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Etude du profil métabolomique de sérum
sanguin dans le cas d'insuffisance rénale
chronique par chromatographie en phase
gazeuse et spectrométrie de masse

Résume

Larticle présent décrit I'application de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie

de masse (Gas Chromatography-Mass Spectrometry ou GC-MS) a étude du profil métabolomique
déchantillons de sérum sanguin dans le cas d'insuffisance rénale chronique (Chronic Kidney Disease ou
CKD). Des échantillons de sérum sanguin provenant de patients sains (n = 20), de patients atteints au stade 3
(CKD-3; n=20) et au stade 5 (CKD-5 ; n = 20) d'insuffisance rénale chronique ont été analysés dans le but de
révéler des métabolites pouvant discriminer les différents stades de la maladie. Plusieurs biomarqueurs déja

connus, tels que la créatinine, ou encore méconnus ont pu étre identifiés par une analyse non ciblée.
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GC-MS based blood serum metabolite profiling in the study of chronic

kidney disease
SUMMARY

The present paper describes the application of GC-MS based metabolite profiling in the study of chronic kidney
disease (CKD). Blood serum samples of a healthy (n=20), a CKD stage 3 (n=20) and a CKD stage 5 (n=20)

population were subjected to the methodology with the aim to reveal metabolites discriminative for the different
stages of the disease. Several known biomarkers, including creatinine, and unknown differential metabolites could

be revealed in a non-targeted manner.
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| - Introduction

Une nouvelle tendance des sciences de la vie est
l'analyse globale non ciblée de biomolécules, ayant
mené a des disciplines telles que la génomique,
la transcriptomique, la protéomique et la
métabolomique. La génomique a indiscutablement
initié la « cascade omique » et le concept d'analyse
objective attire un nombre important de chercheurs
vers ce domaine. Le potentiel de ces disciplines
relativement nouvelles est important puisquelles
peuvent mener notamment a la découverte de
biomarqueurs, a la découverte et au développement
de médicaments et a la compréhension du
fonctionnement dun systtme métabolomique
complet (1-4). Lamétabolomiquea pourbutlamesure
exhaustive des métabolites (lipides, acides aminés,
nucléotides, sucres, etc.) présents dans une matrice

biologique (cellule, tissu, fluide, etc.) et la réponse de
ces métabolites correspondant a des stimuli variés
tels qu'une maladie, un traitement pharmaceutique,
une modification génétique, etc. Cette approche
holistique, qui mesure simultanément des centaines
de composés, est révolutionnaire puisqu'elle permet
de révéler des différences entre plusieurs conditions
sans connaissances préalables. En conséquence, on
peut espérer quelle mene a la compréhension du role
de chaque métabolite dans une maladie.

Llarticle présent rapporte lexemple dinsuffisance
rénale chronique.Ilaété choisipourillustrer et évaluer
le workflow utilisé lors d’'une étude métabolomique
réalisée par GC-MS. Durant la derniere décennie,
cette maladie est devenue un probleme de santé
publique global (5-6). Les marqueurs biologiques
utilisés actuellement dans la détection d'insuffisance
rénale, tels que la créatinine du sérum ou l'albumine
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urinaire, ne présentent pas une sensitivité suffisante
pour établir un diagnostique précoce, ce qui est
primordial pour la prise en charge de la maladie (5-
6). Nous pouvons citer comme exemple la créatinine
du sérum sanguin qui conserve une concentration
similaire & un patient sain, méme si un tiers voire la
moitié des fonctions rénales sont perdues. Afin de
contribuer ala découverte de marqueurs de la maladie
qui seraient détectés relativement tot et seraient
ainsi des marqueurs a valeur pronostique, larticle
présent décrit une étude métabolomique par GC-
MS déchantillons de sérum sanguin provenant de 20
patients sains, de 20 patients atteints d’insuffisance
rénale au stade 3 et de 20 patients atteints de la
maladie au stade 5. La méthodologie employée cible
simultanément une variété de classes de composés
parmi lesquelles les acides aminés, les acides gras,
les acides organiques, les amines, les sucres, les
stérols, etc. et fournit ainsi une vue densemble du
métabolisme.

Il - Workflow d'une étude
métabolomique par GC-MS

Unevuedensemble des différentes étapes (workflow)
appliquées lors d'une étude métabolomique par

Figure 1

GC-MS est illustrée dans la Figure 1. Les différentes
étapes seront décrites ultérieurement.

1. Préparation dchantillon

Lutilisation de la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) est possible a certaines conditions. En effet,
la plupart des métabolites ne sont pas adaptés a
une séparation par GC. Il est possible d’étendre
cette technique de séparation a ces composés en
appliquant une dérivation en deux étapes incluant
une methoximation et une triméthylsilylation. La
premiere réaction va inhiber les cyclisations non
controlées des carbohydrates (menant a des pics
multiples). La seconde réaction va bloquer les
hydrogenes actifs de la molécule et ainsi réduire
le point d’ébullition des composés et augmenter
leur stabilité thermique. Leur séparation
chromatographie sera alors optimisée.
Enfonctiondutype déchantillon, différentes étapes
de pré-dérivation peuvent étre requises. Pour le
sérum sanguin, il est nécessaire de précipiter les
protéines présentes par I'ajout de méthanol glacé (-
20°C) aux échantillons, car elles peuvent perturber
la dérivation et endommager la colonne analytique.
Lajout de méthanol va également avoir pour effet
le blocage du métabolisme dans Iéchantillon.

Workflow d'une étude métabolomique par GC-MS. Apreés précipitation des protéines et dérivation des métabolites (II-1), les données sont acquises

par GC-MS pour tous les échantillons de lexpérience (II-2). Un algorithme dextraction dentité localise ensuite les pics parmi les données acquises par
GC-MS (II-3). Une entité, en théorie représentative d’'un métabolite, est composée d'un temps de rétention, d'une masse et d'une intensité. Les listes des
entités extraites pour les différents échantillons sont ensuite alignées en fonction de leurs temps de rétention et masse, avant d‘appliquer une éventuelle
normalisation et une filtration des entités non intéressantes. Les données matricielles ainsi générées sont ensuite analysées par des modeéles statistiques
uni et multi variables dans le but de classer les échantillons et de révéler la tendance des métabolites dans les différents groupes (ll-4). Les métabolites
significativement différents peuvent ensuite étre identifiés par recherche dans des bibliotheques ou a partir de la mesure de la masse exacte.
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Dans notre laboratoire, la préparation d’échantillon
que nous utilisons est basée sur la méthode
décrite par Fiehn et al. (7). Brievement, 50 pL de
sérum sanguin sont utilisés, auxquels on ajoute 30
pg d’étalon interne (acide myristique d27 - C14:0-
d27). Ensuite, 500pL de méthanol glacé sont
ajoutés pour la précipitation des protéines. Apres
homogénéisation et conservation a - 20 °C pendant
20 minutes, les échantillons sont centrifugés. La
phase supérieure est collectée et séchée sous flux
d’azote. La dérivation en deux étapes est ensuite
appliquée. Premiérement, 100 pL d'une solution
de méthoxyamine a 20 mg/mL dans la pyridine
sont ajoutés aux échantillons qui sont incubés a
30 °C pendant 90 minutes. La seconde étape de
la dérivation est faite par 'ajout de 100 pL de N-
Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide avec
1% trimethylchlorosilane (MSTFA + 1% TMCS).
Les échantillons sont incubés a 37 °C pendant 60
minutes. Les échantillons dérivés sont stables pour
une durée de 20 heures a température ambiante, et
nécessitent donc d’étre analysés rapidement (7).

2. Analyse par GC-MS

Les métabolites sont séparés par chromatographie
en phase gazeuse (Agilent Technologies 7890A
GC System) sur une colonne DB-5MS (30 m x
0,25 mm x 0, 25 pm) avec une colonne de garde
Duraguard de 10 m (8). 1 uL d’extrait est injecté en
mode splitless. La température du four analytique
est programmée a 60 °C pendant une minute, puis
élevée a 325 °C a une vitesse de 10°C/ minutes
et maintenue constante pendant 10 minutes,
résultant & une durée d’analyse de 37.5 minutes.
L'hélium est utilisé comme gaz porteur en débit
constant avec une vélocité linéaire d'environ 35
cm/s (0,92 mL/min, soit environ 46 kPa a 60 °C).
La détection est faite par spectrométrie de masse
(Agilent Technologies 5975C inert XL MSD with
Triple-Axis Detector), avec une ionisation par
impact électronique (Electron Impact ou EI) et
avec un quadripdle utilisé en mode scan (m/z
entre 50 et 600 amu).

La méthode utilisée est « retention time locked ».
Le Retention Time Locking (RTL) est un procédé
d’analyse qui fixe le temps de rétention de chaque
composé. En général, le temps de rétention
dun composé dépend des dimensions de la
colonne analytique (longueur), du programme
de température du four du chromatographe et de
la pression appliquée a linjection. Avant chaque
séquence danalyse, on calibre linstrument de
maniére a déterminer la pression exacte a appliquer
a linjection afin que l'acide myristique d27 élue
a précisément 16,727 minutes. Linstrument est
alors «locked ». Des bibliotheques RTL sont
disponibles, et il existe une bibliotheque associée
a la méthode présentée ici, contenant pres
d'un millier dentrées métabolique (8-9). Ceci
confere un avantage indiscutable a la méthode
d’analyse, essentiellement pour l'identification des
composés. En effet, les métabolites seront alors
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identifiés & partir de leur spectre de masse, mais
également grace a leur temps de rétention. Ceci
est particulierement utile pour lidentification
de composés similaires tels que les sucres, qui
présentent des spectres de masse semblables mais
des temps de rétention différents.

3. Traitement des données

Lebut d’'une étude métabolomique est de comparer
des échantillons issus de groupes différents afin de
révéler quels métabolites sont le plus responsables
des différences entre les groupes. Ceci implique
une analyse non ciblée des résultats. Les données
sont collectées sous la forme d’entités composées
de trois parametres : un temps de rétention, une
masse, et l'intensité de cette masse a ce temps
de rétention. Par exemple, pour un pic éluant a
un certain temps de rétention, nous obtiendrons
un groupe dlentités, correspondants aux masses
présentes dans le spectre EI de masse avec leur
intensité.

Lextraction des entités est faite avec le logiciel
XCMS (10) et donne en général plusieurs
centaines d’entités pour l'analyse d'un échantillon
de sérum. En plus de lextraction des entités,
XCMS procede a leur alignement en fonction du
temps de rétention et de leur masse pour tous les
échantillons de l'expérience. En utilisant un outil
informatique développé dans notre laboratoire,
il est alors possible de réduire ce nombre afin de
ne conserver pour chaque temps de rétention que
lentité ayant la plus forte intensité. Finalement,
apres traitement des données, nous obtenons une
entité pour chaque pic du chromatogramme. La
base de données obtenue peut alors étre normalisée
(III-3) afin de corriger la variabilité technique.

4. Analyse des données

L'analyse des données est faite a 'aide du logiciel
métabolomique Mass Profiler  Professional
(Agilent Technologies). Ce logiciel permet l‘étude
statistique des données, en particulier l'analyse en
composantes principales (Principal Component
Analysis ou PCA) et le test t.

Le calcul PCA est appliqué sur les échantillons
sans connaissance préalable de leur groupe
d’appartenance. En effet, ce procédé va permettre
de mettre en évidence les différences significatives
entre les échantillons, si elles existent. Le tracé
obtenu va représenter chaque échantillon de
l'expérience dans un espace en 2 ou 3 dimensions.
IIs seront placés dans cet espace selon leurs
différences ou similarités par comparaison avec
les autres échantillons : deux réplicats seront donc
tres proches tandis que deux échantillons tres
différents seront séparés sur le diagramme.

Le test t sera fait par comparaison de groupes deux
par deux. Cette opération statistique va générer une
liste de composés qui présentent les plus grandes
différences entre les deux groupes comparés. Ces
métabolites significativement différents peuvent
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ensuite étre identifiés par recherche dans les
bibliotheques RTL décrites précédemment, ou
a partir de la mesure de la masse exacte dans le
cas d'analyses faites avec un systeme GC-Q-TOF
(chromatographie en phase gazeuse, détection
quadripdle temps de vol) utilisé en mode MS
simple (Agilent Technologies 7200 Q-TOF).

Il - Application a des échantillons de
sérum sanguin de patients atteints
d’insuffisance rénale chronique

1. Plan d'expérience

60 échantillons de sérum sanguin assortis ont
été aimablement fournis par le Laboratoire de
Néphrologie de 'Hopital Universitaire de Gand
(Belgique). Trois groupes déchantillons ont été
analysés, représentatifs de plusieurs stades de
la maladie : des individus sains (kealthy, H, n =
20), des individus atteints d’insuffisance rénale
chronique (CKD) au stade 3 (CKD-3; n = 20) et
au stade 5 (hémodialyse, CKD-5 ; n = 20).

Un mélange de controéle qualité (QC) a été préparé
en combinant tous les échantillons a parts égales,
résultant ainsi en une réserve de sérum ayant une
composition de métabolites représentative de tous
les échantillons de étude. Ce mélange de controle
a ensuite été préparé dans les mémes conditions
que les échantillons « réels » et analysés toutes les
quatre injections. Cette étape est indispensable
puisqu’elle permet le contrdle de la qualité de
'analyse mais aussi de montrer ou corriger une
éventuelle perte de sensibilité due a l'analyse d'un
grand nombre déchantillons dans une matrice
complexe qu'est le sérum sanguin.

Apres dérivation, la stabilité des échantillons est
assez réduite, ne permettant pas la préparation et
l'analyse simultanée delintégralité des échantillons
fournis. Ainsi, les échantillons ont été analysés
par groupe de douze, répartis sur cinq jours
consécutifs. En méme temps, quatre échantillons
de controle qualité (QC) ont été préparés par jour.
Enfin, les échantillons ont été sélectionnés de
maniére aléatoire pour la préparation et I'analyse.

2. Résultats

LaFigure 2 montre des chromatogrammes obtenus
pour l'analyse d’un échantillon de chaque groupe :
H, CKD-3 et CKD-5. Les chromatogrammes
obtenus pour chaque groupe présentent un
profile général similaire. Néanmoins, on peut
noter que certains pics présentent des différences
en fonction du groupe d’échantillon, spécialement
dans le groupe CKD-5.

Dans un premier temps, la reproductibilité des
échantillons QC a été calculée afin dévaluer la
qualité de l'analyse tout au long de l'expérience.
Les 20 échantillons QC (quatre par jour pendant
cing jours) ont montré une reproductibilité assez

faible, principalement causée par une baisse
de la sensibilité de l'instrument tout au long de
lexpérience. Afin de corriger cette baisse de
sensibilité, également visible sur les échantillons
réels (H, CKD-3, CKD-5), une normalisation
des données slest avérée nécessaire. Linjection
réguliere des 20 échantillons de contréle a permis
de quantifier cette baisse de sensibilité : lamoyenne
des intensités extraites présentant elle aussi une
diminution de sa valeur. Ce chiffre moyen, calculé
pour chacun des échantillons QC a donc été
utilisé comme facteur de correction pour les 4
échantillons réels analysés dans la séquence avant
I'échantillon de control en question. Cette méthode
de normalisation sest avérée efficace, comme
montré dans la Figure 3. La reproductibilité de
Iétalon interne (présent dans tous les échantillons
a concentration constante) a été calculée pour
les 78 analyses. Les déviations standard relatives
obtenues sont de 22,36 % et 8,79 % respectivement
avant et aprés normalisation.

Le traitement non ciblé des données des
échantillons par XCMS a résulté en 2657 entités
alignées. Apres la sélection de l'entité par temps

Figure 2
Chromatogrammes
(Total ion current
—TIC) représentatifs
pour lanalyse des
échantillons de
chaque groupe : H
(Healthy, sain), CKD-3
(insuffisance rénale
chronique stade 3) et
CKD-5 (insuffisance
rénale chronique
stade 5).
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Figure 3

Log? (aire) en fonction
de lordre danalyse
pour [étalon interne
sans application de la
normalisation (a) et
avec normalisation (b)

Figure 4
Diagramme linéaire
des entités de
lexpérience dans
tous les échantillons.
Chaque ligne
représente une entité,
avec les intensités
normalisées de
celle-ci dans tous

les échantillons. Les
échantillons sont
classés par groupes :
H, CKD-3 et CKD-5.
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de rétention présentant l'intensité la plus grande,
ce nombre a été réduit a 206. On peut préciser que
cette technique constitue une premiere approche
pour létude des données, la sélection de l'intensité
la plus grande nétant pas toujours spécifique.
Cependant, on notera quune analyse plus
approfondie et ciblée, notamment par l'intégration
manuelle d'un ou plusieurs ions spécifiques de
certains métabolites, a été faite afin de confirmer
ou d'infirmer les résultats obtenu dans un premier
temps. Cette seconde partie de 'étude des données
est décrite plus loin dans ce chapitre.

La Figure 4 montre les intensités (normalisées) de
toutes les entités dans les échantillons.

Nous voyons que certaines entités présentent
un profil différent en fonction du groupe
d’échantillons, particulierement dans le groupe
CKD-5 ol les intensités semblent tres supérieures
a celles dans les autres groupes.

Lanalyse en composantes principales a été
appliquée a cette base de données, et le diagramme
obtenu est présenté dans la Figure 5.

Nous voyons que les trois groupes d’échantillons
symbolisés par des couleurs différentes sont
clairement séparés. De plus, on note que les
échantillons de controle (gris, QC) sont tres
regroupés. Cette derniére observation montre que
la variabilité technique de l'analyse est plus faible

Intensités (normalisées)

r—

1 T
CKD3 CKD-5

Echantillons
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que la variabilité biologique des échantillons.
Cette séparation en trois groupes distincts
confirme la présence de métabolites discriminant
les différents stades de la maladie. Nous avons
appliqué le test t a tous les groupes par paires, afin
d’identifier quelles entités sont significatives des
différences entre les groupes pris 2 par 2. La Table
I donne le nombre d’entités obtenues dans chaque
cas.

Nous voyons ici que nous obtenons le plus de
valeurs par comparaison des groupes H et CKD-
5. Ceci est relativement attendu puisque ces deux
groupes sont les plus différents de I'étude. Nous
obtenons également un grand nombre d’entités par
comparaison des groupes CKD-3 et CKD-5. Ceci
peut également s'expliquer par le fait que certains
métabolites ne sont marqueurs de la maladie qu’a
un stade avancé de celle-ci. Enfin, nous voyons
que nous obtenons le moins d’'information lorsque
les groupes H et CKD-3 sont comparés. Nous
nous sommes néanmoins focalisés sur ces deux
groupes puisque les différences détectées de fagon
précoce sont plus intéressantes pour I'étude de la
maladie (diagnostique, compréhension des voies
métaboliques, etc). En appliquant le test t a ces
deux groupes, 50 entités ont été identifiées comme
ayant une valeur p inférieure a 0,05, illustrant une
différence significative. Parmi ces 50 entités, 17
présentent un « fold change » supérieur a 2 (avec
une intensité au moins deux fois plus intense dans
le groupe CKD-3 que dans le groupe H). A partir
de ces résultats statistiques, les données ont été
réanalysées de maniére ciblée afin de confirmer
ces observations. Les pics correspondants aux
50 entités montrant une valeur p inférieure a
0,05 ont été intégrés manuellement dans tous les
chromatogrammes de ces deux groupes et les
analyses statistiques ont été refaites a partir de
ces nouvelles données acquises manuellement.
Dans une grande majorité de cas, les résultats
obtenus ont été confirmés, avec des valeurs de
FC équivalentes a celles calculées précédemment.
Ces composés ont été identifiés par recherche
dans les bibliothéques de données (RTL). Leur
identification a également été confirmée par
mesure de la masse exacte par chromatographie
en phase gazeuse avec détection par quadripdle
couplé au temps de vol (GC-Q-TOF). La Figure
6 montre 'exemple d’'un spectre de masse obtenu
pour un métabolite identifié comme biomarqueur
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Diagramme obtenu aprés Analyse des Composantes Principales (PCA plot) en 2 dimensions de lensemble des échantillons de
lexpérience. Les échantillons sont représentés en fonction de leur groupe : marron : échantillons sains H, rouge : échantillons
issus de malades stade 3 CKD-3, bleu : échantillons issus de malades stade 5 CKD-5, gris : échantillons de contréle QC.

H versus CKD3 H versus CKD5 CKD3 versus CKD5
Total des entités 206 206 206
Entités avec p<0.05 50 129 93
Entités avec p<0.05 et FC>2 17 53 39

Table |

Nombre dentités obtenues pour le test t appliqué aux groupes pris par paires. Par convention, une entité présente une
différence significative entre 2 groupes quand sa valeur p est inférieure ¢ 0.05. Le fold change (FC) représente le facteur de
différence de l'intensité d’une entité d'un groupe a l'autre. Les entités avec un FC supérieur a 2 auront une intensité au moins 2
fois plus grande dans le second groupe par rapport au premier.
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Figure 6

Spectre de masse obtenu par Q-TOF lors de I'analyse d’'un échantillon du groupe CKD-3. Ce métabolite, identifié comme le dérivé silylé du p-crésol a
précédemment été cité comme marqueur diinsuffisance rénale chronique (11).
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Figure 7
Diagramme en
boite des composés
présentant

des différences
significatives

entre les différents
groupes. Les

boites (rectangles)
englobent les
valeurs situées entre
le premier et le
troisieme quartile.
La ligne représente
la médiane des
valeurs. Les segments
représentent les
valeurs extrémes. Les
éventuelles valeurs
déviantes sont
représentées par des
points.
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d'insuffisance rénale chronique lors de l'analyse
d’'un échantillon du groupe CKD-3. La formule
C10H160Si générée avec une précision de 4 ppm
correspond au p-crésol silylé.

Pour les composés présentant des différences
notables par comparaison du groupe H et du
groupe CKD-3, les valeurs des intensités dans les
échantillons du troisieme groupe (CKD-5) ont
également été extraites par XCMS et intégration
manuelle, afin de pouvoir réaliser les diagrammes
en boite de ces composés pour les trois stades de
maladie.

La Figure 7 montre les diagrammes en boite
obtenus pour quelques métabolites qui montrent
des différences significatives entre les trois groupes.
La ligne supérieure illustre des métabolites ayant
déja été cités dans la littérature comme marqueurs
d’insuffisance rénale chronique (5, 6, 11, 12). La
créatinine et l'urée sont des composés analysés
systématiquement dans les laboratoires cliniques
pour le controle d'insuffisance rénale (5-6). La ligne
inférieure présente quatre métabolites n‘ayant pas

encore été cités dans la littérature comme étant
des marqueurs de la maladie.

IV - Conclusion

Cette étude montre clairement lefficacité de I‘étude
métabolomique par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse qui
pourrait représenter une méthodologie importante
pour des futures découvertes de biomarqueurs.
Les mémes échantillons ont été analysés par LC-
Q-TOF MS (chromatographie en phase liquide,
détection par quadripdle couplé au temps de vol
spectrométrie de masse). Les résultats obtenus se
sont avérés complémentaires a ceux décrits dans
cet article et ont confirmé certaines conclusions. Le
rapport ici présenté décrit une étude a petite échelle
menée sur 20 échantillons par groupe provenant
d'un seul hopital. Evidemment, les conclusions faites
nécessitent d’étre validées avec un plus grand nombre
déchantillons provenant de sources multiples.
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