 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, 
François Fenaille, Annelaure Damont 

Congrès virtuel de l’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, François Fenaille, Christophe Junot 

Congrès du Réseau Francophone de Métabolomique et Fluxomique, Liège, 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, François Fenaille, Christophe Junot 

Journée des doctorants de l’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, François Fenaille 

Journées des doctorants de l’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, 
François Fenaille 

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

- Application of novel automated data dependent acquisition (DDA) in untargeted metabolomics 
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Chapitre 1 : La métabolomique 

 

 

A – La métabolomique : contexte général 

  

La métabolomique est une science relativement jeune, introduite dans les années 1990-2000 par Fiehn1 

et Nicholson2. 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 l’analyse des molécules de poids moléculaires inférieurs à 1 kDa (ou 1.5 

kDa selon les références).  

La métabolomique est une science pluridisciplinaire qui aggrège 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 l’information analytiquement pertinente et les sciences du vivant font le lien 

entre les résultats analytiques et le contexte biologique de l’étude. La métabolomique a de nombreux champs 

d’application comme la médecine, la nutrition, ou l’environnement3. 

La métabolomique s’intéresse donc aux plus petits composés présents dans une matrice biologique 

donnée (plasma, urine, plantes, microorganismes…) : les métabolites. Ils composent le métabolome défini 

comme l’ensemble des molécules de faibles poids moléculaires4. Le métabolome comprend notamment toutes 

les substances organiques provenant naturellement du métabolisme de l’organisme vivant étudié5. Les 

métabolites sont divisés en deux familles principales : les métabolites d’origine endogène directement produits 

par l’organisme (acides aminés, vitamines…) et ceux d’origine exogène appelés xénobiotiques provenant d’une 

source extérieure à l’organisme (médicaments, produits de l’alimentation, polluants environnementaux, 

toxines…). Les métabolites de sources endogènes peuvent être subdivisés en deux sous-groupes : les métabolites 

primaires6 et secondaires7. Les métabolites primaires sont ubiquitaires et nécessaires à la survie, au 

développement et à la reproduction d’un organisme ou d’une cellule tandis que les métabolites secondaires 

peuvent être propres à un règne ou à une espèce donnée et assurent donc des fonctions spécifiques. L’étude 

globale ou large spectre de ces composés permet de connaitre la réponse d’un organisme à un facteur impactant 

son fonctionnement. L’analyse métabolomique a ainsi pour objectif d’aboutir à une meilleure compréhension 

des systèmes biologiques en mettant en évidence des interrelations métaboliques, via le suivi de plusieurs 

centaines de descripteurs moléculaires, qui n’auraient pu être détectées par des approches biochimiques 

conventionnelles. La complexité d’analyse de l’ensemble de ces métabolites est principalement due à la grande 

diversité chimique de ces composés. Cela a conduit au développement et à l’utilisation (potentiellement 

combinée) de différentes méthodes et stratégies analytiques. Les principales techniques d’analyse 
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métabolomique sont la RMN et la spectrométrie de masse. Le laboratoire où j’ai effectué ma thèse étant 

spécialisé en analyse métabolomique par couplage de la chromatographie liquide à 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 à 

l’identification des métabolites d’intérêt et l’interprétation biologique en passant par les analyses LC-HRMS8–10. 

La réalisation de ces différentes étapes nécessite du temps et chaque étape peut induire des biais particuliers 

qui peluvent perturber l’analyse métabolomique5,11. Ces facteurs peuvent fausser l’interprétation biologique 

finale. La méthodologie de travail utilisée au laboratoire est présentée de façon schématique en Figure 25.  

 

La première étape concerne la préparation d’échantillon. Le but est d’extraire un maximum de 

métabolites présents dans un échantillon d’intérêt et ce, de façon non biaisée. Cette étape est très dépendante 

du type d’échantillon analysé. Pour les échantillons de plasma ou sérum, cela consiste essentiellement à 

précipiter les protéines12,13. De nombreuses études ont étudié l’impact du solvant organique utilisé pour la 

précipitation de ces protéines et se rejoignent souvent sur l’utilisation du méthanol pour obtenir le profil 

Figure 2 : Déroulement d’une analyse métabolomique non ciblée (adaptée de Junot et al.). 
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métabolique le plus complet et le plus robuste14,15. Tout comme le plasma, l’urine est un type d’échantillon très 

fréquent pour les analyses métabolomiques car leur prélèvement est non invasif15,16. Cependant, les urines 

peuvent être plus ou moins diluées selon l’heure de la journée ou l’état d’hydratation du sujet ce qui, pour des 

contraintes de normalisation, rend plus complexe le profilage de ces échantillons. Cette normalisation peut être 

réalisée, par exemple, avec la créatinine urinaire ou la gravité spécifique17. En revanche, les urines contiennent 

peu de protéines (en raison de l’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 l’eau (ou avec les solvants utilisés pour l’analyse de ces échantillons)16,18,19. 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 biopsie20. Ces échantillons étant hétérogènes, lorsque l’ensemble du tissu doit être 

analysé et non une zone spécifique, une homogénéisation est souvent nécessaire avant l’extraction des 

métabolites (si l’objectif est d’analyser l’entièreté de l’échantillon et non une région spécificique). La quantité de 

tissu variant d’un échantillon à l’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 l’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 étapes20–22. La 

première étape consiste à extraire les composés polaires avec un mélange eau/méthanol et la deuxième étape 

permet d’extraire les composés apolaires avec un mélange de solvants organiques tel que chloroforme/méthanol 

ou dichlorométhane/méthanol21,22. La préparation de l’échantillon, le protocole d’extraction des métabolites et 

la normalisation des extraits à l’aide de la quantification des protéines totales de l’échantillon (dans le cas de 

tissus par exemple) sont donc des étapes primordiales pour obtenir l’empreinte métabolique de l‘échantillon la 

plus complète et la plus robuste possible. 

La deuxième étape d’une analyse métabolomique consiste à acquérir les données à proprement dites. 

Au sein de notre laboratoire, les échantillons sont analysés par chromatographie liquide couplée à 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 l’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 contrôle qualité (QC) (Figure 3)23.  Les QCs sont des mélanges de l’ensemble des échantillons 

à analyser et représentent donc des échantillons « moyens ». Ces QCs sont analysés tout au long de la séquence 

à intervalles réguliers et à différentes dilutions. Ils jouent un rôle crucial car permettent à la fois de mettre en 

évidence les signaux analytiquements pertinents et de corriger de possibles biais analytiques, comme les 

décalages de temps de rétention ou l’encrassement partiel de la source du spectromètre lors des analyses20,24,25. 

Afin d’éviter les facteurs confondants liés à des paramètres physiologiques (sexe, âge, poids), les échantillons 

sont analysés selon un ordre aléatoire5 (Figure 3).  
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Les données ainsi obtenues sont ensuite traitées à l’aide d’outils informatiques en libre accès ou fournis 

par les constructeurs de spectromètres de masse26–28. Les plateformes telles que Workflow4Metabolomics 

(W4M)29, MetaboAnalyst30 ou encore XCMS Online31 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. Après 

extraction et alignement des signaux, une matrice complexe de données est obtenue avec l’aire du signal 

mesurée dans chaque échantillon et pour chaque variable, c’est-à-dire pour chaque couple m/z et temps de 

rétention. À ce stade, la matrice contient des milliers de lignes qui correspondent à des milliers de variables. Il 

est donc nécessaire de trier cette matrice pour ne garder que les signaux d’intérêt. 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 à différentes dilutions permet 

de savoir si les variables détectées proviennent des échantillons (dont le signal corrèle avec le facteur de dilution) 

ou s’il s’agit de signaux non relevants32,33. Un tri est également effectué avec la variation des aires des signaux 

dans les QCs. Une variable avec des aires fluctuantes dans les différents QCs, c’est-à-dire avec un coefficient de 

variation supérieur à 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 grâce à des 

bases de données internes puis publiques34–36. Le processus d’annotation sera détaillé dans le chapitre suivant. 

Figure 3 : Exemple d’une séquence analytique. 
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Selon le nombre d’échantillons présents dans l’étude, une première étape de normalisation des signaux 

LC-HRMS peut être nécessaire. En effet, l’étude de grandes cohortes médicales implique un grand nombre 

d’échantillons généralement analysés sur plusieurs semaines. La normalisation (informatique) des données à 

partir des échantillons de QCs peut permettre de comparer les analyses effectuées lors de séquences 

d’acquisition distinctes ou effectuées à des temps différents (Figure 4)37. La Figure 4 illustre la répartition de 826 

échantillons de sérum analysés en quatre « batches » avant et après normalisation. Bien que généralement 

efficace, cette approche ne permet pas toujours de normaliser efficacement des données acquises avec des 

grands intervalles de temps38. Dans ces conditions, la méthode de choix est l’utilisation d’étalons ou standards 

internes pour la normalisation des données voire la quantification large-spectre de métabolites39–41.  

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’intérêt. Deux types d’analyses 

statistiques sont principalement utilisées : les analyses univariées et les analyses multivariées42. Les analyses 

statistiques univariées permettent de comparer deux à deux les variables. Les analyses statistiques multivariées 

permettent de visualiser les jeux de données et comparer des groupes de variables entre eux43. Ces analyses 

peuvent être 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 précis44. 

La cinquième étape a pour objectif d’identifier les variables d’intérêt et de confirmer ou non l’annotation 

réalisée. Pour cela, des spectres MS/MS sont acquis afin de les comparer à des bases de données spectrales34–36. 

Cette étape sera détaillée dans le chapitre suvant. 

Figure 4 : Illustration de l'impact de la normalisation de quatre « batches » distincts d’analyse (cohorte de 826 
échantillons de sérum). 
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Au laboratoire, les analyses de profilage sont réalisées à l’aide d’un Exactive (Thermo Fisher Scientifique) 

qui n’a pas la capacité d’acquérir, de façon 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 spectromètres de masse différents à 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 

l’exemple du tryptophane et de l’acide quinolinique. Deux analyses réalisées dans des conditions « HILIC négatif » 

(forme [M-H]- des deux composés) ont été effectuées à 10 mois d’intervalles et ont conduit à un décalage de 

temps de rétention d’une minute pour l’acide quinolinique45.  

 

Dans le cadre de ma thèse, nous avons cherché à faire évoluer cette méthodologie vers une approche 

combinant les acquisitions MS et MS/MS grâce à l’Orbitrap Fusion. L’identification des métabolites par 

exploitation et interprétation des spectres MS/MS générés reste aujourd’hui un challenge lors des analyses 

métabolomiques46, et sera aussi abordé dans la Partie B – Chapitre 1 de ce manuscrit.  

La dernière étape d’une analyse métabolomique est l’interprétation biologique. Cette interprétation est 

basée sur les voies métaboliques. Grâce à des bases de données, il est possible de savoir dans quelle voie 

métabolique les métabolites d’intérêt sont impliqués et d’évaluer leur influence sur les autres métabolites de la 

même voie ou les autres voies liées47,48. Le métabolome n’étant pas identifié dans sa totalité, les interactions 

entre l’ensemble des voies métaboliques ne sont également pas toutes connues. Aujourd’hui, il est estimé 

qu’environ 10 % des signaux détectés par LC-HRMS sont annotés alors que certaines bases de données comme 

Figure 5 : Exemples de décalage de temps de rétention lors de l'analyse d'un même échantillon à 10 mois 
d'intervalle. 
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HMDB référence plus de 114 000 métabolites (prédits ou détectés)35,46,49. Ces chiffres soulignent à eux seuls la 

difficulté d’identifier des métabolites mais également la marge de progression existante. L’interprétation 

biologique nécessite l’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 moléculaires50. 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 premières analyses ont été réalisées par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) pour détecter des stéroïdes, des acides (aminés et 

organiques) et/ou des métabolites de médicaments51,52. Dans les années 1980, les premiers articles référençant 

des études de profilage métabolique par RMN sont publiés53,54. De nombreuses méthodes ont été développées 

et testées depuis lors telles que la spectroscopie infrarouge55 ou la chromatographie sur couche mince56. Plus 

tard, les analyses ont été réalisées grâce à différents types de méthodes séparatives, comme l’électrophorèse 

capillaire (CE) couplée à un détecteur UltraViolet/visible57 ou à un détecteur de fluorescence induite par laser 

(par exemple après dérivatisation chimique des acides aminés étudiés)58 ou encore à un spectromètre de masse59. 

Le couplage CE-MS sera plus particulièrement détaillé dans la partie suivante. Plus couramment, les 

chromatographies en phase liquide ou gazeuse sont couplées à un spectromètre de masse (LC-ESI-MS et 

GC-EI-MS)60,61. 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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(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 spectromètres de masse ont pour fonction de séparer les ions formés lors de l'étape 

d'ionisation en source, selon leur rapport de masse sur charge (m/z). Un spectromètre de masse comporte une 

source d’ionisation, un analyseur, un détecteur et un système de retraitement du signal (Figure 7).  
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Figure 7 : Schéma d’un spectromètre de masse. 

Figure 6 : Nombre de publications en métabolomique au cours de ces 15 dernières années avec des analyses 
impliquant la RMN ou la spectrométrie de masse. 
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Les spectromètres de masse actuels sont très majoritairement des spectromètres de masse en tandem 

qui permettent de réaliser des expériences de fragmentation résonante ou non résonante d’ions d’intérêt. 

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 uniquement 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 spectromètre 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 à détecter. Deux classes de sources 

d’ionisation se distinguent : les sources sous vide et les sources à pression atmosphérique. Dans les paragraphes 

qui suivent, nous présenterons très succintement les sources d’ionisation par impact électronique et électrospray 

dont sont le plus souvent équipés les systèmes 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 

spectrales62. En effet, cette méthode d’ionisation possède l’avantage de produire des spectres très 

reproductibles d’un spectromètre de masse à l’autre. Cette reproductibilité est liée à la large distribution 

d’énergie interne déposée sur les ions et également à 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 être 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 l’énergie du faisceau d’électrons induit une 

fragmentation importante. Il n’est donc pas toujours possible de détecter l’ion précurseur dans ces conditions63. 

En revanche, les spectres obtenus sont hautement reproductibles contrairement aux spectres obtenus par LC-

ESI-MS/MS. Les analytes les plus adaptés à l’EI sont les composés relativement volatiles naturellement (ou rendus 

volatiles par modification chimique) et thermiquement stables. 

Une alternative plus douce à l’EI est l’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 l’analyte et par transfert de 

proton vont l’ioniser63. Ce sont des cations qui sont principalement formés par cette méthode. 
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- Les sources d’ionisation à pression atmosphérique 

Les sources d’ionisation à pression atmosphérique sont principalement utilisées pour les couplages du 

spectromètre de masse avec la chromatographie liquide ou l’électrophorèse capillaire. L’ionisation chimique à 

pression atmosphérique (APCI) est l’une d’entre elles. Les analytes sont introduits dans un nébuliseur 

pneumatique pour former un aérosol. Ils sont emportés par un gaz présent dans la source vers une chambre de 

désolvatation où ils sont chauffés. L’analyte et la phase mobile se vaporisent sous l’effet de la chaleur et sont 

conduits jusqu’à la chambre de réaction. La vapeur obtenue passe à travers un flux d’électrons émis par des 

décharges Corona (décharges électriques de plusieurs kV). Les ions primaires obtenus à partir des molécules 

présentes dans l’atmosphère vont échanger leur charge avec les molécules du solvant (ions secondaires). 

L’ionisation de l’analyte va se faire soit par capture d’électron, soit par soustraction de proton avec les ions 

secondaires64,65. Cette réaction est similaire à celle de l’ionisation chimique sous vide. Cette technique est bien 

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

La photoionisation à pression atmosphérique (APPI) représente une autre méthode d’ionisation. La 

première application de cette source pour le couplage LC-MS date de 200066. La source APPI est très similaire à 

la source APCI où l’aiguille Corona est remplacée par une lampe à photons67,68. L’APCI et l’APPI sont très sensibles 

aux conditions expérimentales tel que le choix du solvant ou des réactifs. Il est donc nécessaire d’avoir une bonne 

préparation d’échantillon pour ne pas avoir d’interférences63. L’APCI et l’APPI sont considérées comme des 

méthodes douces d’ionisation. 

Une troisième méthode d’ionisation atmosphérique, qui est la plus répandue aujourd’hui, est 

l’ionisation par électrospray (ESI69). Un fort champ électrique est appliqué dans un capillaire où passe 

l’échantillon liquide. Cela induit une accumulation de charge à la surface du liquide et produit un cône de Taylor 

à l’extrémité du capillaire. Ce cône se décompose pour libérer des gouttelettes fortement chargées. Ces 

gouttelettes sont ensuite chauffées puis désolvatées (Figure 870). 

 

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 source63.  

 La Figure 971 résume les conditions optimales des trois sources sus-mentionnées à pression 

atmosphérique. 

 

Appliquée à la métabolomique, l’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 à pression atmosphérique présentées ci-dessus et montre que pour les centaines de 

signaux détectés dans le plasma humain avec l’ensemble de ces sources d’ionisation, 91 % d’entre eux sont 

détectés avec l’ESI alors que seulement 25 % et 29 % d’entre eux sont respectivement détectés avec l’APCI et 

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

 

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

d’échantillon analysé (plasma, urine, tissu…)18,72,73. 

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

Figure 10 : Comparaison et complémentarité des trois méthodes d'ionisation à pression atmosphérique ESI, APCI et 
APPI pour l’analyse métabolomique d’un échantillon de plasma humain (adaptée de Tian et al.). 
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 b – Les principaux analyseurs 

 

Les analyseurs peuvent être 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 à sa capacité à séparer des ions de rapports m/z proches. La 

résolution est le plus souvent définie comme découlant de la largeur des pics à mi-hauteur (Equation 1). Elle peut 

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

𝑅 =  
𝑚

𝛥𝑚
𝐹𝑊𝐻𝑀

 (Equation 1) 

𝑅 =
𝑚

𝛥𝑚
  (Equation 2) 

où m correspond au rapport m/z du composé d’intérêt, ΔmFWMH la largeur à mi-hauteur du pic mesuré (avec 

FWHM pour « Full Width at Half Maximum ») et Δm la différence de masse la plus petite entre deux pics bien 

résolus à mi-hauteur. 

 

 La précision de mesure de masse, assimilée à une erreur de masse, correspond à la justesse avec laquelle 

l’analyseur va mesurer le rapport m/z de l’ion en fonction de la valeur théorique. Cette donnée est souvent 

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

𝐸𝑟𝑟𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 =  
|𝑚 (𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒)−𝑚 (𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒)|

𝑚 (𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒)
𝑥106 (Equation 3) 

où 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 à piègeage d’ions comme les analyseurs de type Orbitrap, la résolution est directement dépendante 

de la vitesse d’acquisition. 

 

- Les analyseurs basse résolution 

Les quadripôles et les pièges à ions linéaires ont été les premiers analyseurs utilisés74. Un quadripôle est 

composé de quatre électrodes cylindriques ou hyperboliques reliées électriquement deux à deux. Ces électrodes 

sont soumises à deux potentiels, un continu et l’autre radiofréquence, déphasé de 180°. Cela crée un champ 

quadripolaire à l’intérieur de ces quatre électrodes. En entrant dans le quadripôle, les ions gardent leur vitesse 

longitudinale mais vont subir des oscillations à cause du champ quadripolaire (les trajectoires des ions peuvent 

être 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 l’analyseur (Figure 1175). 

 

Les pièges à ions linéaires de type « Linear Trap Quadrupole (ou LTQ) », tels que ceux équipants les 

instruments de type LTQ-Orbitrap, sont composés de quatre électrodes à section hyperbolique. Les ions vont 

d’abord être piégés à l’intérieur des quatre électrodes puis, par l’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 être éjectés du système pour être détectés74,76.  

 

- Les analyseurs à 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 être analysés77. 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 à 

Temps de vol (TOF) et ceux à Transformée de Fourier comme les analyseurs de type Orbitrap et ceux à Résonance 

Cyclonique des Ions (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 l’ordre de la milliseconde), leur résolution ainsi que leur 

sensibilité sont inférieures à celles des quadripôles qui leur sont préférés78. En effet, la dispersion énergétique 

des ions à l’entrée du TOF entraîne une grande perte de résolution.  Cette dispersion a pu être corrigée pour être 

réduite par refocalisation des ions sur le plan temporel et également sur le plan énergétique, via l’extraction 

retardée des ions79 ou l’utilisation d’un réflectron80. Lorsque les technologies pour améliorer la résolution, 

l’enregistrement et le traitement des spectres ont été développées, les analyseurs TOF apparaissent comme une 

très bonne solution pour le profilage et la quantification d’échantillons. Dans un spectromètre de type TOF, les 

ions sont séparés selon le temps passé dans le tube de vol (c’est-à-dire dans une région libre de champ électrique). 

Un paquet d’ions arrive au niveau d’une électrode d’accélération qui, grâce à une impulsion, va accélérer tous 

les ions avec la même énergie. La vitesse des ions dans le tube de dérive étant directement proportionnelle à 

l’énergie cinétique et à 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 à l’analyseur. La taille du tube de vol, 

Figure 11 : Schéma d’un analyseur quadripolaire (extraite de www.shimadzu.com). 
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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 l’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 à être réfléchis. L’utilisation d’un réflectron permet d’augmenter la distance de 

vol des ions sans augmenter la taille du spectromètre de masse et de corriger les possibles écarts d’énergie de 

cinétique afin d’améliorer la résolution78 (Figure 1275). Les avantages actuels des TOF sont leur grande vitesse 

d’acquisition. 

 

Dans la partie suivante, une description des instruments à transformée de fourier est réalisée. Les pièges, 

tels que l’Orbitrap et le FT-ICR, sont des analyseurs dont le fonctionnement repose sur un principe comparable. 

Ces derniers sont soumis à l’accumulation d’un nombre important d’ions pour lesquels la détection n’est pas 

destructive. En effet, les ions sont détectés par l’intermédiare d’un courant induit sans la nécessité d’être éjectés 

vers les détecteurs. L’analyseur de type Orbitrap est le plus récent, il a été décrit par Alexander Makarov 199981,82. 

Il s’agit d’un analyseur électrostatique à 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 1383). Les ions sont piégés à l’intérieur de l’analyseur par un champ 

électrostatique créé par ces deux électrodes. Les ions vont alors avoir une trajectoire stable qui combine la 

rotation autour de l’électrode centrale avec des oscillations harmoniques le long de celle-ci. Les oscillations 

axiales permettent d’obtenir le rapport m/z des ions grâce à une Transformée de Fourier rapide du courant  

détecté sur les deux moitiés de l’électrode externe77,83,84. Les analyseurs de type Orbitrap sont assez récents et 

évoluent rapidement. Leurs caractéristiques se sont considérablement améliorées ces dernières années ce qui 

les rend de plus en plus comparables en terme de résolution spectrale aux analyseurs à très haute résolution tels 

que les analyseurs à Résonance Cyclonique des ions (FT-ICR). En effet, en 2005, les Orbitraps pouvaient atteindre 

Figure 12 : Schéma d’un analyseur de type temps de vol (extraite de www.shimadzu.com). 
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une résolution de 150 000 (à m/z 200) et une précision entre 2 et 5 ppm77. Aujourd’hui, les Orbitraps peuvent 

atteindre une résolution de 1 000 000 (à m/z 200) avec une précision de mesure de  masse inférieure au ppm85,86. 

 

Les analyseurs FT-ICR sont des analyseurs à très haute résolution qui ont vu le jour en 1974 sous 

l’impulsion de Melvin B. Comisarow et Alan G. Marshall87. Cette technique consiste à soumettre les ions à un fort 

champ magnétique dans une cellule ICR (Ion Cyclotron Resonance). Ce champ entraine les ions à adopter un 

mouvement circulaire dans la cellule dont la fréquence dépend du rapport m/z de l’ion. Une cellule cyclotronique 

se compose de trois paires de plaques qui sont assemblées en cube. Les plaques à chaque extrémité se 

comportent comme des plaques de piégeage pour maintenir les ions à l’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 à la cellule, les ions se 

déplaceront selon une nouvelle orbite. Plus cette impulsion sera importante, plus l’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 masse88,89. Cet analyseur n’est pas très utilisé en routine car très cher mais 

est surtout caractérisé par un temps d’acquisition relativement lent90. 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 système d’introduction directe91. 

 

 c – Les spectromètres de masse en tandem 

 

Afin d’améliorer leurs performances quantitatives et d’acquérir des spectres MS/MS nécessaires à 

l’identification de métabolites, les spectromètres de masse comportent plusieurs analyseurs. Un des analyseurs 

sert à filtrer les ions et l’autre permet de les analyser. L’un des spectromètres de masse en tandem le plus connu 

et le plus utilisé pour des approches de quantification ciblée est le triple quadripôle (QqQ). Comme son nom 

l’indique, il est composé de trois quadripôles en série. Le premier sert à filtrer les ions, le deuxième est une cellule 

Figure 13 : Schéma d'un analyseur de type orbitrap (extraite de Scigelova et al). 
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de collision qui permet de fragmenter les ions pour des analyses MS/MS et le troisième permet l’analyse des ions 

fragments90. Ce type d’instrument permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité de détection par rapport à 

un quadripôle simple. Ces instruments sont très utilisés pour les analyses ciblées quantitatives en raison de leur 

grande gamme dynamique90,92.  

Pour certains spectromètres de masse, les analyseurs présents sont différents. Ce sont des instruments 

dits « hybrides ». Les Q-TOFs sont des spectromètres de masse « hybrides »93. Par comparaison, l’analyseur TOF 

du Q-TOF remplace le troisième quadripôle du triple quadripôle94. Les Q-TOFs ont un pouvoir résolutif plus 

important que les triples quadripôles90. Ce sont des spectromètres de masse très utilisés pour le profilage 

d’échantillon et avec l’amélioration des techniques, montrent de bonnes performances pour la quantification 

notamment grâce à leur grande vitesse d’acquisition95–97. 

D’autres spectromètres de masse « hybrides » très populaires sont les instruments combinant un 

analyseur de type quadripôle, ou un piège à ions linéaire, et un analyseur de type Orbitrap98–100 (respectivement 

Q-Orbitrap ou Q-Exactive, et LTQ-Orbitrap). Ces instruments permettent donc d’accéder à la haute, voire très 

haute résolution avec une très bonne précision en masse et une grande gamme dynamique101,102.  

Afin d’améliorer encore les performances des spectromètres de masse « hybrides », des instruments 

avec trois analyseurs ont vu le jour103. Un exemple de spectromètre de masse dit « tribride » est l’Orbitrap Fusion 

de Thermo Fisher Scientific (Figure 14104). Les développements réalisés au cours de cette thèse ont été effectués 

avec ce spectromètre de masse. 

  

 

Figure 14 : Schéma de l’Orbitrap Fusion (extraite de planetorbitrap.com). 
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Ce spectromètre de masse possède donc trois analyseurs distincts : un quadripôle, un piège à ions 

linéaire ainsi qu’un analyseur de type Orbitrap. Le quadripôle sert de filtre d’ions, l’analyseur de technologie 

Orbitrap permet de détecter les ions à haute résolution, tandis que le piège à ions linéaire peut permettre à la 

fois d’isoler et fragmenter les ions d’intérêt mais aussi de les détecter à 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 piège à 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’intérêt présents dans l’échantillon d’étude et de les comparer aux spectres MS/MS des standards purs 

correspondants105. La combinaison de différents modes de fragmentation permet d’obtenir des informations 

complémentaires pour un même composé (cet aspect est discuté et illustré dans le Chapitre 2 ci-après)106–108. La 

fragmentation HCD est une fragmentation dite « non résonante ». Les ions de l’analyte entrent en collision avec 

des molécules de gaz neutre (de l’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 l’excitation spécifique d’un ion 

parent par application d’une radiofréquence qui lui est propre106. Dans l’Orbitrap Fusion cette fragmentation a 

lieu dans le piège à ions linéaire et donne essentiellement des ions fils de « première génération ». La 

combinaison de ces différents éléments, analyseurs et modes de fragmentation a pour but d’améliorer au mieux 

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

A titre de comparaison, les caractéristiques de quelques spectromètres de masse « hybrides » à haute 

et très haute résolution sont présentées dans le Tableau 1. L’ensemble des instruments possède une haute 

précision de mesure de masse, inférieure au ppm. Cependant, ils diffèrent par leur pouvoir résolutif et leur 

vitesse d’acquisition. En effet, pour les analyseurs à 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 spectromètres de masse à haute et très 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    

6545 Q-TOF                        
(Agilent) 

< 0.8 ppm 45 000 (m/z 2722) 50 Hz (à une résolution de 45 000 à m/z 2722) 

tims TOF  
(Bruker) 

< 1 ppm 50 000 (à m/z 1222) 100 Hz (à une résolution de 50 000 à m/z 1222) 

Q-Exactive HF-X   
(Thermo Fisher Scientific) 

< 1 ppm 240 000 (à m/z 200) 40 Hz (à une résolution de 7 500 à m/z 200) 

Très Haute Résolution    

Orbitrap Fusion Lumos 
(Thermo Fisher Scientific) 

< 1 ppm 500 000 (à m/z 200) 20 Hz (à une résolution de 15 000 à m/z 200) 
SolariX MRMS  

(Bruker) 
< 0.6 ppm 60 000 000 (à m/z 702) 1 Hz (à une résolution de 922 675 à 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 à 60 000. En 

outre, la vitesse d’acquisition de cet analyseur lui permet d’être combiné à des méthodes séparatives liquides ou 

gazeuses et lui confère ainsi des propriétés intéressantes pour l’étude de matrices ou de systèmes complexes 

dans les modes MS et MS/MS. De plus, les QTOFs récemment commercialisés disposent de pouvoirs résolutifs 

encore améliorés conséquents et pourront à 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 particulièrement précises en routine (de l’ordre de 1 

à 2 ppm) et par un pouvoir résolutif important (jusqu’à 500 000 voire 1 000 000), ce qui lui permet de rivaliser à 

ce niveau avec le FT-ICR. L’Orbitrap est facilement couplée avec des analyseurs de type LTQ ou quadripôle, ce 

qui lui confère une grande flexibilité d’utilisation et d’application. Le FT-ICR se distingue particulièrement par ses 

très hautes résolution et précision de mesure de masse (potentiellement quelques ppb), très 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 isomères ce qui n’est pas toujours possible à réaliser avec les méthodes 

séparatives décrites par la suite109,110. Les ions, sous forme gazeuse, arrivent dans un tube de dérive rempli de 

gaz et où ils sont soumis à 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 l’analyseur. L’IM-MS a été peu utilisée par le 

passé car elle était considérée comme insuffisamment résolutive et robuste contrairement aux autres méthodes 

séparatives109,111. Aujourd’hui, pour l’IM-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, l’IM-

MS est souvent couplé avec un analyseur de type TOF sur des systèmes de type Q-TOF109. Le couplage avec des 

analyseurs de type Orbitrap est également possible jusqu’à des résolutions de 70 000 (à m/z 200)112. 

Il existe quatre principaux types de mobilité ionique : la mobilité ionique à temps de dérive (DTIMS), à 

ondes progressives (TWIMS), à champs asymétrique (FAIMS) et à piège (TIMS)109,113.  Les cellules DTIMS et TWIMS 

sont aujourd’hui les plus utilisées113. Les ions sont séparés selon le temps qu’ils mettent à traverser le tube de 

dérive. Cela dépend de la forme, de la taille et de la charge de l’ion considéré ainsi que de la nature du gaz présent 

dans le tube (Figure 15114).  

 

Avec la cellule DTIMS, la section transversale de collision (« Collision Cross Section », CCS) peut être 

directement calculée à partir de l’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’intérêt pour obtenir la CCS du 

métabolite d’intérêt115. La CCS représente la surface apparente moyenne du composé. Chaque composé possède 

sa propre CCS116. 

Figure 15 : Schéma d’un instrument de mobilité ionique à temps de dérive (adaptée de Jünger et al.). 
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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 indépendamment117. La CCS ajoute une nouvelle dimension au couple m/z et RT ce qui 

contribue à améliorer l’identification des métabolites115. Cela fait de la mobilité ionique une technique analytique 

de plus en plus utilisée pour les analyses métabolomiques115,118. 

 

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 l’échantillon soit à l’aide d’un pousse seringue 

(DIMS), soit via le système chromatographique (FIA)119 mais sans colonne chromatographique. Ces systèmes 

permettent l’analyse à haut débit des échantillons. Il est nécessaire de coupler ces systèmes d’injection à des 

spectromètres de masse à haute voire très haute résolution (type FT-ICR) afin de faciliter l’identification des 

composés et de distinguer les composés isobares91,120,121. Cependant, ces techniques présentent certaines 

limitations notamment liées aux phénomènes de suppression d’ionisation. Un autre inconvénient majeur lié à 

l’introduction directe est l’impossibilité de distinguer les isomères. L’ajout d’une dimension séparative 

supplémentaire se révèle 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, l’électrophorèse 

capillaire et la chromatographie en phase supercritique. La chromatographie en phase gazeuse, en phase liquide 

ainsi que l’électrophorèse capillaire sont spécialement détaillées dans ce manuscrit. 

 

 1 – La chromatographie en phase gazeuse 

 

La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse est l’une des techniques les 

plus utilisées pour les analyses métabolomiques122. L’échantillon est injecté puis chauffé afin d’être 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 dernière. Ils seront ensuite ionisés, dans la majorité des cas, via 

une source à impact électronique122. 

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 volatile122,123. Il 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 thermiquement124,125. Cette étape peut être longue et peut entrainer 

la dégradation d’une partie de l’échantillon. Pour réduire le temps d’analyse, des colonnes avec des diamètres 

plus petits (100 µm) ont été développées et ont montré de bonnes efficacités de séparation126. Les pics 

chromatographiques étant très 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 

spectromètres de masse Q-TOF ou Q-Orbitrap à des résolutions médianes (entre 30 000 et 70 000 à m/z 200). 
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D’autre part, l’ajout d’une dimension supplémentaire de séparation avec la GCxGC-MS, qui correspond au 

couplage de deux colonnes GC, permet d’augmenter l’efficacité de séparation des composés. Souvent, la 

première colonne est apolaire et longue et la deuxième colonne est polaire et plus courte (selon les études, plus 

de 10 m pour la première et environ 2 m pour la deuxième)127,128. Ces développements permettent d’augmenter 

le pouvoir résolutif de la séparation, la sensibilité ainsi que l’efficacité des analyses123,129. 

La robustesse des analyses par GC-MS a permis de constituer des bases de données spectrales robustes 

et interopérables, notamment grâce à la grande reproductibilité des spectres obtenus par impact électronique, 

permettant l’identification des métabolites130. La GC-MS permet d’obtenir une haute capacité de séparation des 

pics ainsi qu’une grande sensibilité123. 

 

 2 – La chromatographie en phase liquide 

 

La chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse à 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 mobile131. 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 diamètre 

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 l’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 métabolomique122,132. 

La chromatographie liquide en phase inverse est la plus connue et, historiquement, la plus utilisée car 

accessible et très robuste133. Les colonnes de RPLC sont composées d’une phase stationnaire apolaire. Il s’agit de 

la même 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 l’ordre d’élution des composés133,134. Il s’agit d’un facteur important 

pour l’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 masse135. La RPLC avec une phase stationnaire greffée avec des chaines alkyles à 18 carbones 

(RP-C18) est aujourd’hui très utilisée pour les analyses métabolomiques135. Cette chromatographie permet de 

séparer les composés de faibles polarités à non-polaires. Cependant, elle ne permet pas de retenir suffisamment 

les composés très polaires comme certains acides aminés très présents dans les fluides biologiques122. Pour 
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séparer ces composés polaires, des colonnes pentafluorophenylpropyl (PFPP) peuvent être utilisées136. Les 

interactions π-π entre la phase stationnaire pauvre en électrons et les analytes riches en électrons permettent 

de séparer les composés polaires tels que les acides aminés aromatiques136. 

La chromatographie liquide à interactions hydrophiles (HILIC) est également très 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 à 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 à la surface de cette phase. Contrairement à 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 

l’acétonitrile) qui diminue au cours du temps en faveur d’un solvant aqueux pouvant contenir des additifs137,138. 

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 à la RPLC. Cependant, il a été montré que les 

métabolites sont retenus selon leur polarité et leur degré de solvatation138. 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 métabolomiques132,139. Ces études ont montré que l’HILIC 

permettait de retenir le plus de composés lors du profilage métabolique de sérum humain (Figure 16139). 

Cependant, il s’avère souvent nécessaire de combiner différentes techniques chromatographiques afin d’obtenir 

la couverture la plus large possible du métabolome. La nature chimique des métabolites influence l’ionisation de 

ces derniers. En effet, certains composés vont présenter une préférence pour l’ionisation positive ou négative, 

et certains composés s’ionisent très 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(-)-MS139,140. 
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(A : Nombre de métabolites détectés ; B : Nombre de métabolites retenus) 

 

Pour obtenir une analyse chromatographique avec la meilleure séparation des composés, les gradients 

peuvent être relativement longs122. Utiliser différentes méthodes chromatographiques prend donc du temps 

pour analyser un seul échantillon, puisqu’il doit être 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 141. Les particules des colonnes UHPLC 

ont un diamètre inférieur à 2 µm ce qui augmente l’efficacité de séparation des composés122. Ces colonnes 

permettent également de travailler à plus haute pression. L’UHPLC permet souvent une détection plus sensible 

et améliore l’efficacité de séparation des composés grâce à des pics très fins, ce qui nécessite le couplage avec 

un analyseur de masse ayant une grande vitesse d’acquisition142. 

 

 

 

 

Figure 16 : Analyse de sérum humain par trois techniques chromatographiques (extraite de Boudah et al.). 
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 3 – L’électrophorèse capillaire 

 

L’électrophorèse capillaire (CE) a été introduit par Arne Tiselius qui a obtenu le prix Nobel de Chimie en 

1948 pour ces travaux sur le sujet143. Le principe de séparation des composés est basé sur le rapport charge sur 

taille des ions. Un champ électrique est appliqué à 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 à l’autre du capillaire144.  

Le couplage de l’électrophorèse capillaire avec la spectrométrie de masse a donné lieu à de nombreux 

développements et représente un des enjeux majeurs pour l’application de la CE-MS pour les analyses 

métabolomiques145,146. Malgré de bonnes performances pour le profilage métabolique147,148, la CE-MS est encore 

très peu utilisée en raison d’un certain manque de robustesse mais surtout à 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 être « aspirée » par le spectromètre de masse à cause de la différence de 

pression ce qui peut perturber la séparation des composés. Un autre inconvénient est les faibles débits utilisés 

en électrophorèse capillaire qui sont peu compatibles avec la formation d’un spray stable en ESI148,149.  

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 coût de la CE144. De plus, seulement une faible quantité d’échantillon est nécessaire 

(de l’ordre du nanolitre)150. 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 l’échantillon peut 

ainsi être nécessaire151. De plus, le faible débit de l’électrophorèse capillaire rend l’ionisation instable. Un autre 

inconvénient de cette technique est son manque de reproductibilité et de robustesse146. Malgré ces soucis 

instrumentaux, de nombreuses applications pour la métabolomique, avec l’analyse de matrices biologiques, ont 

été référencées par Ramautar et al. ces dernières années145,146,150,152. 

 

 4 – Comparaison de méthodes séparatives 

 

Les différentes méthodes séparatives décrites ci-dessus soulignent que de nombreuses techniques 

analytiques peuvent être 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 l’ensemble du métabolome.  

Quelques études se sont intéressées à la comparaison et la complémentarité de l’électrophorèse 

capillaire, la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie en phase liquide (Figure 17153), et 

soulignent généralement le caractère complémentaire des différentes plate-formes analytiques pour couvrir au 

mieux le métabolome d’un échantillon d’intérêt153. 
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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 

 

Après 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 : l’acquisition de données en 

spectrométrie de masse (notamment MS/MS) pour l’annotation et l’identification de métabolites, puis la 

problématique de la quantification en métabolomique.  

 

Figure 17 : Couverture de 75 intermédiaires du métabolisme central par trois méthodes séparatives (extraite de 
Büscher et al.). 
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Chapitre 2 : L’acquisition de données en spectrométrie de 
masse pour la métabolomique 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, les protocoles d’analyse métabolomique non ciblée reposent 

essentiellement sur l’acquisition de profils par spectrométrie de masse à haute résolution couplée à la 

chromatographie liquide. L’obtention de ces données se fait par l’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 

façon relative) les ions présents dans les différents échantillons. Les signaux ainsi acquis permettant de 

discriminer différents groupes d’échantillons sont repérés grâce aux analyses statistiques. L’acquisition de 

données de fragmentation en spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) va servir à identifier les métabolites 

correspondant aux différents signaux pertinents lors de l’étape d’annotation. Ces données de fragmentation 

peuvent être de différents types (par exemple CID ou HCD) et être acquises de différentes manières (par exemple 

avec plusieurs énergies de collision). 

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

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

 

A – L’annotation et l’identification des métabolites 

 

 Une fois la liste de variables nettoyée pour ne conserver que les variables analytiquement pertinentes, 

les variables doivent être annotées pour pouvoir ensuite permettre une interprétation biologique des données. 

Cette étape consiste à 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-HRMS154. Ces limites sont notamment dues à notre méconnaissance de l’intégralité du 

métabolome155. En effet, on estime notamment que des centaines, voire des milliers de métabolites primaires 

sont présents de façon ubiquitaire chez l’ensemble des organismes vivants156. A ceux-ci s’ajoute une multitude 

de métabolites secondaires et de xénobiotiques (aliments, médicaments, produits d’hygiène, polluants…), qui 

peuvent également être biotransformés par l’organisme hôte. Ainsi, le nombre et la diversité structurelle des 

composés présents dans une matrice biologique donnée sont très importants157. Un seul échantillon contiendrait 

donc plusieurs milliers de métabolites avec des structures et des concentrations potentiellement très variables158. 

On estime que moins de 10 % de ces métabolites sont aujourd’hui annotés159. Ainsi, les processus d’annotation 

et d’identification à partir de données MS et MS/MS représentent encore aujourd’hui des étapes extrêmement 

limitantes des analyses métabolomiques. La Figure 18 présente de façon schématique les modalités d’annotation 

d’un jeu de données par MS et MS/MS..  
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- Annotation à partir des données MS 

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

origine, biologique ou non. Pour les composés n’étant pas « naturellement » présents dans l’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)160 (Figure 

19160).  

 

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 

Figure 19 : Répartition des composés selon leur origine (adaptée de Sindelar et al.). 

Figure 18 : Les étapes d'annotation et d'identification en métabolomique. 
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donné, ces ions peuvent correspondre à des fragments produits en source, des adduits et leurs isotopes, ce qui 

peut conduire à 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 à 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 espèces protonées et déprotonées ne représentent les espèces les plus intenses que dans environ 50 % des 

cas161. La présence de plusieurs ions pour un seul métabolite peut cependant être utile dans la mesure où elle 

peut confirmer la pertinence des compositions élémentaires car elle permet plusieurs mesures de masses 

précises liées à la même 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 être par exemple considéré à tort 

comme un ion monoisotopique provenant d’un autre métabolite (Figure 20162)160,162–164. Tous ces différents 

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

 

Différentes approches peuvent être mises en place pour annoter les variables. La première consiste à 

interroger les bases de données internes pour savoir si la variable correspond à un composé présent dans ces 

bases. Pour faire cette interrogation, deux critères 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 être généralement annotées. 

Dans une seconde approche, pour les variables ne correspondant pas à un composé présent dans la 

base de données interne, l’annotation pourra être réalisée par comparaison des m/z expérimentaux à ceux de 

bases de données publiques comprenant plusieurs millions de molécules chimiques. Cependant, peu d’entre 

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



Partie A : Contexte scientifique et technologique – Chapitre 2 

- 55 - 

 

elles sont des métabolites endogènes ou des composés biologiquement pertinents165. Les annotations 

retournées par interrogation de ces bases de données ne sont donc pas toujours pertinentes. Il sera donc 

préférable de privilégier l’utilisation de bases de données spécialisées (voir ci-dessous).  Le Tableau 2 présente 

une liste non-exhaustive des bases de données disponibles166. 

 

Dans le cas de métabolites non annotés, la haute précision de mesure de masse obtenue sur les 

spectromètres de masse à haute résolution pourra généralement permettre, à partir de m/z obtenus, d’avoir 

accès 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 à l’origine d’adduits 

souvent détectés. Cependant, cela peut s’avérer insuffisant pour l’identification d’inconnus qui peuvent contenir 

des éléments moins courants159. De plus, les spectromètres de masse à haute et très haute résolution donnent 

des masses précises avec une précision inférieure au ppm (particulièrement 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 même possibles167,168. L’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/z169. 

 

 

 

Tableau 2 : Liste de bases de données MS (adapté de Blaženović et al.). 
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- 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 à ceux présents dans des bases 

de données spécialisées170. 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)171. Ces aspects seront plus particulièrement 

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 silico166,170,172.  

 

La comparaison de spectres MS/MS expérimentaux avec ceux présents dans des bases de données peut 

être complexe. Or, pour que le spectre MS/MS soit le plus informatif possible, les ions précurseurs et fragments 

doivent être suffisamment intenses. Or, il a été rapporté que la grande majorité des ions pertinents devant être 

soumis à l’analyse par MS/MS sont souvent très peu abondants, ce qui complique encore le processus 

d’identification159 (Figure 21159).  

Tableau 3 : Les principaux isotopes stables et leur abondance naturelle. 

Tableau 4 : Liste des bases de données spectrales (adapté de Blaženović et al.). 
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Comme discuté plus haut, il est préférable que l’ion utilisé pour la génération de la formule brute soit 

l’ion moléculaire. Or, cet ion peut être (très) minoritaire par rapport à un adduit ou un fragment en source161. 

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 à l’énergie de collision utilisée pour fragmenter les composés d’intérêt. 

En effet, pour comparer au mieux des spectres de fragmentation et identifier les métabolites d’intérêt, il faut 

que l’énergie de fragmentation utilisée pour la molécule de référence et l’endogène soient très 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 l’identification159. A l’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 à voir le jour pour évaluer la qualité des spectres 

MS/MS enregistrés et pour les comparer plus efficacement et objectivement170. Ces outils sont appelés à 

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 l’annotation des 

métabolites et les critères correspondants à ces niveaux105,173. 

Figure 21 : Répartition des composés selon leur abondance (adaptée de Chaleckis et al.). 
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- 1er niveau : Les composés formellement identifiés (avec deux critères d’identification par rapport à 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 l’échantillon doivent être analysés dans les mêmes conditions analytiques 

et leur spectres MS/MS sont directement comparés. 

- 2ème niveau : Les composés putativement annotés. Ce sont les composés pour lesquels le standard n’est 

pas analysé dans les mêmes conditions que l’échantillon. Le spectre MS/MS de l’échantillon est alors 

comparé avec un spectre MS/MS présent dans une base de données mais pas nécessairement acquis 

avec les mêmes paramètres analytiques. 

- 3ème niveau : Les composés inconnus mais avec supposition de leur famille chimique. Ce sont les 

composés pour lesquels aucune correspondance ne peut être directement faites avec les bases de 

données. Des informations sur la classe du composé peuvent être supposées en fonction de similitudes 

au niveau des propriétés physico-chimiques avec des composés présents dans les bases de données. 

- 4ème niveau : Les composés inconnus. 

 Ces différents niveaux d’identification semblent aujourd’hui insuffisants pour décrire l’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 être proposés174. Le niveau d’identification le plus élevé correspondrait à une connaissance 

complète 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 paramètres limitent fortement le nombre de composés identifiés lors d’une analyse 

métabolomique et de nombreux signaux ne sont toujours pas caractérisés49. L’acquisition de spectres MS et 

MS/MS de qualité s’avère donc primordiale pour s’assurer de l’identification des métabolites. Cependant, il est 

encore compliqué d’acquérir ces spectres en une seule analyse sur l’ensemble des signaux pertinents, en raison 

des caractéristiques intrinsèques du spectromètre de masse telles que sa capacité à réaliser des acquisitions 

MS/MS ou encore la vitesse d’acquisition de l’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 individuel159. Le développement de méthodes 

permettant l’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, l’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’intérêt 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).  

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

 

Une partie des travaux bibliographiques présentés ci-après a permis la publication d’une revue au début 

de cette thèse (2017) : « Data acquisition workflows in liquid chromatography coupled to high resolution mass 

spectrometry-based metabolomics: Where do we stand? »  (Annexe 1) 

 

Figure 22 : Les différents modes d’acquisition des spectres MS/MS. 
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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 l’échantillon et des métabolites d’intérêt qu’il contient175.  En effet, les 

ions sont sélectionnés d’après une liste d’inclusion contenant le m/z et le RT de l’ion d’intérêt. Cette liste est 

obtenue après le traitement des données issues du profilage MS de l’échantillon. Seuls les ions d’intérêt par 

rapport à la problématique initiale sont généralement fragmentés pour être identifiés ou pour confirmer leur 

identité176. Du fait de la grande quantité d’informations générées lors de l’analyse de profils MS en 

métabolomique, le traitement des données est une étape particulièrement longue. Ainsi, l’acquisition des 

spectres MS/MS se fait souvent dans un second temps, parfois distant de plusieurs semaines de l’acquisition des 

profils MS. Dans ces conditions, les analyses MS et MS/MS ne se déroulent pas dans les mêmes 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 particulièrement instables. Les conditions analytiques peuvent également être impactées, 

le système chromatographique ainsi que la colonne ont pu être 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 

drastiquement modifiés entre les deux analyses. Les performances du spectromètre de masse peuvent 

également être 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’intérêt, 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 grâce aux améliorations récemment apportées aux spectromètres de 

masse, notamment au niveau du couple vitesse d’acquisition - résolution, des nouveaux modes d’acquisition 

commencent à être appliqués en métabolomique. Ces modes d’acquisition non ciblés permettent l’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 

l’acquisition de spectres MS et MS/MS (Figure 22)177. Dans ce cas, il n’est pas nécessaire d’avoir une connaissance 

préalable de l’échantillon et des métabolites d’intérêt car les ions sont sélectionnés selon certains critères. Le 

critère 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 masse178,179. Le mode DDA peut ainsi permettre la détection, l’identification et la 

quantification (effectuée à partir de la trace MS) de métabolites en une seule analyse177. 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 obtenus180. En 
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effet, un m/z spécifique est sélectionné avec une fenêtre d’isolement inférieure au Dalton (Da) afin d’être 

fragmenté. Cette fenêtre de masse restreinte limite la sélection d’interférents qui complexifieraient l’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 protéomique181. 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 à l’énergie de fragmentation. En effet, en protéomique 

l’énergie optimale de fragmentation varie peu d’un peptide à l’autre (généralement une énergie de collion 

normalisée, NCE, entre 25 % et 30 %) contrairement à la métabolomique où elle peut varier énormément d’un 

métabolite à l’autre (par exemple de 10 % à 100 % en énergies HCD normalisées). Cela implique qu’il est difficile 

de définir, sans a priori, une énergie de collision « universelle » permettant l’acquisition de spectres MS/MS 

informatifs et plus facilement comparables pour l’ensemble des métabolites d’un échantillon donné62. Ceci 

s’applique bien sûr également aux modes d’acquisition ciblé et DIA. Afin de limiter ce problème, des acquisitions 

MS/MS sont souvent effectuées en appliquant différentes énergies de collision. Un spectre MS/MS moyen peut 

également être obtenu par sommation de différents spectres acquis à différentes énergies182. Ce mode de 

fragmentation est appelé « stepped collision energy » par le constructeur Thermo Fisher Scientific (Figure 23183). 

La Figure 23 représente de façon schématique trois spectres de fragmentation indépendants à trois énergies de 

fragmentation : HCD 10 % ; HCD 30 % et HCD 50 %. Le spectre obtenu avec le mode de fragmentation « stepped 

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

 

 

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 l’identification d’inconnus (Figure 23106). Pour cela, les 

nouveaux spectromètres de masse récents, comme l’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 l’élucidation structurale d’un lipide complexe107. 

 

Un des facteurs importants à prendre en compte pour les analyses DDA (comme pour les analyses DIA 

décrites ci-après) est le temps cycle, correspondant au temps nécessaire à l’acquisiton d’un spectre MS et de 

plusieurs spectres MS/MS, en particulier lors du couplage du spectromètre de masse avec la chromatographie 

liquide184. 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 l’analyse quantitative, et donc 

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

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.). 
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où 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 paramètre crucial à considérer pour les analyses 

DDA177. 

 

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 critères initiaux. Dans l’exemple du seuil d’intensité, seuls 

les « n » ions les plus intenses seront sélectionnés puis fragmentés. De plus, les ions d’intérêt peuvent co-éluer 

avec des ions plus intenses ce qui empêche 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 à l’autre, les ions sélectionnés ne seront pas systématiquement les mêmes ce qui réduit 

l’aspect reproductible de ce mode d’acquisition185. En effet, la reproductibilité de la fragmentation des ions est 

très dépendante de la reproductibilité de l’intensité des signaux mesurés. Si l’intensité des signaux varie d’une 

analyse à l’autre, l’ordre de sélection des ions varie également. Certains ions peuvent alors ne pas être 

fragmentés d’une analyse à l’autre. 

 

 3 – Les analyses en mode « Data Independent Acquisition » 

 

L’acquisition des données en mode indépendant (DIA) consiste à fragmenter tous les ions détectés. 

Comme pour le mode DDA, il n’est pas nécessaire d’avoir une connaissance approfondie de l’échantillon, les 

analyses MS et MS/MS se déroulant simultanément182. Comme pour le mode DDA, le mode DIA est très utilisé 

en protéomique contrairement à la métabolomique186,187. 

Figure 25 : Exemple de cycles avec un spectre MS (en noir) et plusieurs spectres MS/MS (en rouge) lors d’un pic 
chromatographique. 
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Différents modes d’acquisition DIA existent (Figure 22). La première approche nommée « All-in-one » 

(MSALL) consiste à alterner l’acquisition de spectres MS/MS à basse puis haute énergies de fragmentation188. Dans 

les deux cas, l’ensemble des ions sont fragmentés simultanément. La fragmentation à basse énergie permet de 

détecter les ions intacts et la fragmentation à haute énergie permet d’identifier les métabolites grâce aux 

fragments obtenus. Un peu plus tard, cette technique a été baptisée MSE par Plumb et al189. Ce mode 

d’acquisition est aussi appelé AIF pour « All Ion Fragmentation »190. 

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 à haute résolution 

afin de distinguer au mieux l’ensemble des ions fragments184,191. Cependant, les spectres de masse obtenus sont 

très 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)192,193. Cette méthode consiste à décomposer la 

gamme de masse totale en plusieurs gammes de masse plus petites. Généralement, les fenêtres font entre 20 

Da et 50 Da, en fonction aussi de la matrice étudiée194–196. Comme pour les autres méthodes DIA, dans chaque 

sous fenêtre, tous les ions sont fragmentés puis détectés. Cela a pour but de diminuer le nombre d’ions dans 

chaque fenêtre et donc de faciliter l’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 fenêtres 

d’acquisition. En effet, la vitesse d’acquisition de l’analyseur et donc la résolution pour les analyseurs de type 

Orbitrap limite le nombre de sous fenêtres de masse184. Pour cette raison, les Q-TOFs sont souvent les plus 

utilisés pour les analyses SWATH. 

De même que pour le mode DDA, l’un des paramètres limitant l’identification des métabolites est 

l’énergie de fragmentation appliquée aux composés cibles. Grâce à la grande vitesse d’acquisition des analyseurs 

de type TOF, des rampes d’énergies de collision peuvent être réalisées afin d’obtenir un maximum de spectres 

de fragmentation pour chaque métabolite. 

Le traitement des données obtenues par DIA est très complexe. Plusieurs logiciels existent pour les 

analyses protéomiques mais sont difficilement directement transposables à la métabolomique197–199. Certains 

logiciels utilisables pour des applications métabolomiques et lipidomiques sont listés dans le Tableau 5181.  
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La fragmentation des protéines est connue et prédictible. Les bases de données sont alors plus faciles à 

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 l’acquisition préalable de spectres MS/MS 

de références à partir de standards191. Une comparaison est alors réalisée entre le spectre de référence et celui 

obtenu lors de l’étude d’intérêt. 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 l’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, l’avantage du mode DIA est d’avoir des informations 

spectrales pour tous les ions détectés contrairement à la DDA194. 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Liste non-exhaustive de logiciels utilisés pour le traitement des données DDA et DIA (adapté de 
Fenaille et al.). 
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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. 

 

Le point fort lié à l’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 très grande 

connaissance de l’échantillon est nécessaire. En mode DDA, le principal avantage est la pureté des spectres ainsi 

que l’alternance automatique de l’acquisition des spectres MS et MS/MS. Cependant, la couverture du 

métabolome est restreinte dû aux critères 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 

très complexes ce qui limite l’identification des métabolites, dont la sensibilité de détection est souvent moindre 

comparativement aux autres modes200. L’ensemble de ces méthodes présentent de bonnes caractéristiques pour 

leur utilisation pour la quantification de métabolites. 

Un des objectifs de ma thèse a donc été de développer et de comparer les méthodes DDA et DIA pour 

l’idenfication large spectre de métabolites en se focalisant sur un échantillon biologique d’intérêt, le plasma 

humain. Ces approches permettent d’identifier les métabolites grâce à l’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 façon fiable et précise. A cet égard, la robustesse des analyses peut être 

garantie par la mise en place d’approches efficaces de normalisation des signaux pour les profilages non-ciblés 

(la quantification relative correspondant à 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 ciblées38,201–203. 

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 après 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 très similaires aux métabolites d’intérêt, l’idéal étant 

qu’il soit son homologue isotopiquement et constitutivement marqué. Cependant, l’ensemble des métabolites 

ne possède pas leurs versions marquées disponibles commercialement. Des développements, détaillés dans la 

prochaine section de ce chapitre, sont donc réalisés afin de normaliser les signaux grâce à une sélection de 

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

La quantification de métabolites fait face à de nombreuses contraintes. En effet, la gamme de 

concentration des métabolites dans une matrice étant très large, les méthodes de quantification doivent donc 

couvrir une grande gamme dynamique204. De plus, le nombre de métabolites détectés puis annotés dans une 

matrice biologique restant important, il est très complexe de quantifier un grand nombre de ces composés 

simultanément205. Couramment, une dizaine de métabolites sont quantifiés simultanément lors d’une analyse 

quantitative ciblée. De nombreuses méthodes analytiques ont été développées afin de répondre à ces besoins 

notamment avec l’utilisation de standards internes marqués. 

 

 1 – La quantification relative et la quantification absolue 

 

Deux approches de quantification sont régulièrement mises en œuvre en métabolomique : la 

quantification relative et la quantification absolue (Figure 26). La quantification relative est, de loin, la plus 
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largement appliquée dans les études métabolomiques non ciblées (par exemple de découverte de biomarqueurs) 

et consiste à comparer les niveaux d’abondances d’un même métabolite d’un échantillon à 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 à elle, à convertir l’abondance d’un ion 

en concentration. Cette concentration peut être exprimée en concentration massique (par exemple en µg/mL) 

ou en concentration molaire (par exemple en µmol/mL)205. La quantification absolue permet de comparer les 

échantillons injectés lors d’une même séquence, mais également lors d’analyses réalisées à 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 l’utilisation de standards internes 

marqués aux isotopes stables. Ces standards n’étant pas toujours disponibles et/ou coûtant très chers, ces 

analyses sont souvent réalisées sur un nombre restreint de composés, et concernent quelques dizaines de 

métabolites tout au plus206. Ces standards sont donc plus particulièrement utilisés pour la validation de 

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

 

 

 

 

 

 

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 l’analyseur utilisé. La quantification des métabolites peut être réalisée grâce à l’ion précurseur ou 

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

 

  a – La quantification basée sur l’ion précurseur  

 

La quantification de l’ion précurseur est possible à partir de spectres MS que ce soit sur les « Full Scan » 

ou dans des acquisitions appelées « Single Ion Monitoring » (SIM) ou « Multiple Ion Monitoring » (MIM)205. Ces 

deux derniers modes d’acquisition permettent l’obtention de spectres de masse plus sensibles que lors des 

expériences de profilage. Ces acquisitions impliquent préférentiellement un analyseur à haute, voire très haute, 

résolution afin de ne quantifier que le métabolite d’intérêt 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-après)207. 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 à 120 000208. La spécificité plus marquée de la spectrométrie de 

masse en tandem est, néanmoins de nos jours, plus discutable avec l’apparition d’Orbitrap à ultra haute 

résolution permettant la séparation d’isobares à 0.8 mDa près 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 très bonne sensibilité (rapport signal/bruit) et spécificité aux analyses quantitatives, ces 

approches restent applicables à un nombre limité de molécules à 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 

quantitatives 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 ») à basse résolution, ou encore le 

mode PRM (« parallel reaction monitoring ») à haute résolution205,209 (Figure 27210).  
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Le mode SRM repose sur l’isolement d’un ion précurseur. Cet ion est ensuite fragmenté et chaque 

fragment est sélectionné indépendamment pour être détecté. Le mode MRM est basé sur le même principe avec 

le suivi de plusieurs réactions de fragmentation. La quantification par MRM est la méthode de choix pour la 

quantification absolue des métabolites209. Elle requièrt une bonne connaissance des composés à quantifier. En 

effet, il est nécessaire de connaitre les fragments uniques du métabolite, c’est-à-dire, les fragments 

n’appartenant qu’au métabolite d’intérêt dans la fenêtre de temps de rétention correspondante. Ces modes 

d’acquisition sont principalement réalisés avec des triples quadripôles où le premier quadripôle permet d’isoler 

l’ion précurseur, le deuxième sert de cellule de collision et permet la fragmentation et le troisième sert 

d’analyseur pour les fragments générés175,211. En PRM, de même qu’en SRM/MRM, un ion précurseur est 

sélectionné puis fragmenté. L’utilisation d’un analyseur à haute résolution en mode PRM permet cependant de 

suivre simultanément et à haute résolution tous les produits de fragmentation obtenus212. Pour ce dernier mode, 

les instruments de type Q-Orbitrap et Q-TOF sont utilisés205.  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 sensibilité205.  

Les analyses DIA permettent également de quantifier les métabolites grâce aux fragments si le nombre 

d’acquisitions MS/MS est suffisant au cours du pic chromatographique (au moins huit à dix spectres MS/MS par 

pic chromatographique). La fragmentation automatique de l’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 légèrement 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 large213. En revanche, il est d’autant plus nécessaire dans ce cas d’étudier des 

fragments spécifiques au métabolite d’intérêt.  

Figure 27 : Comparaison des Modes d’Acquisition SRM (/MRM) et PRM (adaptée de Burnum-Johnson et al.). 
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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 l’avantage de posséder les mêmes 

propriétés physico-chimiques que leurs homologues non marqués et permettent ainsi de s’affranchir de l’effet 

matrice204. Ces aspects de correction de l’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 mêmes propriétés physico-chimiques que son homologue non marqué, en particulier vis-à-vis de 

la réponse analytique que ce soit au niveau de la chromatographie ou de l’ionisation en spectrométrie de masse. 

Comme présenté précédemment dans le Tableau 3, la faible abondance naturelle de certains isotopes stables 

tels que le carbone-13, l’azote-15 ou encore le deutérium, permet d’envisager leur utilisation pour le marquage 

de composés organiques d’intérêt en appliquant des méthodes d’enrichissement isotopique qui seront décrites 

par la suite214. L’enrichissement isotopique peut ainsi conduire à différentes versions marquées d’un même 

métabolite selon l’isotope « lourd » utilisé et selon le degré d’enrichissement obtenu. Ainsi, chaque isotopologue 

(ou analogue isotopique de même formule brute que le métabolite non marqué aux isotopes près) sera 

généralement noté Mn où M représente l’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 isotopomères (ou isomères isotopiques) sont, quant 

à eux, des isomères de même formule brute (isotope(s) inclus) qui ne diffèrent que par le positionnement du ou 

des isotope(s) dans la structure comme illustrée en Figure 28, et sont donc confondus sous le même pic de masse. 
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 2 – Les voies de production des standards internes marqués 

 

Plusieurs approches permettant l’obtention de molécules marquées aux isotopes stables ont été 

développées jusqu’à présent et peuvent être 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 

29215 illustre très bien ces deux types d’approches qui seront développées plus en détails dans la suite du 

manuscrit.  

Figure 28 : Isotopologues et isotopomères : illustration avec l'exemple de la sérine marquée au deutérium. 
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L’approche in vivo consiste à produire des métabolites marqués, le plus souvent au carbone-13 ou à 

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

etc) alimentés en nutriments marqués. L’approche in vitro consiste, quant à elle, à produire chimiquement soit 

Figure 29 : Illustration des deux types d'approches (in vivo et in vitro) pour la production de composés marqués aux 
isotopes stables (extraite de Freund et al.). 
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par dérivatisation chimique soit par marquage direct (par exemple échange H/D stable) des métabolites 

appartenant le plus souvent à une famille chimique particulière. 

 

 a – Production in vivo de standards marqués 

 

La synthèse chimique d’isotopologues contenant du 13C ou 15N est souvent longue et complexe. Une 

alternative à ce mode de production in vitro est la production in vivo, encore appelée production enzymatique 

ou métabolique. Cette méthode consiste à faire croitre un organisme en présence de nutriments marqués (le 

plus souvent au 13C ou/et au 15N) afin que celui-ci produise l’ensemble des molécules constitutives de son 

métabolome dans une version marquée. Elle a été développée originellement pour l’analyse fluxomique, qui 

s’intéresse à 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 plantes216 ou des 

microorganismes217. A titre d’exemple, des métabolites de levure intégralement marqués au carbone-13 peuvent 

être obtenus par la mise en culture de levures dans un milieu nutritif constitué de glucose-13C6 comme seule 

source de carbone. De même, des versions marquées de métabolites de plantes peuvent être générées par la 

mise en croissance de ces végétaux sous atmosphère contrôlée de 13CO2
218–220. Ce type d’approche in vivo 

présente l’avantage de donner accès à 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 métabolite221,222.  

Après des études préalables de caratérisation et de quantification, les lots d’échantillons biologiques 

marqués peuvent être utilisés soit pour quantifier soit pour normaliser des signaux LC-HRMS obtenus lors 

d’études métabolomiques d’intérêt219. Le choix de l’extrait biologique marqué, par rapport à l’échantillon 

d’étude, est donc crucial. Il peut s’avérer judicieux d’utiliser un échantillon marqué métaboliquement le plus 

proche possible de l’échantillon d’étude223. En effet, afin de quantifier un maximum de métabolites 

simultanément, il faut s’assurer que le recouvrement métabolique entre l’échantillon marqué et l’échantillon 

d’intérêt soit important et que les concentrations (ou abondances relatives) des métabolites de l’organisme 

marqué soient similaires à celles de l’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 l’applicabilité d’utilisation de ces échantillons biologiques marqués aux différents types 

d’échantillons rencontrés218,224. Pour cela, les rongeurs sont alimentés avec de la spiruline 13C et/ou 15N225. 

Cependant, le coût important du marquage complet d’un organisme limite l’utilisation de ces échantillons 

comme standards internes marqués. Pour pallier cela, des alternatives ont été développées comme le marquage 

incomplet de l’organisme. La culture ou l’élevage de l’organisme dure moins longtemps ce qui limite les coûts 

sans réduire l’efficacité du standard marqué pour la quantification ou la normalisation des signaux d’intérêt224. 
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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 à 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 synthèse totale est inenvisageable car trop longue et fastidieuse. 

Ainsi, l’ensemble des approches développées pour introduire un ou des isotopes stables dans les structures 

chimiques doivent répondre à deux critères principaux : la rapidité et l’efficacité d’incorporation des isotopes. 

Une méthode rapide de marquage se résume le plus souvent à l’application d’un protocole mono-étape, c’est 

pourquoi les méthodes de marquage chimique reposent principalement sur des techniques de dérivatisation 

chimique à l’aide de réactifs de couplage marqués ou sur des stratégies d’échange isotopique (le plus souvent 

hydrogène/deutérium). Dans certains cas où le marquage direct par dérivatisation chimique ou échange 

isotopique n’est pas possible, le recours à des analogues chimiques, dans lesquels seul un atome ou groupe 

d’atomes diffèrent des métabolites à quantifier, peut être envisagé. Ces composés présentent néanmoins 

l’inconvénient majeur de ne pas toujours offrir exactement les mêmes propriétés physico-chimiques que le 

composé à quantifier par LC-MS (différence en temps de rétention et/ou facteur de réponse non équivalent). La 

Figure 30226, résume l’ensemble des différents standards internes pouvant être utilisés pour la quantification de 

l’estradiol226.  

 

 

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) quantitative227,228. Cette technique repose sur la conversion d’une fonction chimique contenue par 

le métabolite d’intérêt 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 même réactif, une version « légère » ou non-marquée et une version « lourde » c’est-à-dire comportant des 

isotopes stables « lourds ». La pratique de la dérivatisation chimique permet, selon qu’elle est appliquée 

exclusivement à des extraits biologiques à analyser ou également à des standards analytiques, de réaliser de la 

quantification relative ou absolue comme illustré sur la Figure 31.229. Par ailleurs, la Figure 32230, met également 

en évidence l’application large-spectre de la stratégie de dérivatisation chimique pour l’analyse du métabolome. 

Dans ce cas, l’utilisation simultanée de quatre réactifs de dérivatisation chimique pour cinq 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 l’une de ces fonctions chimiques230. 
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Figure 31 : Illustration des méthodes de quantification relative et absolue par dérivatisation chimique (extraite de 
Higashi et al.). 



Partie A : Contexte Scientifique et Technologique – Chapitre 3  

- 79 - 

 

 

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

exhaustifs d’agents de couplage utilisés sont présentés dans le Tableau 7230. 

DNSCl : dansylchloride ; DNS-Hydrazine : dansyl-hydrazyne ; DMAP : 4-dimethylaminopyridine ; DmPABr : 
dimethylaminophenacyl bromide 

 

La dérivatisation chimique s’avère être une technique très intéressante pour des études où des 

métabolites appartenant à une même 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) à 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 

à partir du métabolite modifié chimiquement231,232. 

 

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

Figure 32 : Stratégie de dérivatisation chimique appliquée à l'analyse du métabolome. 
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- L’échange isotopique 

Les réactions d’échange isotopique, c’est-à-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’hydrogène par leur isotope stable « lourd » : le 

deutérium. On peut noter cependant que des développements pour l’échange isotopique d’autres atomes 

constitutifs des molécules organiques commencent à émerger avec notamment, et à titre d’exemple, la mise au 

point (impliquant notamment des collègues 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 13CO2 comme illustré sur la Figure 33233. 

 

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 hydrogènes sont plus ou moins labiles selon leur position dans les édifices moléculaires. En effet, des 

hydrogènes portés par des hétéroatomes tels que l’oxygène et l’azote sont facilement échangeables. Ainsi, 

l’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 hydrogènes et d’obtenir des informations 

structurales pertinentes par spectrométrie de masse sur des composés présents en matrice complexe234. 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 où les atomes d’hydrogène 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 à 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 rôle de source de deutérium en présence ou non de deutérium gaz (jouant également le rôle de source 

de deutérium). Dans l’exemple de la Figure 29, la catalyse acide permet l’incorporation d’un atome de deutérium 

sur un noyau aromatique. La majorité des catalyses, pour l’échange H/D stable, reste métalliques : elles peuvent 

Figure 33 : Illustration d'une réaction d'échange 12C/13C par décarboxylation/carboxylation (extraite de Tortajada et 
al.). 
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être homogènes235 (c’est-à-dire, réalisées à l’aide d’un catalyseur métallique miscible au milieu réactionnel) ou, 

à l’inverse, hétérogènes. Dans le dernier cas, le catalyseur métallique pourra être facilement éliminé par simple 

filtration du milieu réactionnel. Le palladium, le platine, le rhodium ou encore le ruthénium sont des catalyseurs 

très utilisés pour ces réactions d’échange H/D, qu’elles soient homogènes ou hétérogènes236–239. Il a été observé 

que les catalyseurs au platine permettent une plus grande sélectivité d’échanges des hydrogènes en positions 

aromatiques tandis que le palladium affiche une préférence pour les hydrogènes en positions aliphatiques 

(Figure 34)240. 

 

Les exemples présentés dans la Figure 35241, mettent en évidence les régiospécificités de deutération 

propres à chaque catalyseur métallique. Notons que le rhodium, tout comme le paladium, semble bien adapté à 

la deutération de chaines aliphatiques alors que le ruthenium présente la particularité de permettre une réaction 

d’échange H/D particulièrement orientée sur les hydrogènes portés par des atomes de carbone en alpha de 

groupements hydroxyles241,242. 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)237. 

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

Figure 35 : Exemples illustrant la régiospécificité de plusieurs catalyseurs métalliques vis-à-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 hydrogènes portés par des carbones en alpha d’hétéroatome de fonctions 

amine et alcool, étaient échangés par des deutériums (Figure 36243). Notons que dans ces conditions, il a été 

montré que la chiralité de la molécule était conservée tout au long de la réaction237. 

 

Ainsi, l’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, l’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 à hauts degrés de marquage, qui ont pu être observés et qui font du deutérium 

un isotope de second choix pour certaines analyses244. 

 

 

 

 

Figure 36 : Exemple de réaction d'échange H/D avec le Ruthénium comme catalyseur (extraite de Taglang et al.). 
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 3 – Utilisation des standards marqués pour la quantification 

 

La méthode de choix pour la quantificaton est l’utilisation d’isotopes marqués aux isotopes stables 

comme standards internes. Ces standards peuvent soit permettre de réaliser des gammes externes soit être 

supplémentés à l’échantillon d’intérêt pour de la dilution isotopique (Figure 37). 

 

La gamme externe consiste à analyser des concentrations croissantes connues de molécule(s) 

standard(s) correspondant(s) au(x) métabolite(s) d’intérêt de l’échantillon biologique. Ces gammes analysées 

avant et après l’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 

l’élargissement des pics chromatographiques. En l’absence de standards internes marqués, ces gammes externes 

doivent être réalisées dans une matrice similaire à celle de l’étude afin de limiter l’effet matrice qui peut induire 

des biais plus ou moins important dans la quantification245. 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 détectés224,246. 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 à une concentration constante et identique à celle qui sera ajoutée aux échantillons biologiques à 

quantifier247. 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’intérêts 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 l’ensemble des points de la gamme reste une droite. La concentration du 

métabolite endogène d’interêt est alors obtenue par report sur la courbe de calibration du rapport des réponses 

Figure 37 : Comparasion des méthodes de quantification par gamme externe avec SIL-IS et dilution isotopique. 
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analytiques du SIL-IS et de l’endogène. Notons qu’il est préférable de supplémenter l’échantillon d’intérêt avec 

un standard marqué à une concentration proche de celle du métabolite endogène afin de limiter les biais247. 

Un pré-requis pour la quantification est la linéarité de la réponse analytique. Cependant, à de hautes 

concentrations, des effets de saturation peuvent être détectés et les gammes ne sont alors plus linéaires248. Cet 

effet de saturation peut être 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 multimères249. Cet effet 

de saturation dépend également de l’analyseur et du détecteur qui équipe l’instrument utilisé pour l’analyse. A 

titre d’exemple, dans le cas de l’Orbitrap, selon la taille de celui-ci, le nombre d’ions pouvant y être analysés 

simultanément sans effet de charge varie169,250. Pour ces raisons, l’administration des aliments et médicaments 

(FDA) stipule que : « Le modèle le plus simple qui décrit adéquatement la relation concentration-réponse devrait 

être utilisé. Le choix de la pondération et l'utilisation d'une équation de régression complexe doivent être 

justifiés. »251. Il a d’ailleurs été prouvé que la quantification basée sur des gammes quadratiques était moins 

précise que celles réalisées à partir de gamme linéaire252. Afin d’optimiser la précision de la quantification, il est 

préférable que la réponse analytique du métabolite dans l’échantillon d’intérêt soit comprise dans la gamme 

externe. 

La quantification par dilution isotopique est aujourd’hui la méthode de référence pour la quantification 

absolue des métabolites253,254. Elle correspond à un simple produit en croix entre les réponses analytiques de 

l’endogène et du SIL-IS ajouté. Afin d’obtenir une grande précision, le standard marqué préalablement quantifié 

doit être supplémenté dans l’échantillon d’intérêt à une concentration similaire à celle du métabolite endogène. 

Cette méthode de quantification est utilisée pour les analyses quantitatives en métabolomique mais est limitée 

par le nombre de standards marqués disponibles218,246. De plus, la supplémentation de nombreux composés 

marqués dans l’échantillon peut créer des interférences entre les métabolites endogènes 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 complètes. 

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, à 

titre d’exemples, de nombreux kits proposés par Biocrates® dont le plus recent (MxP® Quant 500 kit) permet de 

quantifier jusqu’à 630 métabolites (en grande majorité des lipides) avec un QqQ ou encore le kit AbsoluteIDQ® 

p400 HR qui permet la quantification de plus de 400 métabolites par profilage métabolique sur un Q-Exactive. La 

mise à 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-13218. Neanmoins, ces solutions restent très coûteuses et assez peu flexibles en 

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

enthousiasmante et constitue un aspect de cette thèse présenté dans la deuxième partie de ce manuscrit. 
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Objectifs 

 

L’ensemble de ce travail de recherche bibliographique montre l’importance de l’identification des 

métabolites lors d’analyses métabolomiques. La qualité de cette identification est fortement liée à l’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 thèse a été d’améliorer le processus d’acquisiton de spectres MS/MS. En effet, 

actuellement l’acquisition des spectres MS permettant d’obtenir le profil métabolique de l’échantillon d’intérêt 

et l’acquisition des spectres MS/MS nécessaire à l’identification des métabolites d’intérêts sont réalisés à l’aide 

de deux injections distinctes espacées de plusieurs semaines voire plusieurs mois. Ceci peut être dû à 

l’impossibilité d’acquérir des spectres MS/MS par le spectromètre de masse ou à des vitesses d’acquisition des 

analyseurs trop faibles. Entre les deux analyses, des biais analytiques peuvent se produire ce qui limite 

l’identification des métabolites. L’acquisition simultanée des spectres MS et MS/MS permet de s’affranchir de 

ces biais. Cependant, jusqu’à récemment, la vitesse d’acquisition des spectromètres de masse ne permettait pas 

ces acquisitions simultanées. Les développements réalisés sur les spectromètres de masse ont permis 

d’améliorer ces vitesses d’acquisition. Grâce à cela, mes premiers travaux de thèse avaient but d’exploiter au 

mieux les caractéristiques uniques de l’Orbitrap Fusion en termes de vitesse d’acquisition mais également 

d’acquisitions réalisées en parallèle à 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 l’acquisition des spectres MS et MS/MS. Le 

traitement des données résultantes visant à identifier des métabolites par comparaison de spectres MS/MS 

expérimentaux à ceux stockés dans des bases de données n’est pas facilement réalisables de façon 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 

être 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 spectromètres de masse. L’objectif final de ce consortium européen étant de 

réaliser une base de données spectrales MS/MS à l’échelle européenne. Finalement, la méthode DDA a pu être 

de nouveaux optimiser grâce à 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 

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

Dans un second temps, mes travaux de thèse avaient pour objectif de développer une méthode de 

quantification de métabolites à grande échelle à l’aide de standards internes marqués. En effet, le métabolome 

étant dynamique la comparaison de signaux provenant d’échantillons différents est complexe. De plus, les 



Objectifs 

- 87 - 

 

analyses métabolomiques étant appliquées à des cohortes de plus en plus importantes, il est de plus en plus 

nécessaire de pouvoir comparer l’ensembles des analyses effectuées sur le grand nombre d’échantillons présents 

dans la cohorte d’intérêt. 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 l’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 à grande échelle. Dans notre cas, l’objectif était de produire des standards marqués 

par échange H/D. Par ces méthodes, l’ensemble du métabolome humain ne peut être couvert. L’utilisation 

d’échantillons marqués in vivo permet de palier cet inconvénient. Un des objectifs de ma thèse 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 l’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, l’identification des métabolites représente un grand challenge dans les 

études métabolomiques. Dans ce contexte, l’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, l’échantillon 

d’étude est analysé deux fois. Une première fois pour réaliser son profilage métabolique (acquisition MS 

seulement) et une seconde fois pour confirmer l’identité par MS/MS (mode ciblé) des métabolites annotés 

discriminants de l’étude. Ces deux injections sont réalisées indépendamment, notamment en raison de 

l’impossibilité d’acquérir des spectres MS/MS ciblés avec le spectromètre de masse Exactive utilisé en routine au 

laboratoire pour les analyses métabolomiques. Néanmoins, quand un autre instrument type Q-Exactive est utilisé, 

le même mode opératoire est souvent suivi car ne sont généralement fragmentés par MS/MS (mode ciblé) que 

les ions d’intérêt préalablement mis en évidence par l’analyse statistique des données de profilage. Cela signifie 

que les données acquises en mode profil MS doivent être préalablement traitées pour que les ions à 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 l’acquisition des spectres MS et MS/MS (de façon suffisamment exhaustive 

pour être réalisée sans a priori) en une seule injection, en conservant suffisamment de points par pics lors de 

l’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 être très long 

(plusieurs semaines). L’échantillon n’est plus injecté dans les mêmes 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 système analytique utilisé, cet impact peut être 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’analyse106,255. Cette double 

injection est également très consommatrice de temps d’analyse. 
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Pour remédier à ces inconvénients, de nouveaux modes d’acquisition, « Data Dependent Acquisition » 

et « Data Independent Acquisition », ont été investigués dans le cadre de cette thèse. Très utilisés en 

protéomique, ils présentent encore quelques limitations pour la métabolomique telle que l’obtention d’une 

énergie de fragmentation optimale pour l’ensemble des métabolites191. 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 l’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 l’identification des métabolites tout en gagnant en temps d’analyse.  

 

 2 – Méthodologie suivie et introduction au travail expérimental 

 

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

détaillé est donné dans la publication insérée juste après. 

Pour répondre aux objectifs fixés, les développements ont été réalisés à partir d’un mélange de 47 

standards et sur des échantillons de plasma de référence (SRM 1950) commercialisés par l’Institut National des 

Normes et Technologies (NIST). Dans un premier temps, les données ont été acquises avec l’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 dû à la faible largeur des 

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

La versatilité de l’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 

être fragmentés. Les développements avaient donc pour but d’optimiser la sélection de ces ions. Une première 

méthode nommée « HCD-only » a été développée afin d’optimiser l’ensemble des paramètres de sélection des 

ions.  

Dans une analyse métabolomique, les signaux détectés peuvent être 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 deuxième méthode a donc été développée pour prendre en compte cette différence. Dans 

cette méthode, les ions correspondants peuvent être 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 l’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 fenêtres de masse afin d’optimiser la sensibilité de la méthode. 



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 1 

- 92 - 

 

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 l’aspect quantitatif. Pour cela, les échantillons de plasma NIST ont été supplémentés avec le mélange de 

standards à 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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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 l’obtention 

simultanée de spectres MS et MS/MS. Les méthodes DDA et DIA ainsi développées ont pu être comparées grâce 

à un mélange de 47 standards et à un extrait de plasma NIST pour lequel 72 métabolites endogènes sont 

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

Tout d’abord, après des développements concernant l’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 l’énergie de collision. En effet, il est nécessaire d’utiliser un mode de fragmentation permettant 

l’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 intérêt. Il permet d’obtenir un spectre 

MS/MS correspondant à la somme de trois spectres MS/MS acquis à trois énergies de collision. La Figure 38 

montre l’exemple de l’alanyltyrosine. Le spectre MS/MS obtenu avec le mode « stepped collision energy » HCD 

30 +/- 20 % correspond à la somme des spectres MS/MS obtenus avec des énergies de fragmentation HCD fixée 

à 10 %, 30 % et 50 %. 
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Figure 38 : Exemple de fragmentation en mode « stepped collision energy » pour l’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 déjà présents dans 

notre base de données interne, l’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 à haute 

résolution n’est pas forcément nécessaire. La détection des ions a donc pu être réalisée via le piège à ions. Ainsi, 

nous avons pu paralléliser les acquisitions. De plus, pour ces composés, l’énergie de fragmentation optimale est 

connue (dans notre cas, elle correspond à l’obtention du spectre MS/MS avec l’intensité relative de l’ion parent 

entre 10 % et 30 %). Les ions sont alors séparés en deux listes selon leur énergie de fragmentation optimale pour 

être fragmentés en mode HCD « stepped collision energy » 15 +/- 10 % ou 45 +/- 20 %. Ils sont ensuite détectés 

grâce au piège à ions linéaire. Les spectres MS/MS obtenus par « stepped collision energy » sont comparés à 

notre base de données internes comportant les spectres MS/MS des composés à 4 énergies de collision (HCD 

10 %, 20 %, 40 % et 80 %) sur la base des m/z de l’ion précurseur et de trois fragments. Dans le cas des composés 

inconnus, l’identification peut être 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 à la fois en mode HCD (non résonnant) « stepped collision energy » et en mode CID 

(résonant) afin d’obtenir des informations complémentaires107. Dans ce cas, une haute précision en masse et 

donc un analyseur à haute résolution sont requis. Les métabolites inconnus sont alors détectés avec l’Orbitrap. 

Afin d’obtenir des temps de cycle (correspondant à l’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 à dix (top-10) et les résolutions à 120 000 et 15 000 (à m/z 200) respectivement pour les 

acquisitions MS et MS/MS. Les anciennes générations de spectromètres 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’acquisition106. 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 l’étude sont détectés avec le « Full Scan » et 65 % de ces composés sont 

sélectionnés pour être fragmentés. Cette sélection monte à 80 % à la plus haute concentration de dopage du 

plasma. L’efficacité de sélection est la même 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 très 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/MS197. Notre base de données interne a été implémentée dans ce logiciel pour confronter de façon objective 

les spectres MS/MS obtenus à ceux de notre base de données. Qualitativement, nous avons considéré une bonne 

identification des composés lorsque le « dot product score » était supérieur à 500. Cette valeur est concordante 

à celle fixée lors projet CASMI dont le but est de proposer des critères pour aider à l’identification des petites 

molécules. En effet, dans le cadre de ce projet, le « DP score » optimal fut déterminé à 400172.  Les deux méthodes 

de comparaison des spectres MS/MS (manuelle et avec l’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 

possèdent un « dot-product score » supérieur à 500 (Figure 39). Les spectres de fragmention obtenus en mode 

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

fragmentation. 

 

Les travaux récents de Blaženović et al. montrent qu’il est possible d’annoter l’ensemble des métabolites 

fragmentés en DDA moyennant une suite d’outils bio-informatiques et des bases de données très complètes 

(notamment MoNA, NIST, LipidBlast)256. Dans ces conditions, environ 750 métabolites ont été annotés aux 

niveaux 1 et 2 (selon Sumner et al.173) et plusieurs centaines au niveau 3. Comme l’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. 

Figure 39 : Comparaison des spectres MS/MS obtenus avec ceux de référence à l'aide de MS-DIAL. 
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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 fenêtres de masse afin d’avoir une bonne 

sensibilité. Tout comme pour la méthode DDA, le nombre de fenêtres et donc d’événements MS/MS a été limité 

pour être compatible avec l’analyse chromatographique. Ce nombre de fenêtres a donc été fixé à dix sur une 

gamme de masses de 100 à 600 Da, correspondant à la gamme de masses où la majorité des métabolites sont 

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

 

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

 

Dans un premier temps, des tests ont été réalisés en gardant des fenêtres de même taille (50 Da). 

Cependant, dans un échantillon biologique, la distribution des masses des métabolites annotés n’est pas 

homogène. En effet, il y a plus de métabolites avec de petites masses (inférieures à 300 Da) que de métabolites 

avec de hautes masses (supérieures à 300 Da) (Figure 40). Les tailles des fenêtres de masses ont donc été ajustées 

selon la répartition des métabolites du plasma NIST. Les largeurs des fenêtres varient alors entre 16 et 102 Da, 

et les fenêtres sont chevauchantes afin de détecter au mieux des métabolites dont les masses correspondraient 

aux limites de ces fenêtres (Tableau 8). Avec cette méthode, 90 % des métabolites ont pu être identifiés grâce à 

la détection de leurs fragments. Ces résultats sont consistants avec ceux de Zhang et al., qui ont également 

montré que l’utilisation de fenêtres de tailles variables permettait d’améliorer la sélectivité, l’identification et la 

quantification de métabolites et de peptides196.  
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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 l’acquisition simultanée de spectres MS et MS/MS avait un impact sur la quantification des 

métabolites. Cette quantification a été réalisée à partir des spectres MS pour les trois méthodes d’intérêt et 

également à partir des spectres MS/MS dans le cas de la méthode DIA (le nombre d’acquisition de spectres 

MS/MS d’un même 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 

l’ajout de spectres MS/MS n’altère pas la qualité et la robustesse des acquisitions MS ce qui est en accord avec 

des données obtenues précédemment avec des analyses réalisées à l’aide d’un Q-TOF257. Dans le cas des analyses 

DIA, cela signifie que la quantification et l’identification des métabolites peuvent être réalisée en une seule et 

même 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 à utiliser des méthodes de traitement 

de données plus automatisées et objectives. Nous avons donc utilisé le logiciel MS-DIAL, libre d’accès, pour 

évaluer objectivement la qualité de nos spectres MS/MS. En parallèle, 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 protéomiques258. Après 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 à ceux que nous avons obtenus par traitement des données 

manuel (Figure 41). Ce logiciel semble donc très prometteur pour les futurs traitements de données liés aux 

acquisitions DIA en métabolomique. Des essais pourront également être effectués sur les données acquises en 

mode DDA.  

Tableau 8 : Tailles des fenêtres d'acquisition SWATH. 
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Ces travaux ont été présentés sous forme de poster au congrès virtuel de l’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 à l’identification 

des métabolites. En effet, les spectres MS/MS obtenus sont très purs ce qui permet de les comparer aisément à 

des bases de données. De plus, les spectres MS/MS obtenus permettent d’améliorer l’élucidation structurale des 

métabolites inconnus. La méthode DIA répond à deux challenges rencontrés lors d’analyses métabolomiques qui 

sont l’identification et la quantification des métabolites. De même que pour les acquisitions en mode DDA, les 

spectres MS/MS obtenus sont comparés à 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 l’opportunité de quantifier les métabolites d’intérêt 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 à 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 à 

une large série d’échantillons sont très encourageantes259. La méthode DDA permettrait quant à 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 être 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 à évaluer.  

Pour être 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. 

 

 

Figure 41 : Comparaison du nombre de composés quantifiés par MS et MS/MS par traitement de données manuel 
ou par Spectronaut. 
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B – Application à des études d’intercomparaison de spectres de masse dans le cadre d’un 
projet européen (HBM4EU) 

 

1 - Contexte du projet européen 

 

Le projet HBM4EU (Human Biomonitoring for Europe) est un projet européen qui a démarré en 2017 et 

qui représente l’effort conjoint de 30 pays ainsi que de l’Agence Européenne pour l’Environnement et de la 

Commission Européenne260. La biosurveillance humaine consiste à mesurer les substances chimiques 

environnementales et leurs métabolites dans le corps humain à l’aide d’analyse d’échantillons biologiques. Ces 

analyses sont importantes pour mesurer les effets liés à l’exposition à ces substances chimiques261. Ce projet a 

pour but de coordonner et de faire progresser la biosurveillance humaine en Europe en mettant en évidence des 

preuves de l’exposition des citoyens aux substances chimiques et les effets possibles sur leur santé. Les résultats 

obtenus seront mis à disposition des responsables politiques afin qu’ils puissent prendre les décisions nécessaires 

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

- Harmoniser les procédures de biosurveillance humaine dans l’ensemble des pays participants pour 

donner aux responsables politiques des données comparables sur l’exposition interne de l’homme aux 

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

- Relier les données sur l’exposition interne aux substances chimiques à l’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 à la charge 

corporelle totale de substances chimiques. 

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

visant à réduire l’exposition. 

 

Aujourd’hui, afin d’améliorer l’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 très grand nombre de métabolites. La quantité de composés 

ciblés étant très importante (plusieurs centaines de molécules), cette base de données doit être alimentée par 

différents laboratoires Européens unissant leurs efforts. Néanmoins, un des prérequis à la constitution d’une 

telle base de données est que les spectres MS/MS soient comparables d’un laboratoire à l’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 cinétiques262 (énergie interne et temps de résidence des ions) et des 
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paramètres 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 l’harmonisation des méthodologies analytiques 

permettant l’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 l’ensemble des 

citoyens. Ces marqueurs d’expositions sont très nombreux (plusieurs milliers selon l’exposition possible). Il est 

donc très complexe pour un laboratoire seul d’identifier l’ensemble de ces marqueurs à partir d’une base de 

données spectrale générée dans une seule unité. La création de consortium entre différents laboratoires s’avère 

donc primordiale pour augmenter la couverture de ces métabolites d’intérêt. La création d’une base de données 

à l’échelle Européenne permettrait d’augmenter considérablement le nombre de spectres de masse disponibles 

et donc de faciliter l’identification des métabolites pour l’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 à l’étude des composés inconnus. Cela a conduit les 

laboratoires à 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 à ceux présents dans des bases de données qui se doivent 

d’être interopérables. Les laboratoires ne possèdant pas les mêmes spectromètres de masse, l’harmonisation 

des méthodologies analytiques entre ces laboratoires est cruciale que ce soit au niveau de la préparation 

d’échantillon ou de l’acquisition comme du traitement des données263. La mise en place de critères d’assurance 

qualité et de contrôle qualité est primordiale. Des premières études ont montré que des spectres MS/MS acquis 

avec différents spectromètres de masse (Q-TOF, LIT, 3-D quadrupole IT et LIT–Orbitrap) sont comparables à ceux 

d’une base de données réalisée à partir de spectres MS/MS acquis avec un Q-TOF (Wiley Registry of Tandem 

Mass Spectral Data, MSforID)264. Ce projet s’inscrit dans le même objectif que le projet CASMI qui consiste à aider 

les différents laboratoires à identifier les métabolites en travaillant sur les spectres MS/MS obtenus dans chaque 

laboratoire172. 

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 spectromètres de masses différents (essentiellement Q-TOF et 

Q-Orbitrap). Ces spectres MS/MS sont comparés à une base de données déjà mise en place avec un spectromètre 

de masse Q-TOF. Ces analyses doivent permettre l’élaboration de critères d’assurance qualité et de contrôle 

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

 

Trois études interlaboratoires ont été réalisées.  

La première, l’étude « SCORE » consistait à acquérir des spectres MS/MS en mode DDA sur un 

échantillon blanc et un mélange de standards connus envoyé par l’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 l'étude "SCORE". 
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Une autre étude nommée « Study 1 » consistait à 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 à la 

préparation de l’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 à l’aveugle. Un 

troisième 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 à partir de nos données brutes. Afin de ne pas avoir de biais au niveau du traitement des données 

et de l’identification des composés, l’ensemble des spectres obtenus a été envoyé au partenaire Autrichien 

(Herbert Oberacher) qui s’est chargé de l’entièreté du traitement des données.  

 

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

Mélange de Standards 1 du Laboratoire 
Partenaire 

Mélange de Standards 2 du Laboratoire 
Partenaire 

Mélange de Standards de Notre            La-
boratoire 

2-Methylidene-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine 

3,4-Methylenedioxyamphetamine Adenosine 
3,4-Methylenedioxyamphetamine Acetaminophen Allopurinol 

6-o-Monoacetylmorphine Amphetamine Amantadine 
Acetaminophen Benzoylecgonine Cimetidine 
Amphetamine Citalopram Clenbuterol 

Benzoylecgonine Cocaine Dextromethorphan 
Carbamazepine 

Fragment of 3,4-Methylenedioxy-
methamphetamine 

Diclofenac 
Cocaine Glutamine Dopamine 
Codeine Histidine Gabapentine 

Fragment of 3,4-Methylenedioxy-
methamphetamine 

Hydroxyzine 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 l’Orbitrap Fusion. Les 

paramètres chromatographiques sont les suivants : 

Système LC : UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). 

Colonne : Hypersil Gold C18, 2.1 x 150 mm, 2.1 µm (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 % à 100 % de phase B ; 13 – 25.5 

min : 100 % de phase B ; 25.5 – 30 min : 5 % de phase B. 

Volume d’injection : 10 µL. 

Débit : 500 µL/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 dû 

être adaptée à l’acquisition de composés halogénés (aspect détaillé ci-dessous).  

Une troisième étude nommée « Study 2 » est une étude préliminaire à 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 l'étude "Study 2". 

Composé Formule Brute [M+H]+ Pool Temps de Rétention 
Amiloride C6H8ClN7O 230.0551 3 2.86 
Antipyrine C11H12N2O 189.1022 3 5.65 
Cyclizine C18H22N2 267.1855 1 7.25 

Desipramine C18H22N2 267.1855 3 7.75 
Dibucaine C20H29N3O2 344.2332 3 7.94 
Dixyrazine C24H33N3O2S 428.2366 1 7.82 
Dosulepin C19H21NS 296.1467 2 7.74 

Ethambutol C10H24N2O2 205.191 1 0.71 
Etilefrine C10H15NO2 182.1176 2 1.55 
Etofylline C9H12N4O3 225.0982 1 4.41 
Mefruside C13H19ClN2O5S2 383.0496 1 8.19 

Metoclopramide C14H22ClN3O2 300.1474 2 5.60 
Nylidrin C19H25NO2 300.1958 3 6.73 

Phentermine C10H15N 150.1277 2 5.16 
Phenytoin C15H12N2O2 253.0971 2 7.79 

Sulfamethoxazole C10H11N3O3S 254.0593 2 6.42 
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Sulfamoxole C11H13N3O3S 268.075 3 5.34 
Sulthiame C10H14N2O4S2 291.0467 1 5.90 

Tetracycline C22H24N2O8 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 même que celle décrite 

pour les études « SCORE » et « Study 1 ». Les analyses ont été réalisées avec l’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 l’azote. Il est chauffé à 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 spectromètre est chauffé à 

325 °C. Pour l’analyse des « Full Scan », la fenêtre d’analyse s’étend de 85 à 1000 m/z à une résolution de 240 000 

(à m/z 200). L'« AGC target », qui permet de compter le nombre d’ions accumulés, est fixé à 5.104 ions et le temps 

maximal d’injection à 400 ms. Pour l’analyse des événements MS/MS, l'isolement des ions se fait au niveau du 

quadripôle avec une fenêtre d’isolement de 0.8 Da et la détection se fait avec l’Orbitrap à une résolution de 

30 000 (à m/z 200). L’« AGC target » est fixé à 5.104 ions et le temps maximal d’injection à 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 l’énergie de fragmentation. Dans les analyses courantes de notre laboratoire, les 

composés sont fragmentés à 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 à l’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 critères 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 à 1 µg/mL ont été injectés. Le débit de solvant a été fixé à 

100 µL/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 l’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 % à 100 % (avec un pas de 5 %) en mode HCD. Les gammes 

d’acquisition débutent toutes à 50 Da. Les autres paramètres sont identiques aux premières acquisitions de 

spectres MS/MS. Les spectres MS/MS obtenus sont comparés à 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 très bons avec la détection de 24 composés sur 25. Cependant, 12 des composés détectés n’étaient 

pas sélectionnés pour être fragmentés (Tableau 12). 

Tableau 12 : Résultats de l’étude "SCORE" avec le paramètre « 12C Selection ». 

Composé Formule Brute [M+H]+ RT (min) Sélection 
Metformin C4H11N5 130.10871 0.79 Oui 

Caffeine C8H10N4O2 195.08764 4.80 Oui 
6-Mercaptopurine C5H4N4S 153.02294 0.93 Oui 

Ensulizole C13H10N2O3S 275.04848 4.49 Oui 
Dapson C12H12N2O2S 249.06922 6.03 Oui 

Bayrepel C12H23NO3 230.17505 8.41 Oui 
Carbetamide C12H16N2O3 237.12336 7.15 Oui 

Phenytoin C15H12N2O2 253.09714 7.77 Oui 
Carbamazepine C15H12N2O2 237.10223 7.68 Oui 

Metconazole C17H22ClN3O 320.1524 10.14 Oui 
Diazinon C12H21N2O3PS 305.10831 10.76 Oui 

Picoxystrobin C18H16F3NO4 368.1104 10.64 Oui 
Naproxen C14H14O3 231.10156 8.79 Non 

Chloridazon C10H8ClN3O 222.0428 6.08 Non 
Diclofenac C14H11Cl2NO2 296.02395 9.89 Non 
Monuron C9H11ClN2O 199.06326 7.38 Non 

Metobromuron C9H11BrN2O2 259.0077 8.65 Non 
Linuron C9H10Cl2N2O2 249.0192 9.37 Non 

Chlorbromuron C9H10BrClN2O2 292.96874 9.53 Non 
Alachlor C14H20ClNO2 270.12552 10.11 Non 

Profenofos C11H15BrClO3PS 372.94246 10.60 Non 
Boscalid C18H12Cl2N2O 343.03993 9.71 Non 

Quinoxyfen C15H8Cl2FNO 308.00396 11.24 Non 
Fenofibrate C20H21ClO4 361.1201 11.91 Non 

Chlorpropham C10H12ClNO2 214.06292 ND NA 
 

Un point commun à l’ensemble des composés détectés mais non sélectionnés est la présence d’au moins 

un atome d’halogène (chlore et/ou brome). Dans la méthode DDA « HCD-only », le paramètre « 12C Selection » 

permet de limiter la sélection d’isotopologues pour un même composé. Cependant, ce paramètre n’est efficace 

que pour les massifs isotopiques les plus courants ne comportant que des atomes non halogénés (12C/13C ; 

16O/18O). 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 paramètre impliquerait également la possible sélection 

de différents isotopologues d’un même métabolite (pour les composés les plus intenses). Cela peut donc limiter 

la fragmentation et donc l’identification de composés d’intérêt. 

Les 25 standards ont donc été de nouveau analysés avec la méthode DDA « HCD-only » sans le 

paramètre « 12C Selection ». Dans ce cas, 24 des 25 composés sont toujours détectés et 23 d’entre eux sont 

sélectionnés pour être 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 être correctement identifiés. Ces résultats sont très encourageants concernant l’intérêt 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 spectromètres de masse de technologies différentes (Q-Orbitrap vs Q-TOF) sont 

directement comparables. 

L’analyse de notre mélange de standards avec le paramètre « 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 paramètre a permis la sélection supplémentaire de la clindamycine. Seule l’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 l’étude « Study 1 » ont été analysés avec la méthode « HCD-only » sans 

le paramètre « 12C Selection ». Ces analyses ont été réalisées à l‘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 être identifiés. Le tramadolol n’a pas pu être identifié car l’ion fragment diagnostique à m/z 58 est en 

dehors de notre gamme d’acquisition débutant à 85 Da. Pour le deuxième set de standards, 25 des 26 composés 

ont été fragmentés et identifiés. Concernant l’échantillon de plasma supplémenté avec notre mélange de 

standards, les analyses DDA « HCD-only » ont été réalisées avec et sans le paramètre « 12C Selection ». La 

suppression de ce paramètre 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 être 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 

être correctement identifié, ceci potentiellement à cause de la co-sélection et la co-fragmentation d’un composé 

isobare dans nos conditions. 
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- « Study 2 » 

L’ensemble des 19 composés a pu être identifiée à 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 à 

enregistrer des données MS/MS pour les métabolites à partir de spectres de fragmentation obtenus avec 

uniquement quatre énergies de collision est pertinente. Le Tableau 14265 présente les résultats de la « Study 2 » 

obtenus par l’ensemble des laboratoires. Les résultats obtenus avec l’Orbitrap Fusion (Q-Orbitrap-LIT dans le 

tableau) montre de très bonnes performances comparativement aux autres insturments tout en ayant peu de 

spectres MS/MS acquis. Globalement, l’ensemble des instruments montre une bonne efficacité de détection par 

rapport au jeu de molécules testées.  

Tableau 13 : Résultats de l'étude "Study 1" avec notre mélange de standard. 

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

l’ensemble des ions et de détecter le plus de fragments possibles. Cependant, si la gamme d’acquisition débute 

à un m/z trop élevé (> 70 Da), certains ions diagnostiques peuvent ne pas être 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 % à 100 % HCD avec un pas de 5 % et avec une plage de balayage 

commençant à 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 à un impact sur la transmission des ions. En effet, si la 

masse inférieure de cette gamme est plus de cinq fois inférieure à la masse du composé d’intérêt, 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 à 250 Da seront correctement transmis. Ce problème de transmision d’ions n’est pas (ou est 

moins) présent sur les instruments de type Q-Exactive (Figure 42183). Cet inconvénient de l’Orbitrap Fusion avait 

déjà 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 

et al.). 
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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 l’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 l’intensté des fragments (cas du propanolol et de l’ochratoxin A). En effet, 

nous pouvons voir que lorsque la gamme d’acquisition débute à 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’à se stabiliser lorsque le m/z 

du début de la gamme d’acquisition correspond à 1/5ème du m/z de l’ion parent. 

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

Avec cette méthode, les 19 composés ont été identifiés. 

 

d – Conclusions et perspectives 

 

L’objectif de ce projet est à terme de créer une base de données spectrale Européenne afin de faciliter 

l’identification des métabolites pour l’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 être analysés. Ce travail 

demande énormément de temps ce qui implique qu’un seul laboratoire ne peut pas à lui seul acquérir l’ensemble 

des données. Cette mission doit donc être partagée entre différents laboratoires. Cela nécessite que les spectres 

MS/MS soient comparables d’un laboratoire à l’autre et d’un spectromètre de masse à l’autre. 

Les études « SCORE » et « Study 1 » ont prouvé que la méthode DDA « HCD-only » développée est 

efficace pour la détection et l’identification de composés d’origines variées. Moyennant quelques optimisations, 

cette méthode s’est avérée très efficace pour l’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 l’instrument utilisé. Cette étude vient donc conforter les résultats 

obtenus sur des projets antérieurs concernant la comparabilité des spectres MS/MS acquis sur différents 

spectromètres de masse264. Cela a également permis l’établissement de critères d’assurance qualité et de 

contrôle qualité. Cette étude a permis la publication d’une proposition de critères d’assurance qualité et de 

contrôle qualité : « A European proposal for quality control and quality assurance of tandem mass spectral 

libraries » (Annexe 3265). En effet, l’ensemble des acquisitions devaient répondre à un cahier des charges initial 

que ce soit au niveau chromatographique avec l’obligation d’analyser les échantillons avec une colonne C18 ou 

au niveau de l’acquisition des données avec l’utilisation d’un analyseur à haute résolution, des gammes de 

balayage et des énergies de fragmentation bien définies. Avec ces critères, l’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 même échantillon analysé plusieurs fois avec la même 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 être réalisées à 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 l’échantillon blanc et la liste d’inclusion correspondant aux composés 

couramment identifiés dans une matrice donnée. Ces deux dernières listes sont réalisées grâce à des analyses 

réalisées préalablement aux analyses d’intérêt. La création de ces listes est très consommatrice de temps pour 

l’expérimentateur, et doivent être 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 façon itérative. Pour cela, une liste d’exclusion est 

automatiquement implémentée à la méthode DDA après une première analyse de l’échantillon blanc en mode 

« Full Scan ». Ensuite, l’échantillon d’intérêt est également analysé en mode « Full Scan » et le logiciel crée 

automatiquement une liste d’inclusion à partir de tous les ions détectés dans cet échantillon. Lors de la première 

analyse DDA, tous les ions les plus intenses sont fragmentés selon les critères DDA sus-mentionnés. Pour la 

deuxième analyse, toutes les variables (m/z et RT) des ions fragmentés lors la première 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’à la fragmentation de tous les ions présents dans l’échantillon (Figure 43). 
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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. Grâce à la méthode DDA 

itérative, 419 composés ont été identifiés au total (188 dans la 1ère injection, 91 dans la 2ème injection, 67 lors de 

la 3ème injection et 73 lors de quatrième 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 l’intérêt d’une telle 

stratégie d’analyse. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Principe de la méthode DDA itérative. 
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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 l’échantillon d’intérêt sans 

connaissance prélable de celui-ci. 

 

 2 – Méthodologie 

 

Les développements ont été réalisés sur le même mélange de standards que celui utilisé pour le 

développement des méthodes DDA et DIA. La méthode chromatographique C18 et les paramètres de source ESI 

positif sont les mêmes que ceux utilisés pour les développements DDA et DIA. Pour la création des listes 

d’exclusion et d’inclusion, le blanc et l’échantillon d’intérêt sont analysés en mode « Full Scan ». La détection est 

réalisée avec l’Orbitrap à une résolution de 500 000 (à m/z 200) avec une gamme de masse de 85 à 1000 Da. 

Pour les acquisitions DDA, les spectres MS sont acquis avec l’Orbitrap à une résolution de 120 000 (à m/z 200) 

sur une gamme de masse pré-filtrée par le quadripôle de 85 à 1000 Da. Les spectres MS/MS sont également 

acquis avec l’Orbitrap à une résolution de 15 000 (à m/z 200) avec une masse de début de gamme de 85 Da. Les 

ions sont sélectionnés avec le quadripôle avec une fenêtre d’isolement de 0.8 Da et sont fragmentés en 

mode HCD « stepped collision energy » à 30 +/- 20 %. Les ions sont sélectionnés avec un paramètre de seuil 

d’intensité fixé à 2.5.104. 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 même seconde. 

Les paramètres de liste d’inclusion et d’exclusion ont été ajoutés avec des listes réalisées avec le couple m/z et 

RT de l’ion détecté. L’inclusion ou l’exclusion est réalisée avec une erreur maximale de trois ppm par rapport au 

Figure 44 : Nombre de composés identifiés par la méthode Acquire X et DDA classique. 
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m/z de référence détecté. Le nombre d’événements MS/MS entre les acquisitions MS est fixé à 10 (top-10) 

(Figure 45). 

 

 

Un facteur de dérogation de l’exclusion a été fixé à trois. C’est-à-dire que si un ion présent dans la liste 

d’exclusion est détecté dans l’échantillon d’intérêt a une intensité trois fois supérieure à celle du blanc, cet ion 

est sélectionné pour être fragmenté car il est considéré comme provenant majoritairement de cet échantillon. 

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

Afin d’évaluer l’efficacité de cette méthode, des échantillons de plasma NIST supplémentés avec le 

même mélange de standards ont été analysés. Les concentrations finales de ce mélange dans le plasma sont de 

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

 

 3 – Résultats 

 

Dans un premier temps, le mélange de standards a été analysé à 1 µg/mL avec la méthode DDA 

« itérative » avec et sans « Dynamic Exclusion ». A cette concentration, les 47 composés sont détectés et 

fragmentés dès la première 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 très faible (inférieur au seuil d’intensité de la méthode 

DDA) restent à 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 deuxième analyse DDA et 340 à la 

troisième analyse DDA (Figure 46).  

Figure 45 : Méthode DDA Acquire X. 
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Cela signifie qu’environ 70 % des variables sont fragmentées dès la première analyse DDA que ce soit 

avec ou sans le paramètre « Dynamic Exclusion ». Les ions sélectionnés lors de la deuxième et la troisième 

analyse DDA sont principalement ceux présents dans le volume mort où de nombreux ions co-éluent. Cependant, 

concernant cette méthode DDA « itérative » utilisée, pour le plasma vierge, seuls 118 composés sont annotés 

lors de la première analyse MS/MS et aucune des variables fragmentées lors des deuxièmes et troisième 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 très intenses, une perte de sensibilité est possible 

au niveau des autres métabolites ce qui peut limiter leur sélection pour être fragmentés. 

 

Figure 46 : Constitution itérative des listes d'inclusion et d'exclusion. 

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) à l’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)266,267. Il 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 paramètres de traitement doivent encore être 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’être poursuivis. Ces travaux 

préliminaires ont permis la présentation d’un poster au congrès « 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 façon 

préliminaire au laboratoire) sont très similaires à ceux obtenus avec la méthode DDA avec l’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 

qu’avec les méthodes DDA classiques. Cette approche a pour principal avantage de faire gagner un temps 

considérable grâce à 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 l’« AGC Target » 

ainsi que les « RF lens » qui permettent de focaliser les ions après la source. Avec ces nouveaux paramètres, 

l’abondance relative de certains ions a augmenté significativement diminuant ainsi l’impact des contaminants 

sur nos analyses. Ces tests préliminaires devront être poursuivis pour optimiser au mieux cette méthodologie 

d’acquisition. 

 

D – Conclusions et perspectives 

 

Les méthodes DDA et DIA développées ont montré de très bonnes performances pour l’acquisition 

simultanée des spectres MS et MS/MS sans perte de sensibilté au niveau du profilage MS. L’application au projet 

européen HBM4EU a permis d’évaluer les limites de l’approche DDA, tout en permettant son optimisation et 

démontrant son efficacité. Des résultats préliminaires mais très prometteurs soulignent également l’apport 

d’une approche DDA « itérative » pour l’annotation d’un plus grand nombre de métabolites humains 

plasmatiques. 

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

analyses métabolomiques de routine. Pour cela, il serait intéressant d’analyser l’ensemble des échantillons avec 
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la méthode DIA de type « SWATH » décrite précédemment et d’analyser des contrôles qualité avec la méthode 

DDA « itérative ». Grâce à cette dernière, l’analyse de l’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’intérêt. Combiner les informations obtenues au niveau des ions 

précurseurs et fragments par DIA pourrait également permettre d’améliorer la comparaison de profils 

métaboliques268.
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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 à l’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 possèdent pas un 

isotopologue marqué disponible commercialement. De plus, une partie des standards internes marqués 

disponibles reste encore très coûteux ce qui limite leur utilisation systématique. 

Comme illustré dans la Partie 1 – Chapitre 3 de cette thèse, la synthèse chimique est une solution 

attrayante pour la production à façon de ses propres molécules marquées pour répondre, le plus souvent, à des 

besoins de quantification ou de normalisation lors d’analyse métabolomique par LC-HRMS. Cependant, la 

production de standards marqués par synthèse totale ou multi-étapes est généralement longue et fastidieuse. 

Une alternative consiste à explorer les réactions de marquage direct. Ces réactions sont le plus souvent 

effectuées pour introduire des atomes de deutérium par réaction d’échange hydrogène/deutérium (H/D) à des 

positions stables de la structure chimique de la molécule, par opposition aux réactions d’échanges H/D sur des 

hydrogènes labiles portés le plus souvent par des hétéroatomes comme l’oxygène ou l’azote. 

L’objectif de cette étude a été de produire facilement et à grande échelle des standards internes 

marqués avec des isotopes stables par échange hydrogène/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 l’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 homogènes ou hétérogènes269–272 (voir partie introductive, chapitre 3 pour 

plus de détails). La réaction à laquelle nous nous sommes particulièrement intéressée repose sur l’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…237,243. 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 à deutérer via le doublet non liant de 

leurs atomes d’azote ou d’oxygène. L’échange des atomes d’hydrogène par des atomes de deutérium en alpha 

des groupements amino ou hydroxyl est ainsi permis en présence d’un solvant deutéré, tel que D2O, et de D2 gaz 

qui jouent le rôle de sources d’atome de deutérium. Ainsi, le principal avantage de ce procédé de deutération, 

qui a été mis en évidence par nos collègues du CEA sur des acides aminés, sont les caractères régio- et stéréo-

spécifique de l’incorporation de deutérium (Figure 48)243. 

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 caractère mono-étape de la synthèse et le fait 

que le composé (ou substrat) de départ soit le métabolite d’intérêt. Ainsi, le marquage au deutérium de séries 

de métabolites semble envisageable de façon 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 être définie. En effet, les métabolites détectés de façon 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 

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

d’évaluation (cahier des charges) en cohérence avec l’utilisation future de ces composés marqués en tant que 

standards internes. Pour cela, nous avons considéré que deux atomes de deutérium devaient au minimum être 

incorporés dans la structure pour éviter toute superposition avec le massif isotopique du composé non-marqué, 

et en particulier, la contribution naturelle de l’isotopologue C-13 du composé non marqué. La distribution 

isotopique doit également être la plus étroite possible (c’est-à-dire la plus homogène) avec idéalement un 

isotopologue très 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 à l’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 façon à pouvoir récupérer un produit 

brut marqué directement utilisable en tant que SI sans avoir à le purifier. Le marquage doit-être stable : c’est-à 

dire qu’une fois incorporés, les atomes de deutérium ne doivent pas de nouveau s’échanger avec des atomes 

d’hydrogène (Figure 50). 

 

 Les paramètres de la réaction d’échange H/D mono-étape métallo-catallysée ont donc été optimisés 

pour répondre à ce cahier des charges. Un certain nombre des composés de l’étude (41 molécules sur 52) 

présentent les fonctions amines et/ou alcools adaptées à 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 

Figure 50 : Cahier des charges pour la production de standards internes marqués. 
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l’incorporation de deutérium au sein des diverses structures chimiques237,243. Ainsi, un arbre décisionnel comme 

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

 

 

 Enfin, il est important de noter que ces réactions d’échange H/D sont traditionnellement réalisées à 

l’aide d’un système, nommé tube de Fisher-Porter et présenté en Figure 52(A), spécifiquement dédié aux 

réactions d’hydrogénation catalytique car permettant une mise sous atmosphère de D2 (ou de H2). Ce dispositif 

présente l’avantage par rapport aux autoclaves en acier de permettre un suivi visuel de la réaction. Cependant, 

ce dispositif ne permettant la mise en œuvre que d’une réaction à 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 l’utilisation d’un système alternatif, permettant la parallèlisation de 24 réactions 

simultanées ont été evaluées. Ainsi, nous avons fait l’acquisition du système manuel de type autoclave CAT 24, 

illustré Figure 52 (B), commercialisé par HEL pour l’évaluation rapide et pultiplexée de plusieurs catalyseurs et 

de multiples conditions expérimentales (température, pH…).  

(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) 

 

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

Figure 52 : Dispositifs utilisés pour les réactions d'échange H/D métallo-catalysées sous pression de D2. 
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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 où ils disposent des équipements, installations et réactifs 

(sorbonne de synthèse, bouteille de D2 et système de mise sous atmosphère 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 l’ensemble des mises au point et développements analytiques pour l’application à la 

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

 

 4 – Matériel et méthodes 

 

- Synthèse 

Cinquante-deux composés (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) correspondants à des 

métabolites d’intérêt ont été testés. Le protocole général de mise en œuvre de la réaction d’échange H/D sur le 

système CAT24 est décrit dans la publication, en cours de rédaction, incluse ci-après dans le manuscrit, et a été 

adapté de la publication Taglang et al et Pieters et al.237,243. Au total, quarante-six conditions de synthèse ont pu 

être évaluées grâce 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 à un marquage 

optimal (Annexe 4).  

 

- Préparation des échantillons pour évaluation des efficacités de marquage 

Dix à vingt microlitres du milieu réactionnel ont été directement prélevés à l’aide d’une seringue et 

dilués dans 500 µL d’eau. La solution obtenue a ensuite été filtrée pour éliminer le catalyseur avec une seringue 

Acridisc® (membrane PVDF, diamètre 25 mm, taille de pores 0.45 µm). Ces solutions ont été diluées dans la phase 

mobile pour obtenir une concentration finale pour injection de 1 à 5 µg/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 à la spectrométrie de masse à haute résolution. Deux méthodes séparatives 

ont été utlisées avec le système 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 µm (Supelco, 

Merck, Darmstadt, Allemagne) pour la partie chromatographique. La phase mobile A est constituée d’eau avec 
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0.1 % d’acide formique et la phase B est composée d’acétonitrile avec 0.1 % d’acide formique. Le débit est fixé à 

250 µL/min et le compartiment à colonne est maintenu à une température de 30°C. Le gradient est le suivant : 

de 0 à 2 min gradient isocratique à 2 % de phase B, de 2 à 10 min gradient linéaire de 2 % à 5 % de phase B, de 

10 à 16 min gradient linéaire de 5 % à 35 % de phase B, de 16 à 20 min gradient linéaire de 35 % à 100 % de phase 

B, de 20 à 24 min gradient isocratique à 100 % de phase B et de 24 à 30 min gradient isocratique à 2 % de phase 

B.  Les composés ont également été analysés avec une colonne SeQuant® ZIC-p-HILIC, 2.1 x 150 mm, 5 µm (Merck, 

Darmstadt, Allemagne). Le compartiment à colonne est maintenu à une température de 15°C et le débit est fixé 

à 200 µL/min. La phase A est une solution aqueuse à 10 mM de carbonate d’ammonum ajustée à pH 10.5 avec 

de l’hydroxyde d’ammonium et la phase B est uniquement composée d’acétonitrile. Le gradient est le suivant : 

de 0 à 2 min gradient isocratique à 80 % de phase B, de 2 à 12 min gradient linéaire de 80 % à 40 % de phase B, 

de 12 à 17 min gradient isocratique à 0 % de phase B. Une phase d’équilibrage de 25 min à 80 % de phase B est 

ensuite réalisée.  

Les analyses par spectrométrie de masse à 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 l’Impact HD, une source ESI est utilisée avec les paramètres suivants : pour les analyses 

en mode d’ionisation positif, une tension de +4000 V est appliquée au capillaire maintenu à une température de 

200 °C. Le débit de gaz est de 10 L/min. La pression du nébuliseur est fixé à 2.1 bar. Les paramètres d’acquisition 

sont les suivants : la gamme de masse étudiée est de 50 à 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 quadripôle 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 paramètres de source sont les suivants : la tension du capillaire est fixée à -4500V avec une 

température de 200°C. Le debit de gaz est fixé à 8 L/min et la pression de nébuliseur est de 1.7 bar. Une énergie 

de 8 eV est fixée au niveau du quadripôle et une énergie de 2 eV est appliquée dans la cellule de collision. Les 

spectres MS sont acquis de 50 à 400 m/z à une fréquence de 1 Hz. Concernant l’Orbitrap Tribrid Fusion, une 

source ESI est également installée avec les paramètres suivants : une tension de + 4000 V ou – 2800 V est 

appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé à 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 spectromètre est chauffé à 325 °C. Les acquisitions sont réalisées en mode 

« Full Scan », avec une fenêtre de balayage de 50 à 250 m/z à une résolution de 240 000 (à m/z 200). L'« AGC 

target », est fixé à 5.104 ions et le temps maximal d’injection à 400 ms.  

Les données ont été traitées avec les logiciels contructeurs : DataAnalysis v.4.2 (Bruker) pour l’Impact 

HD et Xcalibur v.4.1 (ThermoFisher Scientific) pour l’Orbitrap Fusion. 
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 5 – Résultats 

 

Les tests de marquage ont été réalisés par série de 24 réactions en parallèle grâce 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. 

  

Les résultats de marquage obtenus sont présentés dans la suite du document de façon 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 (M0) et si possible présentant une incorporation 

minimum de deux atomes de deutérium. De plus, une distribution isotopique homogène est préférée. Les 

analyses LC- HRMS ont permis également de réaliser une première évaluation de la stabilité des produits 

marqués obtenus lors de la réaction de marquage. Enfin, la stabilité du marquage a pu également être appréciée 

en analysant le même échantillon à plusieurs heures, jours, voire semaines d’intervalle. 

 

  a - Utilisation du ruthénium comme catalyseur de l’incorporation de deutérium 

 

Dans un premier temps, nous avons testés les conditions décrites par Pieters et al. et Taglang et 

al.237,243 en remplaçant les nanoparticules de ruthenium RuNp@PVP (Np : nanoparticule, PVP : 

polyvinylpyrolidone) par le catalyseur commercial Ru/C, plus facile à se procurer et à manipuler. Des 

prélèvements du milieu réactionnel ont été réalisés à 24h, 48h et 72h. Dans ces conditions, seuls les composés 

Figure 53 : Principe des investigations réalisées sur le dispositif CAT24 avec la réaction d'échange H/D mono-étape 
métallo-catalysée. 
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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, à défaut de répondre 

totalement au cahier des charges initial, elles ont permis d’obtenir la meilleure incorporation de deutérium. Pour 

10 d’entre eux, l’isotologue monoisotopique M0 a totalement disparu (ou a une intensité relative inférieure à 

1 %). Les résultats obtenus pour l’acide 2-aminobutyrique et pour l’acide thréonique sont donnés en exemple 

Figure 54. Pour les 13 autres composés, l’abondance de l’isotopologue monoisotopique M0 est non négligeable. 

 

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 être constatés. Dans notre cas, nous avons étudié des composés de faible masse moléculaire 

avec assez peu de deutériums incorporés ce qui, d’après nos observations, n’a pas eu d’impact sur les temps de 

rétention chromatographiques. L’analyse du produit de marquage de l’acide 2-aminobutyrique a également mis 

en evidence une perte partielle de régiospécificité avec Ru/C pour ce composé puisque, même si l’isotopologue 

majoritaire reste l’isotopologue M1 (correspondant probablement au marquage en alpha de l’amine), on observe 

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

Les paramètres de durée de réaction et nombre de cycles réactionnels ont été évalués pour les 

différents composés. En effet, chaque prélèvement à 24h et/ou 48h imposent un dégazage du CAT24. Les 

produits ont été remis en réaction par simple rechargement de l’autoclave en D2 et remise à température du 

système. Globalement, il s’est avéré que, dans les conditions opératoires utilisées, le temps de réaction n’avait 

Figure 54 : Exemples de massifs isotopiques obtenus après marquage par échange H/D avec Ru/C 
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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-à-dire, un 2ème cycle catalytique) pouvait conduire à une sensible 

augmentation du taux d’incorporation de deutérium et ainsi favoriser l’obtention d’une distribution isotopique 

plus homogène comme présenté en Figure 55 pour l’ornithine et le sorbitol. 

 

Des tests complémentaires, réalisés sur un système de chimie en flux continu nommé H-Cube® 

(ThalesNano Inc.)273 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 D2O est mise à circuler en boucle dans le système H-Cube comportant une cartouche de Ru/C et 

intégrant un générateur de D2 (produit par électrolyse de D2O). L’exemple de suivi cinétique du marquage de la 

thréonine est présenté Figure 56 où des prélèvements et analyses LC-HRMS ont été réalisés à des intervalles de 

temps réguliers.  

 

 

 

 

 

 

 

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. 
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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’à 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 prélèvement le système doit être 

ouvert. Il faut donc remettre le système sous D2 gaz et de nouveau chauffer le système pour reprendre la réaction. 

Des prélèvements sont donc généralement effectués au bout de 24h, 48h et 72h ou 96h. Globalement, 

l’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 D2 gaz. 

Même si les conditions de marquage avaient été préalablement optimisées par Taglang et al.243 

spécifiquement pour le marquage de acides aminés avec Ru@NpPVP, avec notament une température optimale 

de réaction de 55°C, nous avons évaluer l’impact d’une augmentation de la  température de la réaction à 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 l’efficacité de marquage. 

Figure 56 : Cinétique d'incorporation des atomes de deutériums par chimie en flux continu. 
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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 matière (> 10 mg), des analyses par spectroscopie RMN 1H ont été 

réalisées afin de confirmer les positions de marquage. C’est le cas de la 4-hydroxy-proline dont les spectres RMN 

1H avant et après marquage au deutérium sont présentés et comparés en Figure 57. Dans ce cas, seuls les 

hydrogènes portés par les carbones en alpha de la fonction amine ont été substitués par des atomes de 

deutérium (disparition des signaux RMN 1H 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 à 

l’encombrement stérique. L’acquisition de spectres RMN proton et deutérium sera systématiquement envisagée 

à court terme et ce, en complément des analyses HRMS pour caractériser les lots marqués dans le cas où on 

passerait d’une phase d’investigation de marquage à une phase de production à plus grande échelle de produits 

marqués. La RMN du deutérium sera particulièrement utile pour la caractérisation des composés dont la totalité 

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

 

En résumé, 23 composés (sur les 41 composés comportant les fonctions adaptées au marquage avec le 

ruthénium) ont pu être 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.237,243. 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 à l’introduction de deutérium avec Ru/C, l’évaluation du 

changement de catalyseur a été envisagée.  

Figure 57 : Spectres RMN 1H de la 4-hydroxy-proline (en bas) et de son homologue marqué au deutérium (en haut). 
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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 évaluée240. La Figure 58 montre les exemples de marquage de l’acide adipique et de l’acide 

citrique obtenus avec Pd/C dans des conditions équivalentes (concentration du substrat, charge catalytique, etc) 

à celles utilisées avec Ru/C mais en travaillant à une température plus élévée (minimum 80°C) comme souvent 

décrit dans la litérature avec ce catalyseur274,275. 

 

Ces deux exemples de produits marqués mettent en évidence le fait que la réaction d’échange H/D 

catalysée par le palladium est très efficace pour le marquage au deutérium des acides organiques. Les massifs 

isotopiques obtenus sont nettement décalés par rapport à ceux de leur standard non marqué respectif. La 

distribution isotopique reste cependant plus au moins hétérogène selon les molécules : celle de l’acide citrique 

étant, à titre d’exemple, beaucoup plus homogène que celle de l’acide adipique (Figure 58). 

Pour les composés n’étant toujours pas marqué efficacement dans ces conditions, l’ajout d’une base 

inorganique (NaOD ou Na2CO3) au milieu réactionnel a été testé dans le but de favoriser l’incoporation du 

deutérium. Une illustration de l’influence de la modification du pH de la solution réactionnelle est présentée en 

Figure 59 avec les exemples de l’acide diglycolique et de l’acide 3-hydroxy-3-methylglutarique. On constate dans 

les deux cas que les conditions basiques favorisent l’incorporation de deutérium dans les structures puisque pour 

les deux exemples la disparition complète de l’isotopologue M0 est observée ainsi qu’un net déplacement du 

massif isotopique vers les plus hauts rapports m/z. Ces comparaisons ont pu être faites en engageant 

Figure 58 : Exemples de marquages obtenus par échange H/D métallo-catalysé par Pd/C. 
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simultanément, sur le système CAT24, les deux réactions (avec et sans base) dans les mêmes conditions de 

pression, température et durée, pour chacun des substrats. 

 

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 l’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 l’isotopologue monoisotopique et d’augmenter le taux d’incorporation des 

deutériums. 

Les résultats globaux obtenus à la suite des différentes optimisations des protocoles d’échange H/D 

métallo-catalysés sont présentés composé par composé dans la partie qui suit. Globalement, l’ensemble de ces 

optimisations met en évidence la difficulté de définir un protocole unique pour un marquage optimal de 

l’ensemble du jeu de molécules d’intérêt. Au total, 13 composés présentent des massifs isotopiques sans MO 

avec l’utilisation de Pd/C. 

 

 

 

 

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



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 149 - 

 

 6 – Bilan des marquages métallo-catalysés 

 

L’ensemble des massifs isotopiques obtenus ont été comparés au cahier des charges initialement décrit. 

L’un des paramètres indispensables à l’utilisation de composés marqués comme standards internes, est la 

disparition complète du composé monoisotopique (c’est-à-dire non-marqué noté M0) ou une présence à une 

intensité relative inférieure à 1 % de l’isotopoloque deutéré majoritaire. Pour 32 des 52 composés testés cet 

objectif a été atteint (Tableau 16). Après marquage, le décalage des massifs isotopiques de deux Da ou plus, par 

rapport au standard non-marqué, a été plus délicate à atteindre pour un grand nombre de composés mais nous 

verrons un peu plus loin que nous pouvons facilement nous affranchir de ce paramètre en travaillant à très haute 

résolution (avec l’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 à 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 à ce type d’échange H/D métallo-catalysé. Tout d’abord, 

les conditions appliquées ne permettent pas de marquer ni l’O-acetylserine ni l’acide panthotenique qui se 

dégradent complétement lors de la réaction de marquage. De même, en raison du caractère réducteur des 

conditions de marquage utilisées (combinaison de Ru/C ou Pd/C et de D2), l’acide maléique ne peut pas être 

marqué sans subir une réduction qui le convertit en acide succinique deutéré (Figure 60). Ces dernières 

conditions permettent d’avoir accès de façon simple à une version marquée de l’acide succinique a minima di-

deutérée de façon plus efficace que directement à partir de l’acide succinique 

 

 

 

 

D’ailleurs, en présence de palladium, l’acide succinique marqué obtenu répond assez bien au cahier des 

charges initial avec l’absence du composé monoisotopique et un massif isotopique homogène (Tableau 16). La 

réduction reste néanmoins un problème pour les métabolites sensibles à ces conditions et dont la conversion 

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

Un des critères importants du cahier des charges est l’absence d’échange en retour (« back exchange »). 

Ce phénomène peut être rencontré pour les composés comportant des hydrogènes acides bien que non-portés 

par des hétéroatomes. C’est le cas de l’acide methylmalonique pour lequel l’atome d’hydrogène porté par le 

carbone entre les deux fonctions acides carboxyliques est acide. En présence de D2O cet hydrogène va 

naturellement être échangé avec un deutérium et vice versa, en présence d’H2O, ce deutérium est de nouveau 

Figure 60 : Conversion de l’acide maléique en acide succinique deutéré dans les conditions réductrices de réaction 
d’échange H/D métallo-catalysée.. 
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échangé par un hydrogène (Figure 61). Bien qu’observable dans les conditons d’analyse LC-HRMS classiques 

(solvants non deutérés), cette version deutérée éphémère de l’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 l’eau. 

 

 

 

 

Figure 61 : Exemple d’échange en retour ("back exchange") observé avec l’acide methylmalonique. 
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Tableau 16 : Bilan des marquages mono-étape métallo-catalysés. 
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 Le troisième critère du cahier des charges, correspondant à l’obtention d’un isotopologue majoritaire 

avec un massif isotopique le plus homogène possible, est le plus difficile à valider pour la très grande majorité 

des composés marqués. En effet, pour moins de 6 % des composés marqués, l’isotopologue majoritaire 

représente plus de 90 % du massif isotopique. Pour 19 % et 31 % des composés, la contribution de l’isotopologue 

majoritaire est supérieure à 70 % et 50 % du massif isotopique, respectivement. Enfin, pour 39 % des composés 

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

 

Ces observations nous ont conduit à imaginer et évaluer une méthode innovante de quantification 

basée sur la construction de gamme de calibration interne en exploitant l’hétérogénéité des marquages et donc 

des massifs isotopiques obtenus. Cette méthode que l’on pourra nommer « multi-point internal calibration » 

consiste à 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 même 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 

Figure 62 : Répartition des composés marqués en fonction de l’homogénéité de leur marquage. 
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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 à l’échantillon biologique d’intérêt, le mélange 

d’isotopologues constitutifs du métabolite marqué (IsoMix) doit permettre de quantifier le composé endogène 

correspondant. La Figure 63 illustre le principe de cette méthode avec l’exemple du sorbitol deutéré obtenus par 

la méthode de marquage précédement décrite. 

 

 

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 l’utilisation de gammes externes de 

calibration. 

 

2 – Méthodologie 

 

La sélection des composés utilisés pour évaluer la méthode de quantification a principalement été 

réalisée en ne gardant que ceux pour lesquels l’isotopologue non-marqué (M0) n’etait plus présent (ou avec une 

intensité relative inférieure à 1 %). Le critère du cahier des charges indiquant que deux deutérium doivent, 

idéalement, au minimum être incorporés dans la structure du composé marqué s’avère ne pas être obligatoire 

Figure 63 : Principe de la méthode de "multi-point internal calibration". 
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pour des analyses LC-HRMS réalisées avec l’Orbitrap Fusion. En effet, à une résolution de 240 000 (à m/z 200) 

l’isotopologue C-13 du composé non marqué à quantifier et l’isotopologue mono-deutéré du lot marqué, sont 

bien résolus comme illustré sur la Figure 64 avec les exemples de la citrulline et de l’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 à une 

résolution inférieure à 100 000). Notons qu’avec une telle résolution, une tolérence d’écart de mesure de masse 

de cinq ppm a pu être appliquée pour la détermination des réponses analytiques des isotopologues deutérés, 

lors du traitement semi-manuel des données à l’aide de méthodes de traitement (« processing method ») mises 

en place sur QuantAnalysis (Xcalibur). 

 

 

Dans un premier temps, les lots de composés marqués produits par échange H/D ont de nouveau été 

analysés par LC-HRMS sur l’Orbitrap Fusion pour vérifier la stabilité du massif isotopique par rapport aux 

premières analyses réalisées sur le Q-TOF (plusieurs mois auparavant) et pour quantifier les isotopologues de 

chaque lot à l’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, à 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 à 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. 

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. Illustration avec la citrulline et l’histidine 
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Dans un second temps, quinze composés endogènes au plasma NIST ont été quantifiés par la méthode 

« multi-point internal calibration ». De la même façon que pour la preuve de concept, les concentrations 

obtenues ont été comparées à 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 à façon des standards internes marqués au deutérium ainsi que 

l’évaluation de leur utilisation pour de la quantification de métabolites dans le plasma de référence NIST 

(SRM1950) seront rapportés dans une publication (à soumettre prochainement) dont une verson non définitive 

est présentée ci-dessous. 

 

3 – Publication (en cours de rédaction) 
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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 à 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 très proches avec une bonne précision de mesure par rapport à la concentration réellement 

supplémentée dans l’échantillon (écart < 20 %). La quantification avec une gamme externe sans standard interne 

marqué révèle le caractère prononcé de l’effet matrice pour ces composés dans le plasma avec des écarts allant 

jusqu’à 64 % par rapport à la concentration théorique, d’où l’importance de l’utilisation des standards internes 

marqués (Figure 65).  

 

Ensuite, les méthodes de quantification « multi-point internal calibration » et par gamme externe avec 

SIL-IS ont été appliquées à la quantification de 15 composés endogènes au plasma NIST. Exceptée la taurine qui 

n’a pas pu être quantifiée par la méthode « multi-point internal calibration » (gamme réalisée avec les 

isotopologues non linéaires certainement dû à un interférent), pour neuf composés sur les quatorze quantifiés, 

l’écart de concentration obtenu entre la quantification par gamme externe avec SIL-IS et par cette méthode 

innovante de quantification est inférieur à 10 %. Excepté pour la sarcosine, l’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. 

Figure 65 : Comparaison des mesures de concentrations obtenues par trois méthodes de quantification pour six 
composés supplémentés au plasma NIST.. 
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La « multi-point internal calibration » montre donc de très bonnes performances pour la quantification 

de métabolites présents dans des matrices biologiques. En effet, les résultats obtenus par cette méthode sont 

très similaires à ceux obtenus par quantification par gamme externe avec standards internes marqués, qui a déjà 

montré son efficacité dans de nombreuses applications. L’avantage principal de la « multi-point inernal 

calibration » par rapport à 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 après les analyses des 

échantillons d’intérêt.  

En conclusion, la nouvelle approche de quantification par calibration interne s’avère tout aussi 

performante que la méthode plus usuelle de quantification par gamme externe avec standards internes marqués. 

Les deux méthodes peuvent s’avérer très 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 à façon au laboratoire peuvent 

être utilisés pour l’une ou l’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 à 

développer d’autres protocoles de marquage complémentaires pour élargir la gamme de produits marqués 

disponibles au laboratoire : cela fait l’objet de la suite du manuscrit.  

 

C – Evaluation de l’efficacité de méthodes alternatives de deutération pour l’obtention de 
versions marquées de métabolites d’interêt 

 

 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 dépôt d’un brevet, les méthodologies de 

marquage utilisées ne pourront pas être détaillées dans ce manuscrit. 

Au total, 110 composés ont été sélectionnés dans notre chimiothèque principalement constituée de 

métabolites endogènes. 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 être engagés dans les tests de deutération (entre quatre et huit 

méthodes ont pu être évaluées selon les molécules). Le marquage des sept composés restants n’a pu être évalué 

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

L’ensemble de ces composés, avant et après 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 même 

que celle décrite pour l’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, l’ensemble des échantillons ont été analysés avec 
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l’Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Concernant les paramètres de source, une 

source d’ionisation ESI est installée avec les paramètres suivants : une tension de + 4000 V ou – 2800 V est 

appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé à 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 spectromètre est chauffé à 325 °C. Les acquisitions sont réalisées en mode 

DDA. Les « Full Scan » sont acquis avec l’Orbitrap à une résolution de 120 000 (à m/z 200) avec une fenêtre de 

balayage de 75 à 550 m/z. L'« AGC target », est fixé à 5.104 ions et le temps maximal d’injection à 50 ms. Les 

spectres MS/MS sont également acquis avec l’Orbitrap à une résolution de 15 000 (à m/z 200). L’« AGC target » 

est fixé à 5.104 avec un temps maximal d’injection de 22 ms. L’isolement des ions se fait grâce au quadripôle avec 

une fenêtre de +/- 0.8 Da. Les fenêtres d’acquisition des spectres débutent à 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 à trois niveaux d’énergie en mode « stepped collision energy » : 20 +/- 10 % ; 

50 +/- 10 % et 80 +/- 10 %. La sélection des ions est réalisé grâce au filtre d’intensité fixé à 1.105 et à l’exclusion 

dynamique des ions cinq secondes après trois sélections en quatre secondes (Figure 66). 

 

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. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : Méthode DDA pour les analyses LC-HRMS/MS de composés deutérés. 
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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 l’efficacité de marquage. Les résultats 

peuvent être résumés pour chaque composés en format tabulaire où, pour chaque condition, l’abondance 

relative de chaque isotopologue deutéré du massif isotopique est rapportée (Figure 67). Les analyses « Full 

Scan » ayant été réalisées sur l’Orbitrap Fusion à très haute résolution, les isotopologues deutérés et les 

isotopologues C-13, correspondant à la contribution naturelle de ce dernier isotope, ont pu être 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 l’acide xanthurenique sont présentées, à 

titre d’exemple, dans la Figure 67. On constate que selon les conditions de marquage appliquées, l’efficacité de 

la deutération est plus ou moins marquée et l’isotopologue majoritaire est variable. Pour une utilisation en tant 

que SIL-IS, la condition 5 sera retenue pour produire une version très majoritairement tri-deutérée de l’acide 

xanthurénique. Les positions de marquage restent, pour l’instant, à confirmer par RMN 1H et RMN D dans la 

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

 

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

pour chacun des 103 composés 

Figure 67 : Exemple des massifs isotopiques obtenus pour le marquage de l'acide xanthurenique analysé en mode 
d’ionisation positif. 



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 172 - 

 

 

  

 

 

 

Tableau 17 : Bilan des massifs isotopiques obtenus par la méthode alternative de deutération. 
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L’analyse de l’ensemble des produits de marquage permet de dire que sur l’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 M0 (non-marqué) restant très majoritaire (les 

autres isotopologues étant présents à une intensité relative inférieure à 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, après marquage, un massif isotopique ne 

comportant plus l’isotopologue monoisotopique M0 (ou à une abondance relative inférieure à 1 %). C’est le cas, 

par exemple de la N-acetylglycine et de l’acide N-acetylaspartique dont les spectres de masses obtenus sont 

présentés Figure 68. Globalement, pour ces composés pour lesquels l’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 l’isotopologue monoisotopique, les 

massifs isotopiques présentent le plus souvent seulement deux isotopologues. Le nombre d’isotopologues varie 

néanmoins entre un et cinq. 

 

 

 

Figure 68 : Exemples de marquage efficace obtenus pour la N-acetylglycine et l’acide N-acetylaspartique 
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On notera que pour 11 de ces 43 composés, un seul isotopologue est présent et qu’Il 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 l’exemple de la bétaine) et pour un composé il s’agit de la forme trideutérée (exemple de 

l’acide cis-aconitique dans la Figure 69).   

 

Pour les 42 composés restant, le marquage est incomplet, c’est-à-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 à partir de l’acide maléique (comme présenté dans la Chapitre 2 – 

A de la Partie études expérimentales) sera privilégiée en comparaison de l’approche présentée ici qui ne permet 

qu’un marquage très partiel du composé. 

 

 

Figure 69 : Exemples de composés marqués comportant un isotopologue deutéré unique. 
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Finalement, hormis les composés n’ayant pas ou peu été marqués (M0 majoritaire), les composés 

marqués ont pu être regroupés en 5 catégories basées sur la proportion ou abondance de l’isotopologue 

majoritaire au sein du massif isotopique global : ceux pour lesquels l’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 M0). La répartition des composés dans ces 5 catégories est résumé dans la 

Figure 71. 

 

 

 

 

 

Figure 70 : Exemples de marquage incomplet de l’acide succinique et de la trans-3-hydroxycotinine. 
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Ces développements ont également permis de mettre en évidence certains effets isotopiques liés à 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, l’allure des massifs isotopiques d’un même produit marqué peut 

différer selon le mode d’ionisation. Par exemple, avec l’acide hippurique, lorsqu’on compare les massifs 

isotopiques des ions [M+H]+ et [M-H]-, on constate qu’en mode d’ionisation positif l’isotopologue majoritaire 

est le composé di-deutéré tandis qu’en mode d’ionisation négatif, l’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, où  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’à cette position les protons ou deutériums sont suffisement 

acides en phase gazeuse pour être arrachés et conduire à l’ion [M-H]-, au même titre que le proton porté par la 

fonction acide carboxylique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 178 - 

 

 

Ces effets isotopiques complexifient l’interprétation des spectres mais permettent de mieux 

comprendre les processus d’ionisation mis en jeu lors des analyses par spectrométrie de masse. Ces aspects 

particulièrement intéressants seront approfondis lors de projet à venir. 

L’analyse des spectres MS/MS des différents isotopologues deutérés, qui ont été acquis mais n’ont pour 

l’instant pas pu être pleinement exploités, permettront très probablement d’estimer les positions 

d’incorporation des deutériums. La Figure 73 présente les spectres de fragmentation de l’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.  

 

Figure 72 : Exemple d'effet isotopique lors de l’ionisation observé pour l’acide hippurique marqué. 
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Notons que comme dans le cas de la production de composés deutérés par la méthode d’échange H/D 

métallo-catalysée, chaque composé « efficacement » marqué fera l’objet d’une caractérisation plus précise par 

RMN 1H (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 très encourageantes 

et ont permis d’étoffer la gamme de produits marqués déjà disponibles par la voie de production métallo-

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

marquages incomplets et pour lesquels il reste de l’isotopologue non-marqué M0. 

 

Figure 73 : Comparaison des spectres MS/MS indépendants des ions non-deutéré, mono-deutéré et di-deutéré. 
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3 – Conclusions et perspectives 

 

Les massifs isotopiques obtenus avec cette méthode alternative de production de SIL-IS par deutération 

sont très 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 l’existence de certains effets isotopiques lors 

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

Cette méthode de production de standards deutérés est complémentaire à 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 être réalisées pour confirmer la position des deutériums dans la 

structure de la molécule. 

 

D - Utilisation du marquage In Vivo pour la quantification et l’identification de métabolites 

 

 1 – Contexte et objectifs 

 

Comme décrit précédemment dans la partie introductive du manuscrit, les signatures ou profils 

métaboliques peuvent conduire à une meilleure compréhension des phénomènes physiopathologiques et/ou 

conduire à 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 même façon, 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 à l’utilisation de mélanges de standards internes marqués (plusieurs 

centaines) et à ce titre l’utilisation d’extrait marqués métaboliquement pour ce type d’application prend de 

l’essor. 

Le marquage in vivo ou biologique a originellement été initié à l’aide de petits organismes vivants tels 

que les plantes ou les levures. Comme expliqué précédemment, le marquage métabolique consiste à mettre en 

culture ces organismes en présence de nutriments marqués (sous atmosphère 13CO2 pour les plantes et dans des 

mileux de culture marqués au 13C pour les levures)216,217,276. Cette technique de marquage permet de générer un 

nombre important de métabolites marqués dans un seul extrait puisque l’intégralité du métabolome de 

l’organisme a vocation à être marqué moyennant des durées de mise en culture suffisante et adaptée à 

l’utilisation exclusive de nutriments contenant des versions « lourdes » de l’isotope à 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 à l’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 l’homme est 

donc recommandé pour optimiser l’utilisation de ces échantillons dans un contexte de standardisation. C’est 

pourquoi, nous nous sommes intéressés au marquage 13C in vivo de l’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, l’objectif premier de cette étude 

préliminaire a été d’évaluer l’efficacité des marquages des métabolites urinaires de ce petit mamifère au cours 

de son alimentation en nutriments intégralement marqués au carbone-13. A plus long terme, l’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 l’homme. La pertinence de l’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 13C. Pour se faire, l’ensemble des souris ont été nourries exclusivement avec du blé et de la 

spiruline. Dans le cas des souris marquées au 13C, il s’agissait de blé marqué au 13C (produit par le CEA de 

Cadarache) et de spiruline 13C commercialisée par Eurisotop ; alors que pour les souris témoins, les mêmes 

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 thèse et les échantillons urinaires ont pu être reçus et analysés durant ma thèse. 
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- Préparation des échantillons 

La préparation des échantillons diffère selon le système chromatographique utilisé. Pour les analyses 

C18 et PFPP, 5 µL d’urine sont prélevés et ajoutés à 45 µL de blanc (95/5 phase A/phase B) en présence d’étalon 

interne. L’échantillon est centrifugé à 20 000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant est ensuite prélevé et 

mis en vial. Pour les analyses HILIC, 5 µL d’urine sont ajoutés à 18 µL de phase A en présence d’étalon interne. 

L’échantillon est mis dans un bain à ultrasons pendant 15 minutes et centrifugé 15 minutes à 20 000 g à 4°C. Le 

surnageant est prélevé et ajouté à 27 µL de phase B. L’échantillon est de nouveau centrifugé à 10 000 g pendant 

5 minutes à 4°C. Le nouveau surnageant est prélevé et mis en vial. Des QCs sont réalisés en prélevant dans un 

cas 5 µL de chancun des 75 échantillons d’urine de souris non marquées (appelées 12C dans la suite de ce 

manuscrit) et dans un deuxième cas, 5 µL de chacun des 75 échantillons d’urine de souris 13C sont prélevés. Les 

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

 

- Méthodes LC/HRMS 

L’ensemble des échantillons ont été analysés par LC/HRMS avec le système chromatographique UHPLC 

Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) et le spectromètre 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 

paramètres sont détaillés dans le « matériels et méthodes » du Chapitre 2 de la Partie 2. Pour la méthode C18 

se référer à 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 

Figure 74 : Détails du prélèvement des échantillons d'urine de souris. 
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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 mêmes que pour la méthode C18. Le débit est fixé à 250 µL/min et le 

gradient de 30 minutes commence par une période isocratique de 2 minutes à 5 % de phase B. Suit un gradient 

linéaire de 18 minutes pour arriver à 100 % de phase B. Continue une période isocratique de 4 minutes à 100 % 

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

Les paramètres MS varient également selon la méthode chromatographique utilisée. Pour les analyses 

LC C18, les paramètres de source sont les suivants : une tension de + 3500 V ou – 2500 V est appliquée au 

capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé à 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 spectromètre est chauffé à 325 °C. Pour les analyses LC PFPP, les paramètres de source 

sont les suivants : une tension de + 3500 V ou – 2500 V est appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui 

est chauffé à 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 spectromètre est 

chauffé à 325 °C. Pour les analyses LC HILIC, les paramètres de source sont les suivants : une tension de + 4000 

V ou – 2800 V est appliquée au capillaire métallique de nébulisation qui est chauffé à 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 spectromètre est chauffé à 325 °C. 

Les acquisitions ont été réalisées en mode « Full Scan » avec l’Orbitrap à une résolution de 240 000 (à 

m/z 200) avec une fenêtre de balayage de 85 à 1000 m/z. L'« AGC target » est fixé à 5.104 ions et le temps 

maximal d’injection à 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 à évaluer les cinétiques d’incorporation du carbone-13 dans 

les métabolites urinaires de la souris, c’est-a-dire le temps nécessaire pour arriver à 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 

façon ciblée. 
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Les données obtenues pour ces 18 acides aminés ont été traitées semi-manuellement à l’aide de 

méthodes de traitement (« processing method ») mises en place sur QuantAnalysis (Xcalibur). Chaque 

isotopologue C-13 de chaque composé est suivi indépendemment et l’ensemble des aires brutes est relevé. Lors 

de ce traitement des données, nous avons pu nous rendre compte que peu d’intermédiaires de biosynthèse de 

ces composés étaient observés. Généralement, seuls les composés monoisotopiques (appelés « full C-12 » dans 

la suite de ce manuscrit), les composés entièrement marqués au carbone-13 (appelés « full C-13 » dans la suite 

de ce manuscrit) et les composés entièrement marqués au carbone-13 moins un C-13 sont observés. La Figure 

75 montre l’exemple de l’asparagine avec l’évolution des aires de ces principaux isotopologues qui sont 

l’asparagine « full C-12 », « full C-13 » et « full C-13 » moins un C-13(Asp_03). 

 

 

 

 

 

Tableau 18 : Liste des 18 acides aminés d'intérêts. 

Composé Composition Structure Nature Composé Composition Structure Nature

Alanine C3H7NO2 Non-essentiel Glutamine C5H10N2O3 Non-essentiel

Serine C3H7NO3 Non-essentiel Lysine C6H14N2O2 Essentiel

Proline C2H9NO2 Non-essentiel
Acide 

Glutamique
C5H9NO4 Non-essentiel

Valine C5H11NO2 Essentiel Methionine C5H11NO2S Essentiel

Threonine C4H9NO3 Essentiel Histidine C6H9N3O2 Essentiel

Isoleucine C6H13NO2 Essentiel Phenylalanine C9H11NO2 Essentiel

Leucine C6H13NO2 Essentiel Arginine C6H14N4O2 Non-essentiel

Asparagine C4H8N2O3 Non-essentiel Tyrosine C9H11NO3 Non-essentiel

Acide 

Aspartique
C4H7NO4 Non-essentiel Tryptophane C11H12N2O2 Essentiel
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Ensuite, pour réaliser les courbes de cinétiques d’incorporation du carbone-13 dans les différents acides 

aminés, les signaux ont dû être normalisés. En effet, il est prouvé que les urines sont des échantillons dont la 

concentration varie selon les individus et le temps de prélèvement277–280. Cette normalisation avait pour but de 

comparer les massifs isotopiques obtenus pour chaque souris. Pour cela, les signaux ont été normalisés par 

rapport à l’ensemble du massif isotopique. Cela a permis de comparer le marquage des trois souris 13C. La 

cinétique et l’efficacité de ce marquage sont très similaires quelle que soit la souris étudiée. La Figure 76 illustre 

ce phénomène avec l’exemple de l’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). Après normalisation des signaux par rapport au signal 

analytique de l’ensemble du massif isotopique de l’asparagine, les cinétiques d’incorporation du C-13 est 

comparable entre les souris et entre les méthodes analytique afin d’atteindre un plateau à 90 % de C-13 au bout 

de 10 jours. 

Figure 75 : Exemple de marquage in vivo de l'asparagine. 
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Le traitement des données a débuté avec les spectres obtenus après séparation sur colonne C18 en 

mode d’ionisation négatif.  Quatorze acides aminés ont montré une cinétique de marquage rapide avec un taux 

de métabolite entièrement marqué au C-13 (« full C-13 ») supérieur à 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 

l’isotopologue M4 (« full C-13 ») plafonne à 40 % et l’isotopologue majoritaire s’avère être de façon surprenante 

l’isotopologue M2 (Figure 77). Ceci est dû aux voies métabiliques dans lesquelles l’acide aspartique est impliqué 

Figure 76 : Comparaison des cinétiques de marquage de l’asparagine pour les trois souris sur les trois systèmes 
chromatographiques dans les deux modes d’ionisation 
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conduisant à un état d’équilibre particulier. Par ailleurs, l’histidine présente un marquage complet dès le premier 

échantillon. Ceci révèle peut-être une erreur dans le traitement des données. 

 

Quelques autres composés, appartenant à d’autres familles chimiques, ont également été étudiées 

comme les acides organiques, les nucléosides ou les nucléobases (Tableau 19).  

 

 

 

 

 

Figure 77 : Exemples de cinétiques de marquage d'acides aminés 



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 188 - 

 

 

Les trois acides organiques étudiés présentent une cinétique de marquage légèrement plus lente que 

celle obtenue avec les acides aminés avec un taux de métabolite « full C-13 » supérieur à 80 %. Pour trois des 

quatre autres composés d’intérêt, le taux de métabolite « full C-13 » est réduit à 70 % (Figure 78). La guanine 

n’est pas détectée dans ces conditions analytiques. 

 

 

 

 

Tableau 19 : Autres composés d'intérêts pour l'étude du marquage des urines de souris. 

Composé Composition Structure Composé Composition Structure

Acide Adipique C6H10O4 Guanine C5H5N5O

Acide Citrique C6H8O7 Thymidine C10H14N2O5

Acide Malique C4H6O5 Xanthine C5H4N4O2

Xanthosine C10H12N4O6
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Nous avons également cherché, dans un second temps, à 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)29 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 critères. Tout d’abord les variables ayant une valeur d’aire dans le 

blanc supérieur à 33 % de celle dans l’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 

Figure 78 : Exemple de cinétique de marquage pour l'Acide Adipique et la Xanthosine. 
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grande variabilté (> 30 %) sont également enlevées. Ensuite, une fois la liste des variables triées, celles-ci peuvent 

être 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 (l’annotation n’a pas pu être réalisée sur la colonne PFPP car le 

laboratoire ne possède pas de base de données avec ce système chromatographique). Le bilan des extractions 

des variables obtenus avec W4M avant et après tri, ainsi que le nombre d’annotations obtenus sur la base de 

notre chimiothèque, sont résumés dans le Tableau 20. Notons que les annotations n’ont pour l’instant pas pu 

être confirmées avec des analyses MS/MS faute de temps 

 

Le même pré-traitement des données opéré sur W4M a également été réalisé avec les échantillons 

d’urine marqués au C-13 pour les mêmes conditions analytiques (Tableau 21). 

 

Tableau 21 : Nombre de variables détectées dans les échantillons d'urine de souris C-13. 

 

Les tableaux 20 et 21 montre que de nombreuses variables sont détectées et plus de la moitié d’entre 

elles passent l’étape du tri. Finalement, moins de cinq pourcent des variables triées sont annotées. On notera 

que le nombre de variables obtenues après tri sur les échantillons d’urine non-marqués et marqués est 

comparable et que la prochaine étape consistera à 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 complète 

possible des échantillons d’urines est une étape très longue et fait l’objet, au moment de la rédaction du 

manuscrit, d’un travail de stage de Master 2. Cette annotation du métabolome urinaire murin doit être facilité 

par la comparaison des spectres obtenus dans les mêmes conditions pour les urines de souris C-12 et C-13. En 

Tableau 20 : Bilan du nombre de variables obtenues après traitement des données sur W4M 
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particulier, les formules brutes de métabolites inconnus pourront être validées sans ambiguité grâce à 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 l’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 à, le plus souvent, une unique proposition pour chaque composé 

(Figure 79). 

 

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 même métabolite (temps de rétention identique) 

montrent la présence de 17 carbones dans la structure, ce qui valide la formule brute C17H33NO4 pour ce 

métabolite. Ce composé a été annoté comme étant la decenoylcarnitine. On remarquera dans ce cas, la présence 

d’un intermédiaire de biosynthèse qui renforce l’hypothèse d’identification du composé puisqu’il fait apparaitre 

clairement les deux blocs constitutifs de la molécule : un premier bloc correspondant à la chaine aliphatique de 

dix carbones (partie « decenoyl ») et le deuxième bloc correspondant à la structure de la carnitine à sept 

carbones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 79 : Exemple de détermination de formule brute par comparaison signal "full C-12" et "full C-13". 
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Spectre MS du haut : souris Full C-12 ; Spectre MS du bas : mélange à quantité égale souris Full C-12/FullC-13 

 

E – Conclusion et perspectives 

 

L’utilisation de standards internes marqués (SIL-IS) est primordiale pour l’identification et la 

quantification de métabolites. Les SIL-IS n’étant pas toujours disponibles commercialement ou à des coûts 

prohibitifs, la synthèse chimique est aujourd’hui une méthode très 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 à faible coût. Cette méthode à l’avantage de pouvoir produire 24 

composés simultanément. L’ensemble des conditions testées a montré que l’application d’une méthode 

« universelle » basée sur la définition d’un protocole unique avec des conditions réactionnelles fixées (une 

température, un catalyseur à une charge catalytique donné, un temps de réaction, etc) était utopique pour 

parvenir à marquer efficacement les 52 composés d’intérêts. En effet, nous avons montré que les conditions de 

marquage à appliquer dépendent de la nature chimique de chaque composé. Les massifs isotopiques obtenus 

contiennent plusieurs isotopologues à 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 à considérer chaque isotopologue comme 

un SIL-IS indépendant. Cette méthode a été comparée à d’autres méthodes de quantification couramment 

utilisées. La quantification de métabolites endogènes au plasma NIST a montré des résultats très semblables 

entre ceux obtenus avec la méthode développée et ceux obtenus par gamme externe avec SIL-IS. La 

Figure 80 : Comparaison des versions non-marquée et marquée d’un même métabolite et hypothèse d’identification 
de la decenoylcarnitine. 



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 193 - 

 

quantification 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 être 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 après l’analyse de l’échantillon d’intérêt 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 à analyser. 

Finalement, une autre méthode de production de SIL-IS a été développée et a montré des résultats très 

prometteurs qui feront potentiellement l’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 être marqués dans ces condtions. Le marquage in 

vivo est alors une solution alternative pour accéder à ces composés marqués. L’étude préliminaire sur des 

échantillons d’urine de souris montrent une grande efficacité de marquage au 13C avec une cinétique rapide. Ces 

échantillons représentent une mine d’information très importante pour l’étude du métabolome de la souris. En 

effet, ces échantillon, marqués et non marqués, permettent d’avoir un accès complet au métabolome de la souris 

et d’identifier un grand nombre de métabolites. Cette étape d’annotation est très longue. Une fois cette 

annotation réalisée, le métabolome de la souris sera comparé à celui de l’homme afin d’évaluer l’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). 

Ces travaux se rapprocheraient de ceux récemment publiés par Mahieu et al.164 et Wang et al.281 mais 

s’appliqueraient à des extraits de petits mammifères. 

 



Partie B : Etudes Expérimentales – Chapitre 2 

- 194 - 

 

 

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 mammifères. 
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Conclusions et discussions générales 

 

La métabolomique est une science permettant d’étudier l’ultime réponse d’un organisme à 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, l’analyse LC-HRMS permettant le 

profilage métabolique de l’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 

l’interprétation biologique. L’ensemble de ces étapes peut introduire de nombreux biais qui peuvent nuire à 

l’identification des métabolites d’intérêt par rapport à 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 être 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 à deux des challenges majeurs rencontrés en 

métabolomique : l’identification des métabolites et la normalisation des signaux voire la quantification absolue 

de métabolites à l’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 l’utilisation de standards internes marqués à grande échelle pour la quantification de 

métabolites. 

 Dans un premier temps, des méthodes permettant l’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 

l’identification des métabolites en une seule injection, nous avons cherché à exploiter au mieux les 

caractéristiques intrinsèques et la versatilité de l’Orbitrap Fusion. Les méthodes « Data Dependent Acquisition », 

permettant la fragmentation des composés répondant à certains critères 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 à ceux présents dans notre base de données et ont donc pu être identifiés sans ambiguïté. De plus, 

la quantification réalisée à partir des spectres MS des méthodes DDA et DIA a montré des performances similaires 

à 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 être transférable en routine et être 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 à MS-DIAL 

utilisé dans cette thèse et permettant la déconvolution des spectres MS/MS, pourraient être testés pour 

identifier au mieux les métabolites. Des bases de données les plus exhaustives possibles seront alors nécessaires. 

Ce qui impliquerait par exemple l’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 l’un des objectifs du projet européen HBM4EU. En tant que contributeur de ce 

projet, nous avons participé à des études inter-laboratoires visant à harmoniser des méthodologies d’acquisition 

de spectres MS/MS. Nous avons ainsi pu appliquer et optimiser la méthode DDA développée précédemment à 

l’étude de polluants. Avec cette méthode DDA optimisée, plus de 90 % des composés détectés ont pu être 

identifiés avec succès par comparaison des spectres MS/MS obtenus par notre laboratoire avec ceux présents 

dans une base de données préexistante et générée à 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 être identifiés avec cette même base de données. Cette étude a mis en avant la bonne 

comparabilité des spectres quel que soit l’analyseur à haute résolution utilisé (Q-TOF vs Q-Orbitrap). Pour cela, 

des critères de contrôle qualité et d’assurance qualité ont été mis en place et ont fait l’objet d’une publication. 

Cette étude est très prometteuse pour la construction d’une base de données Européenne et interopérable que 

chaque laboratoire contribuerait à implémenter via l’acquisition de spectres MS/MS dans des conditions 

harmonisées. Ceci faciliterait énormément l’identification des métabolites pour l’ensemble des laboratoires du 

consortium comme pour ceux extérieurs à celui-ci.  

Les méthodes DDA, bien que globalement très performantes en matière d’identification des métabolites, 

montrent cependant quelques limites. En effet, les spectres MS/MS obtenus sont très purs mais l’ensemble des 

métabolites d’intérêt ne sont pas fragmentés lors d’une seule analyse (en particulier les moins intenses). Les 

développements liés à l’optimisation de cette méthode par itérations successives permettraient de s’affranchir 

de cette limite et présenteraient un réel intérêt 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 être 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 » à des études métabolomiques à grande échelle pour évaluer leurs performances dans des 

conditions plus réalistes. Pour cela, les échantillons d’intérêt pourraient être analysés en mode DIA et les 

échantillons de contrôle qualité pourraient être 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 être utilisées de façon complémentaire pour la recherche de biomarqueurs, l’analyse MS 
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permettant de détecter les métabolites discriminants puis de les quantifier, et l’analyse MS/MS permettant de 

les identifier. La quantification de ces biomarqueurs est primordiale pour le développement de futures approches 

de diagnostic clinique.  

 

Les seconds développements se sont focalisés sur la production et l’utilisation de standards internes 

marqués. En effet, aujourd’hui, la méthode de choix pour la quantification de métabolites est l’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 synthèse 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 hétérogènes 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 considère chaque isotopologue du massif isotopique comme un SIL-IS indépendant. Une gamme de 

calibration interne peut donc être réalisée pour chaque métabolite. Cette méthode a donné des résultats très 

similaires à la quantification par gamme externe avec des SIL-IS qui est aujourd’hui la méthode de référence pour 

dil1 ; dil2 ; dil4 ; dil8 =   
facteurs de dilution des QC 

Figure 82 : Exemple d'une possible future séquence analytique. 
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la quantification. La « multi-point internal calibration » permettrait donc de gagner du temps car permettrait de 

s’affranchir de l’acquisition de gammes externes avant et après l’échantillon d’intérêt.  

L’utilisation de protocoles de deutération alternatifs à la méthode métallo-catalysée, dont les conditions 

réductrices peuvent en limiter l’utilisation, ont également été évalués afin d’augmenter le nombre de standards 

marqués disponibles au laboratoire. Les résultats obtenus avec cette méthode sont également très prometteurs. 

En effet, plus de 40 composés ont été marqués efficacement et pourront être 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 l’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 très intéressant au niveau fondamental 

comme applicatif de pousser plus loin ces études d’effets isotopiques. Les méthodes de production de SIL-IS 

pourraient encore être optimisées et appliquées à 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 être 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, l’évaluation à plus grande échelle de la méthode de quantification « multi-point internal 

calibration » apparait comme particulièrement pertinente et novatrice, de même que son application à 

différentes matrices biologiques.  

Comme nous l’avons vu, le marquage métabolique (in vivo) permet d’avoir accès à un grand nombre de 

métabolites marqués au carbone-13. L’étude du marquage in vivo d’urine de souris au 13C initié lors de ma thèse 

montre un très grand intérêt pour l’étude du métabolome de la souris et dans un contexte plus large 

d’identification de métabolites. Ces échantillons représentent en effet une ressource très importante 

d’informations pour l’identification de nouveaux métabolites. L’application de la méthode DDA « Acquire X » à 

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 l’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 l’élucidation structurale des composés. Dans le futur, il serait intéressant d’étudier des modèles animaux 

plus proches métaboliquement de l’homme tel que les modèles porcin ou simien. Le marquage de ces animaux 

au carbone-13 pourrait nous donner accès à 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 très variées, de nombreux 
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standards sont nécessaires. Un lot bien défini de standards marqués obtenus par voie chimique pourrait par 

exemple être 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, après avoir étudié le chevauchement des couvertures métaboliques des 

modèles animaux avec celle de l’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 thèse avait pour objectif d’améliorer l’identification et la quantification des 

métabolites en rendant les analyses métabolomiques plus robustes, l’objectif à 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 l’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 à terme la recherche et la validation de biomarqueurs de 

pathologies voire le diagnostic clinique. 
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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,1 Jessica Michieletto,1 Yu Min Kiw,1 Sophie Feuillastre,2 Grégory 

Pieters,2 Christophe Junot,1 François Fenaille,1 Annelaure Damont.1 
1Service 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 N° Formula Accurate mass Smiles Chemical class Selected labeling conditions

α-Aminoadipic Acid 1 C6H11NO4 161.0688 O=C(O)C(N)CCCC(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

2-Aminobutyric Acid 2 C4H9NO2 103.0633 CCC(C(O)=O)N Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

3-Amino-isobutyric Acid 3 C4H9NO2 103.0633 CC(C(O)=O)CN Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Guanidinoacetic Acid 4 C3H7N3O2 117.0538 N=C(NCC(O)=O)N Organic acid Ru/C - 55°C - 24h

Guanidinosuccinic Acid 5 C5H9N3O4 175.0593 N=C(N)NC(CC(O)=O)C(O)=O Organic acid Ru/C - 55°C - 24h

3-Hydroxy-3-Methylglutaric acid 6 C6H10O5 162.0528 CC(CC(O)=O)(O)CC(O)=O 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 C7H11N3O2 169.0851 CN1C=NC=C1CC(C(O)=O)N Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

7-Methylguanine 9 C6H7N5O 165.0651 CN1C=NC(NC(N)=N2)=C1C2=O Heteroaromatic Ru/C - NaOD - 55°C - 24h

Adipic Acid 10 C6H10O4 146.0579 O=C(O)CCCCC(O)=O Organic acid Pd/C - 80°C - 48h

Alanine 11 C3H7NO2 89.0477 CC(C(O)=O)N Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Arginine 12 C6H14N4O2 174.1117 NC(CCCNC(N)=N)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Asparagine 13 C4H8N2O3 132.0535 NC(CC(N)=O)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Aspartic Acid 14 C4H7NO4 133.0375 NC(CC(O)=O)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Citric Acid 15 C6H8O7 192.0270 O=C(O)CC(C(O)=O)(O)CC(O)=O Organic acid Pd/C - 80°C - 48h

Citrulline 16 C6H13N3O3 175.0957 NC(CCCNC(N)=O)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 72h

Diglycolic Acid 17 C4H6O5 134.0215 O=C(O)COCC(O)=O Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Glutaconic Acid 18 C5H6O4 130.0266 O=C(O)\C=C\CC(=O)O Organic acid NA - "back exchange"

Glutamic Acid 19 C5H9NO4 147.0532 NC(CCC(O)=O)C(O)=O Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Glutamine 20 C5H10N2O3 146.0691 NC(C(O)=O)CCC(N)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Glycerol-3-Phosphate 21 C3H9O6P 172.0137 OCC(COP(O)(O)=O)O Polyol & derivative Ru/C - NaOD - 55°C - 24h

Glycine 22 C2H5NO2 75.0320 NCC(O)=O Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 24h

Histidine 23 C6H9N3O2 155.0695 NC(CC1=CN=CN1)C(O)=O Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Hydroxyglutaric Acid 24 C5H8O5 148.0372 C(CC(=O)O)C(C(=O)O)O Organic acid Ru/C - 55°C - 48h

Imidazolelactic Acid 25 C6H8N2O3 156.0535 OC(C(O)=O)CC1=CN=CN1 Organic acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

IsocItric Acid 26 C6H8O7 192.0270 O=C(O)CC(C(O)=O)C(O)C(O)=O Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Lactic Acid 27 C3H6O3 90.0317 CC(O)C(O)=O Organic acid Ru/C - 55°C - 24h

Leucine 28 C6H13NO2 131.0946 CC(C)CC(C(O)=O)N Amino acid Ru/C + Pd/C - 80°C - 48h

Lysine 29 C6H14N2O2 146.1055 NCCCCC(N)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 48h

Maleic Acid 30 C4H4O4 116.0110 O=C(O)/C=C\C(O)=O Organic acid Pd/C - 80°C - 48h

Malic Acid 31 C4H6O5 134.0215 OC(CC(O)=O)C(O)=O Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Methylimidazoleacetic Acid 32 C6H8N2O2 140.0586 CN(C=N1)C=C1CC(O)=O Organic acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Methylmalonic Acid 33 C4H6O4 118.0266 CC(C(O)=O)C(O)=O Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

N-Methyl-D-Aspartic Acid 34 C5H9NO4 147.0532 CNC(CC(O)=O)C(O)=O Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

O-Acetylserine 35 C5H9NO4 147.0532 CC(OCC(C(O)=O)N)=O Amino acid derivative Ru/C - 55°C - 24h

Ornithine 36 C5H12N2O2 132.0899 NCCCC(C(O)=O)N Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 72h

Pantothenic Acid 37 C9H17NO5 219.1107 CC(CO)(C(O)C(NCCC(O)=O)=O)C Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 24h

Phosphoethanolamine 38 C2H8NO4P 141.0191 NCCOP(O)(O)=O Organic amine Ru/C - 55°C - 48h

Pipecolic Acid 39 C6H11NO2 129.0790 O=C(O)C1CCCCN1 Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 24h

Proline 40 C5H9NO2 115.0633 O=C(C1CCCN1)O Amino acid Ru/C - 55°C - 48h

Pyroglutamic Acid 41 C5H7NO3 129.0426 O=C1CCC(N1)C(O)=O Organic acid Ru/C - 55°C - 48h

Sarcosine 42 C3H7NO2 89.0477 CNCC(O)=O Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 24h

Serine 43 C3H7NO3 105.0426 NC(CO)C(O)=O Amino acid Ru/C - 55°C - 48h

Sorbitol 44 C6H14O6 182.0790 OCC(O)C(O)C(O)C(O)CO Polyol & derivative Ru/C - 55°C - 48h

Succinic Acid 45 C4H6O4 118.0266 O=C(O)CCC(O)=O Organic acid Pd/C - NaOD - 80°C - 48h

Taurine 46 C2H7NO3S 125.0147 NCCS(O)(=O)=O Organic amine Ru/C - 55°C - 72h

Taurocholic Acid 47 C26H45NO7S 515.2917
OC1C2C3CCC(C(CCC(NCCS(O)(=O)=O)=O)C)C3

(C)C(O)CC2C4(C)CCC(O)CC4C1
Bile acid derivative Ru/C - 55°C - 72h

Threonic Acid 48 C4H8O5 136.0372 OCC(C(C(O)=O)O)O Organic acid Ru/C - 55°C - 72h

Threonine 49 C4H9NO3 119.0582 CC(C(C(O)=O)N)O Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 72h

4-Hydroxyproline 50 C5H9NO3 131.0582 OC1CNC(C(O)=O)C1 Amino acid Ru/C - NaOD - 55°C - 72h

Tyrosine 51 C9H11NO3 181.0739 NC(C(O)=O)CC1=CC=C(C=C1)O Amino acid Ru/C - 55°C - 24h

Valine 52 C5H11NO2 117.0790 CC(C)C(C(O)=O)N Amino acid Ru/C + Pd/C - NaOD - 80°C - 48h
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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. 

Compounds N° M0 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Selected for quantiifcation

α-Aminoadipic Acid 1 3% 100% 12% -             -             -             -             -             -             

2-Aminobutyric Acid 2 < 1% 100% 54% 50% 17% 9% 6% -             -             ✔: 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% _ ✔: Proof of concept

3-Methylhistidine 8 -           -             < 1% 3% 26% 94% 100% 76% 41% ✔: 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% -             -             -             ✔: 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% -             -             -             -             -             ✔: Endogenous quantification

Diglycolic Acid 17 -           < 1% 28% 100% 90% -             -             -             -             ✔: Proof of concept

Glutaconic Acid 18 -           -             2.2% 13.3% 100.0% -             -             -             -             

Glutamic Acid 19 < 1% 8% 42% 100% 25% 1% -             -             -             ✔: 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% 42% 12% 2% -             -             -             

Imidazolelactic Acid 25 -           < 1% 5% 35% 88% 100% 6% -             -             ✔: Endogenous quantification

Isocitric Acid 26 < 1% 4% 53% 100% 7% -             -             -             -             

Lactic Acid 27 100% 48% 4% -             -             -             -             -             -             

Leucine 28 3% 100% 5% 3% -             -             -             -             -             ✔: 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% -             ✔: Endogenous quantification

Methylmalonic Acid 33

N-Methyl-D-Aspartic Acid 34 -           -             -              < 1% 12% 69% 100% 5% -             ✔: Proof of concept

O-Acetylserine 35

Ornithine 36 -           -             -              -             -             2% 23% 100% 5% ✔: Endogenous quantification

Pantothenic Acid 37

Phosphoethanolamine 38 < 1% 6% 100% 26% 2% -             -             -             -             ✔: Proof of concept

Pipecolic Acid 39 < 1% 7% 100% 83% 28% 8% 1% -             ✔: Endogenous quantification

Proline 40 -           -             9% 100% 63% 15% 2% -             -             ✔: Endogenous quantification

Pyroglutamic Acid 41 100% 29% 3% < 1% -             -             -             -             -             

Sarcosine 42 _ _ < 1% 3% 20% 100% -             -             -             ✔: Endogenous quantification

Serine 43 < 1% 3% 47% 100% 3% -             -             -             -             ✔: Endogenous quantification

Sorbitol 44 -           -             -              -             -             2% 19% 83% 100% ✔: Proof of concept

Succinic Acid 45 -           1% 10% 45% 100% -             -             -             -             

Taurine 46 -           3% 55% 100% 49% -             -             -             -             ✔: Endogenous quantification

Taurocholic Acid 47 28% 100% 52% 19% 5% -             -             -             -             

Threonic Acid 48 7% 34% 100% 86% 30% -             -             -             -             ✔: Endogenous quantification

Threonine 49 1% 4% 100% 56% 43% 73% 2% -             -             

4-Hydroxyproline 50 -           < 1% 15% 100% 37% 4% < 1% -             -             ✔: Endogenous quantification

Tyrosine 51 51% 100% 65% 24% 10% 3% -             -             -             

Valine 52 -           -             -              -             -             2% 17% 66% 100%

Isotope distribution - Relative isotopologue abundances

Complete degradation

Complete degradation

Back exchange
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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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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

1-MethylGuanine C6H7N5O 165.0651 CN(C(N)=N1)C(C2=C1NC=N2)=O

1-MethylAdenosine C11H15N5O4 281.1124
CN1C=NC2=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](O)([H])[C@

@](O)([H])[C@@](O3)([H])CO)C1=N

1-MethylHistamine C6H11N3 125.0953 CN(C=N1)C=C1CCN

1-MethylHistidine C7H11N3O2 169.0851 CN(C=N1)C=C1C[C@@](N)([H])C(O)=O

1-MethylXanthine C6H6N4O2 166.0491 CN(C1=O)C(C2=C(N1)NC=N2)=O

2,4-Quinolinediol C9H7NO2 161.0477 OC1=CC(O)=NC2=CC=CC=C21

2'-O-MethylAdenosine C11H15N5O4 281.1124
CO[C@]([C@]1([H])N2C=NC(C2=NC=N3)=C3N)([H])[C@

@](O)([H])[C@@](O1)([H])CO

2'-O-MethylGuanosine C11H15N5O5 297.1073
CO[C@]([C@]1([H])N2C=NC3=C2NC(N)=NC3=O)([H])[C

@@](O)([H])[C@@](O1)([H])CO

2'-O-MethylInosine C11H14N4O5 282.0964
CO[C@]([C@]1([H])N2C=NC3=C2N=CNC3=O)([H])[C@

@](O)([H])[C@@](O1)([H])CO

3-MethylHistidine C7H11N3O2 169.0851 CN1C=NC=C1C[C@@](N)([H])C(O)=O



Partie C : Annexes – Annexe 6 

- 302 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

4-HydroxyiIndole C8H7NO 133.0528 OC1=CC=CC2=C1C=CN2

5-AminoImidazole-4-Carboxamide C4H6N4O 126.0542 NC1=C(N=CN1)C(N)=O

5-AminoImidazole-4-Carboxamide-

1-ß-D-Ribofuranosyl 5'-

Monophosphate

C9H15N4O8P 338.0627
NC1=C(N=CN1[C@@]2([H])[C@@](O)([H])[C@@](O)([H

])[C@@](O2)([H])COP(O)(O)=O)C(N)=O

5'-Deoxy-5'-(MethylThio)Adenosine C11H15N5O3S 297.0896
CSC[C@](O1)([H])[C@](O)([H])[C@](O)([H])[C@]1([H])N

2C=NC(C2=NC=N3)=C3N

5-HydroxyIndole C8H7NO 133.0528 OC1=CC=C2C(C=CN2)=C1

7-MethylGuanine C6H7N5O 165.0651 CN1C=NC(NC(N)=N2)=C1C2=O

7-MethylGuanosine C11H15N5O5 297.1073
C[N+]1=CN([C@@]2([H])[C@@](O)([H])[C@@]([O-

])([H])[C@@](O2)([H])CO)C(NC(N)=N3)=C1C3=O

7-MethylXanthine C6H6N4O2 166.0491 CN1C=NC(NC2=O)=C1C(N2)=O

Acide 1,7-DimethylUrique C7H8N4O3 196.0596 CN1C(C(N2C)=O)=C(NC2=O)NC1=O

Acide 3,7-DimethylUrique C7H8N4O3 196.0596 CN1C(C(NC2=O)=O)=C(N2C)NC1=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Acide 4-AcetamidoButanoique C6H11NO3 145.0739 CC(NCCCC(O)=O)=O

Acide 4-ImidazoleAcrylique C6H6N2O2 138.0429 O=C(O)/C([H])=C([H])/C1=CN=CN1

Acide 9-MethylUrique C6H6N4O3 182.0440 CN(C1=O)C(NC2=O)=C(N1)C(N2)=O

Acide Adipique C6H10O4 146.0579 O=C(O)CCCCC(O)=O

Acide cis-Aconitique C6H6O6 174.0164 O=C(O)/C([H])=C(C(O)=O)\CC(O)=O

Acide Citraconique C5H6O4 130.0266 C/C(C(O)=O)=C([H])\C(O)=O

Acide Citrique C6H8O7 192.0270 O=C(O)CC(C(O)=O)(O)CC(O)=O

Acide D-2-HydroxyGlutarique C5H8O5 148.0372 O[C@](C(O)=O)([H])CCC(O)=O

Acide DL-DihydroOrotique C5H6N2O4 158.0328 O=C(N1)C[C@@](NC1=O)([H])C(O)=O

Acide Glutaconique C5H6O4 130.0266 O=C(O)/C([H])=C([H])/CC(O)=O

Acide Glycocholique C26H43NO6 465.3091

C[C@]([C@@]1([H])CC[C@@]2([H])[C@@]([C@@](O)([

H])CC3([H])C[C@@](O)([H])CC[C@@]34C)([H])[C@]4([H

])C[C@@](O)([H])[C@]12C)([H])CCC(NCC(O)=O)=O

Acide HydroCinnamique C9H10O2 150.0681 O=C(O)CCC1=CC=CC=C1

Acide ImidazoleAcetique C5H6N2O2 126.0429 O=C(O)CC1=CN=CN1



Partie C : Annexes – Annexe 6 

- 304 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Acide ImidazoleLactique C6H8N2O3   156.0535 OC(C(O)=O)CC1=CN=CN1

Acide Indole-2-Carboxylique C9H7NO2 161.0477 O=C(O)C1=CC2=CC=CC=C2N1

Acide Indole-3-Acetyl-L-Aspartique C14H14N2O5 290.0903 O=C(NC(C(O)=O)CC(O)=O)CC1=CNC2=CC=CC=C12

Acide Indole-3-Propionique C11H11NO2 189.0790 O=C(O)CCC1=CNC2=CC=CC=C12

Acide IndoleAcrylique C11H9NO2 187.0633 O=C(O)/C([H])=C([H])/C1=CC2=CC=CC=C2N1

Acide IndoleLactique C11H11NO3 205.0739 OC(C(O)=O)CC1=CNC2=CC=CC=C12

Acide Isocitrique C6H8O7 192.0270 O=C(O)CC(C(O)=O)C(O)C(O)=O

Acide Kynurenique C10H7NO3 189.0426 O=C(C1=CC=CC=C1N2)C=C2C(O)=O

Acide L-Aspartique C4H7NO4 133.0375 N[C@@](C(O)=O)([H])CC(O)=O

Acide L-Glutamique C5H9NO4 147.0532 N[C@@](C(O)=O)([H])CCC(O)=O

Acide Maleique C4H4O4 116.0110 O=C(O)/C([H])=C([H])\C(O)=O

Acide MethylImidazoleAcetique C6H8N2O2 140.0586 CN(C=N1)C=C1CC(O)=O

Acide N-Acetyl-DL-Glutamique C7H11NO5 189.0637 CC(NC(C(O)=O)CCC(O)=O)=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Acide N-Acetyl-L-Aspartique C6H9NO5 175.0481 CC(N[C@@](C(O)=O)([H])CC(O)=O)=O

Acide N-Acetyl-L-Glutamique C7H11NO5 189.0637 CC(N[C@@](C(O)=O)([H])CCC(O)=O)=O

Acide Phenyllactique C9H10O3 166.0630 OC(C(O)=O)CC1=CC=CC=C1

Acide Pyruvique C3H4O3 88.0160 CC(C(O)=O)=O

Acide Succinique C4H6O4 118.0266 O=C(O)CCC(O)=O

Acide Xanthurenique C10H7NO4 205.0375 OC1=CC=CC(C1=N2)=C(O)C=C2C(O)=O

Acide α‐Ketoglutarique C5H6O5 146.0215 O=C(C(O)=O)CCC(O)=O

Adenine C5H5N5 135.0545 NC(N=CN1)=C2C1=NC=N2

Adenosine C10H13N5O4 267.0967
NC1=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](O)([H])[C@@](O)([H

])[C@@](O3)([H])CO)C2=NC=N1

Adenosine Monophosphate 

Cyclique
C10H12N5O6P 329.0525

NC1=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](O)([H])[C@@](O4)([

H])[C@@](O3)([H])COP4(O)=O)C2=NC=N1

5-AminoImidazole-4-Carboxamide 

1‐β‐D‐Ribofuranoside
C9H14N4O5 258.0964

NC1=C(N=CN1[C@@]2([H])[C@@](O)([H])[C@@](O)([H

])[C@@](O2)([H])CO)C(N)=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Allantoin C4H6N4O3 158.0440 NC(NC(NC1=O)C(N1)=O)=O

Betaine C5H11NO2 117.0790 C[N+](C)(CC([O-])=O)C

Caffeine C8H10N4O2 194.0804 CN1C=NC(N(C2=O)C)=C1C(N2C)=O

Carnosine C9H14N4O3 226.1066 NCCC(N[C@@](C(O)=O)([H])CC1=CN=CN1)=O

Cotinine C10H12N2O 176.0950 CN1C(C2=CN=CC=C2)CCC1=O

DeoxyAdenosine C10H13N5O3 251.1018
NC1=C(N=CN2[C@@]3([H])C[C@@](O)([H])[C@@](O3)

([H])CO)C2=NC=N1

D-Glutamine C5H10N2O3 146.0691 N[C@@](C(O)=O)([H])CCC(N)=O

DihydroThymine C5H8N2O2 128.0588 CC(C(N1)=O)CNC1=O

DihydroUracil C4H6N2O2 114.0429 CC(C(N1)=O)CNC1=O

Ergothioneine C9H15N3O2S 229.0885 C[N+](C)([C@@](C(O)=O)([H])CC1=CN=C([S-])N1)C

Glycine-Proline C7H12N2O3 172.0848 NCC(N1CCCC1C(O)=O)=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Guanine C5H5N5O 151.0494 NC1=NC(C2=C(N1)NC=N2)=O

Hexanoyl-Glycine C8H15NO3 173.1052 CCCCCC(NCC(O)=O)=O

Histamine C5H9N3 111.0797 NCCC1=CN=CN1

Histidine C6H9N3O2 155.0695 N[C@@](C(O)=O)([H])CC1=CN=CN1

Hypoxanthine C5H4N4O 136.0385 O=C1C2=C(N=CN1)NC=N2

Indole C8H7N 117.0578 C12=CC=CC=C1NC=C2

Isoxanthopterin C6H5N5O2 179.0443 NC1=NC(C2=C(N1)NC(C=N2)=O)=O

L-Anserine C10H16N4O3 240.1222 CN1C=NC=C1C[C@@](NC(CCN)=O)([H])C(O)=O

L-Histidine-Methyl-Ester C7H11N3O2 169.0851 COC([C@](N)([H])CC1=CN=CN1)=O

L-Histidinol C6H11N3O 141.0902 N[C@@](CO)([H])CC1=CN=CN1

N-Acetyl-L-Glutamine C7H12N2O4 188.0797 CC(N[C@@](C(O)=O)([H])CCC(N)=O)=O

N6-Acetyl-L-Lysine C8H16N2O3 188.1161 CC(NCCCC[C@@](N)([H])C(O)=O)=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

N6-MethylAdenine C6H7N5 149.0701 CNC(N=CN1)=C2C1=NC=N2

N-Acetyl-D-Allo-Isoleucine C8H15NO3 173.1052 CC[C@]([C@](NC(C)=O)([H])C(O)=O)([H])C

N-Acetyl-D-Glucosamine C8H15NO6 221.0899
CC(N[C@@H](C1O)[C@](O)([H])[C@@](O)([H])[C@@](

O1)([H])CO)=O

N-Acetyl-DL-Norvaline C7H13NO3 159.0895 CCCC(NC(C)=O)C(O)=O

N-Acetyl-DL-Serine C5H9NO4 147.0532 CC(NC(C(O)=O)CO)=O

N-AcetylGlycine C4H7NO3 117.0426 CC(NCC(O)=O)=O

N-AcetylHistamine C7H11N3O 153.0902 CC(NCCC1=CN=CN1)=O

N-Acetyl-L-alanine C5H9NO3 131.0582 C[C@@](NC(C)=O)([H])C(O)=O

N-Acetyl-L-Leucine C8H15NO3 173.1052 CC(C[C@@](NC(C)=O)([H])C(O)=O)C

N-Acetyl-L-Phenylalanine C11H13NO3 207.0895 CC(N[C@@](C(O)=O)([H])CC1=CC=CC=C1)=O

N-Acetyl-Ornithine C7H14N2O3 174.1004 CC(N[C@@](C(O)=O)([H])CCCN)=O

N-IsovaleroylGlycine C7H13NO3 159.0895 CC(CC(NCC(O)=O)=O)C

N-Methyl-Gamma-Oxo-3-

PyridineButanamide
C10H12N2O2 192.0899 CNC(CCC(C1=CN=CC=C1)=O)=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

o-Tyrosine C9H11NO3 181.0739 NC(C(O)=O)CC1=CC=CC=C1O

Paraxanthine C7H8N4O2 180.0647 NC(C(O)=O)CC1=CC=CC=C1O

Phenylacetyl-L-Glutamine C13H16N2O4 264.1110 NC(CC[C@@](NC(CC1=CC=CC=C1)=O)([H])C(O)=O)=O

Purine C5H4N4 120.0436 C12=CN=CN=C1NC=N2

S-Adenosyl-Homocysteine C14H20N6O5S 384.1216
N[C@@](C(O)=O)([H])CCSC[C@](O1)([H])[C@](O)([H])[C

@](O)([H])[C@]1([H])N2C=NC(C2=NC=N3)=C3N

S-AdenosylMethionine C15H22N6O5S 398.1372
C[S+](C[C@](O1)([H])[C@](O)([H])[C@](O)([H])[C@]1([H]

)N2C=NC(C2=NC=N3)=C3N)CC[C@@](N)([H])C([O-])=O

Stachydrine C7H13NO2 143.0946 C[N+]1(CCC[C@@]1([H])C([O-])=O)C

Theophylline C7H8N4O2 180.0647 CN(C1=O)C2=C(N=CN2)C(N1C)=O

Thiamine C12H16N4OS 264.1045 CC([N+](CC(C(N)=N1)=CN=C1C)=CS2)=C2CC[O-]

Thiamine Pyrophosphate C12H18N4O7P2S 424.0371
CC([N+](CC(C(N)=N1)=CN=C1C)=CS2)=C2CCOP([O-

])(OP(O)(O)=O)=O

Thiamine-PO4 C12H17N4O4PS 344.0708
CC([N+](CC(C1=N)=CN=C(N1)C)=CS2)=C2CCOP(O)([O-

])=O
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Metabolite Formule Brute
Masse 

Précise
Structure Smile

Trans-3-HydroxyCotinine C10H12N2O2 192.0899 CN1[C@@](C2=CN=CC=C2)([H])C[C@](O)([H])C1=O

trans-Zeatin Glucoside C16H23N5O6 381.1648

C/C(CO)=C([H])/CNC1=C(N=CN2[C@@]3([H])[C@@](O)

([H])[C@](O)([H])[C@@](O)([H])[C@@](O3)([H])CO)C2=

NC=N1

Xanthine C5H4N4O2 152.0334 O=C(N1)C2=C(NC1=O)NC=N2

Xanthosine C10H12N4O6 284.0757
OC[C@](O1)([H])[C@](O)([H])[C@](O)([H])[C@]1([H])N2

C=NC(C(N3)=O)=C2NC3=O

α‐Methyl‐DL‐Histidine C7H11N3O2 169.0851 CC(C(O)=O)(N)CC1=CN=CN1

α‐MethylHistamine C6H11N3 125.0953 CC(N)CC1=CN=CN1
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Université Paris-Saclay           
Espace Technologique / Immeuble Discovery  

Route de l’Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France 

Développement de nouveaux outils pour l’analyse métabolomique par spectrométrie de masse haute résolution : de 
l’acquisition de spectres MS/MS pour l’identification large-spectre de métabolites au marquage isotopique pour la 

quantification 

Spectrométrie de masse à haute résolution, Métabolomique, Marquage isotopique, Quantification 

La métabolomique est une science relativement récente qui 
étudie les molécules de masses moléculaires inférieures à 1.5 
kDa, présentes dans une matrice biologique donnée. Elle est 
le dernier maillon des sciences « omiques » et représente 
l’ultime réponse d’un organisme aux facteurs perturbant son 
fonctionnement. Aujourd’hui, de nombreux développements 
en spectrométrie de masse à haute résolution couplée à la 
chromatographie liquide (LC-HRMS), visent à améliorer la 
détection, l’identification et la quantification des métabolites 
mais également à augmenter la robustesse des analyses. 
C’est dans ce contexte que mon projet de thèse s’est intégré. 
L’un des objectifs de cette thèse a donc été de développer 
des méthodes permettant l’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 même 
sensibilité que les analyses classiquement réalisées en 
spectrométrie de masse à haute résolution, tout en 
acquérant des informations importantes pour l’identification 
des métabolites grâce aux spectres MS/MS. Ces 
développements ont pu être appliqués à 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 la caractérisation 
de standards internes marqués aux isotopes stables ont été 
envisagées. Ainsi, des méthodes de synthèses 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 être 
comparée aux approches classiques de dilution isotopique. 
Par ailleurs, l’étude de profils isotopiques a également pu 
être appliquée à des analyses préliminaires d’urines de 
souris métaboliquement marquées (in vivo) au carbone-13, 
à la fois pour du suivi cinétique d’incorporation du C-13 au 
sein de quelques métabolites ciblés mais aussi, à plus long 
terme, pour l’annotation et l’identification de nouveaux 
métabolites. In fine, l’ensemble des développements 
réalisés au cours de cette thèse ont permis d’atteindre un 
meilleur niveau d’identification des métabolites et 
d’améliorer leur quantification 
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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 

 

 


