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RESUME

Approche métabolomique pour DPidentification de marqueurs diagnostiques et
pronostiques dans la COVID-19

Le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) a été responsable d’une
pandémie mondiale entachée d’une morbi-mortalité élevée et a eu un impact socio-économique,
ainsi que sur le systéme de santé, majeur. La maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) possede
un spectre clinique trés large, allant de la forme asymptomatique au Syndrome de Détresse
Respiratoire Aigu et a la défaillance multiviscérale pouvant tous deux conduire au déces, reflet
d’une physiopathologie complexe, dont la connaissance progresse encore actuellement. Dans
ce contexte, I’enjeu pour le clinicien est de pouvoir identifier rapidement les patients atteints de
COVID-19 et de stratifier le risque de mauvaise évolution clinique. La métabolomique est une
approche omique permettant une analyse dynamique des changements moléculaires en réponse
a une maladie a I’échelle de I’individu. Elle permet, par le biais d’un profilage métabolique, un
phénotypage, une identification de biomarqueurs et des voies métaboliques impactées.
L’objectif de ce travail était d’identifier des signatures métabolomiques plasmatiques et
urinaires diagnostiques et pronostiques de la COVID-19 et d’analyser les voies métaboliques
impactées.

Dans notre premicre étude, basée sur une approche d’analyse en métabolomique non ciblée sur
¢chantillons plasmatiques de sujets atteints de la COVID-19 et de volontaires sains, nous avons
identifi¢ des signatures métabolomiques plasmatiques diagnostiques et pronostiques robustes,
impliquant principalement des modifications des taux plasmatiques de lipides et d'acides
aminés. Nous avons retrouvé notamment des niveaux élevés de lipides insaturés et des niveaux
faibles de lipides saturés dans le plasma des sujets infectés. Nous avons également identifi¢ de
nouveaux biomarqueurs plasmatiques putatifs pour l'infection par le SARSCoV-2 et la sévérité
de la maladie comme des désoxy-fructosyl-aminoacides et confirmé également I’impact de la
voie de la kynurénine dans ces signatures. Dans notre seconde étude, s’intéressant a 1’analyse
métabolomique d’échantillons wurinaires, nous retrouvons ¢également des signatures
métabolomiques urinaires diagnostiques et pronostiques performantes, objectivant I’impact du
métabolisme urinaire des acides aminés, des purines, du métabolisme énergétique et de la voie

de la kynurenine.



Nos résultats confirment I’apport de la métabolomique dans la compréhension de la
physiopathologie de la COVID-19 et son intérét dans la découverte de nouveaux biomarqueurs
diagnostiques et pronostiques de la maladie. L’identification et surtout la validation des
différents « métabotypes » spécifiques de la maladie, de son évolution et de sa gravité pourrait
permettre, en plus de développer des tests diagnostiques robustes et moins invasifs, de prédire

le risque de mauvaise évolution clinique d’une infection comme le COVID-19.

Mots clefs : Métabolomique, COVID-19, Biomarqueurs, Diagnostic, Pronostic



Metabolomics approach for identification of diagnostic and prognostic biomarkers in
COVID-19 disease

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been the source of a global
pandemic with high morbidity and mortality, and has had a major socio-economic impact, as
well as on the healthcare system. Coronavirus 2019 disease (COVID-19) has a very broad
clinical spectrum, from the asymptomatic form to Acute Respiratory Distress Syndrome and
multivisceral failure, both of which can lead to death, reflecting a complex pathophysiology,
the understanding of which is still improving. In this context, the challenge for clinicians is to
be able to quickly identify patients with COVID-19 and stratify the risk of poor clinical
outcome. Metabolomics is a omic approach that enables dynamic analysis of molecular changes
in response to disease at the individual level. Through metabolic profiling and phenotyping, it
enables the identification of biomarkers and the metabolic pathways impacted. The aim of this
work was to identify diagnostic and prognostic plasma and urine metabolomic signatures of
COVID-19 and to analyze the metabolic pathways affected.

In our first study, based on a non-targeted metabolomics analysis approach on plasma samples
from COVID-19-infected subjects and healthy volunteers, we identified robust diagnostic and
prognostic plasma metabolomic signatures, mainly involving changes in plasma lipid and
amino acid levels. Especially, we found high levels of unsaturated lipids and low levels of
saturated lipids in the plasma of infected subjects. We also identified novel plasma biomarkers
for SARSCoV-2 infection and disease severity as deoxy-fructosyl-amino acids, and confirmed
the impact of the kynurenine pathway in these signatures.

In our second study, based on non-targeted metabolomic analysis of urinary samples, we also
found robust diagnostic and prognostic urinary metabolomic signatures, highlighting the impact
of urinary amino acid metabolism, purine metabolism, energy metabolism and the kynurenine
pathway.

Our results confirm the contribution of metabolomics to understanding the pathophysiology of
COVID-19, and its interest in finding new diagnostic and prognostic biomarkers for the
condition. The identification and, above all, validation of different “metabotypes” specific to
the disease, its course and severity could enable us, in addition to developing robust and less
invasive diagnostic tests, to predict the risk of poor clinical outcome of an infection such as

COVID-19.

Key words : Metabolomics, COVID-19, Biomarkers, Diagnosis, Pronostic
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ABREVIATIONS

ACP (PCA en anglais) : Analyse en Composantes Principales

ACE2 : Enzyme de Conversion de 1’ Angiotensine 2

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager

AUROC : Area Under the Receiver Operating Characteristic (aire sous la courbe ROC)
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

COV : Composés Organiques Volatils

C19DMap : Cartographie de la COVID-19

COVID-19 : maladie a coronavirus 2019 (coronavirus disease 2019)

GC : Chromatographie en phase gazeuse

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (chromatographie liquide a haute
performance)

IDO 1 : Indoléamine 2,3-dioxygénase 1

IgG : Immunoglobuline de Type G

IgM : Immunoglobuline de Type M

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

QC : Controle Qualité

LC : Chromatographie en phase liquide

LC-MS : Spectrométrie de Masse avec Chromatographie en phase liquide
MS : Spectrométrie de Masse

MERS : Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

NO : Oxyde Nitrique

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PLS : Partial Least Squares (régression des moindres carrés partiels)
PLS-DA : Partial Least Squares Discriminant Analysis

POCT : Point Of Care Test (test moléculaire sur le lieu de soins)

PPRs : Pattern Recognition Receptors

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RT : Temps de Rétention



RT-PCR : Réaction en chaine par polymérase apres Transcription inverse (Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)

SARS-CoV-2 : Coronavirus 2 du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere

SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu

SIRT : Sirtuine

SPM : Specialized Proresolving Mediators (lipides pro-résolutifs de 1’inflammation)
SRAS : Syndrome Respiratoire Aigu Sévere

TCA : Cycle des Acides Tricarboxyliques ou Cycle de Krebs

TLRs : Toll-like receptors

VIP : Variable Importance in the Projection
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Chapitre 1 : La COVID-19

L. L’enjeu de la découverte d’une nouvelle pathologie

En décembre 2019, est identifi¢é un nouveau coronavirus, le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2), virus a l’origine d'un groupe de pneumonies,
initialement détectées dans la ville de Wuhan, en Chine et entachées d’une morbi-mortalité
élevée. Le 11 février 2020, 1a maladie secondaire a I’infection a SARS-CoV-2 est officiellement
nommée maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) par 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) et sur la base de « niveaux alarmants de propagation et de gravité », I’OMS la qualifie

de pandémie le 11 mars 2020 (World Health Organization 2020).

Les coronavirus sont de grands virus a Acide Ribonucléique (ARN) monocaténaire enveloppés,
présents chez 1'homme et d'autres mammiféres. Le SARS-CoV-2 représente le neuviéme
coronavirus documenté touchant I’homme et le troisiéme entrainant une atteinte grave apres le
Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SRAS) et le Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient
(MERS) (Wiersinga et al. 2020). L’origine de la pandémie de COVID-19 fait encore
aujourd’hui débat. Deux principaux scénarios ressortent : un scénario de "fuite en laboratoire"

et 'émergence zoonotique, comme les coronavirus humains précédents (Holmes et al. 2021).

Les premicres données suggerent un taux de transmission élevée, se faisant principalement par
projection voire aérosolisation de gouttelettes, une propagation par contact de surface semblant
¢galement possible. Trés rapidement, et malgré des mesures de confinement et de port de
protection personnel le virus se propage pour atteindre au 1°" avril 2020 le cap de 1 million de

cas confirmé de COVID-19 et de 4 million le 9 mai 2020 (Figure 1) (Wiersinga et al. 2020).
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Figure 1. Key Events in the Early Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Pandemic
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Figure 1 : Nombre de cas confirmés de COVID-19 par date et par région selon ’OMS de
décembre 2019 a Juin 2020

Extrait de Wiersinga, W. Joost et al. “Pathophysiology, Transmission, Diagnosis, and Treatment of Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) A Review.” JAMA - Journal of the American Medical Association 8(324):782-793.

Ces mesures de distanciations sociales et de confinement, mises en place au niveau mondial,
n’étaient pas dénuées d’impact socio-économique, d’impact sur la santé physique et mentale de

la population et surtout ne semblaient pas completement efficaces pour endiguer la pandémie.

Dans une étude portant sur 44 672 patients atteints de COVID-19 en Chine, publiée en février
2020, 14 % des patients présentaient des manifestations séveres et 5 % des manifestations
critiques (Z. Wu and McGoogan 2020). Bien que les premicres données de la littérature varient
selon les sources, il semblerait que la mortalité hospitaliere initiale de la COVID-19 avoisinait
les 15-20% et approchait les 40% pour les patients hospitalisés en service de soins critiques.
Cette disparité de taux de mortalité dans la littérature pouvant s’expliquer par le fait qu’un
pourcentage disproportionné d'hospitalisations et de déceés survenait dans les populations a
faibles revenus et les minorités et qu’un certain nombre de déces n’était pas comptabilisé du

fait de I’absence de test diagnostique réalisé (Wiersinga et al. 2020).

De plus, ’impact sur le systéme de santé, que ce soit sur les structures hospitalieres ou en soins
primaires, était non négligeable, avec notamment en France le déclenchement du « plan blanc
maximal » des le 16 mars 2020, entrainant des déprogrammations massives dans le but de faire
face a I’arrivée de nombreuses victimes de la COVID-19 (Bourgueil et al. 2020; Carli and

Telion 2023).
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La lutte contre la COVID-19 devenait alors la cible principale et les avancées scientifiques
devenaient urgentes afin de mieux comprendre la physiopathologie de I’infection a SARS-CoV-
2 et de développer des outils thérapeutiques et vaccinaux (Chu et al. 2020). En effet, les
recommandations de lutte contre la COVID-19 se font au fil de I’eau et principalement selon
des données descriptives basées sur les expériences mutuelles. Ainsi, dés février 2020, I’OMS
en collaboration avec le Global Research Collaboration for Infectious Disease Preparedness
organisent un forum de la recherche et de I’innovation sur la thématique du nouveau
coronavirus, qui évalue le niveau de connaissances, défini les lacunes et cherche a collaborer
pour financer et accélérer les travaux de recherche prioritaires. Ainsi, la course scientifique

contre le SARS-CoV-2 a été lancée.

Les sciences omiques, outils trés prometteurs dans le domaine de la recherche scientifique en
santé, n’échappent pas a la régle. Et les équipes scientifiques spécialisés dans le domaine
commence trés rapidement a s’intéresser a la compréhension physiopathologique et a la
recherche d’outils diagnostiques, pronostiques, thérapeutiques et vaccinaux de la COVID-19

(Lin et al. 2020).
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II.  Vers une meilleure compréhension de la physiopathologie

La COVID-19 posseéde un spectre clinique trés large, allant de la forme asymptomatique au
Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu (SDRA) et a la défaillance multiviscérale pouvant
tous deux conduire au déceés (Ramos-Casals, Brito-Zerén, and Mariette 2021).

Le SARS-CoV-2, tout comme le SARS-CoV1, utilise les protéines spikes présentes a sa surface
pour entrer dans les cellules hotes, via le récepteur cellulaire de I’Enzyme de Conversion de
I’ Angiotensine 2 (ACE2) et le corécepteur TMPRSS2 (Transmembrane Protease Serine 2)
permettant ainsi I’endocytose puis la fusion membranaire (Zhou et al. 2020).

La forte densité de récepteur ACE2 au niveau des cellules épithéliales pulmonaire expliquent
le tropisme pulmonaire préférentiel du SARS-CoV-2 (Perrotta et al. 2020). Cependant, le
récepteur ACE2 étant également exprimé dans de nombreux tissus et cellules, tels que les
cellules a mucus nasales, les cellules béta-pancréatiques, I’endothélium veineux et artériel, les
cellules épithéliales intestinales (ou il agit comme un corécepteur dans l'absorption des
nutriments, notamment des acides aminés), le myocarde, les tubules proximaux et les podocytes
rénaux, les cellules hépatiques ..., cela pourrait participer aux atteintes extra pulmonaires dues
a I’infection a SARS-CoV-2 (H. Zhang et al. 2020). La physiopathologie des atteintes multi-
organes, secondaires cette infection, semble étre multifactorielle. Elle comprend la toxicité
virale directe, les 1€sions des cellules endothéliales, la thrombo-inflammation, le déréglement
de la réponse immunitaire et le déréglement du systeme rénine-angiotensine-aldostérone

(SRAA) (Gupta et al. 2020) (Figure 2).
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Figure 2. Physiopathologie de la COVID-19.
Extrait de Gupta et al. “Extrapulmonary Manifestations of COVID-19.” Nature Medicine 26(7):1017-32.
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Lors de I’invasion virale, les Pattern Recognition Receptors, (PRRs) et les Toll-like receptors
(TLRs) reconnaissent les antigénes et vont entrainer la sécrétion de cytokines (TNF-a, IL-1,
IL-6, interferons) responsables de la stimulation et du recrutement des cellules de I’'immunité
innée mais également d’une augmentation de la perméabilité vasculaire favorisant ainsi la
dissémination virale. L’IL-6, entre autres, stimule également 1’expression de substances pro-
coagulantes a la surface de I’endothélium entrainant alors une thrombo-inflammation et un état
pro-thrombotique (Bonny et al. 2020). D’autres mécanismes concourent également a la
présence de 1ésions endothéliales et favorisent également cet état pro-thrombotiques (Gupta et
al. 2020). Par la suite, les cellules présentatrices d’antigéne activent la voie de I'immunité
acquise via les lymphocytes. Chez certains patients graves, une dysrégulation de la réponse
immunitaire ainsi qu'un syndrome de libération cytokinique dit « orage cytokinique » sont
observés, entrainant un état pro inflammatoire majeur, donc entretenant [’état pro-

thrombotique, et pouvant donc concourir aux lésions d’organes secondaires.

Les mécanismes immunologiques entrainés par I’infection 8 SARS-CoV-2 ont fait I’objet d’un
grand nombre de travaux scientifiques initiaux puisqu’ils représentaient la clef pour le
développement d’outils thérapeutiques et vaccinaux (Guo et al. 2023). Cependant, devant une
grande variabilité inter-individuelle de réponse de 1’hote a I’infection & SARS-CoV-2, I’enjeu
¢tait de mieux identifier les mécanismes sous-tendant cette variabilité. Les sciences omiques,
notamment la métabolomique qui permet d’identifier les dysrégulations métaboliques
secondaires a une pathologie et donc d’identifier des phénotypes de celle-ci, représentaient donc

des moyens incontournables dans la lutte contre la COVID-19.
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III. La nécessité de développer des outils diagnostiques et pronostiques

Devant la multitude de symptdmes peu spécifiques, reflet de la complexité physiopathologique
(figure 3), le diagnostic clinique de la COVID-19 représente un réel défi pour les cliniciens. De
plus, a la phase initiale de la pandémie, le dépistage des formes asymptomatiques et

paucisymptomatiques constituait un élément essentiel du contrdle de cette pandémie.
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Figure 3. Symptomes de la COVID-19

Adapté de Ramos-Casals et al. 2021. “Systemic and Organ-Specific Immune-Related Manifestations of COVID-19.” Nature
Reviews Rheumatology 17(6):315-32.

Dans I’objectif de répondre aux mieux aux besoins diagnostiques et surtout a la nécessité de
dépistage de masse, de nombreux tests ont été développés. Le test de référence pour le dépistage
et le diagnostic de I'infection a SARS-CoV-2 est la détection de I’ARN viral par RT-PCR

(Réaction en chaine par polymérase apres Transcription inverse ou Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction) sur prélévements rhino-pharyngés par écouvillonnage profond ou
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sur ou des prélevements des voies respiratoires basses (Haute Autorit¢ de Santé 2020).
Présentant une spécificité élevée, la sensibilité de la RT-PCR dépend du type d’échantillon
(Haute Autorité de Santé¢ 2021), du moment du prélévement selon le stade de I’infection et de
la technique d’échantillonnage (Gala et al. 2020; Marty, Chen, and Verrill 2020).
Peu adaptée aux politiques de dépistage de masse, notamment compte tenu de sa faible
disponibilité initiale en médecine libérale et du délai de rendu de résultats au début de la
pandémie, d’autres techniques diagnostiques ont rapidement été développées. Parmi elles :
= Jes tests rapides de détection d’antigénes (reposant sur I’immunochromatographie) qui
permettent, sur prélévement nasal ou nasopharyngé voire oropharyngé, de détecter la
présence d’un antigéne viral dans un délai de réponse relativement court (moins de 30
minutes) mais qui sont entachés d’une plus faible sensibilité que la RT-PCR (European
Commission safety directorate-general for Health and food 2023)
= les tests sérologiques permettant d’objectiver la présence d’anticorps spécifiques
(immunoglobulines de type M (IgM) et de type G (IgG)) sur prélévement sanguin mais
¢galement sur prélévement capillaire par test rapide immunochromatographique sur
bandelette de nitrocellulose. Le délai d’apparition des IgM étant de I’ordre de 5 a 7 jours
suivant I’apparition des premiers symptomes avec un temps moyen de séroconversion
de 10 a 11 jours et de 15 jours pour les IgG, et la positivité de ces tests étant dépendante
de la réponse immunitaire de I’hdte (Hantz 2020), ces tests sérologiques semblent peu
performants pour répondre aux besoins diagnostiques et de dépistage de masse en vue

d’un isolement des cas.

Pour répondre aux besoins diagnostiques, notamment dans un délai acceptable pour le clinicien,
les tests moléculaires sur le lieu de soins (Point of Care Test : POCT) pour le SARS-CoV-2 ont
eux aussi été rapidement développés. Ces tests ont pour avantage d’étre facile d’utilisation,
accessibles directement par le clinicien permettant donc une détection rapide avec une
performance diagnostique proche de celle de la RT-PCR (Fernandes et al. 2022; Iliescu et al.
2021; Song et al. 2021).

Cependant, la majorité de ces tests se réalisant sur prélévement nasopharyngé, il semblait
pertinent de poursuivre les recherches dans I’objectif de mettre au point des tests diagnostiques

moins douloureux et donc plus facilement acceptables pour la population.
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Outre le dépistage, le second grand enjeu de cette pandémie était 1’identification des patients a
risque de mauvaise évolution. En ce sens, de nombreux scores pronostiques cliniques,
scannographiques et biologiques ont été débattus (Izcovich et al. 2020; Wynants et al. 2020) .

Cependant, les premiers outils pronostiques décrits dans la littérature étaient principalement
issus de scores ou de biomarqueurs usuels, déja validés dans d’autres pathologies infectieuses
ou respiratoires et ne pouvaient donc tenir enticrement compte des spécificités
physiopathologiques de la COVID-19. Devant une hétérogénéité non négligeable de réponse
de I’hote a 'infection, certains travaux se sont tournés vers I’identification de phénotypes
clinico-biologiques chez les patients infectés par le SARS-CoV-2 et leur corrélation avec le
pronostic (Gutiérrez-Gutiérrez et al. 2021). Mais ces phénotypes ne tenaient compte, une
nouvelle fois, que de biomarqueurs utilisés en pratique de routine. L’apport des sciences
omiques dans la compréhension de ces différents phénotypes, dans la découverte de nouveaux
biomarqueurs et dans 1’approche multi-marqueurs qu’elle permet, venait donc compléter et

améliorer les outils pronostiques préexistants.
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Chapitre 2 : La métabolomique

I. Introduction

La science des « omiques » est une science en plein essor avec une implication de plus en plus
grande dans le domaine médical. Elle permet, entre autres, [’analyse des genes (génomique) et
de leur produits (transcriptomique pour I’ARNm, protéomique pour les protéines) ainsi que
I’analyse des métabolites (métabolomiques). Depuis I’avenement du séquencage complet du
génome dans les années 2000, des avancées technologiques des méthodes d’analyse a haut débit
et le développement de I’intelligence artificielle avec possibilité de traitement des « big datas »

ont permis le développement de ces analyses omiques.

A I’heure de la médecine personnalisée et de précision, les méthodes « omiques » permettent
d’intégrer la variabilité des individus, leur complexité biologique et biochimique et de prendre
en compte I'influence de facteurs exogenes tels que I’environnement ou les pathologies
rencontrées (Figure 4) (Tebani and Bekri 2022). Ceci permet d’améliorer nos connaissances sur
les changements moléculaires en réponse a une maladie et leur variation dans le temps et
I’espace mais également les différences de réponses selon les individus. Ces approches nous
permettent ainsi une meilleure compréhension des différents systemes impliqués dans une
maladie et dans la réponse de 1’hote a cette maladie (Benson 2016).
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Figure 4. Approches multi-omiques et médecine des systémes.

(extrait de Tebani, A. and Bekri, S. (2022) ‘The promise of omics in the precision medicine era’, Revue de Medecine Interne,
43(11), pp. 649-660)
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I1. La métabolomique

Le terme métabolite désigne des molécules de faible poids moléculaire (inférieures a 1500
Dalton). Ces métabolites peuvent étre produits de maniére endogeéne ou présents de maniere
exogene (aliments, polluants, médicaments, toxiques, etc...). Leur présence ou la variation de
leur concentration peut étre le reflet d’un état physiologique mais également
physiopathologique en réponse a un changement génétique, environnemental, pathologique ou
encore toxicologique (Fiehn 2002). Les métabolites endogénes peuvent étre classés en
métabolites primaires, pour ceux directement impliqués dans les processus essentiels a la vie
(par exemple métabolisme cellulaire de base, croissance, division cellulaire, ...) et ayant donc
une fonction physiologique (acides aminés, acides organiques, sucres, acides gras, etc...) et
métabolites secondaires pour ceux synthétisés lors de fonctions biologiques particulieres

(Courant et al. 2014).

La métabolomique correspond, quant a elle, a I’étude des métabolites (métabolome) présent
dans un échantillon biologique donné (cellules, tissus ou fluides biologiques) (Oliver et al.
1998). Ce profilage métabolique, comprenant une analyse dynamique des variations de taux de
métabolites, permet donc d’avoir une vision d’ensemble de processus biochimiques en jeu a un
instant donné. La métabolomique se situe au plus proche du phénotype (figure 5), en association
ou non aux autres sciences omiques, elle permet comme décrit précédemment, une meilleure
compréhension des systemes biologiques complexes qu’ils soient physiologiques ou

physiopathologiques (Klassen et al. 2017).
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Figure 5. Principales stratégies omiques dans les études de biologie systémique

(adapté de Klassen, A. et al. (2017) ‘Metabolomics: Definitions and Significance in Systems Biology.”, Advances in
experimental medicine and biology. United States, 965, pp. 3—-17.) ADN : Acide désoxyribonucléique, ARN : acide
ribonucléique.

1) Les étapes d’une analyse métabolomique

Une analyse métabolomique est composée de quatre principales étapes :
= Letraitement de I’échantillon : comprenant le prélévement, la préparation puis I’analyse
de I’échantillon (réalisée par spectrométrie de masse dans ce travail)
= Le traitement des données
= [’identification des métabolites d’intéréts et des voies métaboliques impactées

= L’interprétation des résultats

a. Collecte et préparation des échantillons
La collecte et la préparation des échantillons pouvant étre source de variabilité des résultats, les
méthodes choisies doivent étre les plus reproductibles, les plus simples et rapides possible (pour
éviter la perte ou la dégradation des métabolites durant la procédure), afin de de garantir la
reproductibilité et la fiabilité des résultats (Courant et al. 2014). Ces étapes doivent également
étre réalisées de maniere la plus précautionneuse possible afin de limiter la contamination des
échantillons. Les procédures de collecte et de préparation d’échantillons devront étre établies
selon plusieurs facteurs et doivent notamment prendre en compte le type d’approche

métabolomique envisagée (ciblée ou non ciblée).
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En tout premier lieu, le métabolisme étant en constante évolution, la concentration des
métabolites peut se modifier trés rapidement ; une étape « d’arrét » du métabolisme est donc
essentielle afin que les résultats obtenus soit bien le reflet du métabolome du moment du
prélévement de 1’échantillon. Aprés prélévement de 1’échantillon, le métabolisme doit donc
étre bloqué le plus rapidement possible par dénaturation/extraction (ajout d’un solvant
(méthanol) par exemple), par congélation ou adjonction d’azote liquide ou bien par chauffage

rapide (Krastanov 2010)

La préparation de 1’échantillon vise ensuite un double objectif : elle permet d’extraire les
métabolites de I’échantillon analysé mais également d’éliminer des « impuretés », comme les

protéines, qui pourraient parasiter I’analyse en spectrométrie de masse (Carneiro et al. 2020).

Cette préparation comprend 3 étapes :

- L’extraction des métabolites : Il existe plusieurs techniques d’extraction. Le choix de la
méthode doit dépendre du type d’échantillon (solide ou liquide, plasma/serum ou urines...) et
du type d’analyse envisagée puisque la méthode d'extraction doit étre adaptée aux propriétés
physico-chimiques et aux classes de métabolites recherchés (Gika et al. 2014).

Pour les études en métabolomique la méthode la plus fréquemment utilisée est 1'extraction par
adjonction de solvants organiques. Dans cette technique, les types de métabolites extraits sont
déterminés par la nature du solvant (ou mélange de solvant) choisi (Figure 6) et par le ratio
solvant/échantillon (Cajka and Fiehn 2016). Cette extraction en phase organique est souvent
associée a une élimination des protéines par précipitation. A noter que 1’analyse des composés
apolaires concerne maintenant une technique omique a part entiere, non explorée dans ce travail
de these : la lipidomique.

L'utilisation du type de solvant organique lorsque d’échantillon est constitué de sérum ou de
plasma a été largement étudiée et le méthanol est trés souvent utilisé¢ (Dunn et al. 2011). Ce
solvant utilisé en routine au laboratoire a été choisi dans notre travail.

Il faut également prendre en compte qu’en métabolomique non ciblée (défini ci-apres), cette
étape doit permettre I’extraction de la plus grande gamme de métabolite possible. L’extraction

par solvant organique est donc tout a fait adaptée en raison de sa simplicité et de sa sélectivité.
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Figure 6. Type de métabolites extraits selon la nature du solvant utilisé

Gamme de coefficients de partage octanol/eau prédits (XlogP) de métabolites courants dans le plasma sanguin et indice de
polarité des solvants utilisés pour l'extraction de I'échantillon. Les solvants ou mélanges de solvants typiques (en gris) utilisés
indiquent la gamme de polarité des métabolites isolés avec une récupération ¢levée. Les plages d'extraction augmentent si l'on
utilise des mélanges comprenant de I'eau ou si I'on ajoute de 1'eau dans des procédures d'extraction.

(Extrait de Cajka, T., and Fiehn, O. (2016). Toward merging untargeted and targeted methods in mass spectrometry-based
metabolomics and lipidomics. Anal. Chem. 88, 524-545.)

- La séparation des métabolites : Les métabolites sont ensuite séparés des débris et des
agrégats de protéines par centrifugation. Le surnageant est alors récupéré puis transféré dans de

nouveaux tubes.

- La concentration et évaporation : Ce surnageant est par la suite séché dans un systéme de
concentration par centrifugation sous vide ou « SpeedVac™ ». 11 est ensuite conservé a -80°C
jusqu’a I’analyse en spectrométrie de masse. Juste avant I’analyse, le culot séché est de nouveau

suspendu dans un milieu contenant un mélange d’acétonitrile et d’eau.
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b. Choix de I’approche métabolomique

Deux approches co-existent en métabolomique : I’approche ciblée et 1’approche non ciblée
(Roberts et al. 2012).

L’approche non ciblée, qui sera I’approche utilisée dans ce travail de these, est une approche
qui permet d’étudier a une question biologique ou clinique posée, sans a priori ¢’est-a-dire sans
avoir connaissance en amont des potentiels métabolites ou signatures métabolomiques
d’intérét. Dans cette approche, sont analysés tous les métabolites mesurables présents dans
I’échantillon, y compris ceux n’étant pas encore identifiés par les banques de données actuelles.
Ces données seront ensuite traitées puis statistiquement analysées dans I’objectif d’identifier
des biomarqueurs voire des signatures métabolomiques (approche multi-marqueurs) répondant
a la question posée. L’approche non ciblée permet une identification qualitative mais ne permet
qu’une quantification relative des métabolites. Avec ce type d’approche, il est également
possible d’identifier les voies métaboliques impactées par le phénomene d’intérét étudié et ainsi
permettre une meilleure compréhension des phénomenes physiologiques mis en jeu. Il s’agit
donc I’approche préférentielle dans la découverte de nouveaux biomarqueurs ou dans la

recherche métabolomique visant & comprendre la physiopathologie d’une nouvelle maladie.

L’approche ciblée permet, quant a elle, de valider la présence et de mesurer des variations de
niveau, au sein d’un échantillon donné, des métabolites, signatures métaboliques ou voies
métaboliques prédéfinies. Cette technique permet aussi une analyse qualitative potentiellement
plus précise, mais ne permet cependant pas d’avoir une vision globale du métabolome
puisqu’elle ne s’intéresse qu’aux métabolites prédéfinis lors de 1’analyse. Elle est
particulicrement intéressante pour la validation ou [Iutilisation en routine de
biomarqueurs/signatures multi-marqueurs préalablement identifiés par une méthode non ciblée.

Le choix de I’approche est donc dépendant de la question clinique ou scientifique posée.

Les étapes de I’analyse métabolomique non ciblée sont synthétisées dans la figure 7.
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Figure 7. Schéma des différentes étapes de I’analyse métabolomique non ciblée

c. Plateforme analytique en métabolomique non ciblée

Depuis le développement des plateformes instrumentales, il existe de nombreux outils pour
I’analyse métabolomique. Pour qu’ils soient performants, ces outils doivent présenter une haute
résolution, c’est-a-dire permettre I’identification et ’analyse qualitative et/ou quantitative d’un
grand nombre de métabolites mais également permettre une analyse haut-débit, ¢’est-a-dire
permettre 1’analyse de nombreux échantillons.

Deux principales méthodes sont décrites dans la littérature : la spectroscopie de Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) et la Spectrométrie de Masse (MS pour Mass Spectrometry en

anglais).

La spectroscopie RMN repose sur les propriétés nucléaires de certains noyaux atomiques
(comme I’hydrogéne ('H) et le carbone ('*C)) entrainant un phénoméne de résonance
magnétique nucléaire lorsqu’ils sont soumis a un champ magnétique afin d’obtenir les
informations structurales sur les métabolites présents. Cette technique a pour avantage d’étre

non destructrice, hautement reproductible et de permettre une analyse quantitative. Elle est
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¢galement capable de mesurer les métabolites extraits par une large gamme de solvants mais
est toutefois entachée d’une faible sensibilité ne permettant la détection que des métabolites
présents de maniére abondante dans 1’échantillon (de 1'ordre du micromolaire au millimolaire)
(Powers and Riekeberg 2017). Ce qui peut €tre un frein a son utilisation en métabolomique non-

ciblée ou ciblé visant des métabolites non majoritaires.

La Spectrométrie de Masse, utilise quant-a-elle utilise le procédé suivant :
= [’échantillon préalablement préparé peut étre conduit directement dans le spectromeétre
de masse (infusion directe), soit via un systéme préalable de séparation des métabolites :
chromatographie en phase liquide (LC) ou chromatographie en phase gazeuse (GC).
= Jonisation des molécules par une source d’ionisation pour permettre leur entrée dans le
spectrométre de masse
= Séparation des molécules chargées en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z)
puis fragmentation des ions majoritaires dans une cellule de collision
= Récupération par le détecteur des composants des ions séparés (avant et apres
fragmentation) afin de permettre leur caractérisation.
Cette technique est beaucoup plus sensible, donc intéressante en métabolomique non-ciblée
pour obtenir un métabolome le plus complet possible ou ciblée sur des métabolites non
majoritaires, mais ne permet qu’une quantification relative (variations entre échantillons)
puisque l'intensité des pics mesurés va dépendre de 1'efficacité d'ionisation, qui peut varier entre
les métabolites et est aussi dépendante des conditions expérimentales, ce qui peut entrainer un

défaut de reproductibilité (Powers and Riekeberg 2017).

Nous détaillerons ici la technique de spectrométrie de masse couplée a une chromatographie
en phase liquide (LC-MS) (figure 8, (Kailasam 2021)), technique analytique utilisée dans ce
travail. Dans cette technique, une phase liquide (mobile), entraine les composants de
I’échantillon retenus sur une phase stationnaire solide. La séparation des molécules est alors di
a la différence d’affinit¢ des composants pour la phase mobile ou la phase stationnaire et a la
différence de solubilité dans la phase liquide. Ainsi, plus la molécule a d’affinité pour la phase
stationnaire, moins elle est facilement entrainée par la phase mobile, et donc plus elle est retenue
sur la colonne de chromatographie. En faisant varier la composition de phase mobile, les
métabolites se séparent puis sortent de la colonne les uns apres les autres. La durée entre le

temps d’injection et le temps de sortie de colonne d’un métabolite est appelé « temps de
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rétention (RT) ». Avec les colonnes (C18) et gradients de phase mobiles utilisés dans cette
¢tude, les métabolites sont donc séparés par la chromatographie en phase liquide en fonction de
leur polarité avec les plus polaires au début et le apolaires a la fin.

Par la suite, les molécules sont ionisées par la source d’ionisation puis détectée par le
spectrometre de masse permettant d’obtenir des spectres de masse (Spectre MS1) par
détection des ions selon leur masse sur leur charge (m/z). Le courant ionique total correspond
a I’intensité de la somme des métabolites détectés a un certain temps de rétention. L’intensité
de chaque métabolite (chaque m/z) est aussi identifiée. Des métabolites majoritaires sont
ensuite fragmentés dans la chambre de collision et la fragmentation de chaque métabolite donne
un spectre MS/MS (spectre MS2). Les spectres MS2 peuvent ensuite €tre utilisés pour
identifier la structure du métabolite. Plusieurs métabolites peuvent avoir le méme rapport m/z
mais souvent des temps de rétentions différents, ils sont alors identifiés grace a leur

fragmentation (correspondant aux caractéristiques structurelles propres du métabolite) (Figure

9).
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Figure 8. Schéma d’une plateforme analytique en LC-MS
(Extrait de Kailasam, S. (2021) ‘Analysis and LC-MS / MS’, Technology Networks, (Lc))
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Ionisation

Abondance relative

Figure 9. Schéma descriptif des différents temps de la technique LC-MS et des données

spectrales générées.
m/z : rapport masse/charge; MS1 : spectre de masse initial ; MS2 : spectre de masse apres collision pour m/z 148,06061

Les variations de métabolites sont généralement dérivées des données MS1 (mesures semi-
quantitative des courants ioniques relatifs). Pour exploiter les data bruts du spectrometre, celle-
ci doivent étre restructurées, débruitées et filtrées en utilisant des logiciels spécifiques (voir ci-
aprés). A la fin du processus, il est donc obtenu des données a trois dimensions (temps de

rétention, m/z, et intensité (dépendante de I’abondance du composé) (Figure 10).

e

Chromatogramme

\

Intensité

Spectre de Masse du pic analysé

Figure 10. Analyse trois dimensions du spectre LC-MS
(Extrait de Daniel Norena-Caro, Wikipédia)
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La spectroscopie RMN et la LC-MS sont des techniques trés utilisées actuellement en
métabolomique. Chacune ayant ses avantages et ses faiblesses, la technique devra donc étre
choisie selon I’objectif de la recherche et la question posée. Elles peuvent méme étre combinées
dans I’objectif d’¢élargir la couverture des métabolites analysés et de passer d’une quantification

relative a une quantification absolue (Bouatra et al. 2013).

Dans ce travail, l'analyse par chromatographie liquide a été réalisée a l'aide d'un systéme
UHPLC (Ultra High Pressure Liquid Chromatography) DIONEX Ultimate 3000 (Thermo
Scientific™) et 1'analyse par spectrométrie de masse a été réalisée avec un spectromeétre de
masse haute résolution et haute fréquence Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific™) avec

une source d'ionisation par électrospray, HESI II, fonctionnant en mode positif ou négatif.

d. Traitement des données

A la suite du passage du passage de ’échantillon en spectrométrie de masse dans la plateforme
analytique, il est donc obtenu des données instrumentales dites « données brutes ». Il s’agit de
données complexes et leur traitement, qui passe par plusieurs étapes détaillées plus loin, ne peut
s’effectuer qu’a I’aide de logiciels spécifiques (Sugimoto et al. 2012). Les logiciels utilisés dans
ce travail ont ét¢ MZmine 2 (en open source) et Compound Discoverer™ 3.3 de Thermo
Scientific™. Cette étape pré-analytique est indispensable avant de pouvoir procéder a I’analyse
statistique et l’interprétation biochimique comprenant 1’identification de biomarqueurs ou
signatures métabolomiques d’intérét. L’objectif du traitement des données brutes étant, pour
chaque métabolite identifi¢, d’obtenir la masse, le temps de rétention et I’intensité relative dans

chacun des échantillons.

Les principales étapes pré-analytiques sont les suivantes (Figure 11) :
= Conversion des fichiers : Les données brutes (raw data) n’étant lisibles que par les
logiciels constructeurs de I’instrument, une étape de conversion de fichier, en format
accessible aux outils de traitement et d’analyse et en format plus compacté, est parfois
nécessaire (par exemple format mzXML) (Gorrochategui et al. 2016). Cette étape n’a
pas été nécessaire avec les 2 logiciels utilisés dans ces études. En effet, ils traitent

directement les raw data du spectromeétre sous le format produit par le spectromeétre.
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= Filtrage des bruits de fond et correction de la ligne de base : Les instruments analytiques
produisent un signal, méme lorsqu’une matrice sans composés (blanc) est analysée. Ainsi,
il est fréquent que soient détectés des ions isotopes, des induits ou des fragments produits
par la source d’ionisation se trouvant au méme temps de rétention mais présentant des m/z
différentes. La présence d’un « bruit de fond » dans les données LC-MS peut étre aussi
causé par I’instrument lui-méme ou par les molécules contenues dans le solvant et cela
entraine une géne dans la détection des pics. Il existe donc une limite de détection de
I’instrument pour un métabolite correspondant & la concentration de cette molécule
nécessaire pour produire un signal que 1’on peut distinguer du bruit (Wells et al. 2011). Une
¢tape de filtrage a pour objectif de réduire voire supprimer ces bruits de fond tout en
préservant les pics d’intérét.
Il existe également un phénomene d’altération de I’intensité de base au fil du temps. L’étape
de correction de la ligne de base consiste a soustraire cette dérive du signal brut. Ces
modalités correctrices utilisent des algorithmes. Un point de vigilance a avoir est la
génération de faux signaux par les algorithmes eux-mémes.

= Détection des pics et construction des chromatogramme : Cette étape permet
notamment de sélectionner les signaux sous forme de pics correspondant a de réels ions
comparativement a ceux correspondant a de faux signaux, comme par exemple les bruits
de fond (Gorrochategui et al. 2016). Ces signaux peuvent étre sélectionnés selon
plusieurs criteres tels qu’une hauteur minimale du pic, un ratio signal sur bruit, la forme
du pic ou encore le profil isotopique. Une fois le pic détecté, 1’aire sous le pic et la
hauteur maximale du pic sont calculées et ces éléments pourront étre utilisés dans la
quantification relative des métabolites.

= Alignement des pics : L’objectif d’une étude en métabolomique étant de recherche la
présence de métabolites mais également de comparer la variation d’un métabolite entre
plusieurs échantillons, les pics détectés dans chacun des échantillons doivent étre
alignés pour chaque ions au niveau de son m/z et de son temps de rétention. Avec
Compound Discoverer™, cet alignement se fait sur le chromatogramme complet alors
qu’il se fait sur les chromatogrammes d’ion extrait (associés a un seul ion d’intérét) avec

le logiciel MZmine™
Une ¢étape de filtrage des données est ensuite nécessaire afin de pouvoir analyser

statistiquement des données fiabilisées et pertinentes. Une nouvelle fois, plusieurs techniques

co-existent et peuvent étre utilisées lors d’une méme étude métabolomique.
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Le MS row filter : Technique permettant de ne conserver que les pics ayant un
minimum d’occurrence c¢’est a dire retrouvés dans un nombre d’échantillons suffisant,
dans I’objectif de ne garder que les métabolites pertinents.

Le Filtrage des isotopes : Cette technique permet de conserver uniquement les pics de
molécules accompagnées de leurs isotopes. Ceci permet d’¢éliminer des pics provenant
d’artefact qui ne correspondent donc pas a de réels métabolites. ~Compound
discovered™ regroupe les isotopes mais également les différents adducts selon un seul
ion généralement 1’adduct majoritaire.

Comblement des valeurs manquantes (le «gap filling »): Dans les fichiers
informatiques princeps, obtenus suite au passage des échantillons dans la plateforme
analytique, certains pics peuvent ne pas étre visualisés, comme par exemple lorsque le
pic est inférieur aux limites de détection fixées par le logiciel traduisant les données
brutes en fichier utilisable par nos logiciels de routine. Cette étape de gap filling,
permettant d’aller chercher une deuxiéme fois dans la row data (donnée brute) la
présence d’un pic (2 temps de rétention et m/z donné) et donc de récupérer certaines
valeurs manquantes, est une étape nécessaire.

La normalisation : Une étape de normalisation peut étre utilisée afin de limiter des
biais pouvant étre générés, comme par exemple, des différences entre les différentes
mesures dues a la plateforme analytique et non aux réelles variations biologiques. Cette
normalisation peut étre réalisée par ligne (donc entre les différents échantillons) ou par
colonne (donc entre les différents métabolites). Les variations entre les échantillons
peuvent toutefois étre limitées dés la phase instrumentale, en passant les échantillons
dans un ordre aléatoire dans la plateforme analytique ou contrdlées en utilisant des
contrdles qualité (QC) par exemple (Dunn et al. 2011). L’¢échantillon QC contient un
volume identique de chaque échantillon et est injecté a intervalle régulier lors de
I’analyse instrumentale. Les variations d’intensit¢ dans chaque QC sont alors
représentatives de la répétabilité analytique et permettent de calculer des coefficients de
variation pour chacun des signaux.

Pour finir, les logiciels permettent de prédire ou d’identifier le métabolite associé a 1’ion
détectée. Ainsi, une prédiction est réalisée par le logiciel MZmine™ a partir de la MS1.
Nous utilisons essentiellement la banque de données de métabolites de I’HMDB (The
Human Metabolome Database). Cette prédiction basée sur le m/z en considérant un
induit H- pour les ions négatifs et H+ pour les ions positifs. Bien qu’assez précise, cette

étape n’est pas assez satisfaisante et nécessite encore d’étre controlée et validée par une
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identification manuelle, sur les métabolites d’intérét qui sera détaillée par la suite dans
le manuscrit. Pour exemple, plusieurs identifications (plusieurs métabolites possibles)
peuvent étre proposées pour un méme pic lors de la pré identification par le logiciel.
Compound Discoverer™ permet une identification via la base ChemSpider par la MS1
et surtout via la base MZ-Cloud par la MS1/MS2. Ainsi, certains métabolites peuvent

étre directement identifiés par I’ utilisation de Compound Discoverer™ et de MZ-Cloud.
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Figure 11. Schéma de la procédure pré-analytique du logiciel MZmine™
(Extrait adapté de GNPS documentation https://gnps.ucsd.edu/ )
m/z : rapport masse/charge ; MS : spectre de masse ; n : nombre ; TIC : total ion current/count.

A la fin de ces étapes pré-analytiques, un fichier de sortie est exporté. Cette matrice de données
contient ’ensemble des signaux caractérisés par leur intensité, leur m/z et leur temps de

rétention dans chaque échantillon.
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Dans notre travail, une normalisation linéaire a été effectuée en utilisant l'intensité moyenne de
chaque échantillon comme facteur de normalisation. Seuls les métabolites ne présentant aucune
valeur nulle, apres gap filling, ont été gardés pour 1’analyse statistique. Lors du filtrage des
données, lorsqu’un métabolite était détecté a la fois dans des modes positifs et négatifs, seul le
mode présentant l'intensit¢ moyenne la plus élevée a été pris conservé. De plus, seuls les
métabolites présentant des intensités moyennes ¢€levées et ayant été détectés dans un grand
nombre d’échantillon ont été conservés (filtrage par I’intensité moyenne et par le raw number).
Ces filtrages visent a enrichir en ions qui pourront étre identifiés comme des métabolites
connus. Devant un grand nombre de molécules détectées (plusieurs milliers par étude), il a été
fait le choix de procéder a I’étape de validation manuelle apres I’analyse statistique, afin de

valider I’identité uniquement des métabolites d’intérét.

e. Analyse statistique

L’objectif étant de rechercher de nouveaux biomarqueurs ou de nouvelles signatures multi-
marqueurs répondant a une prédiction posée en comparant plusieurs groupes d’échantillons et
les matrices de données complexes, I’analyse statistique ne peut se faire qu’en utilisant des

méthodes adaptées.

L’analyse univariée, telle qu’utilisée en pratique courant en recherche clinique, permet de
prouver la significativité des différences entre des échantillons de groupes différents (Wiener
et al. 2004). La principale limite réside dans le fait qu’une seule variable peut étre évaluée dans
chaque test. Cependant, en approche non-ciblée les matrices de données contiennent souvent
plusieurs centaines ou milliers de variables pouvant générer de faux positifs. Des mesures
correctrices mais plus ou moins conservatrices (correction de Bonferroni, correction du False
Discovery Rate...) peuvent étre cependant appliquées pour limiter ce biais (Broadhurst and
Kell 2007). L’autre frein concernant 1’utilisation des méthodes d’analyses univariées vient du
fait qu’elles traitent chaque ion analysé comme une variable indépendante, ce qui est trés
réducteur par rapport a la réalité biochimique puisque chaque métabolite provient d’une cascade
biochimique (voie métabolique) entrainant des corrélations entre différents métabolites

analysés issus, par exemple, de la méme voie métabolique.
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Les analyses multivariées apparaissent donc intéressantes en premicre approche en
métabolomique non ciblée (les analyses univariées pouvant parfois étre utilisées dans un second
temps sur des données plus restreintes). Elles permettent de visualiser dans un espace réduit
I’enticreté des données, donc la variabilité des métabolites de chaque échantillon et est donc
plus adapté aux données a haute dimension. Dans I’objectif de pouvoir analyser ce grand jeu
de données, pouvant ne pas suivre la loi de la normalité et de I’homoscédasticité, une étape
préliminaire de transformation des données est parfois nécessaire. Dans notre travail, nous

avons utilisé une transformation logarithmique des intensités des sommets des pics.

Il existe deux méthodes d’analyse multivari¢e : les méthodes non supervisées et supervisées.
La méthode non supervisée ne nécessite pas la connaissance de 'appartenance a un groupe et
fourni des informations précieuses sur la structure sous-jacente des données. Elle est donc
souvent réalisée dans un premier temps, avant la réalisation de 1’analyse supervisée (Beisken,

Eiden, and Salek 2015) pour contrdler les données.

= [’analyse multivariée non supervisée est une analyse descriptive sans a priori, c’est-
a-dire sans avoir connaissance des groupes. Elle permet, en analysant les variables (ici
des métabolites et leurs variations) de déterminer des groupes d’échantillons et de
révéler les relations entre les variables définissant ces groupes. Nous décrirons la
méthode non supervisée utilisée dans ce travail, a savoir I’analyse en composantes
principales (ACP ou PCA en anglais).
L'ACP est une transformation orthogonale de données multivariées permettant de
découvrir des structures internes cachées en construisant des composantes principales
(en général 2 ou 3 composantes) qui décrivent la variance maximale des données
(Boccard, Veuthey, and Rudaz 2010). Généralement, la premic¢re composante explique
la variance la plus important puis les variances plus réduites. Les échantillons sont
ensuite représentés, au sein d’espaces plus réduits, dans des graphiques a 2 ou 3
dimensions (Figure 12). Le graphique de score ou score plot représente la projection en
deux dimensions des échantillons ou les échantillons appartenant & un méme groupe
sont proches les uns des autres. Le graphique de poids ou loading plot représente la
contribution de chaque variable a chacune des composantes principales ou les variables
responsables de la séparation des groupes sont ¢loignées du centre (Roux et al. 2011).
Cette construction graphique est également utile dans I’identification de valeurs

aberrantes, permettant de mettre en avant des échantillons pouvant présenter des
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données anormales (un probléme d’échantillonnage, effet pouvant étre dii a des analyses

LC-MS différentes d’échantillons d’une méme série par exemple).
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Figure 12. Représentations graphiques des résultats d’une ACP

(extrait de Roux A, et al. (2011). “Applications of Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry-Based
Metabolomics in Clinical Chemistry and Toxicology : A Review.” Clinical Biochemistry 44(1):119-35.

Le graphique des scores (score plot) représente la projection en deux dimensions des échantillons sur les composantes
principales. Le graphique de poids (loading plot) représente le poids des variables sur les composantes. Les variables
responsables de la discrimination entre les groupes sont éloignées du centre.

Lors de I’analyse multivariée supervisée, les échantillons sont regroupés en classes.
Pour exemple, dans notre travail, les classes étaient représentées par les niveaux de
gravité de I’atteinte par la COVID-19. Cette analyse a pour objectif d’expliquer ces
groupes par les variables explicatives. Parmi les méthodes d’analyse supervisée, nous
avons utilisé la régression des moindres carrés partiels encore nommée PLS (Partial
Least Squares). Cette technique de classification cherche a maximiser la corrélation
entre les variables (X) et les variables a expliquer (Y). Elle combine la réduction de la
dimensionnalité et l'analyse discriminante, en regroupant I’ACP et la régression
multiple, en un seul algorithme et s'applique particuliérement a la modélisation des
données de haute dimension (Lee, Liong, and Jemain 2018). Lorsque les variables a
expliquer sont qualitatives (comme nos groupes prédéfinis de patients), la PLS-DA
(Partial Least Squares Discriminant Analysis) est utilisée.

L’algorithme construit donc un espace de faible dimension basé sur des combinaisons
linéaires des variables X, tout en ajustant le modele pour y intégrer les variations liées
a'Y. Dans la PLS-DA, I’algorithme cherche a obtenir une séparation maximale entre les

différents groupes prédéfinis. Comme c’est le cas pour I’ACP, la discrimination des
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différentes classes est visualisée sur le score plot et la contribution de chaque métabolite

a la discrimination sur le loading plot.

La validation du mode¢le construit par la PLS-DA s’évalue par la validation croisée
(cross validation en anglais). Une partie des échantillons est alors retirée du modele
pour servir de série de validation. Le modele de discrimination est construit avec les
échantillons restants (série d’apprentissage) et le pouvoir prédictif du modele est estimé
grace a la série de validation retirée initialement. Ce processus est répété jusqu’a ce que
tous les échantillons aient été retirés au moins une fois. Ce processus permet de valider
la signification statistique de chaque modele. Cette derniere est estimée par la précision
de la performance (accurancy), le R? (proportion de variance expliquée par le modeéle
PLS-DA) et le Q? (capacité prédictive du modele) et I’aire sous la courbe ROC
(AUROC) (Szymanska et al. 2012). Le modeéle est considéré comme fiable quand le R?
et le Q? sont supérieurs a 0,5 et les valeurs de ces derniers doivent se rapprocher le plus
de 1. Un test de permutation peut également étre réalisé. Dans ce cas, les échantillons
sont répartis dans les groupes au hasard. Ceci devant entrainer une diminution du R? et

du Q?, prouvant alors que les résultats obtenus initialement ne sont pas dus au hasard.

La figure 13 représente un exemple de PCA et de PLS-DA avec cross validation et de
représentation graphique par histogrammes des données de la cross-validation en PLS-

DA.
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Performance.

1 2 3

Number of components

Measure || 1comps || 2 comps || 3 comps | 4 comps || 5 comps

Accuracy

0.90189

0.89564

0.88996

0.90227

0.8964

R2

054515

0.69691

0.76771

0.80075

0.85819

Q2

0.46872

0.55016

053132

0.50839

0.46681

Figure 13. Exemple de PCA et de PLS-DA avec cross validation et représentation

graphique par histogrammes des données de la cross-validation en PLS-DA.

PC : principal component
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Une fois le modele obtenu par la PLS-DA validé, le poids de chaque variable (métabolite) sur
le modele peut étre estimé par le calcul de la Variables Importance in Projection (VIP). Plus
la VIP est haute, plus le métabolite participe a la discrimination des groupes. Habituellement,
les variables ayant un score de VIP supérieur a 1 sont sélectionnées mais cette valeur seuil est
encore débattue (Gorrochategui et al. 2016)

L’analyse PLS-DA permet d’extraire une « top liste » de métabolites d’intérét correspondant a
n métabolites les plus intéressants dans le modele et représentant la signature métabolomique
de la question posée (figure XX). Le nombre de métabolites a intégrer dans cette signature
métabolique pourra étre évalué par les performances données par les calculs d’AUROC

(Figures 14 et 15).
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Figure 14. Exemple d’une top liste de métabolites issue de I’analyse en PLS-DA
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Figure 15. Exemple de courbes ROC

Comparaison des performances d’une top liste intégrant 20, 10 7, 5, 3 et 2 métabolites.

Dans notre travail, I’ensemble de ces analyses statistiques a été conduit avec le logiciel
MetaboAnalyst™ version 5.0 puis 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (Pang, Chong, et al.
2021).

f. Validation des métabolites

Comme expliqué précédemment, une étape de d’identification manuelle des métabolites a été
nécessaire. La validation des métabolites consiste en la comparaison entre le spectre MS2
obtenu pour un ion et les données spectrales (expérimentales ou théoriques) des bases de
données préétablies. Dans notre travail, la base de données The Human Métabolome DataBase

version 5.0 (HMBD) (https://hmdb.ca/) a été principalement utilisée (Wishart et al. 2022). Elle

contient actuellement 220 945 métabolites et est reliée par des hyperliens a différentes autres

bases de données (KEGG, PubChem, MetaCyc, ChEBI, PDB, UniProt et GenBank).
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11 s’agit donc de comparer les valeurs de m/z mesurées (MS1 et MS2) avec celles des molécules
référencées dans cette base de données.

Une méme valeur de m/z pouvant correspondre a plusieurs molécules, la MS2 est utilisée pour
procéder a cette identification (Vinaixa et al. 2016). Cette stratégie a profit le fait que les
fragments obtenus par MS2 sont généralement assez spécifiques pour un métabolite donné.
Ainsi, la correspondance de chaque MS2 expérimentale de nos analyses a la MS2 de la base
HMDB a été « manuellement » vérifiée et ce pour une correspondance des fragments de chaque
métabolite d’intérét.

Parallélement au traitement des données de sortie du spectrométre par MZmine, nous avons
aussi utilisé un autre logiciel Compound Discoverer™ pour le traitement ces raw data. Il
effectue des opérations similaires 8 MZmine mais avec des algorithmes différents. Nous avons
gardé les ions identifiés par les 2 logiciels afin de ne garder que des ions les plus fiables. A noter
que la quantification relative basée sur des calculs d’aires sous les pics réalisée par ce logiciel
s’¢tait avérée beaucoup moins fiable pour nos analyses que celle de MZmine basée sur les
hauteurs de pics. Pour caractériser les ions d’intérét, nous avons aussi mis a profit la capacité
de Compound Discoverer™ a identifier et regrouper les différents adducts et isotopes d’une
molécule mais également ’utilisation de base de données pour identifier I’ion via sa MS2. En
effet, selon notre paramétrage par défaut, ’analyse par Compound Discoverer™ permet une

identification via la base MZ-Cloud.

Dans notre travail, il a été choisi de ne valider que les métabolites entrant dans les « top listes »
des modeles prédictifs. Lorsqu’un des métabolites sélectionnés n’était pas été identifié par sa
MS?2, il était retiré et une nouvelle analyse PLS-DA était alors réalisée (afin de ne pas sous-

estimer 1’influence du retrait de ce métabolite dans la construction du modé¢le).

Une fois toutes ces étapes analytiques réalisées, les courbes ROC et le calcul de I’AUROC ont
été établies. Cette stratégie a permis de prédire le nombre de métabolites valisés par MS2, a
intégrer a la signature métabolique, le plus performant statistiquement pour répondre a la

question posée.
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g. Construction de Heat Map
La création sur le logiciel Excel™ d’une carte thermique (Heat Map) permet une visualisation
didactique du tableau de données brutes (Figure 16). Elle permet d’afficher, selon les intensités
de couleur, les abondances relatives des métabolites détectés entre chaque échantillon et entre

les groupes d’intérét (Benton et al. 2015). Elle permet également de mettre en avant certaines

données aberrantes.
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Figure 16. Exemple de Heat Map.

Extrait de Occelli et al., (2022) Untargeted plasma metabolomic fingerprinting highlights several biomarkers for the
diagnosis and prognosis of coronavirus disease19. Front. Med. 9:995069.

h. Analyse des voies métaboliques impliquées

Une fois les signatures métabolomiques et les potentiels nouveaux biomarqueurs identifiés, il
reste a comprendre les mécanismes biologiques et biochimiques concernés. Cette étape passe
par I’analyse des voies métaboliques impactés par le phénoméne étudié. De nombreux logiciels
permettent cette analyse (Marco-ramell et al. 2018). Dans la continuit¢ de nos analyses
statistiques, il a été décidé d’utiliser la plateforme MetaboAnalyst qui propose cette

fonctionnalité (Chong, Wishart, and Xia 2019)
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L’¢tude des voies métaboliques entrant en jeu dans la question posée combine plusieurs
analyses (Figure 17). Tout d’abord, I’analyse de surreprésentation qui vérifie, par un test
exact de Fisher ou un test hypergéométrique, si le nombre de métabolites associés a une voie
métabolique est di au hasard ou bien secondaire au phénomeéne étudié. La principale limite de
I’analyse de surreprésentation étant que 1’abondance relative des métabolites n’est pas intégrée
et donc les métabolites ayant une trés faible variation pourrait peser autant que des métabolites
a trés forte variation. Lorsque les concentrations de métabolites sont connus, il est possible
d’étudier le phénoméne d’enrichissement, qui compare la distribution des métabolites
appartement a chaque voie métabolique a une banque de données de référence. Si les
métabolites appartenant a une voie sont observés plus fréquemment ou en plus grande quantité
que la référence, la voie métabolique identifiée est alors considérée comme enrichie, c’est-a-
dire ayant ¢ét¢ impactée par le phénoméene étudié (Manzoni et al. 2018). Une analyse
topologique des voies peut venir compléter ces analyses, en permettant d’évaluer pour chaque
métabolite d’intérét, sa localisation par rapport au réseau de voies métaboliques et son degré de

connectivité avec les métabolites voisins.
Pour chaque voie métabolique est rendu un taux d’enrichissement et une valeur-p correspondant

a la probabilit¢ d’un tel enrichissement. Ces données peuvent étre traduites en graphique

comprenant en axe des ordonnées la valeur- p et en axe des abscisses le taux d’enrichissement.
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Figure 17. Exemple de graphiques d’analyse des voies métaboliques par MetaboAnalyst
A : Top liste de voies métaboliques enrichies issues d’une analyse d’enrichissement des voies métaboliques
B : Graphique représentant I’analyse globale des voies métaboliques impactées. Chaque cercle représente une voie métabolique

spécifique

C : Schéma d’une voie métabolique impactée (obtenue en cliquant sur le cercle du graphique A). Les métabolites identifiés
dans les échantillons et entrant en jeu dans la voie métabolique sont représentés en couleur. Il est possible, pour chaque
métabolite, d’obtenir les différences de concentration dans les échantillons des deux groupes étudiés.
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2) Intérét de la métabolomique dans le domaine médical

La métabolomique est un outil puissant permettant de caractériser, a un instant donné et au sein

d’une grande gamme de type d’échantillon (plasma, serum, urines, air expiré...), le profil

métabolique d’un systéme biologique (S. Claus and Guillou 2019).

Elle trouve alors sa place dans de nombreux domaines du monde médical :

En pharmacologie : pour mieux comprendre les mécanismes d’action des
médicaments, rechercher des biomarqueurs reflétant leur effet sur 1’organisme et
notamment leur toxicité ou leur efficacité. A I’heure de la médecine personnalisée, la
pharmaco-métabolomique permettrait d’évaluer les effets d’une molécule dans des
sous-groupes de patient voire a I’échelle d’un patient et donc de prédire la réponse au

traitement (Clayton et al. 2006).

En toxicologie : afin de mieux comprendre les effets physiopathologiques du toxique
ou d’identifier de nouveaux biomarqueurs ou signatures d’exposition (Lenski and Bruno

2023).

Dans I’agro-alimentaire et la nutrition: ou la nutrimétabolomique permet
aujourd’hui de mieux comprendre les réponses métaboliques aux changements
alimentaires ou les variations inter-individuelles des réponses a des nutriments, mais
¢galement 1’impact sur le long terme de ces effets (S. P. Claus and Swann 2013). Des
analyses des aliments par spectrométrie de masse permettent également d’évaluer la

qualité d’un produit ou la présence d’un polluant dans ce dernier.

En cancérologie : Dans ce domaine, la métabolomique est trés prometteuse et trouve
sa place dans chaque étape, allant du diagnostic en permettant 1’identification de
nouveaux biomarqueurs, au pronostic (Bailleux et al. 2023; Chardin et al. 2023;
D’Andréa et al. 2023), en passant par le développement de nouvelles thérapies ciblées

(Armitage and Barbas 2014).

Dans la recherche sur le microbiote : la métabolomique permettrait une meilleure
compréhension des effets du microbiote sur son hote mais également des effets de

I’environnement et de 1’hdte lui-méme sur le microbiote (McDonald et al. 2018).
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* En médecine légale : ou I’analyse de prélévements réalisés post-mortem pourrait par

exemple aider a identifier la présence de pathologies (Nariai et al. 2022).

= Dans les maladies cardiovasculaires : ou la découverte de signatures métabolomiques
laisse espérer une meilleure prédiction du risque d’événement cardiovasculaire,
notamment dans la coronaropathie et permettrait de mieux identifier les cibles
thérapeutiques (Dogan 2024) et dans le pronostic et I’étiologie des accidents vasculaires

cérébraux (Suissa et al. 2020, 2021).

* Dans I’aide a la compréhension physiopathologique des nouvelles maladies et dans
I’identification de nouveaux biomarqueurs diagnostiques et pronostiques, comme
I’illustre ce travail de thése portant sur la COVID-19 et comme I’a largement montré la
communauté scientifique travaillant sur les sciences omiques dans cette pathologie.
Cette discipline est également trés prometteuse pour des investigations dans des
pathologies déja bien connues et continuer de faire progresser les connaissances

biomédicales et permettre de pratiquer une médecine plus personnalisée au patient.
La place de la métabolomique dans le domaine médical n’est donc plus a prouver et le

développement constant des plateformes analytiques et des logiciels de traitement de données

lui promet un bel avenir.
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Partie II : Approche métabolomique a la

recherche d’outils diagnostiques et pronostiques
dans la COVID-19
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Chapitre 1 : Objectifs de la thése

L’objectif de ce travail de these était d’identifier des signatures métabolomiques plasmatiques

et urinaires diagnostiques et pronostiques de la COVID-19

Notre premier travail s’est déroulé sur une bio-banque d’échantillons plasmatiques issue d’une
cohorte de patient atteint de la COVID-19 et pris en charge sur le Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de NICE lors de la premiére vague COVID et de volontaires sains
représentés par du personnel soignant (Ruetsch et al. 2021) (NCT04355351). Nous avons
débuté ce travail entre la premiére et la deuxiéme vague COVID. L’utilisation d’outils de
biologie moléculaire délocalisés dans les services d’urgences n’était pas encore généralisée et
il existait un réel enjeu dans la découverte d’outils prognostiques afin de pouvoir caractériser

de la maniére la plus fiable et précoce possible les patients a risque de mauvaise évolution.

L’objectif principal de ce travail, basé sur une approche d’analyse en métabolomique non ciblée,
¢tait d'identifier des signatures métabolomiques plasmatiques permettant une classification
robuste des patients COVID-19 asymptomatiques, légérement, modérément et sévérement
atteints, et donc de prédire 1'évolution de 1'état de santé du patient. Nous souhaitions également
évaluer si la métabolomique nous permettait d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes

biologiques sous-jacents de la maladie.

La seconde partie de cette thése, basée sur I’analyse du métabolome urinaire des patients
infectés par le SARS-CoV-2, pour objectif de rechercher des signatures diagnostiques et
pronostiques pouvant étre obtenues sur des prélévements moins invasifs, moins douloureux et
donc plus acceptable par la population.

Pour ce faire, nous avons mené une étude prospective (Etude SignCov, NCT04497272) au sein
du Département Hospitalo-Universitaire de Médecine d’Urgence et du service de Médecine
Intensive et Réanimation du CHU de Nice dont les inclusions se sont déroulées entre les mois

d’aotlt 2020 et mars 2021.
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Chapitre 2 : Identification d’une signature métabolomique
plasmatique diagnostique et pronostique de la COVID-19

Un total de 110 échantillons plasmatiques issus de la bio-banque (Ruetsch et al. 2021)
(NCT04355351) a été analysé, 86 correspondaient a prélevements réalisés sur des patients
atteints de la COVID-19 et 24 a des volontaires sains. A noter que les prélevements analysés
¢taient des prélevements réalisés lors de I’admission du patient en structure hospitaliere. Les
patients ont été considérés comme des cas de COVID-19 selon la classification de I'OMS :
présence d'une atteinte cutanée en faveur (engelures) ou présence d'un scanner présentant des
Iésions pulmonaires caractéristiques de la COVID-19 ou deux tests RT-PCR positifs consécutifs
pour le virus SARS-CoV-2 ou des tests sérologiques positifs. Les volontaires sains étaient des
professionnels de santé qui présentaient un statut sérologique négatif pour le SARS-CoV-2.

Dans I’objectif d’évaluer I’apport pronostique potentiel d’une signature métabolomique, les
prélevements étaient en 4 groupes: «volontaires sains », «légérement atteint»,
« modérément atteint » et « sévérement atteint ». Ainsi, le groupe « légérement atteint »
(n=39) comprenait les échantillons de patients présentant des symptomes bénins (engelures ou
symptome ne nécessitant pas de suivi hospitalier), le groupe « modérément atteint » (n=22)
concernait les patients hospitalisés dans des services d’hospitalisation conventionnelle et le
groupe « séverement atteint » (n=25) concernait les patients nécessitant une hospitalisation

dans un service de soins intensifs (Figure 18).

« Volontaires Sains»

n=24
« Légérement atteints » « Modérément atteints»  « Sévérement atteints »
n=39 n=22 n=25

Figure 18. Description des groupes de patients et volontaires sains dans le travail de
recherche intéressant les prélévements plasmatiques
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1) Préparation des échantillons et analyse LC-MS

Un volume de 100 pl de plasma a été mélangé a 100 ul d'H2O (qualit¢ HPLC, Merck Millipore,
USA), et 600 pl de méthanol (qualit¢ HPLC, Merck Millipore, USA) ont été ajoutés. Les
¢chantillons ont été vortexés et incubés pendant une nuit a - 20 °C pour la précipitation des
protéines. Aprés 15 minutes de centrifugation a 4°C (force 13 000 g), le surnageant a été retiré,
puis séché a l'aide d'un évaporateur centrifuge SpeedVAC (SVC100H, SAVANT, Thermo Fisher
Scientific, Illkirch, France), pour enfin étre remis en suspension dans 80 pul de mélange d’un
mélange acétonitrile-H>O (ratio 20/80) (qualit¢ HPLC, Merck Millipore) et conservé a - 20 °C

jusqu'a son utilisation pour les analyses en spectrométrie de masse.

Les chromatographies ont été effectuées avec le systtme HPLC Ultimate 3000 de DIONEX
couplé a une colonne chromatographique (Phenomenex Synergi 4 u Hydro-RP80A 250 3,0 mm)
réglée a 40 °C et a un débit de 0,9 ml/min. Les gradients des phases mobiles (phase mobile A :
0,1 % d'acide formique dans I'eau et phase mobile B : 0,1 % d'acide formique dans l'acétonitrile)
ont été effectués sur une durée totale de 25 min. Les analyses MS ont été effectuées sur un
spectrometre de masse Thermo Fisher Scientific Exactive Plus Benchtop Orbitrap. La source
d'ionisation électrospray chauffée (HESI II) a été utilisée en mode ionique positif et négatif.

L'instrument a ét¢ utilisé¢ en mode de balayage complet de m/z 60 a m/z.

Le post-traitement des données a été réalisé a 1'aide de MZmine version 2.39. Le remplissage
des lacunes a ¢été effectué a 1'aide de la méthode "Same RT and m/z range gap filler" du logiciel
MZmine. La tolérance m/z a été fixée a 0,001 m/z ou 10,0 ppm. Les métabolites ont été
putativement annotés [correspondant au niveau 2 de la Metabolomics Standard Initiative
(MSD)]2 a l'aide de la base de données du métabolome humain version 6.03. Seuls les ions
identifiés comme des adduits [M + H]+ en mode positif et [M-H]- en mode négatif et les ions
trouvés dans tous les échantillons apres avoir comblé les lacunes (gap-filling) ont été inclus.

Les métabolites identifiés comme des médicaments ou des composés exogenes ont été retirés.
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2) Présentation des principaux résultats

Dans ce travail, nous avons fait le choix de retenir des top listes de 15 métabolites, compromis
qui permettait d’obtenir des performances diagnostiques et pronostiques satisfaisantes dans

chacune de nos comparaisons, tout en ayant un nombre de métabolites limité.

= Signature métabolomique diagnostique

Dans I’objectif d’identifier une signature métabolomique diagnostique de I’infection a SARS-
CoV-2 nous avons souhaité comparer le métabolome plasmatique des volontaires sains a celui
de tous les sujets infectés (comprenant donc tous les échantillons des groupes légerement,
modérément et séverement atteints de la COVID-19). Apres post traitement des données brutes

issues de la LC-MS, nous avons sélectionnés 605 métabolites.

Dans cette comparaison, la signature métabolomique a 15 métabolites possédait une
performance diagnostique avec une AUC a 1 (IC 95%, 1 — 1). (Figure 19). A noter que le
modele PLS-DA le plus performant était un modele a 5 composantes permettant d’obtenir un

Q? 2 0,99. Au sein de cette top liste de métabolites, les lipides semblaient fortement contribuer

au modele PLS-DA.
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Figure 19. Identification d’une signature métabolomique plasmatique diagnostique de la
COVID-19

Les points verts représentent les échantillons plasmatiques du groupe de volontaires sains. Les points rouges représentent les
échantillons plasmatiques de tous les patients atteints de la COVID-19.

A : Analyse PLS-DA. Le diagramme de score est représenté par une ellipse de confiance de 95 %

B : Diagramme représentant la top liste de 15 métabolites sélectionnées sur la moyenne des cingq premieres composantes du
modele PLS-DA. Les métabolites identifiés ont été validés par des analyses MS2 et sont représentés sous forme de noms
chimiques.

C : Comparaisons des aires sous les courbes ROC multivariées de chaque top liste de métabolite (comprenant respectivement
15,10, 7, 5, 3 et 2 métabolites)
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Afin de mieux comprendre les modifications de taux de ces métabolites, nous nous sommes

intéressés aux variations (Box plot) de ces 15 métabolites d’intérét. Nous avons ainsi remarqué

que les taux plasmatiques de lipides saturés étaient plus faibles chez les patients atteint de

COVID-19 comparativement au groupe controle (Figure 20) alors que les taux de lipides

insaturés étaient quant-a-eux plus élevés. Nous avons également identifiés deux acides aminés

(N-(1-désoxy-I-fructosyl)leucine et N-(1-désoxy-1-fructosyl)valine) dont les taux étaient plus

¢levés chez les patients infectés.
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Figure 20. Box plots des 15 métabolites composant notre signature métabolomique
diagnostique de I’infection a SARS-CoV-2.

Les métabolites ont été regroupés a 1'aide de la méthode Ward sur la base des valeurs des tests t et ANOVA.
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Dans I’objectif d’identifier une signature métabolomique qui serait cliniquement pertinente,
nous avons souhaité poursuivre nos travaux sur la comparaison du métabolome des sujets sains
avec celui des patients légerement atteints de la COVID-19. Lors de cette comparaison, apres

post traitement des données, nous avons obtenus 574 métabolites.

Comme attendu, la top liste de 15 métabolites issue de cette comparaison comprenait des
meétabolites d’intéréts similaires. Une nouvelle fois, nous avons identifié des variations de taux
de lipides et de deux acides aminés (N-(I-désoxy-I-fructosyl)tyrosine et N-(I-désoxy-1-
fructosyl)leucine) (Figure 21). Concernant les variations de taux de lipides nous observions une
nouvelle fois une baisse de taux pour les lipides saturés. Cette signature métabolomique
plasmatique possédait, une nouvelle fois, une performance diagnostique forte avec une AUC a

1 (IC 95%, 1-1) que nous considérions 2 ou 15 métabolites.
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Figure 21. Comparaison du métabolome plasmatique des sujets sains avec celui du groupe
légérement atteint par la COVID-19

Les points verts représentent les échantillons plasmatiques du groupe de volontaires sains. Les points rouges représentent les
échantillons plasmatiques du groupe 1égérement atteint par la COVID-19.

A : Analyse PLS-DA. Le diagramme de score est représenté par une ellipse de confiance de 95 %

B : Diagramme représentant la top liste de 15 métabolites sélectionnées sur la moyenne des cinq premiéres composantes du
modele PLS-DA. Les métabolites identifiés ont été validés par des analyses MS2 et sont représentés sous forme de noms
chimiques.

C : Comparaisons des aires sous les courbes ROC multivariées de chaque top liste de métabolite (comprenant respectivement
15,10, 7, 5, 3 et 2 métabolites)
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= Signature métabolomique pronostique

Un des principaux enjeux au cours des premieres vagues COVID, était de pouvoir identifier les
patients infectés par le SARS-CoV-2 a risque de mauvaise évolution clinique et notamment a
risque d’hospitalisation en service de soins critiques. Ces interrogations nous ont conduit a
tenter d’identifier une signature métabolomique robuste qui permettrait de répondre a cette
question. Dans cet objectif, nous avons par la suite réalisé deux nouvelles comparaisons. Tout
d’abord nous avons comparé le groupe légérement atteint a un groupe comprenant les sujets
ayant nécessité une hospitalisation (patients modérément et sévérement atteints). Puis, nous

avons effectué la comparaison du groupe modérément atteint au groupe séverement atteint.

Lors de la premiere comparaison 547 métabolites ont été sélectionnés. Le modéle PLS-DA du
métabolome plasmatique le plus pertinent pour la différenciation des échantillons du groupe
léger de ceux des groupes modérément et sévérement atteints a ét€ obtenu avec cinq
composantes (valeur Q2 a 0,86).

Nous avons obtenu une signature métabolomique plasmatique pronostique du risque
d’hospitalisation robuste avec une AUC a 0,994 (IC 95%, 0,979 - 1) pour 15 métabolites. Nous
avons observé que les taux plasmatiques de lipides saturés étaient plus faibles dans le groupe
de patients hospitalisés. Le niveau de N-(1-désoxy-1-fructosyl) leucine était quant a lui plus
¢levé dans les plasmas du groupe modéré et sévere. Les taux d'indole, d'oxindole, d'acide
indole-3-propionique et de 3-méthylindole étaient plus faibles dans les plasmas du groupe
modéré et séveére que dans ceux du groupe léger, de méme que les taux d'acide L-
déhydroascorbique, de phénylalanyl-tryptophane et de citrulline. Nous avons également
remarqué que le métabolisme du fryptophane était impliqué dans cette signature

métabolomique pronostique (Figure 22, A et B).

Concernant la seconde comparaison, visant a identifier une signature pronostique du risque
d’hospitalisation en service de soins critiques (comparaison des groupes modérément atteints
et séveérement atteints), 527 métabolites ont été¢ sélectionnés. Le modéle PLS-DA du
métabolome plasmatique le plus pertinent pour distinguer le groupe modéré du groupe de
patients gravement atteints a été obtenu avec quatre composantes (valeur Q? de 0,72).

Une nouvelle fois, nous avons observé que les niveaux de deux lipides saturés présents dans la
top liste étaient plus faibles dans les plasmas du groupe sévére par rapport a ceux du groupe
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