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RESUME

Le principal objectif de notre étude est d’établir un profil métabolomique chez le.
nématode C. elegans. La métabolomique est une science émergente qui implique la
comparaison entre le métabolome (ensemble des métabolites d’un organisme) d’un
contrdle et d’un état biologique différent. L’observation des changements
métaboliques permet une meilleure compréhension des processus biologiques par
’identification de biomarqueurs impliqués dans des voies de signalisation
spécifiques. Le nématode C. elegans est un systéme modéle présentant de nombreux
attraits tel que son mode de reproduction hermaphrodite (réduction de la variabilité
génétique) ou encore la collection de mutants disponibles. Notre méthode est basée
sur I’étiquetage isotopique différentiel des métabolites carboxyliques. L’aniline
(12C6/13C6) est utilisée comme agent de dérivation pour améliorer la détection,
l'identification ainsi que la quantification. Afin de développer notre méthode
analytique, premier objectif de 1’étude, nous avons employé la souche sauvage (N2)
lors de I’optimisation de la méthode de prétraitement des échantillons et de dérivation
- des extraits. L’extraction des métabolites a 1’aide d’éthanol chaud et d’un broyeur de
type Bead beater a permis d’extraire le plus grand nombre de métabolites avec une
bonne reproductibilité. Par la suite, une réaction de dérivation permet le marquage
des métabolites acides par I'aniline (°Cs ou Cq). Les extraits dérivés ont été
mélangés dans des ratios connus (12C6:13C6) afin de valider la méthode de
quantification relative des métabolites. Pour réaliser le second objectif de cette étude,
nous avons procédé au profilage métabolomique de la souche TDP-43[A315T],
modéle transgénique de la sclérose en plaque amyotrophique latérale (SLA). Les
extraits de la souche mutante et son controle TDP-43wt ont été dérivés séparément
puis assemblés dans un ratio de 1:1 (anjline12C6:13C6), respectivement. La méme
approche fut appliquée pour la souche contrdle du mutant et la souche sauvage, afin
de s’assurer que les changements observés sont diis a la maladie et non a
Iintroduction de la mutation chez les vers. La séparation des métabolites a été
effectuée par chromatographie liquide en phase inverse. La détection des métabolites
a ¢été réalisée par un spectrométre de masse a haute résolution de modéle
TripleTOF5600 d’AB Sciex (muni d’un analyseur hybride quadrip6le-temps de vol).
Cette méthode a permis la détection de 42 métabolites endogénes dans la souche
mutante parmi lesquelles 2 métabolites (m/z 205.10 et 206.08) présentant un niveau 3
fois inférieur a leur niveau dans la souche contr6le mutante et sauvage. Ces
métabolites qui constituent des biomarqueurs potentiels de la SLA sont en cours
d’identification et feront ’objet de futures investigations.

Mots clés : métabolomique, C. elegans, étiquetage isotopique différentiel, TDP-43




CHAPITRE [

MISE EN CONTEXTE

1.1 La métabolomique

L’avenement de la génomique au milieu des années 90 a fait basculer la biologie
moléculaire dans une ére nouvelle. Cet incroyable bond en avant, qui débuta par le
séquengage du premier génome en 1995 (Fleischmann et al, 1995), allait
révolutionner le monde de la recherche scientifique tel qu’on le connaissait et changer
incontestablement notre compréhension du vivant. Dés lors, le produit des génes
prenait un sens nouveau et suscitait un intérét grandissant. Petit a petit, les sciences
« omiques » faisaient leur apparition sur la scéne scientifique et s’imposaient comme
des outils précieux de 1’étude globale des systémes biologiques. La métabolomique
est une science “omique” relativement jeune qui occupe une place particuliére au sein
de cet ensemble. Etant le plus en aval du génome, cette science analytique est
complexe et comprend différentes classes de molécules (Figure 1.1). Contrairement a
la protéomique qui s’intéresse a I’étude des protéines, la métabolomique se consacre

aux produits des réactions métaboliques et se distingue par la grande diversité des

. propriétés physicochimiques des molécules. Cette méthode d’analyse se concentre sur

I’identification et la quantification des métabolites (produits du métabolisme) d’un
systéme biologique sous des conditions données (Dunn et al., 2010). Etant une
mesure quantitative de la réponse métabolique, elle se veut étre une image figée dans
le temps et un rapport fidéle des bouleversements qui se produisent au sein de

I’organisme analysé. La métabolomique offre une vue globale et intégrée des




perturbations biologiques dans le but de découvrir des biomarqueurs qui d’une part
permettront une meilleure compréhension des pathologies en identifiant les voies
métaboliques impliquées (Dunn et al., 2012) mais qui d’autre part, représentent aussi

’espoir d’un diagnostic précoce des maladies.
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Figure 1.1. Schéma de la hiérarchie des sciences «omiques» (Dunn ez al., 2010).

1.2 Le métabolome

Le métabolome est constitué de milliers de métabolites organiques endogénes de
faible poids moléculaire provenant des tissus ou fluides biologiques (sang, urine,
salive) analysés (Wu et al., 2008). Comme précédemment mentionné, ce dernier est
extrémement varié et est composé d’intermédiaires métaboliques, d’hormones et

autres molécules de signalisation. Il couvre une trés grande gamme de biomolécules




ayant des propriétés chimiques tres différentes tels que les sucres, les acides, les

bases, les acides aminés ou encore les lipides (Junot, 2010) (Figure 1.1). La taille du

métabolome varie selon les espéces et a titre d’exemple, celui du régne végétale est

estimé & environ 200 000 métabolites (Weckwerth, 2003). En comparaison, le
métabolome humain est, quant a lui, évalué a environ 6500 métabolites (Dunn et al.,
2010). 11 concerne toutes les molécules de poids moléculaire possédant une masse
inférieure a 1500 Da (Hollywood et al., 2006). La variabilité du métabolome ne se
résume pas aux différences entre espéces mais est observée au sein d’une méme
espéce puisque ce dernier est dynamique et change dans le temps. La variabilité
biologique résulte d’une combinaison de plusieurs facteurs tels que:
. I’environnement, le régime alimentaire, le stress, le sexe ou encore I’dge (Reinke et
al., 2010). Ces fluctuations métaboliques propres a chaque individu constituent I’une
des limitations majeures des études en métabolomique. Il est recommandé d’apporter
une attention rigoureuse quant au choix de contréles appropriés afin que les résultats
d’une étude ne soient pas biaisés et soient fiables. Astreindre un groupe d’individus
au jeline antérieurement & la collecte d’échantillons représente un moyen de réduire
ce type de variations (Dunn et al., 2005). L’augmentation du nombre d’échantillons
examinés représente également un bon moyen de diluer ces variabilités biologiques
individuelles et de mettre en évidence les véritables fluctuations du métabolisme. La
variabilité¢ analytique est un autre élément qui dissimule les phénomenes étudiés
(Dunn et al., 2010). Elle découle de I’instrumentation qui varie en fonction des
conditions analytiques telle que le temps de rétention, par exemple. Elle reste tout de
méme moins importante que la variabilité biologique (Dunn et al., 2005). Elle est
corrigée par l’introduction de standards internes qui rectifient la fluctuation des

mesures engendrées par cette dérive instrumentale.

Une autre difficulté concerne les quantités des biomolécules présentes dans les

extraits biologiques. Cette derniére rend la quantification (relative ou absolue) des




métabolites assez ardue puisque l’intervalle de concentrations des molécules
s’échelonne sur plusieurs ordres de magnitude et comprend des concentrations allant
des picomolaires jusqu’a quelques millimoles (Dunn et al, 2005). Cette grande
diversité de structures et de quantités au sein des molécules constitue un défi de taille

pour les différentes techniques analytiques employées en métabolomique.

1.3 Les approches en métabolomique

La variabilit¢ du métabolome a conduit & la création de plusieurs stratégies
d’analyses. L’approche préconisée découle essentiellement des objectifs de 1I’étude.
On distingue deux principales approches en métabolomique : 1’étude ciblée et 1’étude

non ciblée (Figure 1.2)
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biologiques
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J Y

Qalm de métabolite ciblé Profilage métabolomique Empreinte mémbolique/

Figure 1.2. Schéma des différentes approches et techniques analytiques

employées en métabolomique (Hollywood et al., 2006).

L’approche ciblée est généralement employée lorsque les molécules étudiées sont

connues. S’ensuit alors le développement de méthodes d’extractions et d’analyses sur




mesure s’adressant spécifiquement a cette classe de molécules. Ce type d’étude
permet de vérifier une hypothése ou d’explorer une voie métabolique donnée comme,
par exémple, le métabolisme des lipides dans un état biologique spécifique
(Hollywood et al., 2006). L’approche non ciblée est un profilage global des
métabolites constituant ce qu’on désigne par 1’empreinte métabolique (Dunn et al.,
2012). 11 s’agit la, d’une énumération de molécules connues ou inconnues présentes
dans un ¢chantillon. Le but de cette démarche est d’identifier rapidement un nombre
maximal de métabolites afin de découvrir les voies de signalisation affectées par cette

perturbation de 1’état biologique (Lv, 2012).

1.4 Les aspects théoriques des différentes méthodes analytiques

Bien entendu, 1’essor de la métabolomique au cours des 10 derniéres années n’aurait
pu étre possible sans I’appui d’un soutien analytique et informatique en constante
progression (Dunn et al., 2012). De par sa complexité, une couverture compléte du
métabolome par une seule méthode analytique ne peut étre envisagée. Plusieurs
techniques sont employées a cet effet et I’outil d’analyse est sélectionné en fonction
des besoins de la recherche en terme de rapidité, de caractérisation des molécules, de
précision ou de sensibilité (Hollywood et al., 2006). Il n’existe donc pas de méthode
parfaite mais plutdt des méthodes adaptées. En prenant en considération le fait que
chaque plateforme analytique posséde des avantages et inconvénients, voici les

techniques les plus employées dans le domaine.




14.1 La résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie de RMN est ’une des premiéres techniques analytiques utilisées en
métabolomique (depuis environ une vingtaine d’années) et demeure I’une des plus
employées en plus de la spectrométrie de masse (Dunn et al., 2010). Elle représente
un outil fiable et rapide permettant 1’élucidation des structures chimiques des
molécules organiques et inorganiques. Les principaux avantages de cette méthode
résident dans le fait qu’elle soit non-destructive (réutilisation possible de
I’échantillon), que les échantillons analysés ne nécessitent pas de prétraitement
important, telle qu’une extraction liquide-liquide, ni de séparation comme c’est le cas
pour la chromatographie en phase liquide (Barderas et al., 2011). Un des domaines
d’applications de la RMN est I’analyse structurale des toxines en toxicologie. Elle
peut étre couplée a un outil puissant tel qu'un spectrometre de masse et aider a
I’élucidation de structures chimiques compliquées. Une autre application trés
intéressante de 1a RMN est le tragage de métabolites marqués tel que le glucose (*>C)
et I’évaluation de leur taux d’incorporation dans des organismes vivants par étude du
C (Dunn et al., 2005). Méme si la RMN représente une technique robuste et donc
appropriée pour les analyses a haut débit, elle souffre néanmoins de sa faible
sensibilité (Junot, 2010). En effet, seules les molécules qui ont des concentrations

élevées (10 pmoles/L) peuvent étre analysées (Spratlin et al., 2009).

1.4.2 Le couplage chromatographie - spectrométrie de masse

Le couplage chromatographie-spectrométrie de masse fait appel 4 deux techniques
analytiques (Figure 1.3). En premier lieu, une méthode séparative est employée. Il

peut s’agir d’une chromatographie gazeuse (GC), d’une chromatographie liquide

-(LC) ou encore d’électrophorése capillaire (CE). Le résultat de cette premiére étape




est la séparation des composés (en termes de leur volatilité, leur hydrophobicité ou de
leur charge respectivement). La seconde étape, consiste en 1’introduction de ces
substances dans un spectrometre de masse (MS) (De Hoffmann & Stroobant, 2005).
Ce dernier permet de mesurer la masse des molécules présentes, de les identifier mais
également de calculer leur quaptité avec une trés grande précision (Marinach et al.,
2011).
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Figure 1.3. Schéma du fonctionnement du systéme de couplage chromatographie-

spectrométrie de masse (Dunn, 2007).

1.4.2.1 La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS)

La GC-MS est une technique d’analyse qui posséde une longueur d’avance sur la
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)
puisqu’elle s’est développée tout au long des cinquante derniéres années
( Warwick, 2008). Le mode de fonctionnement de la GC-MS repose sur 1'évaporation
quasi instantanée de I'échantillon & une température élevée suite & son injection

(Kamleh et al., 2009). Ainsi, les molécules se retrouvent mélées assez rapidement au




gaz transporteur (ex. hélium) et sont séparées le long d’une colonne capillaire (phase

stationnaire) ayant une longueur variée (Dunn et al., 2005).

Les progres réalisés en chromatographie gazeuse en font une méthode robuste et
sensible. Contrairement a la LC-MS, elle bénéficie d’une importante base de données
regroupant plus de 100 000 composées (Junot, 2010) ainsi qu’une excellente
résolution chromatographique. Ainsi, 1’identification directe et fiable des composés
devient possible sans nécessiter un traitement de données laborieux. Malgré cet
avantage majeur, cette plateforme anaiytique se heurte aux limitations de la nature
chimique des molécules. Comme désigné dans son appellation, les molécules
analysées doivent se trouver sous une forme gazeuse afin d’étre séparées puis
identifiées. Par conséquent, I’investigation des molécules volatiles et semi-volatiles,
grace a I’augmentation de leur volatilité par dérivation chimique, est aisée (Kamleh et
al., 2009). Cependant, I’analyse des molécules thermolabiles n’est pas possible et

vient réduire le nombre de molécules analysables.

Un autre obstacle, inhérent a I’instrumentation cette fois-ci, rend la GC-MS moins
convenable & la métabolomique. Le principe de la spectrométrie de masse est simple
et repose sur 1’acquisition de charges par les molécules (ionisation) dans le but d’étre
détectées. La méthode d’ionisation la plus employée en GC-MS est la source & impact
électronique (EI). Cette technique est trés efficace toutefois elle provoque une
importante fragmentation des molécules rendant difficile 1’observation de I’ion
moléculaire (intact) (De Hoffmann & Stroobant, 2005). Dans le cadre de nouvelles
molécules, leur identification devient quasi impossible puisqu’on ne dispose plus

d’une information clé : 1a masse du composé.




1.4.2.2 La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-
MS)

Au cours des demniéres années, la propulsion de la LC-MS au sommet des techniques
analytiques a été fulgurante. L’arrivée de cet outil extrémement performant au début
des années 90 a révolutionné le domaine de la chimie analytique (Antignac et al.,
2005). L’ascension rapide de cet instrument analytique est compréhensible sachant
qu’il fournissait a 1’époque ce que la chromatographie en phase gazeuse peinait a
réaliser depuis des années, soit 1’analyse des macromolécules biologiques non
volatiles (Mendham et al., 2005). Ses champs d’applications sont extrémement variés
et se retrouvent dans différents domaines comme la nutrition, 1’environnement, la
toxicologie, la médecine (diagnostique) ou encore le développement de médicaments.
Les systémes de LC-MS sont considérés comme étant une technologie extrémement
sensible, trés sélective et a haut débit (Taylor, 2005); des qualités qui conférent a cet
instrument analytique un rdle central dans les études en métabolomique.
Contrairement a la GC, la LC repose sur la séparation des molécules en phase liquide.
L’échantillon injecté est entrainé par la phase mobile (liquide) dans une colonne a un
faible débit. La colonne contient la phase solide composée de microparticules
(généralement a base de silice) permettant la séparation des molécules a haute
pression (HPLC) (Dunn et al., 2005).

En analyse métabolomique, les séparations chromatographiques en phase normale
(interactions hydrophiles) et en phase inversée (interactions hydrophobes) ont été
employées et évaluées. La chromatographie & phase inversée est de loin la plus
employée actuellement (Kamleh et al., 2009). Elle permet une séparation efficace des
molécules non polaires et grace a la dérivation chimique, il est possible d’augmenter
I’hydrophobicité des molécules polaires et de les analyser. Le développement, au

cours des derniéres années de la chromatographie liquide & ultra-haute performance
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(UHPLC), avec des colonnes composées de plus petites particules (< 2um), a
amélior¢ la séparation des composées. Opérant a des pressions élevées (au maximum
15 000 psi contre 6000 psi dans une colonne HPLC), ces colonnes présentent deux
avantages : une meilleure résolution chromatographique et une réduction du temps

d’analyse (Lei et al., 2011).

Le couplage LC-MS, fut possible grace a l'introduction des techniques d’ionisation a
pression atmosphérique telles que: lionisation chimique a pression atmosphérique
(Atmospheric  Pressure ~ Chemical  Ionization, APCI), lionisation par
électronébulisation  (Electrospray Ionization, ESI) ou encore lionisation
photochimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Photoionization,
APPI). Le LC-MS employant la source d’ionisation de type électronébulisation (LC-
ESI-MS) est considéré comme 1’'une des technologies les mieux adaptées a la

métabolomique et la plus utilisée (Yanes et al., 2011).

1.4.2.3 Fonctionnement de la source d’ionisation par électronébulisation (ESI)

Définie comme étant une méthode d’ionisation douce, elle a permis I’analyse des
biomolécules (protéines). Son principe est simple, la molécule analysée est en
solution et est introduite dans un capillaire métallique soumis & un fort champ
électrique (De Hoffmann & Stroobant, 2005). 11 en résulte la production de charges
dans la solution analysée, s’en suit la vaporisation de la solution (spray) et la
formation de gouttelettes chargées (Figure 1.4). Ces gouttelettes sont constituées des
molécules de I’ion analyte (composé analysé), de molécules provenant de
I’échantillon et éluant en méme temps que ce dernier ainsi que de nombreuses
charges (De Hoffmann & Stroobant, 2005). Répandues dans la chambre d’ionisation

(avant ’entrée dans I’analyseur de masse), les gouttelettes de solvant séchent causant
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une diminution de leur taille mais en méme temps une augmentation de leur densité
de charges. Ce phénoméne méne a leur division ou fission (limite de Rayleigh). Cette
explosion est due 4 la rupture de l’éQuilibre entre la tension de surface et les forces de
répulsions coulombiques des gouttelettes (De Hoffmann & Stroobant, 2005). Enfin,
cette division se répéte pour aboutir a la désorption des ions en phase gazeuse. Les
ions produits peuvent étre mono-chargés ou encore porter plusieurs charges. Plusil y
a de sites ionisables présents sur 1’analyte, plus ce dernier risque d’étre multichargé.
En contrepartie, pour les molécules moins polaires, elles peuvent s’ioniser en formant
des adduits avec des éléments chinﬁques chargés tels que le sodium ou le potassium,
par exemple (Cech & Enke, 2001). Il est a noter que cette source d'ionisation opére
dans les deux modes: positif et négatif, créant respectivement des ions chargés

positivement et négativement.
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Figure 1.4. Schéma du fonctionnement de la source d’ionisation par électrospray

(ESI) (www.lookfordiagnosis.com, 2013.07.30).

Le principal avantage en LC-MS est la variété¢ des analyseurs de masse qui peuvent
étre couplés aux différentes sources d'ionisation. Cette versatilité propre a la

spectrométric de masse lui confére de nombreuses utilités en métabolomique. La




12

haute sensibilit¢ de ces instruments permet la détection de biomolécules 4 leurs
concentrations physiologiques (pM-uM). De plus, la caractérisation des molécules est
réalisée de différentes maniéres. Grace a la mesure précise de la masse exacte des
molécules (quelques ppm), il devient aisé de déterminer la formule chimique
¢lémentaire. Mais encore, la fragmentation (MS/MS) du composé, donne une
information cruciale sur sa structure et fournit par ce fait méme, son patron de

fragmentation, véritable carte d'identité d’une molécule (Warwick, 2008).

La source ESI peut étre couplée a différents analyseurs, parmi eux l'analyseur & temps
de vol (TOF) ou un quadrip6le ou encore a une combinaison de ces deux analyseurs
ou un analyseur a tempé de vol est annexé a un analyseur quadripble (QqTOF). Ces
instruments hybrides bénéficient de 1’association des avantages de deux analyseurs et

donc augmentent la performance de I’appareil.

1.4.2.4 L’effet de matrice en ionisation ESI

Bien qu'adéquate pour 1'étude des biomolécules, [’analyse LC-MS est confrontée a la
complexité des échantillons biologiques qui contiennent un grand nombre de
molécules. Ces dernicres sont responsables de 1’altération du signal de la molécule
analysée en LC-ESI-MS. Ce phénomene est appelé I'effet de matrice et se traduit
habituellement par une suppression d’ions de 1’analyte qui diminue la réponse de ce
dernier (Matuszewski et al., 2003). L’effet de matrice résulte de la compétition pour
I’acquisition de charges, entre I’analyte et les molécules présentes dans I’échantillon
qui co-éluent avec ce dernier et qui se retrouvent donc en méme terhps dans la source.
Les molécules responsables de ces interférences sont nombreuses, on retrouve parmi
celles-ci les ions inorganiques, les sels, les sucres ou encore résidus de polymeres. On

en déduit donc que ’efficacité d’ionisation d’un composé en ESI dépend en grande
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partie des composés présents dans la matrice et est intimement liée 4 la pureté de
I’échantillon. L’effet de matrice est un inconvénient inhérent 4 la méthode
d’ionisation ESI et doit étre toujours pris en considération lors de I’analyse. C’est
pour cette raison que la purification et le traitement des échantillons avant 1’analyse
sont une étape clé de la qualité de 1’analyse. De plus, I’emploi d’un analogue de
’analyte comme standard interne est un autre moyen de pallier a la diminution de
I’exactitude et de la précision de la mesure engendrée par ’effet de matrice. Cette
méthode de calibration repose sur un principe simple : suite a I’ajout d’une quantité
connue du standard inteme dans I’échantillon, la mesure absolue du signal de
I’analyte est remplacée par la valeur du rapport des signaux entre la molécule dosée et
le standard interne. L’objectif étant de contrebalancer la perturbation du signal de
I’analyte par une perturbation équivalente. Subissant les mémes pertes dans la source
grace a leur similarit¢é de structure et donc indépendamment des fluctuations

analytiques, leur rapport reste inchangé.

1.4.3 Les caractéristiques des analyseurs

Les analyseurs en spectrométrie de masse permettent de séparer les ions selon leur
rapport masse sur charge (m/z). Il existe une grande variété d’analyseurs et leur

performance est jugée en fonction de leur :

- Sensibilité : dépend de la transmission de 1’appareil, c’est-a-dire sa capacité a
détecter un nombre maximum d’ions en comparaison & la quantité de

molécules ionisées (produites dans la source).
- Limite de masse : indique les valeurs maximales des rapports m/z mesurés.

- Précision : représente 1’exactitude de la masse mesurée et est exprimée en

ppm (partie par million).
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- Résolution : est la capacité a mesurer deux m/z distincts mais adjacents avec la

plus petite différence de masse possible.
- Vitesse de balayage (scan).

Tout au long de cette section, les capacités des analyseurs seront discutées en ces

termes qui déterminent leur performance.

1.4.3.1 L'analyseur a temps de vol (TOF)

Dans un analyseur & temps de vol, les rapports m/z des ions sont déterminés en
fonction du temps que ces derniers requiérent a parcourir une distance donnée. A leur
sortie de la source d’ionisation, un champ électrique leur est appliqué dés I’entrée
dans I’analyseur de masse et ils se retrouvent propulsés dans un tube libre de champ
électrique (Figure 1.5). Gréce a la vitesse qu’ils acquiérent pendant 1’accélération
donnée par la tension, chaque ion possédera la méme énergie cinétique et, selon leur

m/z, un temps de vol qui lui sont propres (De Hoffmann & Stroobant, 2005).

Voici, I’équation mathématique (De Hoffmann & Stroobant, 2005) qui décrit le lien

entre I’énergie cinétique (Ek), la vitesse (v), la charge (q) et la masse des ions (m) :
=002 =00 (L)

ou V est le potentiel appliqué.

On en déduitque O =.,/200/0 (1.2)

Sachant que O = 0/0v (1.3) ou L : longueur du tube, on obtient: 0 = 2

(1.4)

La masse (m) de I’ion devient définie par son temps de vol (t)
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Figure 1.5. Principe du temps de vol dans un analyseur de type linéaire
(www.doping.chuv.ch, 2013.07.29).

Les instruments munis d’analyseur a temps de vol (TOF-MS) se distinguent par une
vitesse d’analyse trés élevée couvrant un trés grand domaine de masses (Dunn et al.,
2005). Ils sont également dotés d’une tres haute résolution pouvant atteindre 40 000
et avec une calibration de masse adéquate de 1’analyseur, une précision inférieure a 5
ppm devient possible (Lei et al., 2011). Enfin leur haute transmission (% d’ions
détectés par rapport a la quantité produite dans la source d’ionisation) en fait des
appareils tres sensibles avec une limite de masse pouvant atteindre 500 kDa (en mode

linéaire) (Marinach et al., 2011).

1.4.3.2 L’analyseur quadripolaire

Cet analyseur est composé de quatre électrodes cylindriques opposées les unes aux
autres de charges positives et négatives (Figure 1.6). Les électrodes sont soumises a
un potentiel opposé qui résulte de 1’application-d’un courant continu (U) et alternatif
(V). L’ion se déplace alors selon 1’axe des z en étant attiré par une charge qui lui est

opposée. Etant donné le fait que la polarité des électrodes est alternée en permanence,
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la trajectoire de I’ion est oscillante mais stable jusqu’a ce qu’il atteigne le détecteur.
La sélection des ions est possible grice & la modification des valeurs des tensions U
et V qui définissent la zone de stabilité de la trajectoire des ions d’un m/z donné dans
I’analyseur (de Hoffmann & Stroobant, 2005). Ceci permet a 1’analyseur d’agir donc
comme un filtre de masse. Les quadripbles bénéficient d’une bonne transmission
mais souffrent d’une faible résolution (dite unitaire) ainsi que d’une faible limite de

masse (environ 4000 Da, mais varie selon I’instrument).

Trajectoire des ions sélectionnés

Quadripdle

Source
d’lonisation

Figure 1.6. Analyseur de masse de type quadripdle

1.4.3.3 La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

Les analyseurs quadripolaires ont permis le développement de la spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS). Cette méthode permet la fragmentation des ions. Dans un
spectromeétre de masse du type triple quadripdle (QqQ), deux analyseurs quadripdles
(Q) sont séparés par une cellule de collision (q). Cette derniére est également un
quadripdle mais qui ne fonctionne qu’en mode Rf (courant alternatif). Ceci permet

d’isoler les ions dans un espace ou ils entrent en collision avec un gaz inerte
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(e.g. I’azote) induisant leur fragmentation (de Hoffmann & Stroobant, 2005). Cette
technique d’activation est désignée par le terme CID (dissociation induite par
collision). Habituellement, le premier quadripdle (Q1) sert a sélectionner les ions
ciblés puis & les canaliser vers la cellule de collision (q2). Le second (Q3) permet de
sélectionner un fragment ou des fragments et a diriger ces ions produits (résultant de

la fragmentation) vers le détecteur.

Ce type d’instrument offre une multitude de combinaisons et différents modes de

balayage possibles. Parmi eux :

-Balayage d’ions produits : Q1 sélectionne tous les ions correspondant & une valeur
de m/z donnée (ion précurseur). Q3 est en mode balayage et guide les ions produits

vers le détecteur.

-Balayage d’ions précurseurs : Q1 est en mode balayage et transmet tous les ions vers
la cellule de collision. Q3 est fixé sur une valeur de m/z qui représente 1’ion produit.
Les deux analyseurs opérent simultanément de fagon a retracer et donc détecter tous

les ions (précurseurs) qui, en se fragmentant, donnent I’ion ciblé.

-Balayage de perte de neutres : les deux analyseurs sont en mode balayage et vont
détecter les ions parents dont la fragmentation occasionnera la perte d’un fragment

neutre commun.

-La réaction d’ion sélectionné : Q1 est fixé sur une valeur de m/z d’un ion ciblé puis

Q3 est fixé sur la valeur du m/z d’un ion fragment du parent qui lui est spécifique.

Méme si le quadripdle effectue des balayages par intervalle de masse par opposition
au TOF (de Hoffmann & Stroobant, 2005), il dispose tout de méme d’une sensibilité

élevée grace a ces modes de balayage notamment le mode de réaction d’ion
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sélectionné et est souvent employ€ pour la quantification des composés tels que les

médicaments en milieu clinique.

De plus, il est important d’ajouter que le patron de fragmentation d’une molécule est
unique et nous donne de I’information selon sa structure originelle (ion précurseur).
Grace a la MS/MS, il est possible de distinguer par exemple, deux acides gras
insaturés qui posseéderaient la méme formule élémentaire et qui ne différeraient que
par la position de leur insaturation (Dunn et al., 2012). En métabolomique, cette étape
est indispensable & D’identification des molécules. Elle se conclue par la
superposition parfaite du spectre de fragmentation de la molécule biologique et de
son homologue synthétique (« MS/MS match »).

1.4.3.4 L'analyseur hybride quadripole-temps de vol (QqTOF)

Dans ce type d’appareil hybride, on assiste & une complémentarité d’analyseurs
(figure 1.7). En effet si le triple quadripdle permet de fragmenter les molécules et
bénéficie d’une grande sensibilité grice a sa sélectivité, il souffre en revanche d’une
faible résolution. L’analyseur TOF par son important pouvoir de résolution permet de
pallier ce probléme grice a son exactitude de mesure. Le résultat donne un instrument
robuste qui allie fragmentation et haute résolution. Il se caractérise par une sensibilité
qui permet de détecter des molécules a 1’état de traces (attomoles), une grande vitesse
d’acquisition de données (Jusqu’a 100 spectres/secondes), une précision inférieure a 5
ppm. Ce type d’appareils hybrides tel que le TripleTOF 5600, sont un outil de choix
en métabolomique puisqu’ils permettent de déterminer la masse exacte et la

fragmentation d’une molécule donnée presque simultanément.
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Figure 1.7. Schéma de la structure d’une spectrométre de masse de type
QqTOF (Bocxlaer et al., 2005) .

1.4.3.5 La résolution

Le pouvoir de résolution en spectrométric de masse a une grande importance dans
identification des molécules. La haute résolution en métabolomique est un élément
primordial qui permet de restreindre les possibilités de formules élémentaires et aider
I’identification des métabolites (Lv, 2012). Sa grande vitesse d’acquisition, son large
domaine de masse et de linéarité (10*), sa précision de masse en plus de sa capacité
MS/MS sont les qualités qui font du QqTOF un instrument de prédilection en
métabolomique (Kamleh er al., 2009). Il existe d’autres instruments capables de
mesurer la masse avec une trés grande exactitude tel que les spectromeétres de masse a
transformée de Fourier & résonnance d’ions cyclotronique (FT-ICR, Fourier

Transform Ion Cyclotron Resonance). Ces analyseurs se basent sur le mouvement
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cyclotronique d’un ion sous I'influence d’un champ magnétique élevé pour calculer
sa masse. Les ions en résonance ont un mouvement circulaire et frappent le détecteur
en induisant un courant électrique. L’algorithme de transformée de Fourier traduit
cette fréquence cyclotronique en m/z. Ces instruments disposent de la plus haute
résolution connue et leur incertitude sur la masse peut étre inférieure a 1 ppm (de
Hoffmann & Stroobant, 2005). Cependant, le prix exorbitant de ces appareils réduit
leur accessibilité. Ils sont surtout employés dans les analyses directes, désignées par
le terme anglais DIMS (direct infusion mass spectrometry). Cette méthode consiste a
I’injection d’extraits ou d’échantillons bruts directement dans le spectrométre de
masse sans séparation chromatographique. Elle permet d’obtenir rapidement une
empreinte métabolique caractéristique d’une population ou d’une mutation et
s’impose lorsque le nombre d’échantillons est trés important (Lei et al., 2011). Le
temps d’analyse dure entre 1 et 3 minutes et le nombre d’échantillons peut atteindre
1000/jour (Dunn et al., 2005). Dans ce genre d’approche, la haute résolution d’un
spectrométre de masse est indispensable vu la grande complexité des échantillons
biologiques. Elle est un moyen d’obtenir la formule élémentaire des molécules
(réduisant le nombre de structures possibles) tout en facilitant la recherche dans les

bases de données (Junot, 2010).

Suite au survol de ces différentes techniques d’analyse, il apparait évident que pour
une meilleure couverture du métabolome, il est nécessaire de recourir a plusieurs
plateformes analytiques (Dunn et al., 2005). Malgré les avantages et inconvénients de

ces méthodes, elles restent complémentaires.
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1.5 Le déroulement d’une étude métabolomique

Une étude métabolomique comporte plusieurs étapes et une approche structurée et

rigoureuse est nécessaire pour assurer la validité des résultats. En voici les grandes

lignes :

1;

Le prélévement de I’échantillon : il s’agit d’une étape déterminante. Les
conditions d’échantillonnage peuvent affecter le métabolome et biaiser les
résultats de I’étude. Qu’il s’agisse de I’analyse de cellules ou de fluides
biologiques, il est primordial de cesser toutes réactions métaboliques en cours
en neutralisant P’activité enzymatique. Cette derniére transforme les
métabolites (dégradation possible) et modifie leur concentration. L’arrét du
métabolisme est un moyen fiable de figer le métabolisme au temps du
prélévement. Cette manipulation doit se faire trés rapidement et peut étre
réalisée de deux manicres différentes : en plongeant 1’échantillon dans 1’azote
liquide ou en ajoutant a 1’échantillon du méthanol & -40 °C (Dunn et al., 2005).
Une attention particuliére est apportée a la température de conservation des
échantillons lors de leur traitement ou de leur stockage & long terme (a -80 °C)

afin de prévenir toute dégradation.

L’extraction des métabolites : que cette derniére soit ciblée ou non, son
efficacité peut étre une source de variabilit¢ importante et doit étre validée
avant son application. De par leur nature non spécifique, les études non ciblées
ne nécessitent pas énormément de prétraitement. Les échantillons peuvent étre
dilués ou subir une simple précipitation de protéines. Cette €tape peut étre un

facteur limitant puisque de nombreuses études rapportent des phénoméries de
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co-précipitation de certains métabolites et de protéine ( Dunn et al., 2010).
Toutefois dans le cadre d’études ciblées ou une classe de molécules est
examinée, 1’extraction implique 1’emploi de différents solvants et de méthodes
d’homogénéisation (mortier, sonde de sonication, etc.) des tissus biologiques.
Ces manipulations sont aussi des sources possibles de variabilité en termes de
nombre et de quantité de molécules extraites. Finalement, cette étape se
conclue généralement en concentrant les extraits par évaporation en prévision
de I’analyse chimique. Les traitements pré-analytiques doivent étre réalisés
avec beaucoup de rigueur et d’assiduité afin d’assurer une bonne

reproductibilité des résultats.

Le choix d’une technique d’analyse appropriée : elle est réalisée par une ou
par la combinaison de plusieurs méthodes analytiques telles que 1’analyse
DIMS, LC-MS ou LC-MS/MS, par exemple. Elle est adaptée aux propriétés
physicochimiques des molécules ciblées et facilite la validation des hypothéses
de I’étude. 1l s’agit 1a de préférer un type d’ionisation & un autre ou une
méthode séparative différente. A titre d’exemple: opter pour la
chromatographie a interactions hydrophiles de type HILIC (Hydrophilic
‘Interaction Liquid Chromatography) au lieu de RPLC pour séparer des
molécules tres hydrophiles.

L’analyse statistique : elle permet d’interpréter les résultats en mettant en
évidence les différences et similitudes qui existent entre des conditions ou des
états biologiques distincts. Ainsi, des biomarqueurs sont repérés et des voies
métai)oliques perturbées peuvent étre identifiées et mieux comprises. Plusieurs
logiciels sont disponibles pour effectuer ces analyses statistiques qui se

divisent en deux catégories. L’analyse univariée telle que le test ¢-student ne
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s’adresse qu’a une seule variable a la fois et sert essentiellement a lister les
métabolites détectés. On comprend qu’étant donnée la quantité¢ importante
d’informations engendrées par les études métabolomiques, les analyses
multivariées sont plus appropriées. A' titre d’exemple, [’analyse en
composantes principales (ACP) permet de visualiser la distribution des
métabolites et les discrimine en créant des groupes (Junot, 2010). Ces
regroupements résultent de similitudes entre les différents échantillons et aide a

identifier des biomarqueurs.

. L’identification des métabolites : les logiciels de traitement de données
utilisés en métabolomique sont munis d’algorithmes qui permettent d’apporter
une identification estimée (putative) des molécules. Ils proposent une formule
chimique possible associée a un pourcentage de confiance. Cette formule est
déterminée a partir de la masse exacte ainsi que la distribution isotopique de la
molécule. Quoique mesurée a trés haute résolution, cette identité est provisoire
et d’autres structures sont encore possibles. Il existe actuellement de
nombreuses bases de données en ligne telle que : METLIN (« METabolite
LINk ») ou HMDB (The Human Metabolome Database) qui sont réguliérement
enrichies de nouvelles molécules. Il est donc possible d’effectuer une
recherche en se servant de la masse exacte mesurée. Méme si elles suggérent
souvent plusieurs possibilités, dépendamment du niveau d’incertitude indiqué,
ces banques de données en ligne proposent une information compléte sur les
propriétés de la molécule en plus de faire le lien avec les voies métaboliques
dans lesquelles la molécule est impliquée. HMDB par exemple, fournit méme
les concentrations physiologiques de certaines molécules dans les fluides
biologiques humains (Dunn et al., 2012). Toutes ces informations constituent
des pistes a valider; les suggestions sont rejetées ou retenues dépendamment du

contexte biologique de la recherche. L’étape finale consiste & I’identification
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des molécules grace & leur patron de fragmentation (spectre MS/MS) comme
expliqué précédemment. Cette approche d’identification prend de plus en plus
d’importance et on assiste aujourd’hui au développement accéléré de bases de
données de spectrométrie de masse en tandem, comme celle de METLIN qui
contient les spectres MS/MS d’environ 11 000 molécules a ce jour (Dunn et
al., 2012). Ces banques de données, constitueraient un gain de temps non
négligeable dans le futur puisque I’identification pourrait se résumer a une
seule étape, celle de la comparaison des spectres MS/MS du métabolite

endogene et de son homologue synthétique.

1.6 Introduction de I’étude

La métabolomique est un outil d’exploration qui permet de comprendre la réponse
d’un systéme biologique suite a une perturbation interne ou externe. Les mécanismes
biologiques impliqués sont des processus extrémement complexes. Le fractionnement
du métabolome apparait donc comme une solution idéale qui permettrait de
développer des méthodes sur mesure pour chaque classe de molécules étudiées. Cette
simplicité d’approche améliorerait la compréhension des voies métaboliques inter-

reliées en les segmentant.

L’objectif de cette recherche est le développement d’une méthode de profilage
métabolomique chez le nématode C. elegans. Cette étude est a caractére semi-ciblée
puisqu’elle se concentre sur I’analyse par LC-MS de molécules endogénes polaires

contenant un groupement carboxyle.
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Cette étude se divise en deux volets. Dans un premier temps, nos efforts ont été axés
sur l'optimisation de la méthode de dérivation et d'extraction des métabolites afin d'en
assurer la reproductibilité et d'obtenir une méthode fiable et robuste d'identification et
de quantification des métabolites carboxyliques. La seconde étape de ce travail est
une tentative d'approche métabolomique ou sont comparées deux souches de
nématodes : sauvage (N2) et un modéle mutant (TDP-43) de la protéine TDP-43
impliquée dans la dégénérescence des cellules nerveuses dans la sclérose
amyotrophique latérale, maladie neuro-dégénérative encore incurable. L’objectif étant
de tester l'applicabilité de cette méthode développée en tant qu’outil d’investigation et

d'en fixer les limitations.

1.7 La méthode d’analyse

Chez ’homme, on connait 1’importance des acides organiques dans le cycle de Krebs,
la glycolyse et leurs fonctions dans la dégradation de substrats et la production
d’énergie (Yang et al., 2008), sans oublier les acides gras qui jouent également un
réle important dans .la signalisation cellulaire. Le profilage de cette classe de
molécules comporte un intérét réel puisqu’on estime que 65% des 5000 métabolites
endogénes répertoriés chez 1’étre humain contiendraient au moins une fonction

carboxylique (Guo & Li, 2010).

Chez C. elegans, il existe des molécules ayant des groupements carboxyliques trés
. intéressantes en métabolomique. A titre d’exemple, I'identification de I’acide
dafachronique et des ascarosides (classe de glycosides), impliqués dans le stade dauer
(ralentissement du métabolisme lors de 1’amenuisement des sources de nutriments
(Gill et al., 2004) suscitent un grand intérét dans la compréhension des mécanismes

régulant le développement et le vieillissement chez les eucaryotes (Held et al., 2006).
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Afin de cibler cette classe de molécule nous avons opté pour une stratégie basée sur le
marquage isotopique différentiel des métabolites (DIL, differential isotopic labeling).
Cet étiquetage permet a la fois de repérer, comparer et de quantifier les molécules
analysées. Cette technique analytique a été développée initialement en protéomique
et est employée pour déterminer le niveau d’expression relative des protéines dans
différents échantillons (Mann, 1999). Cette approche de dérivation se caractérise par
une chimie simple et repose sur I’emploi de réactifs contenant des isotopes stables.
Ces derniers ne sont pas radioactifs et existent pour de nombreux éléments chimiques
avec une abondance naturelle qui leur est spécifique et parmi eux : le carbone-13,
I’azote-15, I’oxygéne-18. Les isotopes se distinguent par le fait qu’ils contiennent un
nombre distinct de neutrons qui occasionnent une différence de masse (Dunn e al.,
2010). C’est cette disparité de masses qui est exploitée par le DIL et qui consiste a
employer deux versions, de composition isotopique différente, d’un méme réactif
pour marquer deux échantillons distincts et les quantifier. En voici les principales
étapes: un premier échantillon réagit avec un agent de dérivation “léger” aura une
composition “normale” et contiendra des 'H, '*C, N ou '°O, par exemple. En
contrepartie, le second échantillon sera lui réagit avec un agent de dérivation “lourd”
et contiendra des isotopes stables (ZH, Be, BN, ®0). Les molécules ou protéines
ayant intégrées 1’agent de dérivation 1éger ou lourd, détiendront des masses distinctes
(dépendamment du nombre d’isotopes) et il sera possible de les mélanger
préalablement a 1’analyse. Le rapport entre leurs abondances respectives permet de
procéder a leur quantification relative (Yang et al., 2007). 1l devient donc aisé, d’une
part, de visualiser les différences entre deux conditions biologiques (mutation versus
état normal) et d’autre part, d’évaluer rapidement la sur ou sous-expression de la
protéine ou molécule examinée. De plus, une fois identifiées, il est possible de
procéder a la quantification absolue des molécules ou protéines en utilisant une des
versions du réactif (léger ou lourd) comme standard interne et d’en déterminer la

quantité exacte (Guo & Li, 2009).
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Il existe différentes sortes de réactifs isotopiquement codés, néanmoins ils disposent
d’une sélectivité chimique qui permet de cibler des groupements spécifiques, telles
que les fonctions thiol des cystéines, par exemple. Ils sont de tailles variées et
d’autres fonctionnalités peuvent leur étre greffées tel que la biotine dans le cas des
réactifs de type ICAT (isotope coded affinity tags) utilisés en protéomique. Profitant
de I’affinité que posséde la biotine pour I’avidine, les peptides marqués suite a leur
digestion (trypsique) sont récupérés par chromatographie d’affinité. Suite a la
fragmentation de ces peptides marqués, il est possible, grice a des logiciels munis
d’algorithmes élaborés, d’interroger de maniére automatisée les bases de données en
protéomique et d’identifier la protéine d’ou est issu le peptide (Gygi ef al., 1999). Les
réactifs du type ITRAQ (isotope tags for absolute and relative' quantitfication),
représentent un autre exemple d’approche employant ces agents de dérivation. Il
s’agit de quatre réactifs codés isotopiquement qui permettent de marquer quatre
échantillons de provenances différentes en réagissant avec leur groupement amine et
de les analyser simultanément. La beauté de cette technique, réside dans le fait que
les réactifs (dits isobariques) possédent une méme masse de départ mais produisent

des fragments distincts en MS/MS grace a un jeu d’isotopes différents (Figure 1.8).
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Figure 1.8. Principe des réactifs du type ITRAQ. (1A) Le réactif est une étiquette

ITRAQ isobare constituée d'un groupe rapporteur chargé, un groupe réactif avec un

peptide et une partie d'équilibre neutre (balance). Le groupe indicateur varie en masse

de m/ z de 114 & 117, alors que la masse varie de 28 a 31 Da, de telle sorte que la

masse totale reste constante (145 Da) pour chacun des quatre réactifs. (1B) Les

protéines ont €té digérées et étiquetées avec différentes étiquettes isobares en

parallele a I'analyse MS avant leur mélange. Enfin, suite a la fragmentation (MS/MS)

les ions rapporteurs (114, 115, 116, 117) permettent la quantification relative des

protéines (Eyford et al., 2011).
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Méme si au départ, I’usage de ces réactifs était exclusif au domaine de la
protéomique, la transition vers la métabolomique s’est faite presque naturellement et
il est aisé de le comprendre eu égard aux nombreux avantages que comporte cette

méthode.

Dans le cadre de ce projet, ’aniline, une molécule ayant une amine primaire, est
employée comme agent de dérivation pour cibler les acides organiques présents dans
les extraits des nématodes. Sa structure comporte un anneau benzéne qui sera utilisé
sous deux versions : aniline-'>Cy (réactif 1éger) et aniline-">Cj (réactif lourd) (Figure
1.9-A). Cette méme méthode a déja été utilisée dans une double approche
protéomique et fut proposée comme une alternative a d’autres techniques de
quantification plus couteuses telle que 'ICAT et 'ITRAQ (Panchaud et al., 2008).
Une ¢tude métabolomique a utilisé cette réaction de dérivation pour quantifier les
métabolites impliqués dans le métabolisme énergétique (cycle du carbone) dans des

extraits de levure (Yang et al., 2008).

Nous avons vu précédemment que I’emploi de ces traceurs chimiques permettait 4 la
fois de marquer et de quantifier les molécules, mais encore I’étiquetage isotopique
d’un point de vue purement analytique, présente de nombreux avantages en LC-MS.
Dans un premier temps, les molécules marquées, qu’on désignera comme paire
isotopique  (?C¢/"*C¢) 4 partir de maintenant, ont un comportement
chromatographique semblable qui se traduit par leur co-élution (méme temps de
rétention). La présence d’isotopes ainsi que la différence de masse qu’ils
occasionnent (6,02 Da) n’affectent pas leurs propriétés caractéristiques (Figure 1.9-
B). Dans un second temps, cette paire isotopique posséde un profil spectral
caractéristique qui va permettre de la retracer. Vue la complexité¢ des extraits
biologiques et n’ayant aucune connaissance de I’identité des acides dérivés, cet aspect

a toute son importance. L’espacement de 6,02 Da est observé dans le spectre de
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masse et permet de distinguer les paires du reste des signaux provenant d’autres

molécules.
Echantillon 1 Echantillon 2
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l 6.0201 Da

Analyse LC-MS

Figure 1.9. Illustration du principe de marquage isotopique et de quantification

relative.

D’autre part, I’introduction de cette fraction hydrophobe (I’aniline) rend les acides
parfaitement adaptés a la séparation par phase inverse qui s’avére étre plus efficace et
reproductible dans la séparation d’échantillons biologiques complexes, en
comparaison avec d’autres type de colonnes (ex. HILIC (chromatographie liquide a
interactions hydrophiles) employées pour la séparation de molécules polaires
(Guo & Li, 2009). Enfin, Panalyse simultanée de deux échantillons permet de
s’affranchir des variations instrumentales qui sont observées d’une injection  I’autre.
La variabilité analytique en LC-MS affecte la reproductibilité des résultats et se
traduit par une suppression d’ionisation ou un changement du temps de rétention des
analytes (Lamos ef al., 2007). Les échantillons ainsi marqués vont subir les mémes

fluctuations de I’appareil.




31

1.8 Le nématode Caenorhabditis elegans comme modéle biologique

Le nématode C. elegans (Caenorhabditis elegans) est un systeme modeéle comportant
de riches attraits pour la recherche. Cet organisme est utilisé dans de nombreuses études
portant sur la biologie développementale, la génétique, la neuroscience ainsi que le

vieillissement (Geier et al., 2011).

C. elegans est le premier organisme multicellulaire séquencé. Il comporte 19000 génes
et plus de 40% de leurs produits protéiques ont un homologue dans d’autres organismes
dont I’humain (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). 11 est toutefois a noter que
seuls 10-15% de ses génes produisent des phénotypes observables suite a leur
désactivation et aident ainsi a la compréhension de leur fonction (Blaise et al, 2007).
Les principaux avantages de I’emploi de cet animal en recherche sont les suivants : un
cycle de reproduction court (2.5 jours & 25 C), I’existence d’une importante collection
de mutants et enfin son mode de reproduction hermaphrodite (Reinke, et al., 2010). Ce
dernier élément rend ce systétme modele parfaitement adéquat pour les études
métabolomiques. En effet, I’autofécondation implique I’existence de clones, autrement
dits spécimens isogéniques. La wvariabilit¢ biologique, trés importante en
métabolomique, découlant des différences génétiques au sein d’une espéce se voit ainsi

diminuée.

Au cours des cinq derniéres années, plusieurs études en métabolomique ont été menées
sur C. elegans et étant donné les nombreux attraits que cet organisme présente, leur
nombre est amené a augmenter. Plusieurs plateformes analytiques ont été¢ employées
telle que laRMN ('H), le GC-MS ou encore LC-MS. Parmi celles-ci, une étude sur le
mutant comportant une délétion du récepteur hormonal NHR-49 a mis en évidence une
augmentation du ratio des acides gras saturés et insaturés et de la concentration de

lactate et d’alanine ainsi qu’une diminution des concentrations en
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glucose par RMN ('H) et GC-MS (Atheron et al., 2008). Une autre étude, effectuée
par RMN ('H) et UPLC-MS a évalué les perturbations métaboliques occasionnées par
une exposition au cadmium (polluant toxique) et €évoque une diminution des
concentrations de cystathionine impliquée dans le métabolisme des acides aminés
soufrés indépendamment de la souche testée (sauvage ou mutante) (Hughes et al.,
2009). D’autres recherches ont évalué C. elegans en tant que systéme modéle en
métabolomique et ont tenté de mettre en évidence les variations biologiques
inhérentes a cet organisme (Reinke et al., 2010; Szeto et al., 2011). Enfin, une étude
ayant comme objectif de montrer des phénotypes inexprimés chez les modéles mutant
de C. elegans a réalisé un profilage métabolomique par RMN-HRMAS (‘H) (haute
résolution & angle magique) (Blaise et al., 2007). Le profilage du mutant
sod-1(tm776) touchant la protéine superoxidase dismutase, responsable de la
destruction du stress oxydatif dans les cellules et dont les mutations induisent la
sclérose latérale amyotrophique, a démontré la réduction des niveaux de certains
lipides chez le mutant diie & ’augmentation des radicaux libres dans les cellules.
Cette étude présentait un avantage dans le fait que les vers étaient directement
introduits dans 1’appareil sans exiger de prétraitement. Les résultats obtenus ont
permis également de montrer que les variations biologiques (stade des vers, effet de
mutation) excédaient d’un ordre de magnitude la variabilité analytique de la méthode
(Blaise et al., 2007).

1.9 La sclérose amyotrophique latérale (SLA)

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative

progressive. Elle se caractérise par une détérioration et une perte sélective des
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neurones moteurs supé€rieurs et inférieurs de la moelle épiniére et du cerveau
(Marchetto et al., 2008). La SLA familiale est héréditaire et se caractérise par une
transmission autosomique dominante dans 10% des cas, les 90% des cas restants sont
sporadiques. Le risque de développer la maladie est de 1-3/100 000 (Kim et al.,
2009). A ce jour, les mécanismes responsables de cette détérioration prématurée des
nerfs ne sont pas tout a fait élucidés. Le modéle transgénique de la SLA testé dans
cette étude, exprime la protéine humaine TDP-43 dans les neurones GABA-ergiques
du C. elegans. Cette protéine nucléaire est impliquée dans la transcription de I’ARNm
(acide ribonucléique messager). Chez les patients atteints de la maladie, la TDP-43
mutée forme des agrégats protéiques insolubles dans les neurones moteurs. Ce
mécanisme n’est pas trés bien compris mais il fut établi que ’accumulation de cette

protéine dans le cytoplasme contribue a la destruction des neurones moteurs.

Figure 1.10. Construction du modele transgénique de TDP-43 [A315T]. La séquence
compléte de la protéine type sauvage humaine TDP-43 et la mutation A315T clinique
ont été clonées dans un vecteur d'expression dans les neurones moteurs par le
promoteur unc-47 puis injectés dans C. elegans. Les domaines : RRM (motif de
reconnaissance de I’ARN), NLS (localisation nucléaire) suivi du domaine riche en

glycine sont indiqués (Vaccaro et al., 2012).

La souche mutante TDP-43 comporte la mutation [A315T] et contrairement a de
nombreux modeles mutants existants, n’est pas associée a la GFP (green fluorescent

protein). Cette protéine permet la localisation d’autres protéines auxquelles elle est
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rattachée et peut potentiellement affecter le phénotype de la maladie (Vaccaro et al.,
2012) (Figure 1.10).

1.10 Objectif de I’étude

Dans le cadre de la SLA, ainsi que d’autres maladies neurodégénératives dont les
mécanismes comportent encore des zones d’ombre, la métabolomique constitue un
outil parfaitement adapté a ’investigation des perturbations causées par les mutations
génétiques et permettrait 1’identification des voies métaboliques impliquées. Méme si
cette méthode est développée a partir d’un modéele biologique relativement simple en
comparaison a celui de I’homme, le but de cette étude est de parvenir a une technique
de profilage métabolomique a usage universel qui est destinée a 1’analyse globale des
acides carboxyliques endogéneé quelle que soit leur provenance biologique. Les
différences métaboliques détectées durant 1’étude du modeéle de la SLA chez
C. elegans peuvent éventuellement étre validées en utilisant la méme stratégie

analytique, qu’on décrit ici, chez I’ humain.




CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

Matériel

1.1 Culture cellulaire

Le peptone et l'extrait de levure nécessaires a la préparation des milieux de
culture ont été achetés chez BioShop (Burlington, Ontario, Canada). Tous les autres
produits utilisés pour la préparation des milieux de culture ont été achetés chez

Sarstedt (St-Léonard, Québec, Canada).

1.2 COPAS Biosort

La solution d’iodure de propidium (Img/ml) a été achetée de Sigma-Aldrich
(Oakville, Ontario, Canada). La solution Sheath été commandée chez Union
Biometrica (Holliston, Massachusetts, Etats-Unis). L’eau nanopure provient du
systtme d’eau Barnstead Nanopure (Thermo Scientific, Mississauga, Ontario,
Canada).

1.3 Extraction, dérivation et analyse LC-MS

L’aniline, 1’aniline-"*Cs, N-hydroxysuccinimide (NHS), Sulfo-hydroxysuccinimide
(NHSS), pyridine, hydrochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodi-
imide (EDC), HCI, triéthylamine (TEA) et les standards (acide chenodéoxycholique,
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acide cholique, acide lithocholique, acide déhydrocholique, acide lactique, acide
fumarique, acide kynurénique, acide oxalique, acide 3-déhydroshikimique, acide
shikimique, valine, leucine, isoleucine, proline, tryptophane, phénylalanine, alanine
ont tous €t¢ achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, ON).

L’acétonitrile (ACN), le méthanol (MeOH), I’éthanol (EtOH) sont des solvants de
grade HPLC et proviennent de EMD Chemicals (Gibson, Massachusetts, Etats-Unis).
L’eau nanopure provient du systtme Synergy UV (EMD Millipore, Massachusetts,
Etats-Unis).

1.4 Souches de C. elegans

Les souches utilisées dans cette étude sont les suivantes : la souche sauvage N2
(Bristol), la souche mutante xqls/33 [unc-47::TDP-43[A315T] ;unc-119(+)] et la
souche contrle mutante xqls132 [unc-47::TDP-43- WT;unc-119(+)]. Ces souches
ont été obtenues du Dr Alex Parker (CRCHUM, Université de Montréal).

Méthodes

1.5 Culture de C. elegans

1.5.1 Préparation du milieu agar NGM

Toutes les souches de nématodes ont été cultivées sur un milieu NGM (Nematode
growth media, Brenner, 1974). Ce milieu comprend : 3g NaCl, 2,5g peptone, 16g
agar dans un volume de 1 litre d’eau Milli-Q puis passés a 1’autoclave. Au milieu
refroidi, les produits suivants sont ajoutés : 1,0 ml de cholestérol (5 mg/ml dans 95%
éthanol), 1,0 ml MgSO4 1M, 1,0 ml CaCl, 1M, 1,0 ml KPO4 pH 6,0 1M. Le mélange

est immédiatement agité et versé dans des boites de pétries. Ces derniéres sont
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ensemencées 4 température ambiante pendant 48 heures avec une solution de bactérie

E. coli (OP50) préalablement a leur utilisation.

1.5.2 Milieu M9

Les différentes manipulations d’entretien des vers ont été réalisées dans le milieu
isotonique M9 (12,8g Na,HPOy, 3g KH,POy4, 5g NaCl, 0,25g MgSO,4 dans un volume

de 1L avec de I’eau nanopure puis autoclaveé).

1.5.3 Solution de synchronisation

Cette solution doit toujours étre fraichement préparée et contient: Sml NaOH 1M,
2ml d'eau de javel 4% (hypochlorite de sodium) puis ajusté au volume désiré avec de

1'eau nanopure (volume final de 10 ml).

1.5.4 Synchronisation des cultures de C. elegans

Les nématodes sont prélevés avec du M9 et concentrés dans un tube (1,5ml). Les
tubes sont centrifugés a 3500 rpm pendant 3 minutes. Au culot de vers est ajouté 1 ml
de solution de synchronisation. Les tubes sont agités pendant 4 minutes puis
centrifugés a 3500 rpm pendant 3 minutes. Le surnageant est enlevé suite a chaque
centrifugation et 3 lavages au M9 sont réalisés. Enfin les ceufs sont agités pendant
16h a 20°C dans le milien M9 afin de synchroniser leur niveau de croissance en

absence de nutriment.

1.5.5 Conditions de culture de C. elegans

Les larves de vers sont comptées manuellement pour avoir entre 3000 a 4000 par
boite pour toutes les souches utilisées. La souche (N2) est cultivée a 22°C et est

récoltée apres 4 jours au stade adulte. Les souches TDP-43wt et TDP43-[A315T] sont
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cultivees 4 18°C et atteignent le stade adulte apreés 5,5 jours (Les souches

transgéniques étant beaucoup plus thermosensibles que la souche sauvage).

1.5.6 Prélévement de C. elegans

Les vers adultes sont prélevés et lavés dans du M9 et finalement suspendus dans de
I’eau nanopure. Lors du comptage manuel des vers, la solution est diluée de fagon a
avoir le nombre voulu (1000, 2500, 5000 ou 12500) de vers dans un aliquot de 1ml
par tube. Le volume est réduit a 250 pl par tube et le surnageant prélevé sert

d’échantillon contrdle de son tube respectif (Fig. 2.15-2.17).

1.5.7 Comptage automatique au Copas Bisort

Le COPAS Biosort (Union Biometrica, Somerville, Massachusetts, Etats-Unis), est
un appareil a haut débit qui permet de trier les vers en fonction de leurs
caractéristiques physiques et optiques. L’appareil est muni d’un laser (488 nm) qui
est employé pour mesurer les paramétres physiques des vers comme leur longueur et
leur densité optique afin de cibler un stade de croissance dohné (adulte, larve, etc.).
Suivant 1’étape de récolte de vers, ’iodure de propidium (IP) (a une concentration
finale de 10 ul/ml) est ajouté a la suspension des vers et incubée pendant 15 min
préalablement a I’analyse. L’IP est utilisé pour distinguer les vers morts, puisqu’il ne
pénétre que dans les cellules mortes. Les vers sont ensuite introduits dans 1’appareil et
distribués a raison de 2500 vers/puits (dans des plaques de 24 puits). Les vers sont
ensuite transférés dans des tubes puis traités tel que mentionné dans la section 2.1.6

(Fig.2.18-2.19).
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1.6 Arrét du métabolisme

Les tubes de vers comptés (manuellement ou de fagon automatisée) sont plongés
pendant 10-15 secondes dans de 1’azote liquide, se congélent instantanément et sont

ensuite conservés a - 80°C.

1.7 Extraction des métabolites acides (vers comptés manuellement)

Tous les tests d’optimisation de 1’extraction liquide-liquide (LLE) ont été effectués

avec la souche sauvage (N2) avec des tubes contenant des culots de 1000 vers/tube.

1.7.1 Extraction liquide-liquide

Des volumes de 400 pl CHCl3, 200 pl MeOH et 200 ul NaOH 0,2 N (pH 11,0) sont
ajoutés aux culots de vers. Les tubes sont soniqués dans 1’Ultrasonic Branson cleaner
2510 (Cleanosonic, Richmond, Virginie, Etats-Unis) pendant 15 min. Les tubes sont
ensuite mélangés pendant 30 s §uivis d’un temps de repos de 5 min pour aider a la
séparation des phases. Aprés une centrifugation 4 5000 rpm pendant 3 min, un
prélevement de 350 pl de la phase aqueuse est effectuée et transféré dans des
nouveaux tubes puis une seconde extraction est réalisée et combinée aux premiers
prélévements. Les extraits sont évaporés a 1’aide du SpeedVac Savant SPD 131 DDA
(Thermo Scientific, Mississauga, Ontario, Canada) et reconstitués dans un volume de
120 ul de 10% d’ACN (Fig. 2.12-2.14).

1.7.2 Extraction par sonication

Pour I’extraction a I’EtOH (80°C) et a 1’eau (80°C), un volume de 400 pl du solvant
d’extraction est ajouté aux culots de vers et les tubes sont incubés pendant 2 min a
80°C avant d’étre soniqués. Concernant I’extraction a I’EtOH 75% (80°C), 400 pl

d’EtOH froid sont ajoutés aux culots dans un premier temps puis incubés pendant
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3 min a 80°C. Enfin, pour I’extraction au MeOH 80%, un volume de 800 pl est ajouté
aux culots de vers. Tous les tubes sont soniqués avec une sonde a ultrasons XL-2000
(QSonica, Newtown, Pennsylvanie, Etats-Unis) pendant 2 min (avec interruptions sur
de la glace aux 30 s). Les tubes sont centrifugés pendant 10 min & 13000 rpm puis un
premier prélévement de 400 pl est effectué pour les solvants chauds, tandis que 600
ul sont transférés dans des nouveaux tubes pour I’extraction au MeOH 80%. Pour la
deuxiéme extraction, 400 pl additionnels de solvants chauds ou 200 ul de MeOH
80% sont ajoutés aux tubes. Un prélévement final de 400 pl pour les extractions a
I’EtOH et & I’eau chaude et 200 pl pour I’extraction au MeOH est effectué aprés une
deuxieme ronde de sonication et de centrifugation. Les extraits sont traités tel

qu’indiqué dans la section 2.3.1 (Fig. 2.12-2.14).

1.7.3 Extraction par mortier et pilon a I’éthanol (80°C)

Un volume de 400 pl d’EtOH est ajouté aux culots de vers. Les tubes sont incubés
pendant 2 min & 80°C puis les vers sont broyés a I’aide d’un systéme de mortier et
pilon électrique (VWR International, Ville Mont-Royal, QC) pendant 2 min (avec
_ interruptions aux 30 secondes). Les tubes sont centrifugés pendant 10 min & 13000
rpm puis un prélévement de 400 pl est effectué et transféré dans des nouveaux tubes.
- S’ensuit un second ajout de 400 pl d’EtOH (80°C) pour une deuxiéme extraction
suivant les mémes étapes précédentes. Un autre volume de 400 pl est prélevé et
ajouté aux tubes. Les extraits sont traités tel qu’indiqué dans la section 2.3.1
(Fig. 2.14).

1.7.4 Extraction par billes

Des billes de silice (250 mg) de 0,1 mm de diamétre (Bertin technologies, Montigny,
France) ou un mélange de billes de 0,1 et de 0,5 mm de diamétres sont ajoutées dans

chaque tube contenant un culot de vers. Un volume de 400 pul de solvant (EtOH
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(80°C), EtOH 75% ou MeOH 80%) est ajouté. Les tubes contenant dj¢ I’EtOH (80°C)
sont incubés pendant 2 min a 80°C, tandis que les tubes contenant de I’EtOH 75%
sont incubés pendant 3 min 4 80°C avant ’homogénéisation & I’aide du Precellys
Bead Beater (Bertin Technologies, Montigny, France) pendant un programme de
3 cycles d’une durée de 60 s. Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 10 min &
13000 rpm. Un prélévement de 400 pl est ensuite effectué et transféré dans des
nouveaux tubes, suivi d’un second ajout de 400 pl de solvant pour une deuxiéme
extraction consécutive. Le deuxiéme prélévement est combiné aux tubes précédents.

Les extraits sont traités tel qu’indiqué dans la section 2.3.1 (Fig. 2.14, 2.18 et 2.19).

1.8 Méthode de dérivation

Pour la partie d’optimisation des conditions de réactions, un mélange de standards
composé¢ de : proline, tryptophane, acide malonique et 1’acide déhydrocholique 4 100

pM a été utilisé.

1.8.1 Optimisation du pH de I’étape d’activation des acides

Les solutions d’acides et d’EDC 0,2M sont préparées soit dans une solution de
pyridine 1M, pH 5 (condition légérement acide), d’eau (condition neutre) ou de TEA
pH 8 (condition légerement basique). Aux 25 pl d’acides standards mi)ftes sont
ajoutés : 50 pl ’EDC 0,2 M et 25 pl d’eau (1), 50 pl ’EDC 0,2 M et 25 ul de NHS
25 mM (2) ou encore 50 pl 0,2 M d’EDC et 25 ul de Sulfo-NHSS 25 mM (3). Les
réactions sont incubées pendant 1h préalablement a 1’ajout de 50 pl d’aniline 200 mM

(pyridine 1M, pH 5) et réagissent pendant 2h (Fig. 2.1).




42

1.8.2 Test d’optimisation de la température de la réaction de dérivation

25 pl d’un mélange de quatre acides (proline, tryptophane, acide malonique et acide
déhydrocholique) a 100 pM est dérivée en ajoutant 50 pl de 0,2 M d’EDC dans 50
mM TEA (pH 8.0) et 25 pl 25 mM NHSS et incubé pendant 1h. Enfin, 50 pl d’aniline
200 mM (1 M pyridine & pH 5.0) est ajouté pour un temps de réaction de 2h. Trois
températures ont été testées : 25, 40 et 60 °C (Fig. 2.2).

1.8.3 Test d’optimisation du temps de la réaction de dérivation

25 ul d’un mélange de quatres acides (proline, tryptophane, acide malonique et acide
déhydrocholique) a 100 uM, est dérivée en ajoutant 50 pl de 0.2 M d’EDC dans 50
mM de TEA (pH 8.0) et 2.5 pl de 25 mM de NHSS et incubé pendant 1h. Enfin, 50 pl
d’aniline 200 mM (1 M pyridine a pH 5.0) est ajouté pour un temps de réaction de :
1h, 2h ou 24h (Fig. 2.3).

1.8.4 Réaction de dérivation optimisée

A 25 pl d’extraits ou d’acides standards sont ajoutés 50 ul 0,2 M ’EDC dans 50 mM
TEA (pH 8.0) et 25 pul 25 mM NHSS et incubés pendant 1h. Enfin, 50 pl de 200 mM
d’aniline ou I’aniline->C¢ dans 1 M pyridine (pH 5.0) sont ajoutés pour une durée de
2 h a température ambiante. Précédemment & I’analyse, les fractions d’aniline

12C6/13C6 sont assemblées a raison de 50 pl par échantillon en fonction du ratio

souhait¢  (Fig. 2.7).

1.9 Validation de la méthode (acides standards)

Une solution de mixte d’acides contenant 15 acides a été préparée a des

concentrations allant de : 10, 20, 50 mM puis dérivée par I’aniline et 1’aniline-'>Cg.
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Les mélanges dérivés ont été assemblés dans les proportions 12C¢;/13C6 suivantes : 1:5,
1:2, 1:1, 2 :1 et 5 :1. Les solutions d’acides dérivés et non dérivés ont été analysées
(Fig. 2.8).

1.10 Analyse des extraits non dérivés (vers comptés manuellement)

40 pl des extraits non dérivés ont été ajoutés a 40 ul d’ACN 10% puis analysés par
LC-MS (voir détails dans la section 2.12) (Fig. 2.8).

1.11 Détection et quantification relative des métabolites acides de la souche

- TDP-43[A315]

Les vers mutants ont été comptés manuellement a raison de : 2500, 5000 ou 125 000
vers/tubes. Les métabolites ont été extraits avec la méthode utlisant les billes et
’EtOH (80°C). Ils ont été dérivés séparément par I’aniline et 1’aniline-'>Cs puis
mélangés ensemble afin d’obtenir des ratios suivants: 1:5, 2:5, 1:1, 5:2, 5:1  (Fig
2.15).

1.12 Comparaison des niveaux des métabolites acides identifiés dans la souche

TDP-43[A315] avec les niveaux dans la souche contréle TDP-43 et sauvage
(N2)

Toutes les souches de vers ont été comptées manuellement & raison de 2500
vers/tubes. Les métabolites ont été extraits avec la méthode d’exfraction aux billes et
a I’EtOH (80°C). Deux aliquots de 25 pl ont été dérivés séparément par 1’aniline et
I’aniline-Cg. Pour 1’évaluation des niveaux des métabolites de la souche mutante,
les extraits de TDP-43[A315T] et son contrdle TDP-43wt ont été dérivés par I’aniline
et 1aniline-"Cg, respectivement, puis mélangés dans un rapport de 1:1. Pour les
extraits de la souche TDP-43wt et sauvage (N2) nous avons procédés de la méme

maniére (Fig, 2.16-2.17).
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1.13 Evaluation et optimisation de la méthode d’extraction des métabolites

acides endogénes (2500 vers/tube comptés au COPAS Biosort)

Les vers ont été extraits par 5 méthodes d’extraction différentes : (1) billes (mélange
0,1 et 0,5 mm) et MeOH 80%, (2) billes (mélange) et EtOH 75% (80°C), (3) billes
(0,1lmm) et EtOH 75% (80°C), (4) sonication et MeOH 80% et (5) sonication et
EtOH 75% (80°C). Deux aliquots de 25 ul pour chaque méthode ont été dérivés
séparément par 1’aniline et 1’aniline-'Cq puis mélangés dans une proportion de 1:1

préalablement a 1’analyse (Fig.2.18-2.19).

1.14 Evaluation de la méthode d’extraction des métabolites connus (2500

vers/tube comptés au COPAS Biosort)

Les vers sont extraits par la méthode a ’EtOH 75% (80°C) et aux billes (mélange).

Les extraits sont traités comme mentionné dans la section 2.9 (Tableau 3.3).

1.15 Quantification relatives des métabolites connus (2500 vers/tube comptés au
COPAS Biosort)

Les vers sont extraits par la méthode a I’EtOH 75% (80°C) et aux billes (mélange).
Les extraits sont dérivés par I’aniline. Un mélange de standards & une concentration
de 20 pM est dérivé par I’aniline-">Cq. Les extraits dérivés et les standards sont

assemblés dans une proportion de (1:1) préalablement & 1’analyse (Tableau 3.4).

1.16 Analyse LC-MS et LC-MS/MS

Pour les divers tests effectués, nous avons employé trois méthodes d’analyse

différentes dépendamment du type d’échantillons analysés.
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1.16.1 Méthode 1

Tous les extraits non-dérivés de C. elegans de la souche (N2) pour I’évaluation de la

méthode d’extraction ont été analysés par la méthode qui suit.

La séparation par chromatographie en phase liquide a été effectuée sur un systéme
HPLC de série 1200 d'Agilent (Agilent, Palo Alto, Californie, Etats-Unis), incluant
une pompe binaire (G1312B), un auto-échantillonneur (G1367C) et un four a colonne
(G1316B), sur une colonne C18 Cogent (2,1 mm x 150 mm) a phase inverse remplie
de particules de 4,2 pm de diamétres acheté de MicroSolv Technology (Eatontown,
New Jersey, Etats-Unis). Le gradient d'élution composé de la phase mobile A (eau
avec 0,1% acide formique) et la phase mobile B (ACN avec 0.1% acide formique)
débute a 5% de phase mobile (B) et est maintenu pendant 2min. A 6 min la phase
mobile (B) est a 35%, a 70% a 15 min et atteint 90% a 18 min. La phase mobile B a
ensuite été maintenu 4 90% pendant 2 min et puis la colonne est rééquilibrée a 5% B
pendant 7,5 minutes avant la prochaine injection. Le systéme opéré a un débit de 0,4
ml par minute avec un volume d’injection de 10 pl. La détection des métabolites est
réalisée par un spectrométre de masse Agilent 6210 (Palo Alto, Californie, Etats-
Unis) de type ESI-TOF en mode positif couvrant un domaine de masse de m/z 100-
1000 comprenant une calibration interne (121.0504/922.0098). L’acquisition est
contr6lée par le logiciel MassHunter B.03 (Agilent Technologies). Les paramétres de
la source ont été les suivants : le voltage du capillaire a 4000 V, la pression du gaz
nébuliseur a 35 psi, le débit du gaz de séchage a 11.5 I/min et la température du gaz a
350 °C. De plus, les voltages du fragmenteur et du skimmer étaient fixés a 100 V et

60V, respectivement.

1.16.2 Méthode 2

Les échantillons des tests d’optimisation et de validation de la méthode ainsi que les

extraits dérivés de C. elegans pour I’optimisation de la méthode de quantification de
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métabolites connus ainsi que du profilage métabolomique (toutes les souches), ont été

analysés par cette méthode.

Les métabolites ou molécules standards ont été séparés par chromatographie en phase
liquide sur un systétme HPLC de série Nexera (Shimadzu, Columbia, Maryland,
Etats-Unis), comprenant deux pompes (LC-30AD), un auto-échantillonneur (SIL-
30AC) et un four a colonne (CTO-30A) employant la méme colonne qu’a la section
2.12.1. Les conditions chromatographiques étant les mémes que la méthode 1 a
I’exception d’une modification apportée au gradient d’élution ayant pour objectif
I’amélioration de la séparation des métabolites dérivés face a la complexité des
matrices biologiques (extraits de vers). Le gradient d'élution débute aux mémes
conditions que la méthode précédente et atteint 25% de la phase mobile (B) a 6 min,
4 65% a 18 min et enfin 90% & 18 min. Le volume d’injection était de 20 pl.

La détection des métabolites est réalisée par un spectrométre de masse type
TripleTOF 5600 (AB Sciex, Concord, Ontario, Canada) équipé d’une source ESI de
type DuoSprayTM en mode positif couvrant un domaine de masse de m/z 115-1000 et
comprenant une calibration externe (121.0509/922.0098). L’appareil est opéré par le
logiciel Analyst (version 1.5.1, AB Sciex) en mode générique IDA (Information
Dependent Acquisition, comprenant un balayage en mode TOF-MS suivi de 5
balayages MS/MS (fragmentation) des 5 masses les plus abondantes et en utilisant le
paramétre de filtrage DBS (Dynamic Background Substraction) permettant d’exclure
les ions déja fragmentés. Les paramétres de la source ont été les suivants : la pression
de 1’azote a I’entrée de I’analyseur est de 35 psi, le voltage du capillaire est de 5000
V, la pression du gaz du nébuliseur est de 50 psi, et la température est de 500 °C. Le
fragmenteur (DP) était fixé a un voltage de 60 V et 1’énergie de collision (CE) a 10V.
Pour les balayages MS/MS, les paramétres sont identiques au balayage TOF-MS a
’exception de I’énergie de collision (CE) qui est fixée 4 30V +/- 10V.




47

1.16.3 Méthode 3

Les échantillons dérivés d’extraits de C. elegans et de standards d’acides pour la
partie de quantification relative de métabolites connus ont été analysés par cette
méthode. L’analyse a été réalisée sous les mémes conditions que la Iﬁéthode 2. Une
seule modification a été apportée au mode de balayage IDA (MS/MS) ou les masses
des standards dérivés ont été spécifiées a m/z 267.113 et 279.153 pour ’acide

fumarique et a m/z 280.145 et 286.165 pour le tryptophane.

1.17 Analyse de données

Les extraits bruts de C. elegans ont été traités a l'aide du logiciel MassHunter
Qualitative Analysis B.03 (Agilent Technologies) pour I’extraction des masses et la
détection des pics chromatographiques. Le logiciel MetabolitePilot™ version 1.0
(AB Sciex) a été utilisé pour dresser une liste de métabolites dérivés potentiels avec
un algorithme de filtrage basé sur la différence de masse des paires isotopiques de
6.0201 Da (**Cs-"Ce) permettant la reconnaissance des métabolites dérivés en
fonction de leur composition isotopique. Les logiciels PeakView™ 1.2 et Multi-
Quant ™2.1 (AB Sciex) ont été utilisés pour I’extraction des métabolites ainsi que la
quantification relative des aires provenant des pics chromatographiques des masses

identifiées comme faisant partie d’une paire isotopique.




CHAPITRE HII

RESULTATS ET DISCUSSION

Pour réaliser 1’objectif de cette étude, nous avons abord€ le profilage métabolomique
chez C. elegans sur deux fronts. Dans un premier temps, notre but consistait a
s’assurer que la méthode de dérivation était fiable et robuste pour I’application que
nous lui prévoyons. Bien qu’elle ait été employée avec succés dans des études
précédentes (Panchaud et al., 2008, Yang, et al., 2008), on se devait de vérifier si
cette technique de dérivation et de quantification était adaptée au type de molécules
que nous ciblions soit les acides organiques. Dans la seconde partie nous avons testé
’applicabilité¢ de cette méthode en me’tabolomique'sur un modele animal simplifié

(C. elegans) pour évaluer ses avantages et inconvénients.

2 Optimisation de la réaction de dérivation

Afin d’optimiser la réaction de dérivation, nous avons utilis¢é un mélange simple
composé de quatre acides qui selon nous seraient représentatifs des différentes
biomolécules (métabolites) retrouvées dans les extraits biologiques, soit : la proline
qui est un acide aminé non polaire, le tryptophane un acide aminé polaire (non
chargé), I’acide malonique un diacide polaire et enfin I’acide déhydrocholique qui est

un acide biliaire extrémement hydrophobe.
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2.1 Concentrations des réactifs

La réaction originale (Figure 2:1, A) a été optimisée en termes de concentration de
I’agent de couplage (EDC) et d’aniline dans des travaux antérieurs. Les
concentrations initiales de I’'EDC et du réactif de dérivation ont été révisées a la
baisse en comparaison a la littérature (Panchaud et al., 2008). Les conclusions de ces
tests ont €tablis les concentrations de ’EDC et de I’aniline & 0,2 M au lieu de 0,5 M
et 0,3M respectivement, comme étant optimales et permettant d’obtenir une réaction

de dérivation efficace et propre.
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Acide dérivé

Figure 2.1. Mécanismes de dérivation des métabolites carboxyliques. (A) La fonction
carboxyle est activée par ’agent de couplage (EDC), suivi par la dérivation de I’acide
par I’aniline. L’intermédiaire formé par I’acide et I’agent de couplage est instable et
est sujet a I’hydrolyse (B). L’activation de 1’acide dans ce cas est possible par le biais
d’additifs tels que le N-hydroxysuccinimide (NHS) ou le sulfo-N-

hydroxysuccinimide (NHSS) (C). Cet ¢lément est a prendre en considération dans le
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contexte d’échantillons biologiques complexes tels que les extraits de nématodes afin

de prévenir toute perturbation indésirable de 1’analyse LC-MS.

2.1.1 Optimisation de I’étape d’activation des acides

Ayant rencontré certaines difficultés lors des tests de dérivation de standards
notamment certains acides aminés, nous avons décidé de regarder de plus prés le
déroulement et les différentes étapes que comporte cette réaction. Cette derniére se
fait en deux temps. L’EDC active le groupement carboxyle en premier puis 1’aniline
effectue une attaque nucléophile qui crée le lien amide (Figure 2.1, A). L’activation
du carbonyle semble donc étre une étape clé sans laquelle I’acide ne peut étre dérivé.
Les travaux publiés dans la littérature ayant employé ce type de réaction ne
mentionnent aucune information a ce sujet et afin de résoudre notre probléme nous
devions étudier la chimie de la réaction. L’ intermédiaire lors de I’activation de ’acide
(O-acyliso-urée) est une espéce fragile qui est facilement hydrolysable. L’emploi
d’additifs tel que le N-hydroxysucinimide (NHS) ainsi que le sulfo-NHSS permet de
pallier a ce probleme (Jang et al., 2012). Ces derniers prennent le relai de ’EDC et
activent le groupement carboxyle en formant un intermédiaire plus stable (Figure 2.1,
B et C). Cette approche de double activation est employée en synthése peptidique et
¢’est pourquoi nous avons tenté d’en optimiser les conditions avec différents agents

d’activation et puis en testant différents pH.
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2.1.2 Optimisation du pH de I’étape d’activation des acides

Dans cette partie, nous avons comparé trois conditions différentes de pH (5,0, 7,0 et

8,0) et introduit une étape d’incubation d’une heure des acides avec I’agent de

couplage (EDC) et les additifs (NHS et Sulfo-NHSS) préalablement a 1’ajout de

’aniline. La réaction de dérivation originale se fait en ajoutant simultanément aux

acides, ’EDC ainsi que 1’aniline & un pH acide (5,0). Afin d’assurer cette condition,

les solutions de mélange d’acides, le EDC ainsi que I’aniline ont été préparés dans la

solution de 1M de pyridine a pH 5,0. On remarque une augmentation significative de

la dérivation en présence d’additifs (Figure 2.2).
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Figure 2.2. Effet du pH acide (5,0) sur I’étape d’activation des acides. Un mélange

contenant 4 standards (proline, tryptophane, acide malonique (AM) et I’acide
déhydrocholique (DHCA)) & 100 uM est dérivé en deux additifs (NHS et Sulfo-
NHSS) en plus de I’EDC (agent de couplage).




Pour le Sulfo-NHSS, I’amélioration des quantités d’acides dérivés (aires) est de
I’ordre de 2 fois pour la proline, le tryptophane et 1’acide déhydrocholique en
comparaison avec I’EDC seul. Elle est d’autant plus importante (de I’ordre de 58 fois)
dans le cas de I’acide malonique. Le phénoméne d’hydrolyse de I’intermédiaire O-
acyliso-urée est donc assez important en milieu acide. Lorsque les solutions d’acides
ainsi que ’EDC sont préparés dans de 1’eau (Figure 2.3) suivie de I’ajout de I’aniline
(IM de pyridine pH 5,0), I’amélioration de la dérivation est frappante et
I’augmentation des quantités détectées est supérieure a 6 fois pour tous les acides en
comparaison aux conditions acides de couplage. L’ajout d’additifs ne semble

améliorer la dérivation.
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Figure 2.3. Effet du pH neutre sur I’étape d’activation des acides. Ce test est réalisé
dans les mémes conditions que la figure 2.2 & ’exception de la préparation des

solutions du mélange d’acides et de ’EDC 0,2 M effectués dans de I’eau.

Enfin, en conditions basiques, les acides et le EDC sont préparés dans une solution de
TEA 50 mM a pH 8,0 et on constate que la réaction est nettement améliorée par

rapport aux conditions précédentes (Figure 2.4). L’acide malonique semble étre
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I’espéce chimique la plus sensible au pH basique et 1’amélioration des quantités
dérivées est supérieure a 4000 fois en comparaison aux conditions acides. Ce pH
permet donc une bonne stabilité et prévient ’hydrolyse des intermédiaires d’acides
activés. Ce résultat s’accorde avec ce qui est mentionné dans la littérature dans le
cadre de la synthése peptidique ou ’EDC et le Sulfo-NHSS qui est réalisée a un pH
de 8,0-9,0 (Jang et al, 2012). Le pH de 8,0 prévient également I’hydrolyse faible
mais possible de I’intermédiaire du NHS avec ’acide (ester-NHS stable) et assure la

dérivation des acides par I’aniline (Frey & Corn, 1996).
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Figure 2.4. Effet du pH basique (pH 8,0) sur I’étape d’activation des acides. Ce test
est réalisé dans les mémes conditions que la figure 2.2 a I’exception de la préparation
des solutions du mélange d’acides et de ’EDC 0,2M effectués dans une solution de

TEA 50 mM (pH 8,0).

Les acides aminés (proline et tryptophane) illustrent bien le phénomeéne d’hydrolyse
du complexe agent de couplage-groupement carboxylique en milieu acide. Les
conditions neutres ou légerement basiques sont nettement plus adéquates et ’emploi

du sulfo-NHSS permet une meilleure dérivation dans le cas du tryptophane. En
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contrepartie, 1’acide déhydrocholique est trés peu affecté par I’emploi d’additifs ou
I’augmentation de pH et bénéficie d’une trés bonne efficacité de dérivation en milieu
acide ainsi que d’une bonne sensibilité en MS. Son pKa inférieur a 6, 1’accessibilité
de son groupement carboxyle et enfin sa grand hydrophobicité pourrait expliquer

cette prédisposition.

Les différences entre le NHS et le sulfo-NHSS ne sont pas significatives mais nous
avons opté pour I'utilisation du sulfo-NHSS car ce dernier donnait un résultat
- 1égerement meilleur que le NHS a cause de son caracteére hydrophile qui le rend plus
soluble. Etant donné le fait que I’efficacité de dérivation dépend des propriétés
chimiques des molécules et ne connaissant pas la nature des acides présents dans les
extraits biologiques nous avons décidé de conserver 1’ajout du Sulfo-NHSS. Cet
additif, est reconnu pour augmenter le nombre de réticulations (crosslinking)
acides/amines et il est établi que 1’ester-NHS (complexe formé avec ’acide) est plus
stable et s’hydrolyse moins que 1’O-acyl-iso-urée (Frey & Corn, 1996). Quoique
n’ayant pas conduit & une amélioration significative de la dérivation par I’ajout des
additifs, ces tests ont permis 1’optimisation des conditions du couplage de I’aniline et
des acides par I’EDC. Pour la seconde partiec de 1’optimisation, la réaction de
dérivation sera réalisée a pH légérement basique (8,0) en présence de 1’agent de
couplage EDC et de l’additif sulfo-NHSS pendant 1h préalablement a 1’ajout
d’aniline (pH 5,0).

2.1.3 Optimisation de la température de réaction

Afin de déterminer si le chauffage permettait d’augmenter la cinétique de la réaction,
nous avons testé trois températures différentes : 25, 40 et 60 °C (Figure 2.5). Nos

résultats montrent que 1’augmentation de la température 4 60°C est inversement
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proportionnelle & I’efficacité de dérivation qui se voit réduite. L’acide malonique et
I’acide déhydrocholique semblent étre trés sensibles a la chaleur en comparaison aux
acides aminés et affichent une diminution significative de I’efficacité de dérivation a
40°C et 60°C. Cépendant selon la littérature, & une température supérieure a 25°C, on
assiste 4 une instabilité des intermédiaires d’acides activés et a leur hydrolyse ce qui a
comme conséquence la régénération des acides (Xia et al, 2013). En revanche, la
dérivation des acides aminés ne présente pas de différences significative entre 25°C et
40°C. Par ce test, nous confirmons donc qu’une température ambiante (25°C) est

optimale et permet une dérivation efficace des acides.
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Figure 2.5. Effet de la température sur la réaction de dérivation des acides.
L’efficacité de dérivation est évaluée a 3 températures différentes : 25, 40 et 60°C
pour les acides suivants : la proline (A), le tryptophane (B), I’acide déhydrocholique
(C) et I’acide malonique (D) (n=3).
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2.1.4 Optimisation du temps de réaction

Un des objectifs de I’étude est de développer une méthode de dérivation et de
quantification des métabolites acides rapide et efficace. Ce test a comme but de
déterminer un temps de réaction des acides qui réunirait ces deux conditions. Des
temps de réaction de 2, 3 et 24h ont été évalués (Figure 2.6). Comme on pourrait s’y
attendre, la dérivation des acides pendant 24h indique les quantités d’acides dérivées
les plus importantes pour la majorité des acides. Cependant, les aires sous les pics des
acides a 24h, sont seulement deux fois plus importantes (A, B, D) et la réaction
semble atteindre une forme de saturation (plafond). Ceci peut-étre expliqué par la
stabilité de ’agent de couplage (EDC) dont le temps de demi-vie n’est que de 6h a un
pH de 5,0 (Gilles et al., 1990). La dégradation de ’EDC rendrait ainsi la réaction de
couplage impossible. Il est & noter également que la présence de sulfo-NHS ne
semble pas apporter une contribution significative a la dérivation. En effet, le
complexe formé entre le sulfo-NHS et le groupement carboxylique posséde une
stabilité maximale de 12h (Xia et al, 2013). L’acide déhydrocholique (C) présente un
comportement différent des autres molécules acides testées. En effet, au bout de 2 h
de réaction, la quantit¢ d’acide détectée par l’appareil est trés importante en
comparaison a !’intensité (quantité détectées) des autres acides pour ce méme temps
de réaction. Ceci peut étre dii au fait que cet acide s’ionise trés facilement (de par sa
nature chimique et son temps d’élution) qui se traduit par une importante intensité qui
dénoterait d’une grande sensibilité¢ en MS. Il accuse une 1égére diminution aprés 3 et
24 h de réaction qui n’a pas été examinée de plus prés puisqu’elle ne constitue pas
une différence significative. La réaction d’une durée de 3 h semble étre un bon

compromis entre efficacité et temps de dérivation.
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Figure 2.6. Evaluation de la dérivation des acides en fonction du temps. L efficacité
de dérivation est évaluée & 3 temps de réaction différents : 2, 3 et 24 h pour la proline

(A), le tryptophane (B), I’acide déhydrocholique (C) et 1’acide malonique (D) (n=3).

2.1.5 Conditions optimisées de la réaction de dérivation

L’approche que nous proposons est unique dans le cadre de I’étiquetage isotopique
d’acides employant ’EDC et ’aniline. Grice aux différents tests effectués, nous
sommes les premiers & introduire une distinction entre 1’étape d’activation
(incubation d’une 1h a pH 8.0 en présence de sulfo-NHSS en plus de I’EDC) et
I’étape de dérivation par I’aniline (incubation de 2h a pH 5.0) pour une durée totale
de réaction de 3h a 25°C (Figure 2.7). L’étape d’activation du groupement
carboxylique a été améliorée dans le but d’augmenter I’efficacité de dérivation en

agissant sur la stabilit¢ du complexe de 1’acide activé. D’une part, en employant un
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pH basique afin de contrer I’hydrolyse du complexe en milieu acide et d’autre part en

ajoutant un additif (sulfo-NHSS) pour relayer ’EDC.
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Figure 2.7. Réaction optimisée de la dérivation des acides par I’aniline.

Néanmoins, nous n’avons pas été en mesure de détecter les amides formés par
certains acides aminés tel que : la tyrosine ou la cystéine, par exemple. Dans ce cas
particulier, ’EDC pourrait réagir avec le groupement hydroxyle de la tyrosine et le
groupement sulfhydrile de la cystéine et la suite de la réaction serait difficile & prédire
(Gilles, et al., 1990). De plus, bien que I’ajout d’aniline concentrée favoriserait la
réaction avec les carboxyles activés (complexe formé avec le EDC ou le Sulfo-
NHSS), rien n’exclut que d’autres amines présentes dans le mélange (extraits
biologiques) puissent s’introduire a leur tour et former le lien amide. A titre
d’exemple, le groupement amine de la chaine latérale des résidus lysine de par son
accessibilité serait un bon candidat pour dériver d’autres acides. Un autre agent
limitant de cette méthode est la formation du N-acylurée. Un composé stable qui
résulte du réarrangement de 1’O-acyliso-urée (acide-EDC) et qui empéche la

formation de I’amide entre 1’acide et 1’aniline (Xia et al, 2013).
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Avantages de la dérivation en chromatographie liquide a phase inverse

Au-dela de permettre la séparation de molécules polaires par chromatographie liquide
a phase inverse (RPLC) par I’introduction d’une fraction hydrophobe dans ces
molécules, la réaction de dérivation présente de nombreux avantages en LC-MS
(Figure 2.8). Dans la figure 2.8 A, & I’exception de quelques molécules suffisamment
hydrophobes telles que les acides biliaires (1-4), les acides aminés hydrophobes
(11,13-14) et certains acides ‘organiques (7 et 16), les autres molécules (trop
hydrophiles) ne sont pas retenues par la colonne. Grace & la formation du lien amide
avec l’aniline, les acides deviennent hydrophobes et sont mieux séparés par la
colonne. Ce changement de nature chimique les rend mieux adaptés & ce type de
séparation et la sélectivité ainsi que la résolution de la chromatographie sont
améliorées (affinement des pics) (Yang et al., 2008). Enfin, l'amplification du signal
MS est une derniére conséquence de cette hydrophobicité nouvellement acquise.

L’augmentation de la sensibilité en MS est due a plusieurs éléments. Parce qu’ils
deviennent moins polaires, les acides sont plus retenus par la colonne et sont par
conséquent €lués plus tard. Ceci permet de les éloigner du volume mort de la colonne,
une zone située au début de gradient et qui est sujette & une suppression du signal a
cause de toutes les molécules non retenues par la colonne qui éluent & ce moment-1a.
De plus, au fur et 8 mesure que le temps d’analyse progresse, la proportion de solvant
organique (acétonitrile) augmente et permet une meilleure efficacité d’ionisation en
ESI-MS. Rappelons que I’ionisation ESI, se fait par la vaporisation des analytes
(molécules) qui se retrouvent emprisonnés dans de petites gouttelettes chargées.
L’azote présent dans I’aniline se protone plus facilement qu’un acide carboxylique en
mode d’ionisation positif mais de plus, 1’acétonitrile s’évapore plus rapidement que
I’eau et ainsi 1’étape de passage en phase gazeuse en acquérant une charge est

améliorée (Guo & Li, 2009).
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2.2 Caractéristiques chromatographiques des paires isotopiques

La présence de l’aniline n’affecte en rien les propriétés physicochimiques des
molécules; au contraire elle fournit une information supplémentaire pour les retracer,
a savoir leur co-élution (Figure 2.9). De plus, les intensités des pics
chromatographiques des paires 12c¢/BCs sont représentatives des ratios utilisés a
savoir : 1:5, 1:2, 1:1, 2 :1 et 5:1. Tout comme les spectres de masses, les intensités
des chromatogrammes sont représentatives des proportions de [’acide
déhydrocholique dérivé par une des deux versions isotopiques de I’aniline. Cette
particularité¢ permet de rapidement distinguer les métabolites dérivés ainsi que de
donner une indication sur les quantités présentes notamment dans le cas de deux
échantillons différents. A titre d’exemple la comparaison entre un échantillon mutant

et son contrdle. (Figure page suivante).




‘sorred sop (uonue)oI ap
sduwa) suur) UOTIN[P-00 B] JUIPIAY U 19w oI 919D "[: 19 11 “I:1 “Z:1 “G: : SIUBAINS SONRI SO UO[AS SP[QUISSSE JUOS
9D¢,-oUIIIUE, | 10 dul[Tue, | Jed SALIOP SopIoe, p saFue[ow ST «(9s01) 9 o R (na1q) 9D, SUITUE,p SOTEI SJUSISNIP € sp3ue[ow

‘ZLy ¥ 89t z/w xne anbijoydoapAysp opioe,| op anbidojost ared e mod syrenxs suoLp sowrwreISojRWON) ‘67 IS

{ww} sdwag
panEgATE  ANFHARD pns i
- =] ey — " - s
@ x #
)
Q w. S " G
Ey i ] " T
I x " w . m 2
| ® 5 ] e
m - 7 " 3 m
! # ; # 7
H wwm. *
i i W &1 " #l
6.1 [ T-1

(e




63

2.3 Caractéristiques spectrales des paires isotopiques

L’étiquetage isotopique des acides permet de retracer les paires 12c¢/Cs dans un
spectre de masse complexe. Ces molécules dérivées disposent d’une différence de
masse qui leur est propre et qui est égale a 6,02 Da (Figure 2.10). Tout comme pour
les pics chromatographiques, on remarque que les intensités des pics de paires sont

relatives a la quantité présente dans chaque échantillon.

Dépendamment de la valeur du ratio (120 /13C), I'intensit¢ du pic refléte les
proportions de I’acide marqué par I’aniline ou I’aniline-"*Cs. De plus, la différence de
masse de 6,02 Da est nécessaire et permet de prévenir une superposition des pics
isotopiques naturels de la molécule contenant le réactif léger et le réactif lourd
( Lamos et al., 2007). En spectrométrie de masse chaque molécule posséde un patron
isotopique qui refléte 1’abondance naturelle de ses isotopes. Ainsi le pic
monoisotopique (MH') d’une molécule est généralement suivi d’un pic
supplémentaire indiquant I’abondance du carbone 13 dans cette molécule. Sa masse
est égale & (MH'+1) et son intensité équivaut a 1,1% de lintensité du pic
monoisotopique multiplié par le nombre de carbones contenus dans la molécule. Ce
patron isotopique dépend du nombre et des masses des isotopes des molécules. Dans
le cadre de la quantification relative des molécules dérivées, il est important de
prévenir toute interférence des signaux qui peuvent fausser la précision de I’analyse

quantitative.
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Figure 2.10. Spectres de masse d'ions extraits poﬁr la paire isotopique de I’acide
déhydrocholique aux m/z 478 (étiquetage par '’Cq) et 484 (étiquetage par °Ce)
mélangés & différents ratios. Les pics chromatographiques en bleu illustrent les
intensités de 1’acide dérivé. 11 est possible d’observer le déplacement de masse (mass
shiff) caractéristique entre l’acid.e marqué par ’aniline et 1’aniline-'>Cq équivalent a

6,02 Da.

2.4 Validation de la. méthode

Pour évaluer la faisabilité¢ de la quantification relative des métabolites, nous avons
procédé a une simulation de quantification relative pour des valeurs de ratios
(2Ce/PCo) comprises entre 0,2 et 5. Un mélange d’acides variés (différentes

propriétés chimiques) et représentatif d’acides organiques que nous pourrions
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retrouver dans nos échantillons biologiques a été utilisé. La précision et 1’exactitude
de la quantification relative ont donc été évaluées et indiquent une bonne corrélation
avec les valeurs théoriques (Figure 2.11). Les moyennes des ratios isotopiques
(12C6/13 C¢) des standards calculés sont de : 0,19, 0,41, 0,93, 2,25 et de 4,11 avec des
déviations standards relatives de (n=3) de: 5,4%, 5,1%, 5,5%, 7,4% et 9,9%
respectivement. L’exactitude des ratios est excellente pour les valeurs comprises
entre 0,2 et 1,0 (Tableau 3.1). Pour les valeurs supérieures, la détermination des ratios
est moins précise cependant les valeurs reflétent 1’augmentation souhaitée. Une
variabilit¢ de I’efficacité de dérivation entre les réactifs léger et lourd n’est pas a
exclure et pourrait étre dues a des différences de solubilité, par exemple (Lamos et
al., 2007). La dérivation de grandes concentrations d’acides (50 mM) dans un cadre
de métabolomique met en évidence ’efficacité de dérivation qui varie d’un acide 4 un
autre en fonction de ses propriétés physicochimiques. Cette imprécision pourrait étre
corrigée ultérieurement suite a l’identification des métabolites détectés par la
correction du ratio expérimental a I’aide de standards (Lamos et al., 2007) et ne réduit
en rien la capacité de cette méthode a évaluer les variations présente dans le

métabolome.




66

(%3
1<)
[]

100

Moyenne des Ratios expérimentaux

Pl |
W

Ratios théoriques

Figure 2.11. Graphique log/log de corrélation des valeurs théoriques et
expérimentales des ratios isotopiques de 15 molécules standards. Les mélanges
dérivés ont €té assemblés dans les proportions 12C¢/PC suivantes : 12, 10,2 3
et 5:1. Ce graphique compare I’exactitude des ratios expérimentaux aux valeurs
théoriques. On observe que pour les ratios compris entre 0,20 et 1,0, la méthode
demeure précise. Cependant, pour les ratios au-dessus de 1,0, la variabilité des

résultats devient importante et s’écarte des valeurs théoriques.
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2.5 Extraction des métabolites

2.5.1 Optimisation du solvant d’extraction

Le profilage métabolomique global exige une méthode d’extraction de métabolites
qui puissent extraire le plus de molécules possible tout en réduisant au maximum les
risques de dégradation de ces derni¢res (Winder et al., 2008). Pour ce premier test,
nous avons utilisé une quantité de 1000 vers adultes (comptés manuellement) de la
souche sauvage (N2) par échantillon. Une fois lavés, les vers sont rapidement plongés
dans de ’azote liquide. Cette méthode est assez répandue en métabolomique et n’a
pas fait ’objet de plus amples investigations. Le choc thermique tue instantanément
les vers et les échantillons sont évaporés pour prévenir toutes pertes de métabolites et
permet d’assurer une meilleure reproductibilité des résultats. Plusieurs solvants ont
été testés pour évaluer I’importance de la polarité de ces derniers ainsi que 1’effet de
la température (Figure 2.12). Le MeOH (80%) (C), I’eau (80°C) (D) et ’EtOH
(80°C) (B) sont employés pour 1’extraction des métabolites en utilisant une sonde a
ultrasons pour homogénéiser les tissus de C. elegans. Concernant 1’extraction liquide-

liquide, un systéme composé de 3 solvants est utilis¢ (MeOH/CHCI,/0,2N NaOH (pH

11,0)) aux proportions suivantes 2:2:1 et les tissus sont broyés par sonication

réguliere.

Le courant total ionique (TIC) est un chromatogramme qui représente la somme des
intensités des ions détectés tout au long de 1’analyse LC-MS pour un domaine de
masse donné (m/z 100-1000). Les TIC des 3 méthodes employant la sonde a ultrasons
se distinguent par la présence d’un pic a 2,5 min important représentatif des
molécules polaires extraites mais sans rétention importante sur la colonne. En
comparaison avec la sonication réguli¢re utilisée pour I’extraction liquide-liquide en

(A) ou ce pic semble beaucoup moins intense.
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Figure 2.12. Chromatogrammes du courant total ionique (TIC) en mode positif des

extraits non dérivés de la souche sauvage de C. elegans (N2) de différents solvants

d’extraction (m/z de 100-1000). En (A) est employée ELL (25°C), en (B) I’EtOH

(80°C), en (C) le MeOH 80% et en (D) I’eau a (80°C). La sonde a ultrasons est

employée pour ’homogénéisation des nématodes pour tous les tests.
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Si on observe les TIC de ces quatre méthodes d’extraction, le nombre de pics (d’ions)
détectés pour I’éthanol chaud (B) est assez significatif en comparaison aux pics du TIC
de I’extraction liquide-liquide (ELL) (A) et encore plus important que pour les deux
autres solvants le MeOH 80% en (C) et I’eau 4 (80 °C) en (D). Ce résultat confirme ce
que rapporte la littérature pour ce qui est de I’augmentation de ’efficacité d’extraction

grice a I’emploi de solvants chaud (Yanes, et al., 2011).

Nous avons également procédés a la détermination du nombre de métabolites détectés
pour chaque méthode (Figure 2.13) et ces données renforcent les résultats observés
dans les TIC (Figure 2.12). En totalit¢ une moyenne de 55, 103, 140 et 268 pics
chromatographiques (potentiellement des métabolites) ont été¢ détectés avec des
coefficients de variations de : 13,7%, 24,9%, 9,5% et 10,5 % pour les méthodes
d’extraction liquide-liquide (ELL) a4 25°C, a I’eau (80°C), 80% de MeOH (température
ambiante car trop réactif a température élevée) et ’EtOH (80°C), respectivement. On
constate que la variabilité est d’autant plus importante lorsque le solvant est chaud et
plus sujet a I’évaporation. ’ELL semblait étre une approche intéressante de par sa
sélectivité. L emploi de deux phases (polaire/non-polaire) de séparation des molécules
devait améliorer I’extraction. De plus, le pH basique (11,0) utilisé avait comme role
d’assurer la déprotonation des acides et leur inclusion dans la phase polaire. 11 s’est
avéré que cette méthode n’a pas abouti a I’extraction d’un plus grand nombre de

métabolites en plus d’introduire de la variabilité a cause des transferts de volume.
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Figure 2.13. Métabolites (pics chromatographiques) détectés en fonction du solvant

d’extraction. Comparaison des différentes méthodes d’extraction (n=3)

D’autre part, nous avons constaté que ’emploi de la sonication ne constitue pas une
bonne méthode d'homogénéisation des tissus. Des carcasses de vers intactes
résiduelles au microscope ont été observées. C’est pour cette raison que nous avons
tenté d’amélioration le procédé de destruction des carcasses des vers dans la section
3.2 qui suit. Enfin, la méthode d’extraction avec ’EtOH chaud s’est distinguée des
autres méthodes par une augmentation du nombre de métabolites extraits et une
bonne reproductibilité. Nous avons donc décidé de conserver cette méthode-pour la

suite des tests.

2.5.2 Evaluation de la méthode d’homogénéisation des tissus

C. elegans est un animal doté d’une carcasse assez rigide nommée cuticule. Cette
enveloppe externe trés résistante est formée de glycoprotéines et de lipides
(Strange, 2006). Nous avons donc testé quatre méthodes d’homogénéisation des

tissus pour déterminer laquelle serait la plus apte & extraire les métabolites. Pour se
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faire, nous avons employ¢ les trois méthodes d’homogénéisation des tissus suivantes :
la sonde a ultrasons (A), le mortier (B) et le Bead beater (D) et (C). En termes de
solvant, nous avons comparé¢ I’EtOH (80°C) et le MeOH (80%). Comme démontré
précédemment, nous avons procéd€ a la comparaison des TIC des extraits obtenus de
ces 4 méthodes pour déterminer la meilleure approche (Figure 2.14). L’extraction a
I’EtOH chaud employant le Bead beater (C), permet d’obtenir un TIC avec un nombre
de pics (ions) détectés significatifs ayant une grande intensité¢ en comparaison avec la
sonde & ultrasons (A) et le mortier (B). De plus, I’emploi du bead beater en (C) et (D)
indique la présence d’un pic & environ =2 min important représentatif des molécules
polaires extraites qui est beaucoup moins important pour les deux autres dispositifs
d’homogénéisation des tissus et ce, indépendamment du solvant ou de la température
(EtOH chaud ou 80% MeOH). Le Bead beater s’avére étre une méthode rapide qui
opere par I'introduction de billes de silice (0.1 mm) dans les échantillons qui sont
secoués dans 1’appareil a grande vitesse et semble étre trés efficace. Ce résultat est
renforcé par les conclusions établies par une étude similaire de métabolomique non
ciblée chez C. elegans (Geier, et al., 2011). En combinaison avec les données de la
section précédente, nous avons donc conclu que I’extraction 4 I’EtOH chaud employant

le Bead beater était I’approche d’extraction préconisée.
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Figure 2.14. Chromatogrammes du courant total ionique (TIC) en mode positif des
extraits de la souche sauvage de C. elegans (N2) non dérivé pour 3 différentes
méthodes d’homogénéisation des tissus et deux solvants d’extraction (m/z de 100-
1000). L’extraction a été réalisée avec de I’EtOH (80°C) et a la sonde a ultrasons (A),
au mortier (B) et au Bead beater pour (C) et (D) avec du I’EtOH (80°C) et du MeOH
80% (25°C).
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2.6 Quantification relative des métabolites détectés chez la souche mutante

TDP-43

Suite a ’optimisation de notre méthode de profilage métabolomique avec la souche
sauvage de C. elegans, nous avons procédé a son application a la souche mutante
TDP-43 que nous désirions étudier. Dans un premier temps, nous avons tenté
d’évaluer si cette méthode permettait de détecter un grand nombre de métabolites
mais surtout, d’évaluer les variations métaboliques de ces derniéres comparé a la
souche contréle TDP-43 (sans mutation). Suivant la méme approche que pour les
solutions standards de mélanges d’acides, les vers mutants ont ét€ comptés
manuellement a raison de : 2500, 5000, 125 000 vers/tubes puis dérivés séparément
par ’aniline et I’aniline-'*Cg afin d’obtenir les mélanges des ratios suivants: 1:5, 2:5,
1:1, 5:2, 5:1. Nous avons ¢€té en mesure de détecter 42 métabolites (Tableau 3.2). Ces
métabolites ont été identifiés 3 l'aide du logiciel Metabolite Pilot™ et d’un
algorithme performant qui procéde & un filtrage des données basé sur le marquage
isotopique des paires de métabolites (masse de I’aniline -"*Cget 1*Cg ajoutée a ’acide
original), le temps de rétention (identique), la différence entre les paires (6,02 Da) et
enfin la valeur du ratio isotopique. Le logiciel fournit une formule potentielle des
métabolites accompagnée de 1’exactitude de la masse (en ppm) par rapport a la masse
mesurée du métabolite dérivé. Pour la grande majorité des métabolites, les valeurs
des ppm se situent entre 0,3 et 10 ppm. Ces identités sont possibles mais pas certaines
et nécessitent des vérifications dans les bases de données ainsi qu’une confirmation
de leur structure avec son homologue synthétique par LC-MS/MS. Pour ce qui est des
autres structures suggérées avec une importante différence de ppm (entre 12-30 ppm),
elles sont moins probables. La métabolomique est en science en cours de
développement. Enormément de molécules doivent étre caractérisées et les études
actuelles apportent une contribution nécessaire et non négligeable a ce domaine en

termes de nouvelles molécules caractérisées.
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Table 3.2. Résumé des métabolites détectés dans la souche mutante (mTDP-43) de

C. elegans par LC/MS.

Formule ¢ - wiks Exagtitude Exalgtitude
Métabolite | (metabolite non- (m;n) 2y cy Cs Cs
dérivé) . . (ppm) (ppm)
1 C4H802 10.5 | 164.1083 | 170.1283 8.2 6.8
2 C3H7NO2 4.5 165.1028 | 171.1227 34 1.7
3 C5HI9NO2 6.2 191.1183 | 197.1386 1.9 3.0
4 C5H11NO2 7.1 193.1346 | 199.1548 5.5 5.8
5 C2H704P 5.7 | 202.0630 | 208.0831 1.0 1.2
6 CSH7NO3 6.8 | 205.0982 | 211.1184 52 53
7 C5H604 8.4 | 206.0822 | 212.1026 5.2 6.0
8 C6H13NO2 8.4 | 207.1499 | 213.1702 3.7 4.2
9 C6H13NO2 8.6 | 207.1503 | 213.1705 5.2 5.7
10 CH14NO4P 13.9 | 211.1228 | 217.1427 10.2 9.1
11 C6HINO3 7.4 | 219.1137 | 225.1338 4.0 357
12 C3H3N70 14.7 | 229.0984 | 235.1187 7.2 7.6
13 C9H11NO2 9.2 | 241.1352 | 247.1554 7.0 7.0
14 C3H11NO7 13.6 | 249.1034 | 255.124 -18.8 -16.8
15 C3HI13NO7 16.1 | 251.1197 | 257.1397 -16.2 -16.2
16 CI9H1004 7.9 | 258.1138 | 264.1335 3.3 33
17 CSH12N603 10.0 | 280.1468 | 286.1668 -17.3 -17.3
18 CSHI13N504 10.4 | 289.1644 | 283.1449 -14.3 -12.8
19 C7HI13N503 8.6 | 291.1495 | 297.1691 -23.8 -25.1
20 C6H22N2048 6.0 | 294.1811 | 300.2017 -12.0 -10.2
21 C7H14N2048 2.5 | 298.1228 | 304.142 2.8 -0.2
22 C8H17NO4S 11.0 [ 299.1403 | 305.1607 -7.1 -6.1
23 C6H12N2068 5.6 | 316.0958 | 322.116 -1.2 -1.1
24 C3H17NOS5P2S 4.6 | 317.0813 | 323.1011 -11.0 -11.9
25 CSHI12N304PS 4.5 | 317.0809 | 323.1010 -7.2 -7.2
26 C9H2305P 9.1 | 318.1815 | 324.2021 -4.3 -2.9
27 C7HINO7S 5.3 | 327.0655 | 333.0858 3.0 33
28 C10H26NOS5P 7.9 | 347.2092 | 353.2299 -0.6 1.1
29 C4H1907PS2 5.3 | 350.0804 | 356.0996 -14.8 -16.9
30 CI19H16N203 15.0 | 396.1731 | 402.1936 0.3 6.9
31 C6H16N205P2S2 2.7 | 398.0448 | 404.0638 -18.6 -20.9
32 CY9H22N305PS2 4.7 | 423.1198 | 429.1396 -20.3 -20.8
33 C10H14N508P 46 | 439.1131 | 445.1335 1.1 1.8
34 C8H26N505PS2 4.5 | 443.1678 | 449.1892 4.4 7.0
35 C10H29N508S2 4.5 | 487.1955 | 493.2155 -9.9 -9.9
36 C10H30010S4 2.8 | 514.1184 | 520.1381 -16.3 -16.8
37 C14H36N907PS 8.6 | 581.2752 | 587.2969 1.8 4.5
38 C13H34N3012PS2 74 | 595.1865 | 601.2069 -0.3 0.1
39 C3H403 12.7 | 239.1189 | 251.1588 4.1 2.8
40 CH6NBO2 11.1 | 313.1563 | 325.196 -22.0 -23.1
41 C7HINO4 14.7 | 322.1569 | 334.1972 5.9 5.8
42 C11H33N1009PS3 9.4 | 727.2356- | 739.2767 0.8 1.9
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2.6.1 Précision de la méthode

Pour ce qui est de I’évaluation de 1’exactitude de la méthode, les ratios ne sont pas
précis et présentent une grande dispersion de valeurs (Figure 2.15). Cette variabilité
est tres significative et les coefficients de variations des ratios sont compris entre 5 et
40% pour une majorité des paires et dans les cas extrémes sont supérieurs a 55%.
Cette variabilité est assez importante en comparaison aux valeurs rapportées dans
d’autres études métabolomiques chez C. elegans employant différentes méthodes de
profilage qui situent la variabilité entre 15-30% (Geier et al., 2011). L’inexactitude
des ratios est trop importante pour pouvoir valider cette méthode de quantification
relative des métabolites. Cette partie est essentielle dans une étude métabolomique
dont I’objectif est de quantifier les variations du métabolome. Par la nature semi-
ciblée de cette étude, I’identité des molécules dérivées n’est pas connue, ce qui
complique D’interprétation des résultats de ce test. Nous attribuons donc cette
variabilité essentiellement & I’imprécision qui découle du comptage manuel
approximatif des vers. Les vers prélevés sont synchronisés et cultivés dans des
conditions similaires, mais ceci n’exclut pas la présence de vers a différents stades de
développement. Toutefois, il est & noter qu’en dépit de cette variabilité, les résultats
obtenus indiquent une diminution et une augmentation des ratios qui reflétent les
quantités (nombre) différentes de vers. C’est pourquoi nous avons décidé de
poursuivre 1’optimisation en axant nos efforts sur un moyen de comptage des vers
plus précis en utilisant le Copas Biosort, un appareil qui compte les vers avec

précision.
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Figure 2.15. Graphique de corrélation (log/log) des métabolites endogénes présents
dans la souche mutante mTDP-43(n=6). Les extraits de la souche m-TDP-43 ont été
dérives par 1’aniline et I’aniline->Cg et mélangés dans les ratios suivants: 1:5, 2:5,
1:1, 5:2, 5:1. Le graphique log/log situe les valeurs des ratios expérimentales par
rapport aux valeurs théoriques et permet de visualiser la variabilité observée dans les

extraits biologiques.
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2.7 Concentrations relatives des métabolites dans les extraits de la souche .

mTDP-43

Dans un premier temps nous avons procédé a D’évaluation des niveaux des
métabolites détectés chez la souche mutante de TDP-43 et son contréle TDP-43wt.
Les extraits mutants et le controle ont été dérivés par 1’aniline-'>Cg et aniline-'>Cg,
respectivement, et ont ét¢ mélangés 1:1, de maniére a déterminer si le métabolite est
sur ou sous-exprimé chez les mutants (Figure 2.16). Un ratio proche de 1
équivaudrait & un taux semblable chez le mutant et le contrdle; c’est le cas pour un
bon nombre de métabolites. Néanmoins, un petit nombre de ces métabolites affichent
une baisse (métabolites #6 et #7) ou une augmentation (#42) de leurs niveaux qui est
trois fois au contrdle. Dans une seconde partie, nous avons entrepris de vérifier que
les variations observées chez la souche mutante (Figure 2.16) étaient une
conséquence de la pathologie et non de ’introduction de la protéine mutante chez
C. elegans. Pour ce faire, nous avons comparé les extraits mutants avec les niveaux
d’expression de ces mémes métabolites dans la souche sauvage (N2) (Figure 2.17).
Tous les métabolites n’étaient pas détectés dans la souche sauvage mais pour ceux
qui ont été détectés, nous avons évalué leur niveau d’expression dans la souche
contréle TDP-43wt en comparaison avec la souche sauvage (N2) (Figure 2.17). Si
les ratios avoisinent 1, on fait face a des niveaux similaires dans les souches contréle
TDP-43wt et N2 et donc le changement observé chez la souche mutante (s’il y a lieu)
est di réellement a la mutation. Pour ce qui est des métabolites dont les quantités
varient dans la souche contréle TDP-43wt en comparaison avec la souche sauvage
(N2), 'introduction de la mutation pourrait étre en cause puisque la quantité des dits
métabolites différe de son niveau normal dans la souche sauvage. Nous avons donc
pu conclure que les métabolites #6 et #7 qui. possédent des niveaux d’expression
normaux dans la souche contréle TDP-43wt, qu’ils constituaient des cibles

potentielles sans pouvoir pour le moment, quantifier avec exactitude leur variation
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réelle dans la souche mutante. Il serait intéressant de poursuivre les recherches dans
le but d’une éventuelle identification et 1’établissement d’un lien avec le

développement de la SLA.
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2.9 Kvaluation de Pefficacité d’extraction

Suite aux résultats préliminaires de ’application de notre méthode de profilage
métabolomique chez la souche mutante TDP-43, nous avons réexaminé notre méthode
d’extraction de métabolites & I’EtOH chaud en employant le Bead beater comme
méthode d’homogénéisation des tissus. Pour ce faire, le nombre de vers est compté a
I’aide du Biosort Copas, un appareil qui a permis de compter les vers de type sauvage
(N2) avec précision & raison de 2500 vers/tube tout en sélectionnant uniquement les
vers a un stade adulte. De plus, nous avons employé lors de cette extraction une solution
de 75% d’EtOH froid ajouté aux tubes et incuber & 80°C pendant 3 min. Contrairement
a une solution d’EtOH pure a 80°C, ce pourcentage d’EtOH est suffisant pour une
extraction optimale des métabolites (Gonzalez et al., 1997) et prévient 1’évaporation
du solvant (si préalablement chauffé) lors des manipulations. Les extraits de vers ont
¢été maintenus a une température de 4 °C en dehors des manipulations pour prévenir
toute dégradation des métabolites. Nous avons également réévalué ’extraction par
sonication (sonde & ultrasons) et 1’extraction au MeOH 80%. Ces résultats ont mis
encore une fois en évidence, la grande efficacité d’extraction de la méthode employant
I’EtOH chaud et le Bead beater (Figure 2.18). Cette méthode se distingue des autres
méthodes par une quantité maximale (aires sous les pics) de métabolites extraites et
une trés bonne reproductibilité avec des coefficients de variation se situant entre 3 et
25% pour une majorité de métabolites. L’extraction employant la sonication présente
une trés grande variation de résultats pour les deux solvants testés (MeOH ou EtOH).
Cette méthode génére plus variabilité a cause des manipulations qui lui sont inhérentes
(introduction de la sonde & plusieurs reprises et évaporation du solvant). Enfin, ’emploi
du MeOH lors de I’extraction au Bead beater bien que recommandé par la littérature
(Sellick et al., 2010) ne permet pas d’obtenir de meilleurs résultats que 1’extraction a
I’EtOH.
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Pour ce qui est des ratios isotopiques de ces métabolites sélectionnés, cette tendance
se confirme (Figure 2.19). Quoique proche de la valeur théorique (ratio = 1), les
coefficients de variation des ratios sont imprécis pour 1’extraction employant le
MeOH (80%) pour les deux méthodes d’homogénéisation des tissus. Ces derniers
sont supérieurs a 40% pour une majorité de métabolites. Concernant la méthode
d’extraction a I’EtOH et au Bead beater, les %CV sont < 16.9% pour une grande
proportion de métabolites, tel que le métabolite #10 (6.9%) mais présentent une plus
grande variabilité pour d’autres molécules avec des hauts %CV comme le métabolite
#7 (39.1%). Cette variabilité pourrait provenir de I’emploi d’un mélange de billes
composé¢ de deux diametres différents (0.1 et 0.5 mm). Cette approche est
recommandée par le manufacturier pour améliorer I’homogénéisation des tissus.
Méme si un poids équivalent de mélange de billes (250 mg) est introduit dans les

tubes, I’homogénéité de ce mélange n’est pas constante.

Ce probléme a ét€¢ examiné dans la seconde partie de cette expérience ou nous avons
comparé 1’extraction a I’EtOH au Bead Beater avec un seul type de billes de silice
(0.lmm) et le mélange de billes. En termes de quantités extraites, elles sont
équivalentes pour les deux approches ou légerement mieux pour le mélange de billes
(Figure 2.18). A titre d’exemple, pour le métabolite #6, les aires sous les pics
(quantité extraite) sont de 9.0 x 10° et de 9.3 x 10° pour I’extraction avec le mélange
simple (0.1 mm) et le mélange de billes, respectivement, avec des coefficients de
variations correspondants de 14.1% et 14.2%. Ce résultat peut s’expliquer par la taille
des billes (0.5 mm) qui seraient plus efficaces au broyage des tissus. En termes de
reproductibilité, I’extraction avec un seul type de billes présente une variabilité faible
et similaire a celle du mélange de billes. Toutefois le %CV sur les ratios pour
’extraction avec un type de bille est inférieur voir significativement plus bas pour
tous les métabolites présentant une variation €levée avec le mélange de billes. Le

meétabolite #6 illustre bien ce phénomeéne avec un ratio de 1,00 (24,4%) et un ratio de
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0,88 (39,1%) pour l’extraction avec le mélange simple et le mélange de billes
respectivement (Figure 2.19). Il est donc préférable d’opter pour un seul type de
billes pour réduire la variabilité d’extraction et obtenir une meilleure reproductibilité
des résultats. Méme si les ratios sont assez précis compris entre (0,6 et 1,8) pour la
majorité de métabolites, la variabilité est trés importante pour les méthodes
employant le MeOH 80% (indépendamment de la méthode d’homogénéisation) ainsi
que la sonde & ultrasons qui est aussi non négligeable. L’extraction avec I’EtOH
chaud et les billes (mélange simple ou mixte) se distinguent par une bonne précision

et reproductibilité des ratios.

2.9 Evaluation de la reproductibilité d’extraction de métabolites connus

Afin d’étudier un peu plus cette méthode d’extraction nous avons évalué la
reproductibilité en ciblant des métabolites connus. Ces derniers ont été identifiés en
fonction de la concordance de leur temps de rétention et de leur m/z respectifs avec
des molécules standards. Dans 1’ensemble, nous avons obtenu des valeurs de ratios
assez précises allant de 0,82 a 1,08 a I’exception de 1’acide fumarique (0,67) avec une
trées bonne reproductibilité des ratios pour les molécules identifiés comprise entre
15,2 et 25,5 % (Tableau 3.3). La variabilité des ratios rencontrée dans les extraits
biologiques peut étre corrigée par la valeur du ratio (1 :1) des standards dérivés
(Lamos et al., 2007). En comparaison aux tests effectués précédemment par
comptage manuel des vers, ces résultats reflétent ’ensemble des mesures et
précautions que nous avons appliquées lors du prétraitement et de I’extraction des
métabolites. La variabilité¢ observée comprend une variation biologique et analytique.
Le comptage des vers a 1’aide du Copas Biosort quoique précis et sélectif (nématodes
adultes de méme taille) ne distingue pas les vers adultes gravides de ceux qui ne le

sont par exemple. Egalement 1’imprécision de I’appareil est possible et il doit étre
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calibré réguliérement. 11 faut ajouter a cela le fait que les vers comptés proviennent de
différentes boites de cultures sous des conditions plus au moins similaires
(température, quantité d’E. coli) mais pas identiques. Sur le plan analytique, les
erreurs inhérentes a la méthode telles que 1’extraction des métabolites, la dérivation
ainsi que 1’analyse LC-MS sont une source de variabilité qui ne peut étre réduite

mais jamais totalement éliminée.

Table 3.3. Evaluation de efficacité de 1’extraction de métabolites sélectionnés dans

les extraits de la souche sauvage (N2) (n=8).

Maétabolite Rt Airey,y % Cv Ratiog,y %Cv
Alanine (?Cy) 3.9 97820 25.3 0.82 15.2
Alanine ("°Cy) 3.9 121115 30.2
Proline ('°Cy) 5.4 16762 16.3 1.08 952
Proline (°Cq) 5.4 16480 29.6
Isoleucine ('2Ce) 71 41515 23.6 0.89 24.8
Isoleucine (*Ce) %l 47786 22.4
Leucine (?Cg) 7.3 134034 31.5 0.93 225
Leucine (°Cg) 7.3 149529 38.6
Tryptophane ('>Ce) 8.2 22263 105.9 0.97 16.7
Tryptophane (**Cq) 8.2 25097 110.1
Acide fumarique (*>Cy) j22 28689 24.8 0.67 25.5
Acide fumarique (*Cy) 193 45007 33.8

2.10 Quantification relative de métabolites connus

Afin d’évaluer la variabilité de notre méthode d’extraction, nous avons procédé a la
quantification relative de ces métabolites identifiés en dérivant ces derniers avec le
réactif 1éger et les standards avec le réactif lourd séparément puis nous les avons

mélangé ensemble préalablement & I’analyse LC-MS (Tableau 3.4). Les extraits de
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C. elegans ainsi qu'une solution d’acides standards & une concentration de 20 pM
sont dérivés séparément par I’aniline et 1’aniline-">Cg respectivement. Pour chaque
échantillon (n=8), I’extrait dérivé est mélangé avec la solution standard dérivée dans

une proportion de (1:1).

Pour les standards dérivés, dans la majorité des cas on obtient une trés bonne
reproductibilité de dérivation (aires) et les % CV sont inférieurs & 15% mis a part
’alanine et la proline qui sont de 22,7 et 29,0%, respectivement. Concernant les
métabolites biologiques, la variabilit¢ des quantités extraites (aires) est comprise
entre 24,8 et 37,4%. L’acide lactique et le tryptophane varient énormément en
comparaison aux autres métabolites (44,6% et 44,2%). Ces métabolites sont peut-étre
plus sensibles aux conditions de prétraitement telle que 1’extraction (température
d’extraction, solubilité, ...etc.) d’un échantillon a I’autre et qui pourraient expliquer

cette variabilité en termes de quantité extraites.

Pour ce qui est des ratios, les quantités relatives des métabolites dans les extraits
biologiques se retrouvent dans le domaine de lin€arité de la méthode et sont compris
entre (0,14-1,88). La méthode de quantification relative a été évaluée comme étant
précise et nous pouvons dire que la variabilité des ratios découle essentiellement des
variations biologiques. Ils restent tout de méme inférieurs a 30% a I’exception du
tryptophane et de I’acide lactique. La quantification de 1’acide malonique, bien que
détecté est impossible & déterminer par la méthode car il se trouve en trop petite
concentration. Son ratio (0,004) est trop bas et sort du domaine de lin€arité évalué
pour la méthode. Il en est de méme pour ’acide fumarique. Une simple réduction de
la concentration des standards permettrait de calculer leur concentration. Ce testa
permis de situer les concentrations des métabolites endogénes identifiés entre 0,2 et
3,1 uM. Enfin, la quantité de vers utilisée pourrait étre augmentée a 5000 pour une

meilleure sensibilité. En effet, les profilages métabolomique chez C. elegans
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mentionnent une quantité¢ approximative de 5000 en culture liquide tous stades
confondus (Geier et al., 2011). Ces résultats restent concluants et dans le cadre de
cette étude semi ciblée, nous nous donnons comme objectif de développer une
méthode qui serait appliquée 4 un nombre maximal de métabolites tout en essayant de

réduire au mieux les sources de variabilité.
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2.11 Identification de métabolites endogénes

Comme mentionné précédemment cette partie constitue I’aboutissement final d’une
étude métabolomique. Nous avons donc procédé a I’identification de deux
métabolites (tryptophane et acide fumarique) présents dans les extraits de vers (N2).
Dans le cadre de 1’étiquetage isotopique, les extraits et les standards sont dérivés
séparément par les deux versions isotopiques de I’aniline puis fragmentés par analyse
LC-MS/MS. S’il y a superposition des spectres (MS/MS) alors I’identité des
molécules est confirmée. Pour ce qui est du tryptophane (Figure 2.20), on peut
constater que la molécule endogéne dérivée par l’aniline en (C) et dérivée par
I’aniline->C¢ en (F), est fragmentée exactement de la méme maniére que le
tryptophane standard marqué en (A et B). On retrouve également des ions produits
(fragments) communs entre les deux molécules aux m/z : 115,06, 130,07, 132,07,
142,06, 159,09 et 170,06. De plus, il est possible d’observer les fragments contenant
’aniline et espacés de 6,02 Da aux m/z suivants : 235,13 / 241,15 ou encore 263,12 /
269,14. Le méme phénomene est observé pour le cas de I’acide fumarique endogéne
(Figure 2.21). Les molécules endogénes en (C) et en (F) fragmentent exactement
comme leurs homologues synthétiques respectifs (A) et (B). Pour ce diacide, il est
possible d’observer des fragments communs ayant une différence de 6,02 Da aux
m/z suivants : 77,04 / 83,06, 94,06 / 100,08 et 128,05 / 134,0 ou de 12,04 Da (double
dérivation) aux m/z : 221,11 / 233,14 ou encore a 249,15 / 261,15 avec une précision
en dessous de 5 ppm. Suite & ce test concluant, il est donc possible de procéder a
I’indentification des molécules endogeénes en se basant sur leur patron de

fragmentation grace a cette méthode.




92

100% 150.0024
i | 130.0858
132.0811
ﬁ 115.055!)\31&0031 [ 142.0654 170.0803 235.1259 263.1202 o
2 ot REDRY | L 2
: 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
1Ue "159.0926
50% 130.0660
32.0814
fo 0668 170.0587 241.1445 A
1150548 | “Z-L 1 { | 2801721
Lol 1
80 100 120 140 160 180 200 230 240 260 280
100% 159.0012 C
50% 1
{132.0&5
E 1150558 118.0652 142.0655 170.0580 2351247 263.1103
3 | | 1 , | | | 280, 1404
2 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
£ 100% 3
159.0020
2 D
132,0810
50%
130.0653
124.0854
269.1573
R I 142.0840 170.0601 — I 286.1688
R | i \ i
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
100%
" 150.0918 E
50% 130.0652
132,0808
1 115.0560_118.0666 142, 10602 2351239 o T
L il i jal iy | i o %
o 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
@
é 1005 "159.0016 E
50% 1300658
132.0815
124.0864 ‘/ 1700605 269,1387
i 142.0653 241.1457 f 286.1621
nsosey || i | i 1, 1
80 100 120 140 160 180 260 220 240 260 260
mz

Figure 2.20. Spectres ESI-MS/MS de la fragmentation du tryptophane dérivé en

mode positif. Les spectres MS/MS du tryptophane dérivé par 1’aniline (m/z 280.145)

et Ianiline-">Cs (m/z 286.165) formant les paires 12¢/BC. Le mélange est composé

soit d’une solution standard de tryptophane (20 pM) dérivée séparément puis

assemblée en (A) et (B), de I’extrait de C. elegans de souche sauvage (N2) en (C) et

de la solution standard de tryptophane (20 uM) en (D) ou enfin de la solution
standard de tryptophane (20 uM) en (E) et de I’extrait de C. elegans en (F).
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Figure 2.21. Spectres ESI-MS/MS de la fragmentation de I’acide fumarique dérivé en

mode positif. Sont illustrés les spectres MS/MS de I’acide fumarique dérivé par

Paniline (m/z 267.113) et aniline-"Cg (m/z 279.153) formant les paires 2C/"*C. Le

mélange est composé soit d’une solution standard d’acide fumarique (20 uM) dérivée

puis assemblée en (A) et (B), de I’extrait de C. elegans de souche sauvage (N2) en

(C) et solution standard de 1’acide fumarique (20 uM) en (D) ou enfin de la solution
standard de I’acide fumarique (20 pM) en (E) et de I’extrait de C. elegans en (F).




CHAPITRE IV

CONCLUSION

La métabolomique est une science émergente qui implique la comparaison entre le
métabolome (ensemble des métabolites d’un organisme) d’un contrdle et d’un état
biologique différent. L’objectif de notre recherche était le développement d’une
méthode de profilage métabolomique semi-ciblée des métabolites endogenes
carboxylique chez le nématode C. elegans par analyse LC-MS. Nos travaux ont
permis dans un premiers temps, d’améliorer la méthode d’étiquetage isotopique
(2C¢/"*C6) des métabolites par I’aniline. L’activation des acides carboxyliques par
I’EDC et le sulfo-NHS en condition basiques (pH 8) suivi de leur dérivation par
’aniline (pH 5), se sont avérées étre plus efficaces pour I’étiquetage des métabolites
et leur quantification relative. L’extraction employant un solvant chaud (EtOH 75%
(80°C)) associée au Bead beater (broyage des vers) a permis d’extraire un nombre
maximal de métabolites acides avec une reproductibilité acceptable (>30%).

L’extraction fut une des parties de la recherche qui a présenté le plus de difficultés.

En effet, si C. elegans exposait un mod¢le trés intéressant quant a sa convenance a la
métabolomique, son emploi constituait un défi de taille. D’un point de vue purement .
structurel la carcasse externe de ce nématode a nécessité 1’essai de divers procédés de
dégradation de tissus. Méme si les résultats obtenus restent concluants, des
améliorations supplémentaires pourraient étre apportées pour une homogénéisation
totale des tissus et, par ce fait méme, une meilleure extraction des métabolites. Un
autre probléme inhérent a ce modéle biologique réside dans le fait que de par sa taille

(1 mm), il n’était pas possible de cibler directement les tissus nerveux. Ceci a eu
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comme conséquence d’élargir la taille du métabolome et possiblement dissiper les
métabolites d’intérét dans un vaste bassin de métabolites provenant de 1’ensemble des
tissus de 1’animal tels que les carcasses, les intestins ou encore les muscles. Il est a
noter que I’emploi du COPAS Biosort comme moyen de comptage précis des vers a
permis de compenser la variabilité découlant de I’extraction des vers et il est a
recommander pour les tests futurs. Bien que toute méthode comporte une incertitude,
celle de cet appareil est certainement moindre que le comptage manuel qui reste trés
approximatif. Dans cette premiére partie de la recherche, I’optimisation de la méthode
a permis de montrer que I’efficacité d’extraction et de dérivation des métabolites
¢taient intimement liées a la nature chimique de ces derniéres. Nous entendons par
ceci, que de meilleurs résultats pourraient €tre obtenus si cette méthode était
appliquée a des molécules connues. L’emploi d’une méthode d’extraction et de
dérivation sur mesure pourrait étre congue et donnerait des résultats d’une meilleure
qualité analytique. Néanmoins, pour une étude métabolomique semi-ciblée nous
considérons, suite a 1’optimisation, que notre méthode reste bien adaptée pour ce

modeéle et nos résultats demeurent satisfaisants.

Ce travail de longue haleine nous avons tenté de nous assurer que la méthode était
optimisée et adaptée a C. elegans, nous a permis de procéder au profilage
métabolomique de la souche mutante TDP-43[A315T] modéele transgénique associée
a la sclérose amyotrophique latérale. Nous avons été en mesure de détecter 42
métabolites présents dans les extraits des vers mutants qui sont en cours
d’identification. Parmi ces métabolites, deux molécules (m/z 205.10 et 206.08)
présentent des niveaux trois fois plus bas que dans la souche contréle (TDP-43wt) et
sauvage (N2). Des investigations futures de ces changements métaboliques observés
telle que I’identification de ces molécules, jetteraient de la lumiére sur les
mécanismes de la SLA encore mal compris et permettrait 1’identification de

biomarqueurs potentiels propres a ce type de mutation. En conclusion, nous avons été
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en mesure de développer et d’optimiser une méthode de profilage métabolomique des
métabolites carboxyliques chez C. elegans et d’en fixer les limitations. L'applicabilité
de cette méthode en tant qu’outil d’investigation des différences métaboliques dans le
modele de la SLA chez C. elegans pourrait s’élargir & d’autres systémes biologiq.ues
tels que I’humain. Nous pouvons envisager ’emploi de cette méthode pour le
dépistage ou le suivi de certaines maladies dont un acide organique serait un
biomarqueur. Grace un échantillon d’urine ou de sang et a I'aide de cette méthode
d’analyse rapide (environ 4 heures), les spécialistes de la santé seront en mesure
d’effectuer un meilleur suivis de leur malade. Cependant, cette méthode pourrait
éprouver certaines limitations du au fait que les molécules analysées ou les
fluctuations de métabolites seraient des quantités infiniment petites qui se
retrouveraient a 1’extérieur des limites de détection et de quantification de la méthode.
Aujourd’hui, la complexité des matrices biologiques ainsi que le manque de bases de
données completes constituent un défi de taille en métabolomique et ralentissent
considérablement 1’avancée de cette science mais demeurent surmontables dans un

futur proche.
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