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La RMN en chimie Anaytique

La métabolomique par RMN
et ses applications en biologie
veégétale, toxicologie et médecine

Cécile Canlet, Laetitia Shintu et Bénédicte Elena-Herrmann

Cet article présente les principes ainsi que les outils analytiques et chimiométriques qui sont au coeur du
développement des approches d’analyse métabolomique par RMN. Il en illustre les applications variées au
travers d’exemples choisis dans différents domaines de la biologie et de la médecine, concernant I'étude
des organismes génétiquement modifiés, les interactions plantes/environnement, la toxicologie environne-
mentale, la pharmacologie, la cancérologie ou I'épidémiologie moléculaire.

RMN, métabolomique, métabolites, chimiométrie, biostatistique, biofluides.

Résumé

Mots-clés
Abstract NMR metabolomic approaches for plants, toxicology and medicine

This article describes the principles as well as the analytical and chemometric tools that support the
development of NMR metabolomic approaches. These analytical methods are illustrated through a range
of selected examples in various domains of biology and medicine, concerning the study of genetically modi-
fied organisms, plant/environment interactions, environmental toxicology, pharmacology, cancerology,

or molecular epidemiology.
Keywords

S i I'essor de la technigue de RMN a été lié pendant
plusieurs décennies au développement de méthodes
pour I'étude de systémes moléculaires de plus en plus
complexes, tels que protéines ou assemblages macro-
moléculaires, I'étude par RMN de petites molécules dans
des systemes naturels fait I'objet d’un intérét ravivé et
croissant depuis une quinzaine d’années. A I'opposé des
problématiques classiques de détermination structurale sur
des produits isolés et souvent isotopiquement marqués,
I’enjeu réside a présent dans la caractérisation de mélanges
complexes, impliquant la détection et I'analyse simultanée
d’un grand nombre de molécules individuellement simples.
Telle est 'ambition d’une analyse de type métabolomique,
dont I'objet se porte généralement sur I'étude de fluides
biologiques (urine, sérum ou plasma sanguin, liquide
amniotique, liquide céphalo-rachidien...), d’extraits de
plantes, de cellules, par RMN en solution, mais également
sur I'analyse de tissus intacts (biopsies) ou d’organismes
modeles entiers (levures, nématodes C. elegans...) par la
technique de RMN dite «a haute résolution a I'angle
magique » (HR-MAS) adaptée pour des échantillons semi-
solides. La métabolomique peut étre définie comme
l'identification et la quantification non sélective de
I'ensemble des métabolites d’'un systéme biologique (voir
encadreé 1).

Le développement de ces approches a été nettement
favorisé par les progrés technologiques récents de la RMN,
notamment I'accessibilité des hauts champs magnétiques
(600 MHz et plus) qui améliore simultanément sensibilité et
résolution spectrale, mais également la mise au point de
technologies robustes pour I'acquisition de données a haut
débit (jusqu’a une centaine d’échantillons par jour)
permettant I'analyse de grandes cohortes d’échantillons [1].
Les travaux de J. Lindon et J.K. Nicholson (Imperial College,

NMR, metabolomics, metabolites, chemometrics, biostatistics, biofluids.

Londres) ont été pionniers dans [I’exploitation de ces
ressources analytiqgues pour la détection d’empreintes
métaboliques, contribuant de fagcon majeure aux
développements des protocoles expérimentaux et des
méthodes adaptées pour [I'exploitation des données
spectrales, tout en dévoilant le vaste potentiel des
approches de métabolomique pour des applications dans
de nombreux domaines, tels que le diagnostic médical, la
toxicologie, I'épidémiologie moléculaire, ou plus récemment
de la médecine personnalisée.

La RMN contribue sans exclusivité, parmi un ensemble
de techniques analytiques, a I’essor de cette vaste entreprise
d’exploration du métabolome, qui inclut notamment des
approches de spectrométrie infrarouge, des techniques de

Encadre 1

Des métabolites au métabolisme :
quelques définitions

Métabolisme : ensemble de toutes les réactions chimiques
présentes dans un organisme et dont les réactifs, intermédiaires
et produits sont les métabolites.

Meétabolite : petite molécule présente dans un organisme, de
masse molaire inférieure a 1 kDa (1 kg/mol). Les métabolites dits
primaires sont directement impliqués dans les processus
normaux de croissance, développement ou reproduction d’un
organisme, et comprennent entre autres acides aminés, lipides,
sucres ou acides nucléiques. Les métabolites secondaires ne sont
pas essentiels a ces processus et sont associés généralement
au métabolisme des plantes, bactéries et champignons. lIs
participent principalement a I’adaptation de ces organismes a
leur environnement.

Meétabolome : ensemble des métabolites présents dans un
organisme.
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chromatographie, d’électrophorése ou de spectrométrie
de masse. Cette derniere, couplée a des méthodes
séparatives de chromatographie en phase gazeuse ou
liquide, est un outil largement exploité pour ce type
d’études, qui bénéficie pour des analyses ciblées de
seuils de détection trés inférieurs a ceux proposés par la
RMN (généralement limitée a la détection de concentra-
tions micromolaires ou supérieures). Cet atout majeur
est nuancé par une moindre robustesse en matiere de
quantification, si bien que spectrométries de masse et
de RMN génerent en pratique des données trés complé-
mentaires pour I'analyse métabolomique. Cet article se
focalise sur I'utilisation de la RMN dans ce contexte,
mais les outils de chimiométrie et les applications pré- |s
sentés ici sont plus largement pertinents, indépendam-
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ment de la méthode spectroscopique utilisée.

Figure 1 - Spectre de RMN H caractéristique pour un

échantillon de

sanguin humain, enregistré a 800 MHz.

Métabolomique par RMN :
la démarche analytique

L’acquisition des données RMN exploitées dans le cadre
d’une analyse métabolomique repose principalement sur des
expériences relativement simples de RMN 1D du proton avec
présaturation du signal de I’eau (pour en éliminer la contribu-
tion) permettant I’acquisition de profils métaboliques quanti-
tatifs, ou de type CPMG (voir encadré 2), qui atténuent
sélectivement la contribution (minoritaire) des signaux larges
associés a un éventuel contenu protéique des échantillons.
Ces expériences fournissent des profils métaboliques 1D
complexes, tels qu'illustrés enfigure 1, qui sont généralement
enregistrés pour un ensemble, ou cohorte, d’échantillons
(d’une ou quelques dizaines, jusqu’a plusieurs milliers) dans
le but de déterminer des empreintes, ou signatures métabo-
liques, représentatives de sous-groupes d’échantillons
donnés.

Encadré 2

Quelques outils de RMN a l'usage
du « métabolomiste »

Expériences classiques de RMN 2D pour lidentification
structurale des métabolites

HSQC : expérience 2D hétéronucléaire, généralement 'H-13C,
permettant la corrélation d’un hétéronoyau (13C) avec le ou les
protons qui lui sont directement attachés par une liaison chimique.
J-résolue (ou J-RES): expérience 2D homonucléaire 'H-TH
permettant pour chaque type de proton observé de séparer dans
la seconde dimension d’observation la structure en multiplet due
aux couplages J entre protons.

TOCSY : expérience 2D homonucléaire TH-TH permettant la
corrélation de tous les protons d’un méme systeme de spins,
c’est-a-dire directement ou indirectement (de fagon relayée) par
un couplage J a travers les liaisons chimigues.

RMN pour I’étude des tissus biologiques

HR-MAS : technique de RMN « haute résolution sous rotation a
I’angle magique », adaptée a I'étude d’échantillons semi-solides
tels que tissus biologiques, biopsies, cellules, etc. Elle met en
ceuvre une rotation trés rapide de I'échantillon (plusieurs kHz)
autour d’un axe orienté selon un angle dit « magique » de 54,7°
avec le champ magnétique principal, permettant d’obtenir pour ce
type d’échantillon des spectres RMN a une haute résolution en
moyennant les effets liés a I'inhomogénéité de susceptibilité
magnétique, I'anisotropie de déplacement chimique et les
interactions dipolaires.
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L’identification des métabolites ne pouvant étre
directement extraite de ces profils 1D complexes, des
expériences de RMN multidimensionnelles sont enregistrées
en complément pour quelques échantillons représentatifs
d’une cohorte donnée. Elles comprennent typiquement des
expériences 2D de corrélation TH-"H ou 'H-"3C permettant
I'identification simultanée non ambigué de plusieurs dizaines
de métabolites, voire jusqu’a une centaine de métabolites
détectés par exemple dans des urines.

La complexité des données RMN, liée au grand nombre
de métabolites simultanément détectés dans les profils 1D,
et le nombre élevé d’échantillons analysés au cours des
études métabolomiques rendent difficile I’évaluation
qualitative ou quantitative des variations métaboliques par
comparaisons directes des spectres enregistrés. L'utilisation
de méthodes statistiques, fréquemment appelées dans ce
contexte méthodes chimiométriques ou biostatistiques, pour
I’exploration des données et I'extraction des informations
pertinentes est ainsi nécessaire et largement répandue. Le
terme chimiométrie représente une appellation générique
désignant les outils mathématiques ou statistiques
appliqués a I'analyse de données physico-chimiques. Cette
modélisation statistique des données permet d’une part la
visualisation des différences et similitudes globales entre
échantillons et variables, associées par exemple a une
classification selon un profil métabolique caractéristique
d’'un effet considéré (pathologie, mutation, exposition a un
composé xénobiotique...). D’autre part, elle méne a
I'identification plus précise des signaux métaboliques
responsables de ces différences statistiquement
significatives entre groupes d’échantillons, et a la mise en
évidence des voies métaboliques affectées. Pour cela, un
grand nombre de méthodes statistiques sont a disposition,
mais nous n’aborderons ici que quelques outils et notions
essentiels, les plus fréquemment utilisés.

Traitement statistique
des données RMIN

La premiere étape préalable a I'analyse statistique des
données RMN est leur transformation ou réduction en un jeu
de données numériques adapté au traitement par des logiciels
de statistique. Cette étape, illustrée en figure 2, consiste
généralement en une segmentation systématique des
spectres, permettant de produire un tableau (matrice X)
synthétisant I’ensemble du jeu de données pour une cohorte
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Figure 2 - Principe de mise en forme d’un jeu de données RMN 1D pour
une cohorte de M échantillons.

Les spectres sont segmentés en N régions de largeur fixe, par exemple 1078 ppm,
ou éventuellement variable. L’intégrale x;; du signal RMN mesurée pour chaque
segment produit une matrice X, de dimensions (M, N), synthétisant I'’ensemble de
I'information spectrale exploitable pour la cohorte d’échantillons étudiée.

d’échantillons analysés. D’autres procédés de transforma-
tion des données existent, tels que des méthodes de
déconvolution qui permettent une estimation directe de la

La RMN en chimie

concentration relative ou absolue des métabolites par
reconnaissance de leur enveloppe spectrale et intégration
totale des signaux correspondants. Elles restent toutefois
peu exploitées car il n’existe pas a ce jour d’outils informati-
ques pour leur application fiable et automatisée a I’'analyse
de larges cohortes de spectres RMN.

L’analyse  métabolomique  privilégie ensuite la
modélisation des données RMN ainsi formatées par des
approches d’analyse statistique multivariée (voir encadré 3).
L’intérét de ces méthodes est de réduire la dimension de
I'espace des variables (initialement N) en recherchant les
combinaisons linéaires de celles-ci, appelées composan-
tes ou variables latentes, qui synthétisent I'information
métabolique recherchée. Les résultats des analyses
multivariées peuvent étre visualisés dans deux espaces
distincts (figure 3) :I’espace des individus ou « scores », dans
lequel les échantillons s’arrangent en sous-populations (ou
classes), et I'espace des variables ou « loadings », qui met
en évidence les signatures métaboliques correspondantes,
c'est-a-dire les différences caractéristiques, entre classes
d’échantillons, de concentration des métabolites détectés.

Deux grandes familles de méthodes statistiques
multivariées se distinguent selon le caractere non supervisé
ou supervisé de l'analyse. La premiére s’intéresse a la
description des caractéristiques intrinseques des profils
métaboliques définissant un jeu de données, sans
connaissance a priori de groupes d’appartenance des
échantillons, tandis que les méthodes supervisées exploi-
tent des informations complémentaires sur la nature des
échantillons (par exemple individus sains vs. malades, traités
vs. non traités, etc.). La méthode non supervisée la plus
répandue est I'analyse en composantes principales (ACP),

Encadré 3

ACP

¥

Composante Principale (CP) 2
o

Composante principale (CP) 1
variable 1

Figure A - Analyse en composantes principales, i.e. non supervisée
(illustrée pour N = 3).

L’analyse en composantes principales (ACP) consiste a appliquer
une rotation dans I’espace des variables a N dimensions, de fagon
a ce que le nouveau systéme d’axes, constitué par les
composantes principales, maximise I’étalement des projections
des individus (de coordonnées initiales définies par les colonnes
de la matrice X). La premiere composante principale CP1
représente la direction de I'espace contenant la plus grande
variance exprimée dans les données analysées. La deuxieme
composante principale CP2 représente la 2° direction de plus
grande variance, dans le sous-espace orthogonal a CP1, etc. La
procédure se poursuit jusqu’a ce que la totalité de la variance soit
expliquée et permet ainsi de synthétiser I'information essentielle
contenue au sein du jeu de données par un nombre limité de CP
(généralement << N). Chaque CP correspond a une combinaison
linéaire des N variables d’origine, les poids représentant la

Principes d’analyse statistique multivariée

contribution des variables (métabolites) a ces composantes. La
représentation de ces composantes permet d’en visualiser les
signatures métaboliques associées (schéma des « loadings », voir
figure 3 p. 62).

Analyse
discriminante

Composante Prédictive 2
2

N
Composante prédictive (Cpred.) 1

variable 1

Figure B - Principe d’analyse supervisée discriminante (pour N = 3).

Les méthodes d’analyse supervisées (de type PLS) prennent en
compte I'appartenance de chaque échantillon a un groupe donné.
Le nouveau systéeme d’axes (combinaisons linéaires des variables
d’origine) maximise les distances inter-groupes. Les méthodes
supervisées doivent étre appliquées avec prudence, car elles
peuvent conduire a des résultats surestimés. Chaque modeéle
statistique supervisé doit étre rigoureusement évalué selon
différentes méthodes, dont la plus connue est la validation
croisée, pour en déterminer la sensibilité et la prédictivité.
L’article de Broadhurst et Kell approfondit plus spécifiquement
ces problématiques de validation [18].
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Analyse Statistique Multivariée

Matrice des Données RMN Graphe des « Scores »

o
o

PC3

Xig Xig o Xy

<

X,

“*5,1 AI,E\Z ) 5N @
Koy Koz ,\_’ZN > PC2 >
X, X, X

10177102

X =

Covariance (AU)
o

)

Signature métabolique
Graphe des « Loadings »

Reconstruction
des réseaux métaboliques

La  reconstruction des  réseaux
métaboliques a partir des données de
métabolomique est une étape importante
pour [linterprétation  biologique des
perturbations observées, car elle permet de

PC1
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574 (ppm) visualiser les parties du réseau métaboli-

Figure 3 - Principe de modélisation statistique multivariée des données RMN.

particulierement utile pour I'exploration des données et la
détection d’échantillons aberrants. Elle permet de résumer
la variance contenue dans les données dans un nombre
réduit de composantes principales. Des algorithmes de
classification hiérarchique ou « clustering » sont également
largement utilisés pour une mise en évidence sans a priori
de similarités en groupes d’échantillons. Cependant, il est
possible que les sources principales de variance au sein
d’une cohorte d’échantillons ne soient pas lices a I'effet
étudié et par conséquent qu’une analyse de type ACP ne
conduise pas a la séparation des échantillons souhaitée. Les
méthodes supervisées telles que la régression des moindres
carrés partiels (PLS, «partial least square »), I'analyse
discriminante PLS ou [I'analyse linéaire discriminante
permettent alors d’extraire les composantes du profil
métabolique spécifiquement corrélées aux parameétres
d’intérét de I'étude. Une extension de ces approches, la
méthode OPLS (« orthogonalised projection on latent
structures ») [2], développée plus récemment et qui sépare
la variation corrélée au parametre prédictif de classification
de la variation orthogonale (non corrélée), est maintenant
régulierement employée pour I'analyse métabolomique.

Vers la biologie des systémes...

Pour une meilleure compréhension des mécanismes
biologiques au sein d’approches de biologie intégrée des
systemes, la métabolomique peut étre combinée a des
données biochimiques ou a d’autres données « omiques »,
telles que la transcriptomique et la protéomique. Pour
comprendre le métabolisme de la cellule et les réponses
de ces cellules a des facteurs environnementaux et
appréhender la complexité des systémes biologiques, il est
nécessaire d’étudier la cellule a différents niveaux, celui des
génes (génomique), de I'ARN messager (transcriptomi-
que), des protéines (protéomique) et des métabolites
(métabolomique), ainsi que leurs interactions (voir
encadré 4). Dans la plupart des cas, ces différents types de
données sont analysés de maniére isolée, d’ou une perte de
information. |l existe différentes techniques statistiques
permettant d’intégrer plusieurs jeux de données issues de
techniques analytiques ou « omiques » différentes ; 'une des
méthodes utilisées est 'O2PLS. Cette méthode supervisée
est une généralisation de I'OPLS, décrite précédemment, qui
permet la modélisation et la prédiction selon deux directions,
a partir de matrices de données X et Y, représentant
respectivement deux ensembles distincts de mesure, par
exemple métabolomique par RMN et protéomique, collectés
en parallele sur des échantillons des mémes individus.
Ce type d’approche permet par exemple de déterminer
les corrélations entre les métabolites discriminants et les
protéines et vice versa [3].

y2 |'actualité chimique - juin-uilletaolt 2012 - n° 364-365

que qui sont affectées par la perturbation
biologique étudiée (pathologie, mutation,
etc.). Les voies métaboliques perturbées
impliqguant les métabolites identifiés et
quantifiés par RMN sont repérées grace a I'exploitation de
bases de données comme KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes), puis reconstruites et visualisées a
I'aide d’un outil logiciel tel que cytoscape [4]. L’étude de
Zhang et coll. illustre par exemple les perturbations
métaboliques observées en fonction de I'inactivation du
cycle de l'acide tricarboxylique (figure 4) [5].

Encadre 4
D’autres grandes approches « omiques »...

La génomique est I'étude du génome, c’est-a-dire I’ensemble du
matériel génétique d’un individu ou d’une espéce codée dans
son ADN.

La protéomique désigne la science qui étudie des ensembles
de protéines synthétisées par une cellule, leurs roles, leurs
structures, leurs localisations et leurs interactions. La démarche
classique de I'analyse protéomique consiste, dans un premier
temps, a séparer les protéines présentes dans une cellule ou un
compartiment cellulaire. Chaque protéine d’intérét est ensuite
hydrolysée en fragments (peptides), qui sont analysés par
spectrométrie de masse.

La transcriptomique est I'étude de I'ensemble des ARN
messagers produits lors du processus de transcription d’un
génome. Elle repose sur la quantification systématique de ces
ARNm, ce qui permet d’avoir une indication relative du taux de
transcription de différents génes dans des conditions données.
Plusieurs techniques, telles que les puces a ADN ou la PCR
quantitative, donnent accés a ce type d’informations.

)
(o

(@
E

Figure 4 - Réseau métabolique représentant les variations des con-
centrations des métabolites causées par I'inactivation du cycle de’acide
tricarboxylique (TCA) : sont représentés en rouge ou vert les métabo-
lites dont la concentration augmente ou respectivement diminue.
Reproduit de [5] avec permission, © 2011 American Chemical Society.



La suite de cet article s’attache a présenter quelques
grands domaines d’applications de I'analyse métabolomique
par RMN concernant I'étude des plantes, la toxicologie ou la
médecine, au travers de quelques exemples choisis.

Applications a ’analyse par RMN
métabolomique des plantes

Al’heure actuelle, environ 23 000 métabolites ont étéiden-
tifiés dans les plantes (toutes variétés confondues), mais il est
cependant estimé que ce royaume compterait entre 200 000
a1 million de composés [6]. L’analyse métabolomique de tels
systémes complexes peut non seulement fournir des infor-
mations sur la nature fondamentale du phénotype des plantes
en relation avec leur développement, leur physiologie et I'en-
vironnement, mais aussi aider a une meilleure compréhension
de la nature interactive des réseaux métaboliques et de leurs
réponses face aux changements génétiques. Bien que I'utili-
sation de la RMN pour I'analyse de plantes reste limitée, la
plupart des métabolites ayant une concentration plus faible
que la limite de détection de I'instrument, elle offre toutefois
un certain nombre d’avantages par rapport aux autres tech-
niques analytiques, tels qu’une préparation des échantillons
simple et rapide, un temps d’acquisition spectrale trés court
(moins de 10 min en moyenne) et une excellente reproducti-
bilité. De plus, la RMN permet de visualiser et de quantifier
surun méme spectre les métabolites primaires (sucres, acides
aminés...), majoritaires dans les plantes, et les métaboli-
tes secondaires (flavonoides, glucosinolates...) en fortes
concentrations dans certains organismes.

Une particularité des plantes est leur tres forte sensibilité
aux variations environnementales (température, lumiére,
humidité), ce qui rend difficile la mise au point d’un protocole
d’analyse reproductible. Il est souvent nécessaire de
rassembler plusieurs plantes pour former un échantillon,
pour des raisons de quantité de matériel, mais également
pour moyenner cette variabilité biologique. De nombreux
efforts ont été faits pour mettre au point des procédés
d’extraction fiables, capables de fournir une représentation
fidele du métabolisme [7]. Dans la suite, est présentée une
sélection des applications de la RMN métabolomique pour
’'analyse des plantes, dans deux des domaines les plus
étudiés : les organismes génétiquement modifieés (OGM) et
les interactions plantes/micro-organismes.

Organismes génétiquement modifiés

La modification génétique des cultures agricoles (blé, riz,
mais...) a souvent pour but d’améliorer leur résistance aux
agressions environnementales (climat, insectes) ou leur
valeur nutritionnelle (augmentation de la concentration en
antioxydants). Ces modifications génétiques consistent en la
surexpression, I'addition, la suppression ou I'inactivation d’un
ou de plusieurs genes, spécifiquement sélectionnés pour leur
influence sur le métabolisme de la plante. Cependant, les inte-
ractions entre métabolites sont difficiles a prévoir, et aux
changements métaboliques attendus, peuvent s’associer
des variations inattendues, pouvant rendre la plante impropre
a la consommation. La recherche de méthodes capables
d’évaluer ces risques de fagon fiable est donc une probléma-
tique essentielle. La métabolomique par RMN, méthode
quantitative et non ciblée, représente un outil de choix pour
détecter ces modifications métaboliques inattendues. Elle
permet de comparer I'’ensemble du métabolisme des extraits
de plantes non modifiées par rapport a leurs équivalents
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transgéniques, dés que les molécules sont en concentration
suffisante pour étre détectées.

Considérons I’exemple du géne Cry1Ab, identifi€ comme
étant responsable des qualités insecticides de la bactérie
Bacillus thuringiensis qui est parfois utilisée comme
insecticide en lieu et place d’un traitement chimique.
L’expression de ce géne dans une plante, et notamment dans
le mais, permet la production par la plante elle-méme d’une
protéine insecticide dite protéine Crystal (la protéine Cry1Ab)
qui tue en particulier les lépidoptéres (papillons). La plupart
des cultures agricoles génétiquement  modifices
commercialisées sont porteuses de ce géne, et notamment
les graines de mais MON 810 commercialisées par
Monsanto. Une équipe de recherche s’est intéressée aux
variations métaboliques existant entre des graines de mais
exprimant ce géne par rapport aux mémes graines non
modifiées [8]. Dans leur étude, I'analyse statistique des
spectres RMN du proton d’extraits hydroalcooliques des
graines de mais fournies par Monsanto a montré que
la modification génétique entrainait des variations
métaboliques importantes impliquant principalement
I’asparagine, la glutamine, I'acide gamma-aminobutyrique, la
choline et le succinate. Les auteurs ne concluent cependant
pas sur les risques potentiels que ces modifications
métaboliques peuvent engendrer en cas de consommation
par ’homme ou I'animal. Ce sujet a cependant été abordé
quelques années plus tard par une autre équipe de recherche,
qui a étudié les effets allergenes de ces mémes graines
transgéniques (MON 810) sur des souris par RMN
métabolomique [9]. Dans cette étude, les protéines extraites
des graines de mais transgéniques et de leur équivalent non-
OGM ont été administrées a des souris par voie orale pendant
26 jours. L'urine de chaque souris a ensuite été prélevée avant
consommation des protéines de mais, et a 24 et 48 h apres
la derniére administration de celles-ci, puis analysée par RMN
liquide. Une analyse discriminante linéaire a permis de mettre
en évidence des différences métaboliques entre les souris
traitées avec les protéines issues des graines OGM par
rapport a celles traitées par les protéines issues des graines
non-OGM (figure 5). Les auteurs de cette étude ont observé
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Figure 5 - Analyse linéaire discriminante des profils RMN H
d’échantillons d’urine de souris prélevés pour des individus
contréles n’ayant pas consommé de protéines de mais (étoiles),
ayant consommé des protéines de mais non transgéniques
(ronds) ou transgéniques (carrés) pendant 26 jours.

Les trois différents groupes sont bien séparés suivant I'axe LD2, ce qui
démontre I'effet du régime alimentaire administré sur le métabolisme des
souris. Pour chaque groupe, les urines ont été prélevées 24 et 48 h apres les
26 jours d’alimentation spécifique. Les variations métaboliques des urines
au cours du temps sont bien mises en évidence le long de I'axe LD3.
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une plus faible production de phénylalanine et d’hippurate
et une plus forte production de tryptophane dans I'urine
des souris traitées par les protéines du mais MON 810.
Cependant, ces variations ne représentent que 1 % de la
variance métabolique totale et ne sont pas considérées
comme des marqueurs d’inflammation ou de réactions
immunologiques.

Ces deux exemples ne constituent qu’un petit échantillon
des nombreuses études effectuées par RMN métabolomique
surles OGM. Des travaux plus fondamentaux sont également
menés sur des plantes modeéles (généralement sur la variété
Arabidopsis) afin d’identifier la fonction métabolique de
certains génes. Ceci représente en principe la premiére étape
dans la sélection des génes qui pourraient étre utilisés dans
la modification génétique des cultures agricoles.

Interactions entre les plantes
et leur environnement

De la cohabitation entre les plantes et différents micro-
organismes (pathogénes ou non pathogénes) résultent des
variations importantes dans la réponse biochimique de la
plante. On se trouve alors confronté a des réactions en
cascades conduisant soit a une réponse mutuelle bénéfique,
soit a un mécanisme de défense ciblé contre un pathogéne.
Par exemple, au moment de la pollinisation, les aracées vont
sécréter des molécules volatiles et odorantes, imitant ’'odeur
du lieu de pondaison des mouches qui vivent dans leur
environnement direct. Suivant la nature de ces mouches,
ces plantes sécréteront donc de fagon privilégiée une odeur
de fruits pourris, d’excréments ou de charognes... Les
mouches femelles ainsi leurrées viendront pondre dans les
fleurs des aracées et repartiront avec le pollen de la plante
qui pourra ainsi étre dispersé. Ces mécanismes
d’interaction, témoignant de la faculté d’adaptation des
plantes a leur environnement, sont extrémement
intéressants, mais aussi excessivement complexes. De
nombreux chercheurs se sont appliqués a comprendre
ces mécanismes et certains ont focalisé leur intérét sur
I'identification des différentes classes chimiques impli-
quées dans les changements métaboliques liés a ces
comportements, a I'aide de la RMN métabolomique.

Cette approche a été choisie par un groupe de chercheurs
hollandais et francais pour étudier les modifications du
métabolisme des feuilles de tabac Nicotiana tabacum
infectées par un virus (le virus mosaique du tabac) [10]. Les
auteurs de cette étude ont donc comparé les spectres
RMN 2D J-résolue des feuilles infectées par rapport aux
feuilles saines respectivement 1, 3, 7 et 10 jours aprés
infection en utilisant une analyse en composantes principales.
lls ont ainsi montré que, dans une premiere étape, la plante
développe un programme de mort cellulaire pour les cellules
infectées par le virus. Métaboliquement, cette étape est
associée a une altération des phénylpropano'l'des“) impliqués
dans le renforcement des parois cellulaires, ainsi qu’a une
augmentation de la production en acide caffeoylquinique,
connu pour contribuer a la résistance des plantes, et en acide
alpha-linoléique, probablement impliqué dans la synthése
d’acide jasmonique qui contribue a I'activation des protéines
de défense. Dans une seconde étape, ils assistent a une
émission de signaux en cascades impliquant la production de
composés tels que 'acide salicylique, qui permettent a la
plante d’acquérir une résistance systémique, et qui permettra
a celle-ci de répondre de fagon plus rapide et efficace en
cas de futures expositions.
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Applications de la métabolomique
en toxicologie

Les premieres applications de la métabolomique dans le
domaine de la toxicologie sont apparues il y a une quinzaine
d’années. Les travaux fondateurs produits par I'équipe de
J.K. Nicholson a Londres portant sur différentes études
pharmacologiques ou toxicologiques ont permis de
dépasser les limites rencontrées avec des techniques
conventionnelles pour I'évaluation de la toxicité d’un certain
nombre de substances modeéles. L’objectif d’'une étude
métabolomique dans un contexte de toxicologie est de
révéler un ensemble de biomarqueurs décrivant les
perturbations métaboliques engendrées par I'exposition
de I'organisme a des composés toxiques, permettant de
produire des hypothéses quant au mécanisme de toxicité
impliqué. De nombreuses études ont évalué les effets de
substances toxiques par une approche de métabolomique
par RMN, notamment pour I'évaluation toxicologique de
médicaments, de préparations de médecine chinoise
traditionnelle, de pesticides ou de contaminants environ-
nementaux... Nous nous intéressons ci-aprés plus
particulierement a deux exemples dans le domaine de la
pharmacologie et de la toxicologie de contaminants.

Toxicologie des médicaments :
pharmaco-métabolomique par RMN

L’évaluation de la toxicité des médicaments est un enjeu
important pour I'industrie pharmaceutique. Les toxicités les
plus problématiques sont celles qui apparaissent tard au
cours d’un traitement, et qui ne sont pas détectables lors
des études précliniques et cliniques de ces médicaments.
Un défi majeur est donc [Iidentification précoce
des biomarqueurs des réactions secondaires de ces
médicaments, c’est-a-dire avant que le patient ne subisse de
potentiels effets toxiques liés au traitement. L’analyse
métabolomique par RMN de biofluides de rongeurs aprées
traitement s’avere étre une technique particulierement
pertinente pour I’évaluation de la toxicité de médicaments
potentiels, démontrée par des études sur de nombreuses
substances modéles. La prédiction de Iésions au niveau du
foie de rongeurs peut étre également évaluée a partir
d’études par RMN sur des biofluides prélevés en amont de
tout traitement. Prenons I'exemple du paracétamol qui a été
largement étudié par des approches de métabolomique
par RMN.

Le paracétamol (connu également sous le nom
d’acétaminophéne) est un médicament couramment utilisé,
analgésique et antipyrétique. Il est sans danger pour des
doses thérapeutiques; cependant, une overdose peut
conduire a des Iésions importantes du foie et du rein. La
N-acétylcystéine (NAC) est I'un des antidotes les plus utilisés
en cas d’intoxication par le paracétamol. Dans une premiére
étude, Zira et coll. ont utilisé une approche métabolomique
par RMN pour évaluer I’hépatotoxicité provoquée par une
forte dose de paracétamol chez le lapin [11]. Les effets de
I'antidote NAC ont également été étudiés. L’analyse en
composantes principales (ACP) des données RMN a montré
que I'intoxication par le paracétamol entrainait des variations
métaboliques plasmatiques importantes (figure 6), impliquant
une augmentation des lipides LDL et VLDL, des acides
aminés, des lipides insaturés, ainsi qu’une diminution du
glucose et du lactate. L’intoxication au paracétamol conduit
donc a des variations du métabolisme des lipides et du
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Figure 6 - Analyse en composantes principales de profils RMN 'H
d’échantillons de sérum sanguin de lapin, prélevés pour des
individus contréles non traités (noir), traités par une forte dose de
paracétamol, APAP 2 g/kg masse de I'animal (rouge), ou par une
combinaison de paracétamol et d’antidote N-acétylcystéine,
APAP 2 g/kg + NAC 150 mg/kg (jaune).

Cette analyse sépare distinctement les trois groupes d’échantillons, révélant
des profils métaboliques caractéristiques de I'exposition au paracétamol ou
a la combinaison paracétamol + antidote (reproduit de [11] avec permission).

métabolisme énergétique, ce qui a déja été montré dans
des études précédentes.

Le potentiel de la métabolomique pour prédire la toxicité
d’'un médicament au niveau du foie a été suggéré pour la
premiere fois par Clayton et coll. [12]. Dans cette étude, des
rats ont recu une unique dose de paracétamol (600 mg/kg).
Les urines avant le traitement (- 48 h, - 24 h) et aprés le
traitement (24 h) ont été collectées et analysées par RMN du
proton. Les lésions au niveau du foie ont été mesurées par
histopathologie. Les rats traités ne présentent pas les
mémes lésions du foie. Les auteurs ont montré que les profils
métaboliques enregistrés par RMN pour des urines
collectées avant le traitement sont corrélés aux Iésions du
foie observées chez les rats aprés le traitement. Les
principaux métabolites reliés au taux de nécrose dans le foie
sont la taurine, le triméthylamine-N-oxyde (TMAO) et la
bétaine. La toxicité du paracétamol est due a sa
transformation en un métabolite réactif, la N-acétyl-p-
benzoquinone (NAPQI) dans le foie, induisant les Iésions
hépatiques. La prédiction de [I’hépatotoxicité due a
I'intoxication au paracétamol par le métabolome avant le
traitement peut s’expliquer par le fait que le métabolome
avant traitement est corrélé a I’'aptitude du foie a produire et
accumuler ces réactifs. Cette technique est trés prometteu-
se mais demande des développements supplémentaires
pour pouvoir prédire de maniére fiable la toxicité des
médicaments chez ’lhomme.

Toxicologie environnementale

Les perturbateurs endocriniens sont largement répandus
dans I’environnement et dans la chaine alimentaire, ce qui
peut conduire a un risque pour la santé des consommateurs.
Les polluants organiques permanents (POP) regroupent des
substances telles que les polychlorobiphényls (PCB), les
polychlorodibenzo-p-dioxines (PCDD), les polychlorobenzo-
furanes (PCDF) et des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP). Ces composés sont trés étudiés dans
le domaine de la toxicologie environnementale car ce sont des
substances toxiques, persistantes dans I’environnement et

La RMN en chimie

qui s’accumulent dans les tissus vivants (bioaccumulation).
La plupart des travaux de recherche sur la toxicité de ces
composeés et la santé humaine ont concerné des études toxi-
cologiques conventionnelles de composés pris individuelle-
ment. Si I'on considére que les hommes sont exposés
quotidiennement a des mélanges complexes de polluants, il
apparait important d’en étudier la toxicité, et la métabolo-
mique semble étre une méthode de choix pour cette évalua-
tion.

Par exemple, Lu et coll. ont étudié récemment les effets
des PCB et PCDD seuls ou en mélange chez des rats par une
approche de métabolomique par RMN [13]. Les profils
urinaires des rats ont été obtenus apres administration orale
de PCDD et PCB. En parall€le, I'histopathologie du foie et
des analyses biochimiques du sérum ont montré une
hépatotoxicité. L’analyse en composantes principales (ACP)
des données RMN a montré que I'administration de ces
contaminants entrainait des variations métaboliques
importantes impliquant le lactate, le glucose, la taurine, la
créatine, le 2-oxo-glutarate, le citrate, le succinate,
I’hippurate et le triméthylamine-N-oxyde. Ces variations sont
accentuées pour les rats traités avec le mélange des deux
contaminants. Ces variations métaboliques peuvent étre
considérées comme des biomarqueurs potentiels de
I’hépatotoxicité. Ces résultats ont montré que I'approche
métabolomique par RMN est une technique efficace pour
I’évaluation de la toxicité de mélanges de contaminants.

Une autre famille de contaminants alimentaires a été
largement étudiée ces derniéres années : les phtalates et le
bisphénol A. Ces composés sont largement utilisés en
plasturgie car ils permettent de renforcer la souplesse de ces
matériaux. Les phtalates sont répertoriés comme de
possibles anti-androgenes et possederaient des propriétés
cestrogéno-mimétiques. Dans une étude récente, les effets
du diéthylhexylphtalate (DEHP) ont été étudiés par une
approche métabolomique par RMN couplée a une approche
transcriptomique [14]. Les souris ont été traitées tous les
jours par gavage pendant 14 jours par différentes doses de
DEHP (0, 30, 180 ou 1 100 mg/j/kg). Les urines, le plasma et
les extraits aqueux de foie ont été analysés par RMN du
proton. Les empreintes métaboliques ont montré un effet
hypolipémiant du DEHP ainsi qu’une modification du
métabolisme énergétique. En complément, une analyse du
transcriptome a été réalisée sur les échantillons de foie
des mémes animaux. L’intégration des données de
transcriptomique et métabolomique du foie a I'aide d’une
analyse O2PLS a révélé une corrélation entre les effets du
DEHP sur I'expression des génes et sur les métabolites.
L’analyse de type O2PLS met en évidence plusieurs
covariations entre les transcrits et les métabolites affectés
par le traitement au DEHP (figure 7). Par exemple, des
variations de concentration des acides aminés (thréonine)
sont reliées a des variations de I’expression de deux génes
(Vnn1 et Alas1). Ceci a conduit les auteurs a supposer
que différentes régulations étaient impliquées dans
I’augmentation de la synthése de I’heme.

Métabolomique par RMN
et applications médicales

La RMN est recrutée depuis maintenant plusieurs années
dans le cadre de projets de recherche translationnelle,
vers des applications cliniques basées sur I'analyse
métabolomique. Ces approches visent a I'utilisation de la
spectrométrie de RMN comme outil a part entiere de
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démontrer d’une part la fonctionnalité de la technique
comme outil de classification appliqué a la gradation des
tumeurs (classification déja maitrisée, bien que de fagon
moins  objective, par les techniques classiques
d’histopathologie), et d’autre part de proposer une étude
plus fine du métabolisme tumoral, se focalisant sur la
compréhension des mécanismes et voies métaboliques
— impliqués dans la tumorigenése ou la prolifération tumorale.

Plus récemment, la contribution de la métabolomique
vers des applications cliniques en cancérologie s’est tournée
vers I'étude non invasive des fluides excrétés ou circulants
(urines et sérum ou plasma sanguins principalement) pour la
détection de marqueurs métaboliques, ou biomarqueurs,
associés aux pathologies cancéreuses. L'exemple suivant
illustre plus spécifiquement I'une de ces initiatives
prometteuses.

Une étude récente montre I'utilisation d’une analyse de
métabolomique par RMN pour la détection des stades
précoces /Il du carcinome épithélial de I'ovaire [15]. Cette
étude exploratoire a été menée selon un design expérimental
original utilisant de trés faibles quantités d’échantillons
(20 ul), a raide d’une sonde RMN a micro-flux continu
(figure 8). L'utilisation de méthodes de régression logistique
et d’analyse en composantes principales des spectres RMN
H a permis de dévoiler une signature sérique spécifique
associée aux patientes atteintes de cancer de I'ovaire,
comparées a des individus sains. Elle a également montré la
spécificité de cette signature par rapport a d’autres types de
cancers, les patientes atteintes de cancer du rein avancé
n’étant pas selon ce critére diagnostiquées de fagon erronée
comme atteintes d’'un cancer de I'ovaire. Cette étude
souligne donc le potentiel remarquable de la RMN comme
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Figure 7 - Régression PLS des transcrits et des métabolites.

Les données de transcriptomique du foie et des métabolites des extraits aqueux
du foie ont été traitées par une analyse O2PLS. Projection des métabolites (rouge)
et des transcrits (noir). Les agrandissements (ellipses 1 et 2) montrent bien des
corrélations entre les variations des métabolites et des transcrits. D’apres [14]
avec permission, © 2009 Elsevier.

diagnostic médical, permettant de détecter de fagon non
invasive, et potentiellement de maniére précoce, des
marqueurs métaboliques associés a diverses pathologies. De
nombreuses études illustrent depuis une dizaine d’années les

outil de diagnostic non ou peu invasif en cancérologie,
pouvant étre en théorie appliqué a grande échelle pour la
détection précoce, en particulier pour des populations a fort
risque de cancer de l'ovaire. D’autres travaux de méme

efforts et moyens mis en ceuvre pour explorer le potentiel de

P

le— lactate

cette approche pour I'étude de pathologies extrémement
variées - diabéte, obésité, maladies cardio-vasculaires,
cancer, maladies génétiques ou neurologiques, maladies
infectieuses — au sein de projets cliniques localisés ou bien
dans le cadre d’initiatives épidémiologiques plus larges. Au-
dela de ces ambitions diagnostiques, la métabolomique se
propose de sonder les effets de causalité et interactions entre
nutrition, autres facteurs environnementaux (tabagisme,
activité physique, etc.) et pathologies, et de mettre en
évidence des populations ou individus a risque. Enfin, les
approches de métabolomique représentent un potentiel
intéressant pour la médecine personnalisée — par exemple
pour I’'adaptation du traitement a un patient selon des critéres
révélés par son profil métabolique urinaire ou sanguin — et
prédictive, par la détermination précoce de I'évolution d’une
pathologie (risques de complications, rechutes, effets
toxiques d’un traitement...). Nous présentons plus
spécifiqguement ci-aprés quelques exemples d’applications
de la métabolomique dans le domaine du cancer et de
I’épidémiologie moléculaire.
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Meétabolomique en canceérologie Figure 8 - Spectres 'H représentatifs de sérum sanguin de type CPMG

(haut) ou d’acquisition classique (bas), pour une patiente atteinte de
cancer épithélial de I'ovaire.

Les métabolites identifiés en rouge correspondent a des concentrations
détectées significativement plus faibles pour des patientes cancéreuses par
rapport a des sujets sains, et en bleu ceux qui sont présents en quantité plus
élevée dans les cas de cancer. Reproduit de [15] avec permission, © 2011
American Chemical Society.

De nombreux exemples dans la littérature traitent de
la caractérisation par RMN des tissus tumoraux par
la technique HR-MAS. Le potentiel de I'approche
métabolomique a été en effet illustré en médecine en premier
lieu pour I'analyse de biopsies cancéreuses, permettant de
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diversité du phénotype métabolique hu-
main et son association avec le régime ali-
mentaire et la tension artérielle [17]. Des
échantillons d’urine ont été analysés pour
plus de 4 500 individus provenant de dif-
férentes populations de Chine, du Japon,
des Etats-Unis et du Royaume-Uni. lls ont
montré que les profils d’excrétion urinaire
permettaient d’établir des phénotypes
métaboliques différenciés pour des popu-
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Figure 9 - (A) Diagramme des « scores » pour une analyse OPLS discriminante appliquée
aux spectres RMN d’urine de populations du nord (noir) ou du sud (rouge) de la Chine,
mettant en évidence une distinction nette entre les profils métaboliques observés pour ces
deux populations. (B) Diagramme de covariance ou « loadings » identifiant les métabolites

différenciant les populations nord-sud de la Chine.

Les signaux positifs représentent les métabolites observés en plus forte concentration pour la population
du nord ; les massifs négatifs correspondent aux métabolites en concentration plus élevée pour la
population du sud. 1 : acide pentanoique/heptanoique ; 2 : acides aminés branchés ; 4 : lactate ; 5 : 2-
hydroxyisobutyrate ; 6 : alanine ; 8 : N-acétyls de fragments de glycoprotéines (incluant I'uromoduline) ;
9 : acide N-acétyl neuraminique ; 11 : sulfate de 4-crésyl ; 12 : succinate ; 16 : méthylguanidine ; 18 :
diméthylglycine ; 19 : créatine ; 21 : prolinebétaine ; 23 : scyllo-inositol ; 10 : phénylacétylglutamine ; 26 :
hippurate ; 28 : trans-aconitate (d’apres [16] avec permission, © 2010 American Chemical Society).

nature démontrent des qualités similaires de I'analyse
métabolomique par RMN pour la détection précoce ou de
stades plus avancés dans différents types de cancers.

Epidémiologie moléculaire

De nouvelles initiatives et un grand intérét sont apparus
depuis quelques années pour I'utilisation de techniques de
profilage métabolique dans le cadre d’études épidémiolo-
giques a grande échelle. La robustesse de la technique de
RMN rend son utilisation dans ce cadre particulierement
pertinente, et la disponibilité ou la constitution de cohortes
d’échantillons adaptées, dont les conditions de prélévement
et de conservation selon des protocoles rigoureux et stan-
dardisés constituent un élément clé pour la fiabilité des
études de métabolomique, ont permis le développement
de projets exploratoires d’épidémiologie moléculaire par
RMN métabolomique.

Dans le cadre d’'un projet a grande échelle baptisé
INTERMAP (« International Study of Macro/Micronutrients
and Blood Pressure »), Yap et coll. se sont intéressés aux
différences pouvant étre détectées dans des profils urinaires
pour des populations des régions du nord ou du sud de la
Chine, pour lesquelles les taux de pathologies cardiaques
ou d’accidents vasculaires cérébraux constatés sont
sensiblement différents [16]. L’étude par RMN d’échantillons
d’urines pour plus de 750 volontaires provenant de ces deux
régions a permis d’identifier par analyse discriminante de
type OPLS une signature meétabolique caractéristique
distinguant ces deux populations (figure 9). Un ensemble de
métabolites associés a ces différences a pu étre identifié,
comprenant notamment pour les populations du sud des
co-métabolites de la flore microbienne (hippurate, 4-crésyl
sulfate, phénylacétylglutamine, 2-hydroxyisobutyrate). Ces
observations  soulignent I'importance des facteurs
environnementaux (régime alimentaire), du métabolisme
endogéne, ainsi que du co-métabolisme mammifere/flore
intestinale, qui peuvent expliquer les différences nord-sud
observées en Chine concernant les risques de survenue de
maladies cardiovasculaires.

Dans une autre étude basée sur cette méme initiative
INTERMAP, Holmes et coll. ont étudié plus largement la

régions occidentales caractérisées par
des habitudes alimentaires et des taux de
maladies cardio-vasculaires trés diffé-
rents, de méme que pouvaient étre iden-
tifiés des sous-groupes correspondant
a une alimentation végétarienne, riche
en protéines animales, ou caractérisant
des profils distincts de pression artérielle
(figure 10). Ces profils métaboliques font
apparaitre différents métabolites discrimi-
nants, tels que le formate, I'alanine ou
I’hippurate, reflétant le régime alimentaire
et I'activité de la flore microbienne (ou microbiote), et associés
a I’hypertension artérielle.
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Figure 10 - Analyse par clustering hiérarchique pour des échantillons
humains d’urine de populations variées analysés par RMN 1D H.

Le dendrogramme souligne les similarités/différences entre populations, la
proximité des différentes classes dans ce diagramme étant directement reliée a
la similitude des profils métaboliques moyens pour ces populations. L’indice de
similarité en abscisse mesure la distance multivariée entre clusters d’échantillons
(une valeur nulle indique une séparation maximale, une valeur unité correspond a
une identité des profils métaboliques caractéristiques des sous-populations
concernées). Certaines populations locales présentent des empreintes
métaboliques remarquablement singuliéres, comme la population de la province
de Guangxi en Chine. Les profils métaboliques des habitants de la ville rurale
d’Aito au Japon se démarquent également de ceux de populations plus urbaines
du Japon (Wakayama, Toyama, Sapporo), qui présentent des profils nettement
plus similaires a ceux observés pour des populations occidentales. Reproduit de
[17] avec la permission de Macmillan Publishers Ltd, © 2008.

Les quelques exemples développés ci-dessus donnent
un apercu du potentiel analytique et de la diversité des
applications offertes par les approches de métabolomique
par RMN. Il est a noter que ces applications ne se limitent
pas aux domaines illustrés dans cette revue, mais couvrent
un champ beaucoup plus large, sur le plan fondamental par
exemple au sein d’études de biologie cellulaire ou de
génomique fonctionnelle, ou bien vers des applications
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industrielles de contrble-qualité alimentaire, de lutte contre
la fraude concernant les produits d’origine contrdlée, ou
encore de lutte contre le dopage.
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