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Métabolomique: ou en

est-on?

La chromatographie

liquide couplée a

la spectrométrie de

masse (LC-MS) permet une caractérisation détaillée du méta-
bolisme. Malgré cela, le manque de standardisation des pro-
tocoles analytiques et la complexité d’intégration des don-
nées freinent toujours son expansion. Certaines évolutions
permettent de penser que ceci changera.

Lintérét principal en métabolomique
est de mesurer I'abondance des méta-
bolites d’'un échantillon afin de com-
prendre les mécanismes de régulations
d’un systéeme biologique. Ces derniéres
années, la LC-MS utilisant l'ionisation
ESI (en référence au terme anglais
«electrospray ionisation») s’est confir-
mée comme étant la technique de choix
dans ce domaine. Grace a sa haute sen-
sibilité et a I'absence de dérivatisation,
elle surpasse en termes d’applications
les principales approches utilisées
dans ce domaine qui sont la résonance
magnétique nucléaire, la chromatogra-
phie en phase gazeuse et I'électropho-
rése capillaire couplée a la spectromé-
trie de masse. Malgré ces avantages, un
profilage LC-MS détaillé du métabo-
lome nécessitera toujours différentes
stratégies de préparation d’échantillon,
de séparation et dionisation (mode
positif, négatif, ESI, APCI, etc.) dues
a I'énorme gamme de concentrations
et de propriétés physico-chimiques des
métabolites.

Le profilage métabolique a
grande échelle

Ces derniéres années, la métabolo-
mique par LC-MS s’est orientée vers la
recherche de solutions optimales pour
caractériser le profil métabolique le
plus complet possible avec un volume
minimal d’échantillon. Généralement,
moins de 100 pL de plasma/sérum sont
nécessaires pour obtenir I'abondance
de centaines de métabolites. On parle
alors de profilage métabolique a grande
échelle dont le but est de faciliter 'iden-
tification de voies métaboliques régu-
lées. Dans ce domaine, deux philoso-
phies semi-quantitatives s'affrontent:
le non-ciblé utilisant des spectrométres

1 Hopital de I'lle Berne, Institut universitaire de
chimie clinique, INO F-513, 3010 Berne

de masse hybrides a haute résolution
(principalement Q-TOF et Q-Orbitrap)
et le ciblé utilisant les triples quadri-
poOles. Ces approches ont démontré une
excellente robustesse, et I'utilisation de
standards internes et d’échantillons de
controle qualité permet d’étendre leurs
applications a des centaines d’échantil-
lons. En revanche, elles ne remplacent
pas les méthodes quantitatives de réfé-
rence LC-MS utilisant des calibrants et

des standards internes.

De la complexité du non-ciblé...
En non-ciblé, le signal chromatogra-
phique de la masse mono-isotopique
exacte du métabolite chargé (préci-
sion <3-10 ppm) est utilisé pour la
quantification. Les bases de données
comme METLIN [1] et HMDB [2] per-
mettent d’identifier les métabolites en
utilisant les masses exactes de lion
moléculaire et de ces fragments. Bien
que l'approche non ciblée permette
d’isoler de nouvelles voies métabo-
liques, elle nécessite un traitement
complexe des données qui demande
en plus de logiciels spécifiques des
compétences avancées en program-
mation informatique.

... a la «simplicité» du ciblé

En revanche, 'approche ciblée consis-
tant 2 mesurer un set de métabolites
connu peut se faire relativement sim-
plement en intégrant le signal de frag-
ments spécifiquement sélectionnés. En
restreignant le temps d’acquisition des
métabolites a leur fenétre d’élution et
en utilisant la capacité accrue de chan-
gement de polarité des triples qua-
dripoles, des centaines de métabolites
peuvent étre alors mesurés en une ana-
lyse, et ceci de maniere plus sensible
et reproductible qu’en non-ciblé [3].
1l y a quelques années, une des limita-
tions principales des approches ciblées
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Metabolomik: Wo stehen wir?

Momentan stellt die FUssigkeitschromatographie (UH-
PLC) in Verbindung mit der Massenspektrometrie (LC-
MS) in der Metabolomik die Methode der Wahl dar.
Dank zweier semiquantitativer Ansatze kénnen grund-
satzlich hunderte Metaboliten in einer Messung profi-
liert werden: der nicht gezielte Ansatz mit dem Einsatz
von hochauflésenden Massenspektrometern und der
gezielte Ansatz unter Verwendung von Triple-Quadru-
polen. Wahrend das hochauflésende Verfahren bes-
ser zur ldentifizierung neuer Stoffwechselwege geeig-
net ist, fuhrt der gezielte Ansatz zu einer detaillierteren
Charakterisierung bereits bekannter Stoffwechsel-
wege. Obwohl standardisierte chromatografische Ver-
fahren nicht zur Verfigung stehen, lassen der Ausbau
der Datenbanken und die vereinfachte Bereitstellung
von Integrationswerkzeugen hoffen, dass diese Strate-
gien bald in einer grésseren Anzahl an Labors einge-
setzt werden kénnen.

était le besoin d'optimiser les condi-
tions de fragmentations pour chaque
métabolite (m/z des fragments, éner-
gie de collision, voltage de transfert,
etc.). Depuis 2017, METLIN offre avec
son option METLIN-MRM une base
de données contenant les transitions
de plus de 15000 molécules permet-
tant un développement accéléré de ces
méthodes. En combinant cette source
d’'information avec les nombreuses
procédures de la littérature, il devient
relativement simple d’établir sur tout
triple quadripole une analyse spéci-
fique a tout systéme biologique.

Le probléme de la standardisation
Que ce soit en ciblé ou non ciblé, 'ana-
lyse d'un standard reste souvent né-
cessaire pour confirmer l'identité d'un
métabolite. Cette limitation est liée au
fait que le temps de rétention d'un
analyte dépend des phases mobile et
stationnaire qui varient entre labora-
toires. Cette hétérogénéité chromato-
graphique est une barriére a la propa-
gation du profilage métabolique par
LC-MS, et aucun consensus ne semble
actuellement se profiler. Les différents
formats de données générées par les
instruments freinent également cette
expansion, mais a ce niveau, des solu-
tions universelles d’intégration et de
visualisation apparaissent. Des efforts
pour mettre ces outils a disposition
de maniére simplifiée sont en cours,
comme le démontrent les plateformes
XCMS Online [4] et MetaboAnalyst
[5]. Au niveau de la visualisation des
données, la métabolomique bénéficie
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aussi des avancées introduites par
Skyline [6]. Ce logiciel libre d’ac-
ces développé originellement pour
les analyses protéomiques par LC-
MS/MS permet de s’affranchir des
solutions d’intégration de chaque
fabricant. Une utilisation standar-
disée de Skyline pourrait donc en-
courager le transfert de méthodes
d’intégration entre laboratoires.

Profilage ciblé ou non ciblé?

En pesant les avantages et in-
convénients de ces stratégies LC-
MS, il parait évident que chacune
d’elles garde son importance se-
lon les buts du projet: une ana-
lyse avec triple quadripéle sera fa-
vorisée pour une caractérisation
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détaillée des voies métaboliques,
alors que lidentification de nou-
velles voies se fera par spectromé-
trie de masse a haute résolution.
Dans l'avenir, 'augmentation de la
vitesse d’acquisition de la haute
résolution permettra certainement
de combiner les acquisitions non
ciblées et ciblées. Mais dans tous
les cas, le succes d'études méta-
boliques restera intimement lié a
deux facteurs indépendants des
plateformes analytiques: la qua-
lité des échantillons collectés et la
mise en relation des résultats dans
leur contexte biologique.
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