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Introduction générale

Depuis la Rome antique, ['utilisation de substances permettant 1’amélioration des
capacités physiques de chevaux a été rapportée. Ainsi ’hydromel fut 1’'une des premicres
substances utilisées dans le but de stimuler les capacités d’animaux de course grace aux
propriétés tonifiantes des feuilles de sauge qui entrent dans sa composition. D’autres substances
telles que 1’anis, le miel ou encore le sandaraque furent également largement utilisées comme
drogue. Au début du XIX“™ siécle, une nouvelle famille de composés, les alcaloides est
découverte, elle devient alors trés utilisée par des entraineurs américains. Cette pratique se
répand rapidement en Europe, néanmoins les nombreux abus entrainent 1’adoption de mesures
répressives des 1903. Le mot dopage issu de 1’anglais «to dope » (= prendre un excitant)
apparait alors dans la langue frangaise (petit Larousse Illustré, 1903). Il se définit comme
« ’emploi d’excitants susceptibles au moment d’une course de donner au cheval une ardeur
factice et momentanée ». Il est précisé que le procédé¢ est interdit par le code des courses et en
toute occasion pour les chevaux militaires. Des réglementations se mettent en place et
aboutissent a 1’élaboration d’un code des courses hippiques en 1989 dont I’article L-233 stipule
qu’« Aucun cheval déclaré¢ partant ne doit receler dans ses tissus, fluides corporels, ou
excrétions, aucune substance ou métabolite de cette substance qui soit une substance prohibée ou
aucune substance dont I’origine et la concentration ne peuvent étre rattachée a la nourriture
normale ou habituelle, ou aucun indicateur scientifique prouvant qu’il y a eu administration
d’une substance prohibée ou exposition a une substance prohibée, dont la mise en évidence est
équivalente a la mise en évidence de ladite substance prohibée ». Pour les sports équestres, le
réglement général de la Fédération Frangaise d’Equitation (FFE) émet la définition suivante :
« le dopage consiste dans 1’utilisation de produits pouvant modifier le comportement physique
et/ou psychique et/ou dans [’utilisation de produits faisant obstacle a leur détection et
susceptibles de nuire a la santé du cheval ». Les familles de composés prohibées sont diverses, et
possedent par conséquent des effets variés et spécifiques sur I’organisme de I’animal. Le
Laboratoire des Courses Hippiques (LCH) est le laboratoire agrée par la Fédération Nationale
des Courses Francaises pour ’analyse des échantillons biologiques équins et la recherche des
substances interdites par le Code des Courses Hippiques ; les grandes familles de composés
recherchées sont : les antalgiques, les antipyrétiques, les anti-inflammatoires, les tranquillisants,
les stimulants, les diurétiques, et les hormones anabolisantes. Ces derni¢res ont pour but de
favoriser la constitution de tissus organiques a partir d’éléments simples puisés dans

I’alimentation.
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L’hormone de croissance (GH : growth hormone) est une protéine décrite pour la
premicre fois par Evans et Long en 1921, comme molécule capable de promouvoir la croissance.
Leurs premicres études ont montré qu’aprés administration d’extraits bruts d’hypophyse de
bovins a des rats en croissance, leur vitesse de croissance en était accélérée.

Peu apres, Raben entreprit de traiter le nanisme hypophysaire en injectant de I’hormone
somatotrope humaine extraite d’hypophyses a des patients. Ces extraits hypophysaires ont alors
été appelés « somatotropines » (ST) en lien avec le grec signifiant « croissance de tissu ». Le
besoin en hormone de croissance pour soigner le retard de croissance des enfants s’est ensuite
rapidement accru et des prélevements sur des hypophyses humaines de cadavres ont alors été
effectués pour combler ce déficit. Certains de ces extraits hypophysaires, contaminés par un
prion, ont induit la maladie de Creutzfeld-Jacob. La nécessité de produire des hormones par
biotechnologie en toute innocuité¢ s’est alors trés vite imposée. Dans le méme temps, les
avancées scientifiques rapides ont permis a 1’industrie pharmaceutique de développer et de
mettre sur le marché des spécialités d’hormones de croissance recombinantes (rGH) humaines,
bovines, équines et porcines.

Simultanément a la mise sur le marché de ces molécules pour les espéces animales
bovine, porcine et équine, des textes réglementant leur usage sont apparus en Europe. Dans ce
contexte international, la circulation des hormones de croissance sur le marché noir Européen est
suspectée pour accroitre la rentabilité de production des animaux d’¢levage et améliorer les
performances physiques des animaux en dépit des directives Européennes (article premier de la
Décision 1999/879/CE ; Décret 2003-514, article 6 de I’accord international sur 1’¢levage et les
courses). Le développement d’une méthode fiable d’identification des différentes hormones de
croissance recombinantes (rGH) afin de mettre en évidence de potentielles pratiques illégales a
constitué un vrai challenge analytique au cours de ces quinze derniéres années. En 2004, des
recherches initiées en collaboration par le Laboratoire des Courses Hippiques (LCH) et par le
Laboratoire d’Etude des Résidus et Contaminants dans les Aliments (LABERCA) ont permis
pour la premicre fois la détection de I’administration frauduleuse d’hormone de croissance (GH)
chez le cheval (Bailly-Chouriberry, 2007). Ces travaux ont tout d’abord abouti a la mise au point
d’une méthode de dépistage fondée sur la détection d’anticorps anti-hormone de croissance.
Cette technique permet de suspecter une administration d’hormone de croissance quelle que soit
la forme recombinante administrée. Cependant, elle nécessite un délai d’environ une semaine
avant d’induire une réponse immunitaire. Une méthode basée sur la spectrométric de masse
permettant la confirmation de 1’administration de I’hormone de croissance équine recombinante

(reGH) & I’état de trace (quelque ng.mL™") dans le plasma a également été développée.
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Elle permet pour la premiére fois la détection d’une forme recombinante de I’hormone de
croissance €quine (BresaGen, Australie) jusqu’a 48h aprés administration. Cependant, la rapide
¢limination de 1I’hormone de croissance de 1’organisme et le fait que cette méthode ait été
développée pour une forme recombinante donnée rendent en pratique délicat le contrdle efficace
de l’administration de cette molécule. De plus, I’apparition de nouvelles pratiques comme
I’administration de cocktails a faible dose, accentue la difficulté a détecter des hormones
naturelles anabolisantes (hormone de croissance, oestradiol, testostérone) par les méthodes
analytiques classiques et actuelles. De nouvelles alternatives, non plus basées sur la détection de
composés connus et ciblés, mais sur la détection globale des effets physiologiques s’est alors
imposée et a été développée récemment.

Les effets connus de I’hormone de croissance sur le métabolisme des sucres, des lipides
et des protéines laissent suggérer que son administration entraine des modifications et
perturbations physiologiques a différentes échelles de 1’organisme. Une étude des profils de
matrices biologiques dans le but de révéler les effets physiologiques de I’hormone croissance
pourrait alors permettre la mise en évidence de variations comme conséquence directe ou
indirecte de son action. Les techniques « omiques » qui inclus la génomique, la transcriptomique,
la protéomique et la métabolomique sont des approches permettant de satisfaire a de telles
¢tudes. La métabolomique en particulier, qui fait référence a 1’étude des métabolites présents
dans un milieu biologique donné, semble appropriée pour dresser le profil de matrices
biologiques et détecter des variations induites par exemple par une administration d’anabolisant.
Les métabolites correspondent a des molécules de faibles poids moléculaires dont leurs
concentrations résultent de [’expression des génes et constituent la réponse ultime d’un
organisme a une altération génétique, une maladie, une exposition toxique ou encore un
traitement. L.’administration d’un produit dopant tel que I’hormone de croissance aura alors de
fortes chances d’entrainer des modifications qualitatives ou quantitatives de métabolites
décelables par une exploration large et systématique du métabolome.

Ce travail de thése s’inscrit dans ce contexte et est fondé sur une approche de type
profilages métaboliques ; il s’intéresse particulierement aux perturbations engendrées par un
traitement a I’hormone de croissance recombinante équine (reGH). Des travaux utilisant la
spectrométrie de masse haute résolution ont été engagés afin de différencier des chevaux non
traités d’animaux traités a la reGH sur la base d’empreintes spectrométriques globales. L’objectif
de cette approche a été de démontrer la faisabilité analytique, d’en optimiser les différents
parametres afin de révéler des différences significatives de profils métaboliques chez les

animaux traités.
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En premier lieu, ce manuscrit fait le point sur les données de la littérature et est consacré
a D’état des connaissances actuelles sur la structure, les effets biologiques, les méthodes de
détection de I’administration de reGH, mais également sur le principe, les méthodes d’analyse et
les domaines d’applications de la métabolomique. Le deuxiéme chapitre est consacré a la
description des matériels et méthodes employés au cours de ce travail. Enfin, le dernier chapitre
expose les résultats des recherches effectuées dans le cadre de ce travail de thése: des
empreintes métabolomiques urinaires et plasmatiques ont été réalisées dans le but de construire
des modeles statistiques révélateurs d’une exposition a I’hormone de croissance équine
recombinante et mettre en évidence de nouveaux candidats biomarqueurs. I1 développe
également les méthodes actuelles de dépistage de la reGH utilisées au Laboratoire des Courses
Hippiques dans le but de donner des éléments de comparaison et d’envisager la place de la

métabolomique dans un contexte de contrdle anti-dopage.

L’ensemble de ces travaux a donné¢ lieu aux publications ou communications suivantes :
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PUBLICATIONS

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Monteau F, Paris AC, Popot MA, Bonnaire Y, Le Bizec B.
Development of a metabonomic approach based on LC-ESI-HRMS measurements for profiling
of metabolic changes induced by recombinant equine growth hormone in horse urine. Analytical
and Bioanalytical Chemistry 2009: 394(8): 2119-2128.

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Garcia P, Popot MA, Grall M, Mercadier V, Toutain PL,
Bonnaire Y, Le Bizec B. Development and application of a metabolomic approach based on
liquid chromatography-high resolution mass spectrometry to reveal an illegal administration of
recombinant equine growth hormone in horse from urinary and plasmatic biological signatures.

Metabolomics 2010 (submitted).

COMMUNICATIONS ORALES

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Popot MA, Bonnaire Y et Le Bizec B. Mise en évidence de
I’administration d’hormone de croissance équine par approche métabolomique LC-ESI-HRMS.

3émes

Application au contrdle anti-dopage. Journées du Réseau Francais de Métabolomique et

Fluxomique, Bordeaux, France, 7-8 Février 2008.

Pinel G, Le Breton M-H, Rochereau-Roulet S, Bailly-Chouriberry L, Kieken F, Rychen G and
Le Bizec B. Somatotropin, overview of research studies. Euroresidue VI™ Conference, Egmond

aan Zee, The Netherlands, 19"-21" May 2008.

Antignac JP, Pinel G, Bichon E, Monteau F, Courant F, Kieken F, Destrez B and Le Bizec B.
The mass spectrometric-based untargeted metabolomics: principle and applications in the field
of food safety. Euroresidue VI™ Conference, Egmond aan Zee, The Netherlands, 19"-21" May
2008.

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Popot MA, Bonnaire Y et Le Bizec B. Développement d’une
approche métabolomique basée sur le couplage LC-ESI-HRMS (LTQ-Orbitrap™) pour la mise
en évidence de I'utilisation de I’hormone de croissance chez le cheval. 25°™ Journées

Francaises de la Spectrométrie de Masse, Grenoble, France, 8-11 Septembre 2008.
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du contrdle antidopage équin. Journée utilisateurs Bruker Daltonics, Paris, France, 25

Novembre 2008.
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spectrometry based metabolomics in the field of chemical food safety. Trends in Food Analysis

VI Conference, Ghent, Belgium, 19 May 20009.

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Popot MA, Garcia P, Bonnaire Y, Le Bizec B. Application of
LC-HRMS metabolomic fingerprinting from urine and plasma samples to screen for illegal

administration of equine growth hormone in horse. Metabomeeting 2009, Norwich, Angleterre,

5-8 Juillet 2009.

Antignac JP, Pinel G, Courant F, Anizan S, Kieken F, Destrez B, Monteau F and Le Bizec B.
Metabolomic / metabolite profiling: real perspective or dream? Annual CRL Hormones

Workshop — BIOCOP Mini-Symposium, Utrecht, The Netherlands, 28"-30™ October 2009.
POSTERS

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Popot MA, Bonnaire Y, Le Bizec B. Development of a method
based on metabolomic approach in order to detect recombinant equine growth hormone
administration. Application to doping control. 2™ Journées du Réseau Francais de

Métabolomique et Fluxomique, Bordeaux, France, 7-8 Février 2008.

Kieken F, Pinel G, Antignac JP, Popot MA, Bonnaire Y, Le Bizec B. Discrimination between
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2008.
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Figure I-1 : Séquence en acides aminés de la GH équine (190 AA)
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Chapitre | Travaux antérieurs

PARTIE-1 HORMONE DE CROISSANCE

1. DEFINITION D’UNE HORMONE

Une hormone est un messager chimique, libéré dans le sang par une cellule sécrétrice et
transporté jusqu’a des cellules cibles afin d’y exercer des fonctions physiologiques et des
régulations biochimiques (Beaulieu et Kelly, 1990). Les hormones sont produites, par des
glandes endocrines telles que I’hypophyse ou la thyroide, en réponse a une stimulation, et
interviennent dans de nombreux processus, touchant notamment la reproduction, la
différenciation cellulaire, I’homéostasie, ou encore la régulation des rythmes biologiques.
Plusieurs types d’hormone peuvent étre distinguées :

- Les hormones dérivées d’amines qui sont constituées d’un seul acide aminé (la tyrosine
ou le tryptophane) mais sous une forme dérivée. C’est le cas des cathécolamines et de la
thyroxine.

- Les hormones peptidiques, comme I’hormone de croissance ou I’insuline, qui sont
constituées de chaines d’acides aminés.

- Les hormones stéroidiennes qui dérivent du cholestérol et qui sont fabriquées dans la
zone cortico-surrénale et les gonades. Les oestrogénes, la testostérone et le cortisol appartiennent
a cette famille.

- Les hormones qui dérivent des lipides et dont la classe principale est représentée par les

eicosanoides, parmi lesquelles, les plus étudiées sont les prostaglandines.

2. CARACTERISTIQUES GENERALES DE L’'HORMONE DE
CROISSANCE

2.1. Biosynthése

L’hormone de croissance (GH) est une protéine caractéristique des vertébrés. Elle est
produite dans I’hypophyse et plus précisément dans son lobe antérieur appelé adénohypophyse
(Friesen et al, 1970). Sa forme prédominante est celle qui posséde un poids moléculaire de
I’ordre de 22 kiloDalton (kDa) et qui correspond a la séquence entiere des acides aminés (AA).
Dans le cas du cheval, la séquence totale de la GH est constituée de 190 AA, représentant un

poids moléculaire de 21757 kDa (Figure I-1).
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Figure 1-2 : Représentation schématique de la structure 3D de la GH humaine (Chantalat et al, 1995)
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Figure 1-3 : Mise en évidence de la sécrétion pulsatile chez de la GH chez le rat par mesure RIA (Idelman et
Verdetti, 2000)
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D’autres formes circulantes ont été également décrites. Chez I’homme une forme de 20
kDa codée et transcrit par le méme geéne que la variante 22 kDa est également présente (Tinsley
et al, 1986). La seule différence provient de 1’épissage du géne ce qui se traduit par la perte
d’acides aminés. D’autres formes circulantes de poids moléculaire 27 kDa, 17 kDa, ou encore 5

kD sont également trouvées.

2.2. Structure tertiaire

Dans l’organisme, la séquence des acides aminés de la GH s’organise en une
conformation tridimensionnelle qui intervient dans la reconnaissance de certains récepteurs des
organes cibles. Dans le cas de la hGH (Branden et Tooze, 1996), sa modélisation 3D met en

évidence une structure comprenant quatre hélices a anti-parall¢les deux a deux (Figure 1-2).

2.3. Sécrétion

Comme I’indique la Figure I-3, la sécrétion de la GH est pulsatile le jour comme la nuit
(Tannenbaum et Martin, 1976). L’amplitude des pics s’éleve 3 a 4 heures apres le repas ainsi
qu’une heure aprés le début du sommeil. Pendant les pics de sécrétion, la concentration
plasmatique en hormone de croissance est trés élevée, de I’ordre de la centaine de ng.mL™ et
extrémement faible (quelque ng.mL™") en dehors.

La fréquence des pulses de GH est chez ’homme comprise entre plus d’un par heure a un
pulse toutes les quatre heures (Casanueva, 1992). En général, les conditions physiologiques
résultant d’une augmentation de la concentration de GH sérique en 24 heures sont associées a
I’augmentation de 1’amplitude des pulses plutdt qu’a une augmentation de la fréquence des
pulses. De la méme maniére, la réduction des taux circulants de GH chez les personnes agées et
chez les personnes de petite taille est associée a une diminution de I’amplitude des pulses sans
changement de la fréquence. Les mécanismes de contrdle de ’amplitude des pulses de GH
varient selon les différents états physiologiques de 1’individu, a savoir le sommeil, I’exercice ou
le stress (Strobl et Thomas, 1994).

Les données rapportées dans la littérature concernant la sécrétion pulsatile de GH pour le
cheval (Thompson Jr et al, 1992 ; Stewart et al, 1993) indiquent un méme mode de

fonctionnement que celui observé chez I’homme.
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Figure 1-4 : Représentation schématique de la régulation de la synthése de GH dans I’organisme.
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Il en est de méme, pour la production d’un pulse de GH en réponse a des conditions
physiologiques particulieres d’exercice, de stimulation sexuelle, de stress alimentaire (Nadal et
al, 1997) et d’injection de GHRH chez le cheval (Thompson Jr et al, 1992 ; Thompson Jr et al,
1994).

3. CONTROLE DE LA SECRETION

3.1. Controle par les hormones hypothalamo-hypophysaires

L’hypothalamus exerce une influence régulatrice sur 1’antéhypophyse (Green et Harris,
1947). Cette neurosécrétion qui atteint les différentes cellules cibles de I’hypophyse constitue
pour chacune des catégories cellulaires un facteur provoquant leur excrétion dans la circulation
sanguine, d’ou le nom de « releasing factor » (RF) ou « releasing hormone » (RH), ou encore
libérine. Dans quelques cas, ce facteur sera un inhibiteur, « inhibiting factor» (IF) ou
« inhibiting hormone » (IH) (Idelman et Verdetti, 2000). Les produits de sécrétion de
I’hypothalamus contrélent donc toutes les sécrétions hormonales adénohypophysaires. Tous les
RF ou IF sont des polypeptides (Figure [-4).

Plus particuliecrement, La GHRH (Growth Hormone-Realeasing Hormone) est un
polypeptide qui intervient dans la régulation de 1I’hormone de croissance en exer¢ant un
rétrocontrole positif ce qui permet d’augmenter sa concentration plasmatique. Dans le cas de
buffles femelles (bubalus bubalis), des injections de GHRH a une dose de 10ug/100 kg de masse
corporelle ont ainsi permis de mettre en évidence une augmentation de la concentration
plasmatique de GH dans les 20 minutes suivant I’injection (Mondal et Prakash, 2004). Ces
résultats sont en accord avec des études menées sur des troupeaux de vaches laitiéres (Kazmer et
al, 2000 ; Mondal et al, 2006) ou une augmentation de la concentration de GH est observée
quelques minutes apres administration de GHRH.

Les somatostatines exercent un rétrocontréle négatif sur ’hormone de croissance en
abaissant sa concentration plasmatique (Brazeau et al, 1973). En plus d’étre sécrétées dans
I’hypothalamus, elles sont ¢galement produites dans les glandes thyroides et surrénales, les reins,

la prostate ou encore le placenta.
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Figure I-5 : Structure de la MK-677 (Korbonits et Grossman, 1995)



Chapitre | Travaux antérieurs

3.2. Controdle par les sécrétagogues

Aprés une administration intraveineuse, sous-cutanée, intranasale ou méme orale, les
GHRP, Growth Hormone Releasing Peptide ou sécrétagogues (Ankerson et al, 1999) sont
capables d’induire la libération de GH chez ’homme ou I’animal. Les sécrétagogues présentent
des actions centrales et agissent tant au niveau de 1’hypothalamus que de I’hypophyse.

Dés 1981, le laboratoire Momany&Bowers synthétise des sécrétagogues peptidiques (< 10
AA) de I’hormone de croissance (GHRPs) capable de stimuler la sécrétion de la GH (Momamy
et al, 1981). Afin d’étendre les propriétés de ces molécules sécrétagogues, de nouvelles
synthéses peptidiques sont réalisées (Bowers et al, 1984). Parmi les GHRPs les plus connus, les
peptides GHRP-1, GHRP-2, GHRP-6 ou encore I’hexareline peuvent étre cités (Korbonits and
Grossman, 1995).

Puis, la recherche s’est étendue a des molécules non peptidiques et c’est ainsi que les
sécrétagogues non peptidiques (GHSs) apparaissent, dont une molécule trés prometteuse est la
MK-677 (Figure I-5).

La ghréline est un peptide de 28 acides aminés appartenant a la famille des GHRPs et qui
posséde un groupement acide n-octanoique sur la sérine en position 3. Elle fut isolée, pour la
premicre fois, en 1999 dans I’estomac de rat et d’étre humain (Kojima et al, 1999), ce qui lui
confére un statut d’hormone endogene. Des études menées chez le rat ont montré qu’une simple
injection intracérébroventriculaire (ICV) de 20 pmol suffisait a augmenter, de fagon
significative, la concentration plasmatique d’hormone de croissance (Date et al, 2000). Le fait
que différentes especes de la méme classe sécretent des ghrélines trés proches sur le plan
structural confére a ce peptide une activité beaucoup plus large. C’est ainsi que la ghréline
humaine ou bovine s’avere parfaitement efficace et active dans I’organisme du porc (Hashizume
et al, 2003). D’autres ¢tudes menées sur des chévres et des bovins ont permis d’effectuer une
comparaison des réponses de I’hormone de croissance suite a une administration de GHRH et de
ghréline (Hashizume et al, 2005). Elles révelent que les concentrations nécessaires en GHRH
doivent étre nettement inférieures a celle de la ghréline pour obtenir le méme rétrocontrole
positif sur I’hormone de croissance. L’action de la GHRH est donc trés spécifique de la GH

alors que celle de la ghréline est beaucoup plus large.
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Figure 1-6 : Représentation 3D de I’hnGH et de ses deux récepteurs (GHR). La structure hélicoidale de la GH

est représentée en rouge et ses récepteurs en cyan (Palo et al, 2006).
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Figure I-7 : Mécanisme d’interaction GH/Récepteur (Idelman et Verdetti, 2000)
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Chez le cheval, il a été¢ rapport¢ que l'usage de sécrétagogues augmentait les
concentrations de GH circulantes. La premiére étude concerne 1’administration par voie orale
d’un sécrétagogue non peptidique (L-163255, Merck) qui a I’avantage de ne pas étre dégradé par
les enzymes digestives (Christensen et al, 1997). Les autres concernent le sécrétagogue

EP51389, un tripeptide (Kennedy et al, 2002) et GHRP-6 (Borromeo et al, 2005).

4. ACTIONS DE L'HORMONE DE CROISSANCE SUR LE
METABOLISME

4.1. Interactions hormone de croissance/recepteur

L’action de la GH sur le métabolisme d’un organisme passe par une interaction avec son
récepteur. Le récepteur de I’hormone de croissance est une protéine membranaire qui appartient
a la superfamille des cytokines. Deux formes de récepteurs existent : une liée a la membrane de
la cellule cible qui est une protéine de 620 acides aminés et une autre liée a une protéine de
transport appelée GHBP. Ces deux formes ont la capacité de reconnaitre le message spécifique
de la GH et de le transmettre a la cellule cible. Les récepteurs ont donc un réle de transducteur et
de traducteur d’information. Le mécanisme d’interaction entre I’hormone de croissance et son
récepteur commence par un processus de dimérisation. En effet, le récepteur de la GH est une
protéine dimérique qui lie une molécule de ST dans deux régions distinctes : le site I (GHR-1)
qui implique les résidus de la partie C-terminale et le site I (GHR-2) qui implique ceux de la
région N-terminale (Figure 1-6).

Cette premicre étape entraine I’activation de protéines appelées JAK (Janus Kinase)
associées au récepteur (Figure I-7, étape a). Puis, ces protéines se transphosphorylent et
phosphorylent le récepteur qui devient un site de liaison pour des protéines cytoplasmiques, les
protéines STAT (étape b). Enfin, la liaison des protéines STAT au récepteur entraine leur
activation par phosphorylation ce qui leur permet de former des homo- ou hétéro-dimeres. Elles
sont transloquées dans le noyau ou elles lient les séquences spécifiques d’ADN (étape c) et

activent une série de genes cibles (Postel-Vinay et Kelly, 1996).
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Grace a ses interactions avec ses récepteurs, 1’hormone de croissance peut agir de

maniére directe ou indirecte sur ses cellules cibles, situées sur différents organes et tissus.

4.2.  Actions directes

4.2.1. Sur le foie

L’action directe de la GH sur les cellules du foie permet la synthése d’un ensemble de
facteurs d’origine hépatique, les somatomédines. Il s’agit de substances proches de I’insuline car
apparentées structurellement a la proinsuline, dits « Insulin-like Growth Factors » (IGF). Les
principales sont ’IGF-1 (SM-A ou somatomédine A) qui est un peptide de 70 acides aminés et
I’'IGF-2 (SM-C ou somatomédine C) qui est composé¢ de 67 acides aminés. Elles sont véhiculées
dans le sang par des protéines de transport (IGFBP ou IGF-Binding Protein) au nombre de 6
(IGFBP 1 a 6). Ces IGFBP modulent 1’action des IGFs sur les tissus cibles (Jones et Clemmons,
1995).

4.2.2. Sur la mamelle

Le tissu mammaire contient d’abondants récepteurs pour les somatomédines et une trés
petite population de récepteurs a I’hormone de croissance. Les somatomédines ont des effets
directs sur les cellules mammaires €pithéliales et sont les médiateurs préférentiels de 1’action de

la somatotropine dans la glande mammaire (Etherton et Bauman, 1998).

42.3. Surl’os

La GH peut réaliser, dans une moindre mesure que 1’IGF-1, la maturation des cellules

germinales de 1’os par une action directe sur le cartilage (Strobl et Thomas, 1994).

4.2.4. Sur le muscle

Les effets de I’hormone de croissance sur le muscle squelettique sont directs et indirects

via ’'IGF-1. L’IGF-1 stimule la prolifération de myoblastes (Houseknecht et al, 1996).

4.2.5. Sur le tissu adipeux

L’action de I’hormone de croissance sur le tissu adipeux est considérée comme étant
directe puisque les adipocytes contiennent des récepteurs a I’hormone de croissance (Etherton et

Bauman, 1998).
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4.3. Effets biologiques associés a la stimulation par I’hormone de
croissance

L’hormone de croissance est une hormone a activités multiples qui agit a la fois comme
facteur de croissance (os et muscles), facteur de différenciation, mais également régulateur
métabolique (foie, tissu adipeux et muscles). Elle est donc un agent anabolisant physiologique
indispensable a la croissance staturale et au maintien de la masse protéique chez I’adulte. Le
déficit de GH, lorsqu’il survient avant la maturité sexuelle entrailne un nanisme. Son exces
provoque avant la maturité sexuelle un gigantisme et aprés la maturité sexuelle de I’acromégalie
(croissance en épaisseur des os au niveau des extrémités et de la face). Son action sur la
croissance s’exerce de manic¢re dose-dépendante, ce qui n’est pas le cas d’autres hormones
(insuline, hormones thyroidiennes) qui participent aussi a la régulation de la croissance

corporelle.
43.1. Effets directs

43.1.1. Sur la lipolyse

L’hormone de croissance exerce une action directe sur les cellules adipeuses (graisseuses)
d’un organisme en augmentant la lipolyse c'est-a-dire la coupure des liaisons esters des graisses.
Une élévation du taux d’acides gras libres non estérifiés est ainsi observée, ceux-ci étant ensuite
convertis en énergie grace aux voies de la béta-oxydation ou de la cétogénése (Moller et al,
2003). Cette action de la GH se traduit par une diminution de la masse graisseuse du corps. En
effet, des personnes déficientes en hormone de croissance, traitées pendant 1 mois avec 6,25
ng.kg"! d’hormone de croissance recombinante humaine (rhGH) puis 2 mois avec 12,5 pg kg de
rhGH, voient leur masse graisseuse diminuée de 3 kg (Woodhouse et al, 1999). Cependant, la
masse corporelle demeure identique car a la perte de masse graisseuse est associée un gain en

masse maigre.

4.3.1.2.  Sur laglycémie

La GH modifie le métabolisme du glucose de plusieurs manieres. Tout d’abord, elle
entraine une diminution de I’utilisation du glucose a des fins énergétiques en favorisant la voie
de la lipolyse. Ainsi, elle favorise I’accumulation de glucose sous forme de glycogeéne dans les
cellules (Szeszycki et al, 1996). Les dégradations du glucose et du glycogeéne sont diminuées, ce
qui entraine une élévation du taux sanguin de glucose (Bak et al, 1991 ; Mac Gorman et al,

1981).
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C’est pour cela, que les personnes atteintes d’une déficience en hormone de croissance
présentent, au contraire, une hypoglycémie (Wolfsdorf et al, 1983). De plus, I’hormone de
croissance module également la sécrétion d’insuline. A court terme, 1’administration d’hormone
de croissance s’accompagne d’une inhibition marquée de I’effet inducteur de 1’insuline sur la
captation du glucose dans le muscle squelettique. Le taux de glucose plasmatique est ainsi
augmenté.

A long terme, la GH entraine une hyperinsulinémie en paralléle de ses effets sur la
dégradation du glycogene et I’inhibition de ’activité de la glycogéne synthétase musculaire.
L’ensemble des effets de la GH sur le métabolisme glucidique est complexe et dépend d’une
part, de la dose et de la durée du traitement et, d’autre part, des caractéristiques génétiques et

métaboliques des patients.

4.3.1.3. Sur la synthése protéique

Depuis une vingtaine d’années, 1’effet direct de la GH sur le métabolisme protéique a fait
I’objet de nombreuses études (Cameron et al, 1988). Au niveau des cellules membranaires, la
GH active le transport transmembranaire des acides aminés et ainsi accroit leur disponibilité pour
la syntheése protéique (Kyosto, 1968). De plus, la GH exerce également un effet direct sur le
systéme ribosomal, activant la synthése protéique indépendamment de I’augmentation des

concentrations intracellulaires en acides aminés (Ullman et Oldfors, 1989).

4.3.2. Effets indirects via les IGFs

4.3.2.1. Les Insulins Growth Factors (IGFs)

Les IGFs, également appelés somatomédines, sont des polypeptides d’environ 60 AA,
sécrétés principalement par le foie mais également par d’autres tissus (pancréas, muscle,...)
(D’Ercole et al, 1984). Ils jouent un role de médiateur indirect de 1’hormone de croissance et
sont ainsi responsables de certaines des propriétés promoteurs de croissance de la GH (Guler et
al, 1988). Deux formes d’Insulin like Growth Factor sont présentes dans le plasma et les tissus.
La premicre (IGF-1), régulée par la GH elle-méme, est responsable de la plupart de ses effets
indirects de croissance. La seconde (IGF-2) est non régulée par la GH et s’avere nettement moins
active que I’IGF-1 (Botfields et al, 1997). Les IGFs circulent sous formes libres mais également
liées a des protéines de transport (BP) formant ainsi des complexes appelés IGFBP (IGFBP-1 a
IGFBP-6) qui augmentent le temps de vie des IGFs. Les récepteurs des IGFs sont de deux types,
le type 1 qui présente une forte homologie avec le récepteur de I’insuline, et le type 2 qui est

structuralement identique au récepteur mannose-6-phosphate.
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L’interaction entre le ligand (IGF, IGFBP) et son récepteur permet ainsi d’activer les

processus de traduction et transcription dans les cellules cibles.

43.2.2. Effets sur la croissance des os et tissus

Grace a son action indirecte sur la croissance des os et du muscle, ’hormone de
croissance est préconisée, en médecine humaine, dans le traitement de certains retards de
croissance observés chez des individus atteints de GHD (Déficience en hormone de croissance).
Son action sur la croissance peut étre également indirecte via I’intervention de 1’ IGF-I. Par
exemple, dans le cas de personnes souffrant du syndrome de Turner, seul I'utilisation d’ IGF-I et
non de GH permet de corriger les retards de croissance des patients. De plus, de nombreux
travaux de culture cellulaire ont révélés le rdle, sans équivoque, de I’IGF-1 dans la croissance

osseuse, la différenciation et prolifération cellulaire (MacRae et al, 2007).

43.23. Effets sur le muscle, la force et la vitesse de cicatrisation

Chez ’homme adulte, déficient en GH et traité¢ a I’hormone de croissance, il est observé
une augmentation significative de sa masse corporelle (5 a 11 %) associée a une augmentation de
sa masse musculaire et de sa capacité a pratiquer des exercices physiques (Cuneo et al, 1991b ;
Cuneo et al, 1991a). En effet, il a été suggéré que des modifications cardiaques sont responsables
de ’augmentation de la capacité a réaliser des exercices physiques. La capacité de contraction du
cceur et de la masse du ventricule gauche sont augmentées apres un traitement a la GH chez les
personnes déficientes en GH (Cuneo et al, 1991c). Néanmoins et ce malgré les améliorations
observées, les patients déficients en GH et traités a la GH n’ont pas atteint le niveau de
performances physiques observé pour les personnes saines de méme age (Jorgensen et al, 1991).
D’autre part, il a été montré que I’administration de rhGH a des enfants augmentait la vitesse de
cicatrisation de brilures cutanées (Gilpin et al, 1994).

Chez le cheval agé (>20 ans), il a été montré que I’administration de reGH améliorait la
musculature des animaux sans pour autant déterminer si cet effet était accompagné d’une
augmentation de leur force ou de leur performance physique (Malinowski et al, 1997). Des
¢tudes sur la vitesse de cicatrisation de blessures aux membres des chevaux ont indiqué que
I’administration de reGH n’avait pas un impact significatif sur la guérison immédiate de la
blessure (Smith et al, 1999) mais que la vitesse de guérison était augmentée lorsque les blessures
survenaient aprés I’arrét du traitement sans pouvoir en apporter une preuve concréte (Dart et al,

2002).
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2007).
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S. LES HORMONES RECOMBINANTES ET LEURS
UTILISATIONS POTENTIELLES

5.1. Historique

Dés le début des années 50, la synthése chimique des peptides a été initiée par Bruce
Merrifield (Merrifield, 1951). En 1953, Du Vigneaud synthétise pour la premicre fois un
octapeptide possédant 1’activité hormonale de 1’ocytocine (Du Vigneaud et al, 1953). A cette
époque, seuls les peptides contenant moins de 20 résidus d’AA peuvent étre synthétisés. Devant
I’incapacité technique des chimistes a synthétiser des hormones protéiques d’une taille pouvant
atteindre 200 AA, I’extraction des protéines d’intérét a partir d’organes humains ou d’animaux
s’est généralisée. Cependant, les problémes sanitaires liés a la maladie de Creutzfeldt Jacob, en
juin 1985, ont encouragés les Etats-Unis et la Grande Bretagne a développer a grande échelle la
synthése d’hormone de croissance humaine recombinante et d’arréter de distribuer les produits
provenant d’hypophyses humaines. De plus, I’intérét de produire des hormones par des procédés

biotechnologiques est de permettre une production massive (100 000 molécules par bactérie).

5.2.  Principe général de synthése des hormones de croissance
recombinantes

Quelle que soit I’espéce animale considérée, le principe de synthése d’une protéine
recombinante est le méme (Figure I-8). Pour produire massivement une protéine d’intérét, son
ARNm correspondant doit d’abord étre isolé, extrait de tissus hypophysaires dans le cas
particulier de la GH, puis a 1’aide de la transcriptase inverse son ADN complémentaire (ADNCc)
doit étre obtenu. L’ADN double brin obtenu est introduit dans une cellule procaryote comme
Escherichia coli (George et al, 1985) ou eucaryote. Lors de la construction moléculaire du
vecteur plasmidique, afin de permettre 1’expression dans la bactérie Escherichia coli du cadre
ouvert de lecture correspondant a I’hormone de croissance mature que I’on souhaite produire, il
faut introduire en amont les signaux nécessaires a sa traduction dans une cellule procaryote.

La séquence de ’hormone de croissance débutant par une phénylalanine spécifiée par un codon
TTC, il est nécessaire d’ajouter immédiatement en amont un codon de démarrage (initiation)
ATG. 1l faut également prévoir, une séquence dite de « Shine-Dalgarno », pour permettre la
fixation du ribosome et réaliser la traduction de ’ARNm en protéine. L’ajout du codon de

démarrage conduit alors a I’insertion d’une méthionine en position N-terminale.
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C’est pourquoi, la majorité des hormones de croissance recombinantes possedent une
méthionine en position N-terminale. Il est possible d’¢liminer en théorie cette méthionine par la
méthionine-aminopeptidase (MAP), naturellement présente dans la bactérie, mais la production
en grande quantité de I’hormone recombinante ne permet pas cette hydrolyse. La composition en
acides aminés adjacents a la méthionine joue aussi un rdle dans la déméthionylation de la
protéine (Hirel et al, 1989). De plus, le maintien de cet acide aminé surnuméraire ne nuit
aucunement a [’activité biologique de I’hormone puisque la partie N-terminale de la

somatotropine n’intervient pas dans la fixation aux récepteurs.

5.3. Utilisation en tant que promoteur de croissance

5.3.1. Propriétés recherchées

5.3.1.1. Augmentation des performances physiques

Dans le milieu sportif, la GH serait utilisée pour plusieurs de ses propriétés. Tout d’abord,
I’effet lipolytique de la GH semble étre la raison principale de son utilisation comme produit
dopant. En effet, le fait de réduire la masse graisseuse sans modifier le poids corporel, peut
intéresser certains sportifs comme les bodybuilders chez qui le tissu adipeux sous-cutané est a
réduire le plus possible (Desvigne, 2005). La GH est également reconnue pour augmenter la
masse musculaire squelettique, accélérer le processus de cicatrisation, améliorer le rendement
cardiaque, ce qui exacerberait son utilisation illicite (Szeszycki et al, 1996). Cependant, il
semblerait que les athlétes tendent a utiliser des mélanges de substances car les stéroides
anabolisants pourraient avoir un effet synergique avec 1’hormone de croissance sur la force
musculaire. Par ailleurs, un lien pourrait exister entre le dopage a I’hormone de croissance et la
progression du dopage a I’insuline. En effet, I’hormone de croissance stimule la synthese
protéique directement alors que 1’insuline est anabolisante en inhibant la dégradation protéique.
Une action synergique pourrait ainsi exister entre 1’hormone de croissance et I’insuline dans la
régulation de la syntheése protéique. Dans le cadre du dopage hippique, I’administration
d’hormone équine serait réalisée pour différentes raisons. A I’instar des sportifs humains, le but
recherché serait d’augmenter les performances physiques du cheval en augmentant notamment sa
masse musculaire. De plus, afin de conserver les performances physiques du cheval le plus
longtemps possible, les effets anti-vieillissement et cicatrisant de 1’hormone de croissance

seraient également trés recherchés (Dart et al, 1998).
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Tableau I-1 : Liste des pays autorisant I’utilisation de rbST

Afrique du Sud Emirats arabe unis Malaisie Turquie
Algérie Etats-Unis Mexique Ukraine
Brésil Honduras Namibie Zimbabwe
Colombie Inde Pakistan

Costa Rica Jamaique Pérou

Corée Kenya Russie
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5.3.1.2. Effets promoteurs de croissance

» Augmentation de la production de lait chez les troupeaux laitiers

Méme si une législation interdit 1’utilisation de I’hormone de croissance bovine recombinante
(rbGH) dans 1I’Union Européenne, celle-ci est employée dans de nombreux pays afin
d’augmenter la production laitiére (Chilliard et al, 1998).

En effet, le tissu mammaire contient d’abondants récepteurs pour les somatomédines (IGF-1 et
IGF-2) ainsi qu’une petite proportion de récepteurs a la somatotropine. On note aujourd’hui
qu’environ 1/3 du cheptel laitier américain est traité a la rbST et que ce traitement pourrait
augmenter de 3 a 11 kg la quantité de lait par jour et par animal (Niirnberg et al, 1998).

* Augmentation de la production de viande (chez le bovin et porcin)

La rGH est utilisée, chez les bovins et les porcins, pour améliorer les performances et 1’efficacité
de production tout en diminuant le taux de gras des viandes produites (McPhee et al, 1991). Elle
permet également d’augmenter la masse des tissus musculaires de 5 a 20 % ce qui conduit a une
augmentation du poids de I’animal conjointement a une diminution de la prise alimentaire de 10

a20 % (Van der Hel et al, 1991; Schally et al, 2001).
5.3.2. Réglementation

5.3.2.1. Chez le bovin et porcin

L’utilisation de la rGH comme promoteur de la production de lait ou de viande, chez le
bovin et le porcin, n’est pas autorisée dans les pays de 1’Union Européenne conformément aux
directives 94/936/CE et 99/879/CE. Cette dernicre directive est fondée sur le rapport réalisé par
le Comité Scientifique de la Santé et du Bien étre des Animaux (CSSBA), adopté le 10 Mars
1999, reconnaissant que la rbST accroit le risque de mammite clinique, augmente les risques
d’infection du pied et des membres et les effets néfastes sur la reproduction, et provoque des
réactions au niveau du site d’injection. En revanche, I’hormone de croissance bovine est

autorisée dans plus d’une vingtaine de pays dont les Etats-Unis (Tableau I-1).

5.3.2.2. Chez I’lhomme

Suite au décret n° 2003-514 du 12 Juin 2003 (JO n°139 du 18/06/2003, p.10159),
I’Agence Mondiale Antidopage (AMA) ou World Anti Doping Agency (www.wada-ama.org)

interdit I’utilisation de la hGH dans le but d’améliorer les performances physiques.
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5.3.2.3. Chez le cheval

La  Fédération Internationale  des  Autorités  Hippiques de  Courses

(www.horseracingintfed.com) interdit les substances susceptibles d’agir sur un ou plusieurs des

systémes corporels des mammiferes suivants : systéme nerveux, cardio-vasculaire, respiratoire,
digestif, urinaire, reproducteur, musculo-squelettique, hémolymphatique, immunitaire,
endocrinien. Par conséquent et logiquement eu égard a ses propriétés, I’utilisation de I’hormone

de croissance équine est strictement interdite.

5.4.  Consequences sur la santé

Les effets secondaires associés a la prise d’hormone sont trés fréquents et sont
comparables avec ceux retrouvés chez des individus souffrant de GHD (oedeme,....). Des doses
supraphysiologiques de GH pourraient entrainer 1’apparition d’hypertension, de problémes
cardiaques auxquels s’ajoutent des risques de cancer de la prostate ou du sein. De plus,
I’ingestion de viande ou de lait provenant d’animaux traités a ’hormone de croissance suscite de
nombreuses questions en terme de santé publique. En effet, les pathologies animales associées a
la prise de GH, comme les inflammations des membres et mamelles, nécessitent souvent un
traitement antibiotique qui pourrait suggérer la présence de résidus antibiotiques dans la viande

ou le lait des animaux traités.

6. CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE

L’hormone de croissance a été¢ exhaustivement étudiée notamment en ce qui concerne ses
mécanismes d’action et ses effets physiologiques potentiellement intéressants en élevage ou dans
le domaine sportif. Avec I’émergence des protéines recombinantes a la fin des années 1980, il a
¢été possible de produire de grandes quantités de ces hormones.

La réglementation européenne en ce qui concerne I’utilisation de 1’hormone de croissance
recombinante pour améliorer la croissance des bovins et des porcs, pour augmenter la production
de lait ou pour modifier la masse musculaire des animaux de compétition est tres stricte. Il est
donc indispensable de mettre en place des outils de détection et de controle de la potentielle
utilisation de la reGH c’est a dire étre en mesure d’assurer la discrimination entre animaux traités

et non traités a la rGH.
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PARTIE-2 MISE EN EVIDENCE DE
L’UTILISATION DE L’'HORMONE DE
CROISSANCE

L’hormone de croissance est une protéine dont les concentrations physiologiques
attendues sont de I'ordre du pgL™' dans le sang et de quelque ngL' dans I'urine.
L’administration d’hormone de croissance peut étre mise en évidence au moyen de techniques de
dépistage basées sur le dosage de la protéine d’intérét ou celui de I’un de ses biomarqueurs
secondaires. Ces dosages s’effectuent principalement par immunologie tels que les tests
immunoenzymatique (ELISA) ou radioimmunologiques (RIA). Cependant, seules les méthodes
de confirmation, basées sur la spectrométrie de masse, permettent d’identifier et de prouver
’utilisation d’hormone de croissance recombinante. La mise en ceuvre de tels protocoles
nécessite des étapes de purification suffisamment performantes pour permettre une identification
avec une bonne spécificité et une grande sensibilité. Une synthése de la littérature au regard de

I’intérét, I’utilisation et la mise en ceuvre de ces méthodes est présentée dans cette partie.

1. MATRICES BIOLOGIQUES D’INTERETS

Les matrices biologiques d’intérét pour la recherche d’une administration de rGH sont le
sang et ’'urine en raison de leur facilit¢ de prélévement ; la connaissance de ces matrices est

nécessaire pour la mise au point d’un protocole de purification.

1.1. Le sang

Le sang est un liquide hétérogéne composé principalement par des globules rouges, des
globules blancs, et des plaquettes. Lorsque le sang est prélevé dans un tube contenant un
anticoagulant tel 1’héparine, une centrifugation permet d’obtenir deux phases : le plasma et un
culot globulaire.

Le plasma est constitué¢ principalement d’eau (90 %) mais également de protéines

(albumines et globulines), ions et divers constituants organiques non protéiques.
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Figure 1-9 : Coupe sagittale du rein gauche
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1.2. L’urine

L’intérét principal de cette matrice est li¢ a son mode de formation. En effet, ’urine
provient des reins (Figure 1-9) ou ’unité fonctionnelle est le néphron dont il en existe environ un

million dans le rein humain. La formation de I’urine s’y déroule en trois étapes :

-L’ultrafiltration : dans le glomérule, I’urine primitive est formée par ultrafiltration du plasma.
Les pores a travers lesquels passe le plasma ont un diametre effectif moyen d’environ 2,9 nm.
Ceci permet a tous les composants plasmatiques jusqu’a une masse molaire de 5 kDa de passer
librement. Pour des valeurs croissantes de masse molaire, les molécules sont retenues, mais
seules les molécules de MM > 68 kDa ne peuvent plus du tout passer dans 1’urine primitive. Les
protéines plasmatiques dont la masse est en générale supérieure a 54 kDa ne se retrouvent donc
qu’en trés faible quantité dans ’urine.

-La réabsorption : 'urine primitive est fortement concentrée grace a la réabsorption d’eau.

Simultanément, d’autres composés de petit poids moléculaire sont réabsorbés par des transports
actifs : glucose, acides aminés, ions.

-La sécrétion : les nombreuses molécules, devant étre excrétées, sont déversées dans 1’urine par
des transports actifs : protons, acide urique, créatinine. L’urée synthétisée dans le foie est la
forme d’excrétion des protéines et des acides aminés. Sa concentration refléte directement le
métabolisme des protéines. L’acide urique est le produit terminal du métabolisme des purines et
la créatinine provient du métabolisme musculaire. Des dérivés d’acides aminés libres (hippurate)
et des acides aminés modifiés (hydroxyproline) apparaissent é¢galement dans les urines. Parmi les
autres composants de l’urine, on note des conjugués de I’acide glucuronique, de I’acide
sulfurique, la glycine et d’autres composés polaires formés dans le foie par biotransformation.
On retrouve les métabolites de plusieurs hormones (catécholamines, stéroides, sérotonine).

Ces connaissances montrent ainsi que ’urine est une matrice de choix pour 1’excrétion des
petites molécules. Elle est par conséquent la matrice d’intérét de nombreuses ¢études
métabolomiques (Fukui et al, 2009 ; Feng et al, 2009 ; Rijk et al, 2009).

L’urine est une matrice trés utilisée pour la recherche de différentes familles de résidus
chimiques car la plupart de ces substances sont essentiellement métabolisées par le foie puis
transformées, par des réactions chimiques, en composés polaires qui sont ainsi ¢liminés via
I’urine (Jiang et al, 2004). L’urine présente donc de nombreux avantages dans le domaine du

contrdle anti-dopage car :
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Tableau I-2 : Composition minérale de I’'urine équine.

Minéraux abondants dans I’urine

Formules

Carbonate de calcium
Oxalate de calcium dihydrate
Hydrogénophosphate de calcium dihydraté
Hydroxy-apatite

CaCOs;
CaC,04, 2H,O
CaHPO,, 2H,0

Cao(PO4)s(OH),
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- elle constitue la voie principale d’¢limination de la majorit¢ des substances
médicamenteuses,
- elle est liquide et facile a prélever,
- elle offre une fenétre de détection large pouvant aller jusqu’a plusieurs jours ou semaines
pour une majorité de produit,
Les hormones peptidiques telles que I’EPO et ’hormone de croissance s’y trouvent en revanche
en faible quantité, car celles-ci sont majoritairement dégradées par voie enzymatique.
Chez le cheval sain, il est important de noter que I’urine est une matrice sursaturée en sels dont

les principaux sont présentés dans le Tableau I-2.

1.3. Concentrations physiologiques de I’hormone de croissance

La GH circule dans le sang sous forme libre ou liée aux GHBPs. Les valeurs rapportées
dans la littérature concernant la concentration plasmatique en GH libre moyenne pour le cheval
(Thompson et al, 1992 ; Thompson et al, 1994 ; Borromeo et al, 2005 ; Borromeo et al, 2007),
I’homme (Strobl et Thomas, 1994), la vache laitiére (Castigliego et al, 2006) et le porc (Secchi et
al, 1999) indiquent que les concentrations circulantes sont en moyenne situées entre 1 et 10
ng.mL". Cette gamme de concentration classe I’hormone de croissance parmi les composés se
trouvant a 1’état de trace dans le plasma.

Chez ’homme, des concentrations, intégrées sur 24 h, de GH urinaire ont été mesurées
avec le test ELISA NordiTest™ u-hGH autour de 4 ng. L™ (Saugy et al, 1996). Cette trés faible
concentration s’explique par le fait qu’il n’y a qu’une infime partie de I’hormone de croissance
qui est présente dans 'urine finale apres la filtration glomérulaire (Johnson et Maack, 1977 ;
Popii et Baumann, 2004). D’autre part, il est rapporté que la GH n’est stable dans I'urine
humaine que pendant deux jours a température ambiante ou a 4 °C (Hourd et Edwards, 1994)
mais qu’un stockage des échantillons de -20 a -80°C est favorable a la non dégradation de cette

protéine pour augmenter le temps de conservation a 12 mois.
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2. METHODES DE DEPISTAGE LES PLUS UTILISEES POUR
LA DETECTION DE L’ADMINISTRATION DE
L’'HORMONE DE CROISSANCE

Les méthodes analytiques de dépistage de I’administration de 1’hormone de croissance
sont basées sur le dosage de ’hormone de croissance (forme native et / ou recombinante) ou sur
le suivi de biomarqueurs secondaires tels que les Insulins Growth Factors ou les anticorps anti-

hormones de croissance.

2.1. Dosage de I’hormone de croissance

Certaines méthodes de détection de I’hormone de croissance sont basées sur 1’utilisation
de systemes biologiques reconnaissant la structure tridimensionnelle de la protéine d’intérét.
Cette reconnaissance de la GH dans le milieu a analyser peut étre effectuée soit par un récepteur
cellulaire spécifique de la GH (bio-essais) ou par des anticorps spécifiques de la GH (méthodes
immunologiques). Dans les deux cas, ¢’est I’interaction de la GH avec son récepteur ou anticorps

spécifique qui est mesurée.

2.1.1. Les hio-essais

Les « bio-essais » sont des méthodes permettant de mesurer la présence de la molécule
par son activité intrinseque c'est-a-dire 1’effet qu’elle va générer lors de sa fixation sur son
récepteur spécifique. Les premiers dosages par bio-essai ont permis d’évaluer chez le rat, sa
croissance, son gain de poids et sa production d’ IGF-1 induite par la GH. Cependant, ils sont
apparus tres vite limitants par leur faible sensibilité, leur manque de spécificité, leur imprécision
et leur colit élevé. De plus, ces techniques ne sont pas adaptées au dosage de GH dans le sang ou
les urines ce qui réduit encore plus leur utilisation pratique (Sonksen, 2001).

Malgré ces inconvénients, une technique bio-essai, in Vvitro et sensible, basée sur la
réponse de cellules lymphatiques (Nb2 Node) avec des hormones lactogeénes (Prolactine, GH), a
été développée. Dans la continuité de ces travaux, une méthode bio-essai ESTA (Eluted STain
Assay system) a permis de mesurer la réponse des cellules Nb2 Node a 1I’exposition d’hormones
lactogénes de maniére colorimétrique par réduction d’un sel jaune de tetrazolium (Ishikawa et al,

2000).
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Néanmoins, la précision de réponse de ces tests associée a I’influence du stress et autres
facteurs environnementaux ne permet pas de déterminer des concentrations de GH plasmatiques

fiables d’ou une utilité limitée pour le contrdle anti-dopage.
2.1.2. Lestechnigues immunologiques et radioimmunologiques

2.1.2.1. Principe

Les méthodes radioimmunologiques de type RIA (RadioimmunoAssay) ou
immunoenzymatiques de type ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) présentent un
mode opératoire principal identique qui correspond a une adsorption passive ou a une fixation
covalente sur une phase solide d’un anticorps spécifique qui sera exposé a un mélange contenant
I’antigéne a doser dans I’échantillon (non marqué) et I’antigéne marqué (concentration connue).
Les molécules d’antigénes marqués et non marqués entrent en compétition pour les sites de
liaison de 1’anticorps. La quantité d’antigéne marqué qui se fixe est inversement proportionnelle
a la quantité d’antigéne présent dans 1’échantillon a doser. Ce type de dosage par compétition
utilise un marquage enzymatique dans le cas de ’ELISA ou de marquage radio-isotopique pour
le dosage de la RIA. La Figure I-10, la Figure I-11, et la Figure I-12 représentent
schématiquement le principe du dosage ELISA direct, indirect et sandwich.

L’interaction d’un antigéne et de son anticorps peut étre également mesurée par les
techniques dites de résonance plasmonique de surface. Elle consiste a mesurer la liaison d’un
«ligand » sur un récepteur adsorbé a la surface d’une couche métallique. Le systeme de
détection est basé sur une variation de I’indice de réflexion de I’interface quand le ligand se fixe
aux récepteurs. Le plasmon de surface est une onde a décroissance exponentielle des deux cotés
de l'interface séparant un métal (or, argent...) d’un milieu diélectrique sans pertes (milieu

biologique), paralléelement a laquelle elle se propage.

2.1.2.2.  Application au dosage de la GH

De nombreuses méthodes ont été développées pour détecter des hormones, protéiques ou
non, dans les fluides biologiques. L ’hormone de croissance fait partie de ce panel de molécules
détectées par ces techniques immunologiques. La sensibilit¢ de ces tests pour la GH peut
atteindre 0,5 2 1 ug.L™”' ce qui est compatible avec les concentrations circulantes de GH attendues
(Thompson Jr et al, 1992 ; Cahill et al, 1994 ; Christensen et al, 1997 ; Kennedy et al, 2002 ;
Dart et al, 2003). Les techniques ELISA sont également trés utilisées dans le dépistage de
I’hormone de croissance contenue dans des matrices complexes telles que les tissus, le plasma ou

encore le lait.
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Figure 1-13 : Concentrations en IGF-1 plasmatiques déterminées par ELISA de J-7 a J+30 pour un cheval
traité a la reGH (Bailly-Chouriberry et al, 2007) . Les fleches de couleur désignent les posologies de reGH
administrées, rouge (18 ug.kg™), vert (25 pg.kg™), et rose (30 pg.kg™?). Le trait en pointillé représente le seuil
en IGF-I proposé a 860 ng.mL™ (Bailly-Chouriberry, 2007).
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Par exemple, une étude rapide et sensible de détection de I’hormone bovine, dans le sang
et le lait, par ELISA, a été mise au point (Zwickl et al, 1990). En effet, la durée du dosage est de
I’ordre de 4h avec une limite de détection de 0,2 ng.mL™" dans le lait et de 2 ng.mL"' dans le
sang.

La technologie dite de SPR-BIA (Surface Plasmon Resonance-Biosensor ImmunoAssay)
a quant a elle pu permettre le dépistage d’hormones de croissance dans des seringues suspectées
d’étre utilisées frauduleusement chez le bovin (Heutmekers et al, 2007).

Méme si ces méthodes sont sensibles, I’ensemble de ces méthodes ne permet pas de

différencier I’hormone de croissance naturelle des hormones de croissance recombinantes.

2.2. Dosage des marqueurs biologiques de I’administration de rGH

Des marqueurs secondaires de la GH ont été mis en évidence et utilisés comme stratégie
de dépistage. Il s’agit le plus souvent des composants de I’axe somatotrope tel I’IGF-I dont la
concentration est sous le contréle de la GH. D’autres marqueurs ont été étudiés, comme la
production d’anticorps anti-GH consécutive a un traitement a la GH ou bien des marqueurs de

croissance de 1’0s.

221 L’IGF-I

Pendant un traitement a I’hormone de croissance, il a été€ observé chez I’homme, la vache
laitiere ou le cheval, une augmentation progressive de la concentration en IGF-I plasmatique
(Popot et al, 2001 ; Noble et al, 2007).

Les IGFs humaines, bovines et équines étant identiques en séquence, les kits ELISA ou
RIA utilisés par les laboratoires des courses hippiques sont d’origine humaine et validés chez le
cheval. Au Laboratoire des Courses Hippiques Frangais (LCH), le kit ELISA est utilisé en
routine pour déterminer les concentrations en IGF-I plasmatique. Chez le cheval, un seuil
plasmatique de concentration en IGF-I a été défini et proposé a 860 ng.mL™ (Popot et al, 2002)
au-dela duquel I’animal est suspecté d’avoir recu de I’hormone de croissance. La Figure 1-13
représente les concentrations en IGF-I plasmatique obtenues par ELISA pour un cheval traité a la
reGH pendant 14 jours (Bailly-Chouriberry, 2007). Cette courbe montre une augmentation
progressive des valeurs de concentration en IGF-I pour atteindre un maximum a Ji;; (987
ng.mL™). Ces résultats démontrent ainsi que la reGH a un impact sur la physiologie des chevaux
en augmentant la concentration en IGF-I d’ou son intérét dans le controle anti-dopage pour

suspecter une administration de reGH entre 9 et 15 jours apres le début d’un traitement.
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La plupart des dosages d’IGF-I, par RIA, sont réalisés dans le but de controler leur teneur
dans le lait (Burton et al, 1994). Comme observé sur la Figure I-13 pour I’espéce équine, les
vaches laiticres traitées a la rbST voient leurs teneurs en IGF-I augmentées (Schams et al, 1998 ;

Wallace et al, 1999).

2.2.2 Les IGF Binding Protein (IGFBP)

Les IGFBPs sont des protéines comprenant environ 280 acides aminés. Chez I’homme, la
circulation des IGF-I dans 1’organisme est associée a au moins 6 protéines de transport, c’est
pourquoi lorsque les concentrations en IGF-I augmentent, les taux circulants d’IGFBP-3
augmentent simultanément. Parmi cette famille, ’'IGF-BP3 est quantitativement la plus
importante. Elle s’associe aux IGFs pour former un complexe de haut poids moléculaire qui
diminue leur élimination. Ainsi, la demi-vie de I’'IGF-I dans ce complexe est de ’ordre de 15 a
20 heures au lieu de 20 minutes lorsqu’ils sont libres. La plupart des dosages de I’IGF-BP3 sont
effectuées par RIA (Girard et al, 1987 ; Albini et al, 1988).

2.2.3 Les anticorps anti-hormones de croissance

La production spécifique d’anticorps dirigés contre I’hormone de croissance, lorsque
celle-ci est administrée au cours d’un traitement, est trés documentée. Chez ’humain, il a été
montré a de nombreuses reprises que le traitement a 1’hormone de croissance pouvait induire la
production d’anticorps spécifiques (Prader et al, 1964 ; Frasier et Smith, 1966).

Chez le cheval, avant la mise sur le marché de I’hormone de croissance équine
recombinante, une recherche d’anticorps, consécutive a un traitement a I’hGH et a la bGH avait
été réalisée par RIA et avait permis une détection d’anticorps a partir de 40 jours (Bonnaire et al,
1998) avec une plus forte immunisation signalée avec I’hormone humaine que I’hormone bovine.
Les travaux de Bailly-Chouriberry (Bailly-Chouriberry et al, 2008a) ont permis pour la premiére
fois la mise en évidence de la production d’anticorps anti-reGH consécutive a un traitement a
I’hormone de croissance équine recombinante. Cette mise en évidence peut étre expliquée par la
présence de la méthionine surnuméraire en position N-terminale mais surtout par la présence de
séquences immunoréactives de I’hormone de croissance déja rapportées dans la littérature
(Mollerach-Gobbi et al, 1990). Les résultats obtenus grace au moyen d’un test ELISA ont permis
de ramener le délai de détection des anticorps anti-GH chez le cheval obtenu par Bonnaire

(Bonnaire et al, 1998) de 40 jours a 9 jours aprés administration de rGH.
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Figure 1-14 : Cinétiques de production des anticorps anti-reGH obtenues a partir des échantillons sériques J.;
a Jip10 (chevaux 1 et 2) mesurée par ELISA a 405 nm sur des plaques revétues de reGH et sur une plaque
revétue d’insuline porcine (mesure des interactions non spécifiques). La valeur seuil est présentée en

pointillés (Bailly-Chouriberry, 2007).
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De surcroit, cette méthode a montré qu’elle pouvait permettre une détection des anticorps
anti-reGH chez le cheval pendant 80 jours apres le début du traitement, ceci avec une bonne
répétabilité et spécificité. Elle est depuis utilisée comme moyen de dépistage d’un traitement a la
reGH au Laboratoire des Courses Hippiques Francais. La Figure I-14 illustre les cinétiques de
production des anticorps contenus dans le sérum pour deux chevaux traités a la reGH. Trois
phases peuvent étre distinguées. La premicre correspond aux échantillons collectés avant (J.; a J.
1) et au début du traitement (J;; a J.7) dans lesquels aucun anticorps anti-reGH n’est détecté. La
seconde, tres rapide, de Jig a Ji6 (pendant le traitement) est associée a une production
exponentielle d’anticorps anti-reGH. La troisiéme de J.7 (fin du traitement) a la fin de la collecte
(J+210) correspond a I’étape de catabolisme de ces anticorps ainsi qu’a leur probable élimination
dans des complexes communs. Cette Figure révele I’intérét de cette technique dans le contrdle

anti-dopage en offrant une fenétre de détection de la fraude de prés de 200 jours soit 6 mois.

3. METHODES DE CONFIRMATION

3.1. ldentification de la rGH

Apres la réalisation d’une analyse de dépistage, les échantillons qui présentent des taux
anormalement élevés en GH et/ou marqueurs doivent classiquement faire 1’objet d’une seconde
analyse afin de rechercher spécifiquement I’hormone de croissance recombinante. La forte
homologie des séquences en acides aminés des GHs naturelles et recombinantes rend difficile la
différenciation de ces deux hormones d’ou la nécessité de mettre au point des techniques

hautement spécifiques.

3.1.1. Distinction entre la forme native et recombinante

Les hormones recombinantes €quines produites par 1’industrie pharmaceutique ont une
composition trés proche en acides aminés par rapport a la forme endogéne. Chez le cheval,
I’hormone recombinante EquiGen™ se différencie de la forme endogéne par une méthionine
additionnelle soit une augmentation de la masse molaire de 150 g.mol™. Une analyse qualitative
de la composition en acides aminés des formes natives et recombinantes peut alors permettre une
différenciation des deux hormones. Des stratégies analytiques de détection et d’identification,
permettant la discrimination entre les formes endogenes et recombinantes de plusieurs hormones

de croissance dans des matrices biologiques, sont présentées dans ce paragraphe.
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Tableau I-3 : Conditions LC-MS pour I’analyse des peptides de la GH bovine et équine

Le Breton et al

Bailly-Chouriberry et al

Dougherty et al Chang et al
Nature rGH Bovine Edquine Bovine Bovine
Interchrom ModuloCart Modulo-Cart QK
Colonne QS Uptisphere C18 Uptisphere C4 (2 * 250 Re’:j::ﬂ";s%smm 5 m§4'6 ( fgr?f’;(?nf niog Cri)
(2.0 * 150 mm, 3 pm) mm, 3 pm) O H ' O H
Appareillage HPLC Agilent 1200 Agilent 1100 Hewlett Packard 1090 M Waters 600 MS
Conditions HPLC
Débit 0,3 mL/min 0,3 mL/min 1,5 mL/min 1 mL/min
0,
Phase mobile H,O et ACN H,O et ACN H,O + 0,1% de TFA

+ 0,1% acide formique

+ 0,2% acide formique

et 70 %ACN+0,085% TFA

H,0 et ACN+0,1% TFA

Appareillage SM

Analyseur triple quadripole

(Agilent 6410, Etats-Un

Trappe (LTQ XL, Thermo

is)| Scientific, Etats-Unis)

Analyseur triple quadripole
(TSQ Quantum
Ultra,Thermo Scientific,
Etats-Unis )

Analyseur simple
quadripole (Sciex, Canada)

Conditions SM

Tension capillaire=4.5kV,
Tension de cone=40V,

Température source=
300°C
Nebuliseur= 55 psi

Tension capillaire=4.5kV,
Tension de cone=40V,
Température du capillaire

Tension capillaire=3.5kV,
Tension de cone= 35V,
Température source=

Tension capillaire= 5kV,
Tension de cone= 85V,

chauffé= 270°C 150°C;
Débit de gaz= 13 L.min”
[M+H] ;1_825 [M+H-]= 1865,
[Ml\;2dH] M-R?\F [M+2H+]= 933
ode
. Mode SRM Mode SCAN

Acquisition SM 9132 1047.7 933.3> 933.3 Mode SCAN [110 et 1200] [1000-2100]

609.3> 774

933.3->1288.7
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3.1.2. Digestion enzymatique suivie d’une analyse par spectrométrie de masse

3.1.21 Hydrolyse enzymatique

La digestion enzymatique d’une protéine a pour avantage de fournir des coupures
spécifiques et répétables. Une analyse rigoureuse des peptides générés donne une information sur
leurs séquences en acides aminés et permet d’obtenir des informations précises sur la protéine
mere dont ils sont issus.

Cette approche qui consiste a analyser les peptides de la GH, et en particulier les
fragments N-terminaux qui permettent de discriminer les formes natives et recombinantes,
s’apparente au « peptide mapping ». De nombreuses enzymes protéolytiques peuvent étre
utilisées pour la digestion enzymatique. La plus utilisée est la trypsine qui hydrolyse la liaison
peptidique avec une spécificité au niveau de 1’arginine et de la lysine ; I’hydrolyse se fait du coté
C-terminal. Une autre enzyme fréquemment employée est la chymotrypsine, elle est spécifique
des acides aminés de type aromatique : la tyrosine, la phénylalanine, et le tryptophane.

Divers protocoles sont utilisés, celui de Bailly-Chouriberry (Bailly-Chouriberry et al,
2008b) consiste a réaliser un tampon EPAB (EDTA-Pepstatine A-Ammonium Bicarbonate) pH
7,8-7,9 contenant 10 mM d’EDTA, 1 puM de Pepstatine A et 50 mM de bicarbonate
d’ammonium. Les échantillons devant subir la digestion enzymatique sont repris par 120 uL
d’EPAB et 20 pL d’acétonitrile avant d’étre déposés en insert de vial HPLC ; 10 pL de trypsine
« sequence grade » a 200 ng.uL" sont alors ajoutés et 1’hydrolyse enzymatique est réalisée

pendant 15 a 20 heures a 37°C.

2.2.1.1. Spectrométrie de masse

La spectrométriec de masse est utilisée afin de caractériser les peptides issus de la
digestion enzymatique. La discrimination se base sur les séquences peptidiques de 1’extrémité N-
terminale qui sont différentes selon la nature de ’hormone de croissance.

* LC-ESI-MS-MS

Les peptides générés par la digestion enzymatique peuvent étre analysés par différentes
techniques de couplage chromatographie liquide-spectrométrie de masse (Dougherty et al, 1990 ;
Chang et al, 1997 ; Le Breton et al, 2010 ; Bailly-Chouriberry et al, 2008b). Celles-ci sont

répertoriées dans le Tableau I-3.
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Figure 1-15 : Spectre de masse représentant le peptide N-terminal reGH (m/z 933.5) et ses ions d’intéréts (m/z
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Chez le cheval, trois transitions spécifiques sont choisies pour identifier I’hormone de croissance
recombinante équine : 933,3>933,3 ; 933,3>794,0 et 933,3>1288,7. La Figure I-15 représente le
spectre de masse du peptide N-terminal (m/z= 933,5) et des ions d’intéréts (m/z= 794,0 ; m/z=
1288,7).

* Nano LC-MS-MS

Les peptides peuvent également étre séparés par nano-chromatographie liquide. La séparation
chromatographique, utilisée par Heutmekers (Heutmekers et al, 2007) est réalisée grace a une
colonne analytique Biosphere C18 20 cm * 50 um * 3 um (NanoSeparations, Niewkoop, the
Netherlands) avec une pompe Agilent (Palo Alto, CA, USA, model 1100). Le spectromeétre de
masse utilisé est un Thermo Finnigan (San Jose, CA, USA).

* Maldi-TOF MS

Les peptides produits aprés la digestion enzymatique peuvent également Etre analysés
directement par MALDI-TOF-MS. La matrice utilisée, pour I’analyse de hGH, est de la CHCA
(a-cyano-4-hydroxy cinnamic acid) diluée dans de I’acétonitrile. A D’instar des techniques

précédentes, la discrimination est réalisée grace a I’identification du peptide N-terminal.

4. CONCLUSIONS DE LA DEUXIEME PARTIE

Les méthodes de dépistage de 1’administration de 1’hormone de croissance et de ses
biomarqueurs secondaires dans les fluides biologiques (plasma, sérum et urine) sont basées
principalement sur des méthodes immunologiques de type RIA ou ELISA. Les formes
endogénes et recombinantes ne peuvent cependant pas étre différenciées.

La confirmation de la présence de rGH est basée sur I’étude de ses peptides par
spectrométrie de masse. Le peptide N-terminal, obtenu aprés hydrolyse enzymatique, est
spécifique de I’hormone de croissance recombinante étudiée et permet ainsi une différenciation
avec la forme native. Les performances des techniques de controle anti-dopage visant a détecter
une administration d’hormone de croissance équine recombinante chez le cheval sont résumées
sur la Figure I-16. Les fenétres de détection montrent qu’il existe un laps de temps (entre 2 et 8
jours) ou le controle de I’administration de I’hormone de croissance est difficile.

Dans un contexte de dépistage plus général et pour tenter de pallier les lacunes des
méthodes actuelles, des stratégies émergentes s’orientent vers la mise en évidence d’un effet
biologique de la molécule d’intérét. De telles stratégies sont basées sur 1’étude des empreintes
biologiques notamment grace aux techniques « omiques » telles que la transcriptomique ou la
métabolomique pour tenter de révéler une discrimination non ambigué entre une population
d’animaux témoins et traités.
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PARTIE-3 LA METABOLOMIQUE EN TANT QUE
NOUVEL OUTIL DE DEPISTAGE

1. LES DIFFERENTES APPROCHES OMIQUES

Les avancées technologiques réalisées en biologie moléculaire ont permis d’aboutir au
séquengage complet des génomes d’individus procaryotiques (Sumner et al, 2003) et
eucaryotiques. Un des enjeux majeurs est de relier les geénes identifiés aux fonctions
physiologiques d’une cellule, d’un organe ou d’un organisme. Les domaines d’étude se sont
alors diversifiés (Figure I-17) et étendus a celui :

- des ARN messagers avec 1’étude du transcriptome,
- des protéines avec 1’é¢tude du protéome,
- des métabolites avec I’étude du métabolome.
Ces ¢études ont toutes pour but commun de répondre aux nombreuses questions qui subsistent a

propos des fonctions et des mécanismes de régulation de 1I’expression des génes.

1.1. Analyses génomiques

Le terme génome désigne I’ensemble des geénes de 1’organisme (McKusick, 1997). Un
gene est une unité d’hérédité controlant un caractére particulier et correspond a un segment
d’ADN situé a un endroit particulier du chromosome. La structure originale de I’ADN est formée
de deux brins (ou chaines) enroulés en hélice. Ces chalnes sont constituées par des
enchainements de nucléotides : adénosine, guanosine, cytidine, et thymidine. Les nucléotides
sont formés d’un groupe phosphate 1i¢ a un sucre, le désoxyribose, et a une base azotée ((A) :
Adénine, (G) Guanine, (T) Thymidine, (C) Cytosine dont I’enchainement détermine le contenu
de I’'information génétique. Cette information est a la base de nombreux aspects de la santé
humaine et la connaissance des fonctions des geénes et des mécanismes régulant leur expression
peut avoir un profond impact en matiere de recherche biomédicale (recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques, thérapie génique,...). Les premicres études du génome ont été initiées dans le but
de séquencer, d’annoter et de cartographier I’ensemble du génome humain. A I’heure actuelle, le

génome de nombreux organismes a déja été séquenceé.

65



Ligrede collwil aiveErisia

28>

Ewtractioin :
ARR bota S8 R

R TR Saton
s Mm
Hivirdation | Tovaakh oA \H\m%

_‘ W
-8

Boriches it T Ars
LS TR AT R AR AR L
[TE SIS SR FEAN LR TR E R PR AT PR P B R S S

(LSRR RTINS |

HYERIDATION

LAVAGE

DETECTION

Figure 1-18 : Principe de fonctionnement d’une puce a ADN



Chapitre | Travaux antérieurs

Cependant, 1’expression des geénes est un processus multi étapes qui nécessite pour son étude la
mise en place d’autres approches permettant d’envisager ’intégralité des systémes biologiques.
Ces différentes étapes de I’expression génique sont soumises a des mécanismes fins de
régulation impliquant des protéines ou des métabolites.

Des études ont été menées au Laboratoire des Courses Hippiques Francais en
collaboration avec une plate-forme de I’'INRA de Toulouse dans le but d’identifier de maniere
exhaustive 1’ensemble des génes impliqués dans un traitement a 1’hormone de croissance
recombinante équine chez le cheval. Pour sélectionner les geénes qui interviennent dans un
traitement a la reGH, deux catégories d’outils : le SAGE, qui permet une analyse sérielle des
genes, ainsi que la PCR en temps réel, qui permet d’obtenir un trés haut débit en terme
d’individus validés, ont été évalués (Piquemal, 2009). Ces travaux ont aboutis a la sélection de 8

genes permettant de suspecter I’administration d’hormone de croissance.

1.2. Etudes transcriptomiques

L’¢étude du transcriptome est I’'une des premicres approches a avoir été développée pour
I’étude de la fonction des geénes (Lockhart et Winzeler, 2000). La transcriptomique peut étre
définie comme 1’étude des ARNm (Acides ribonucléiques messagers) présents dans un milieu
biologique donné. Ils représentent ainsi les génes qui ont €té transcrits. Bien que les ARNm ne
constituent qu’une étape intermédiaire de 1’expression des geénes, leur nature et leur abondance
permet d’obtenir des informations sur la fonction des geénes. Contrairement au génome, le
transcriptome évolue au cours du temps.

Les méthodes d’analyse fondées sur les puces a ADN sont a I’heure actuelle les plus
utilisées (Lockhart et al, 1996). Le fonctionnement des puces a ADN est le suivant (Figure 1-18):
de courtes séquences d’ADN sont tout d’abord fixées sur un support dont la surface est
miniaturisée. Les ARN totaux sont ensuite extraits des cellules dont on veut comparer
I’expression des geénes. Ils sont ensuite purifiés puis transformés en ADN complémentaires
(ADNCc) par une technique de rétrotranscription et marqués par un colorant. Lors du dépot sur le
support, un ADNc étalon est alors ajouté aux ADNc préalablement préparés. Chaque point de la
puce ou « spot » est ensuite scanné. Une valeur d’intensité, normalisée par rapport a I’ADN
étalon, est alors attribuée.

Cette technique a été évaluée pour la mise en évidence d’administration de substances
anabolisantes (Bailly-Chouriberry et al, 2010 ; Piquemal, 2008 ; Piquemal, 2009) telles que les
hormones peptidiques (Piquemal, 2008).

67






Chapitre | Travaux antérieurs

Ainsi, le Laboratoire des Courses Hippiques Frangais s’est récemment équipé d’une
plate-forme de biologie moléculaire capable de mesurer la quantité d’ARN messager extraite des
cellules sanguines et provenant de 1’expression de geénes cibles mis en évidence lors d’un
traitement a 1’hormone de croissance (annexe protocole de I’analyse transcriptomique visant a

dépister une administration de GH) et a I’érythropoeitine (Bailly-Chouriberry, 2010).

1.3. Etudes protéomiques

Par analogie aux termes de génome et de transcriptome, le terme protéome (Kahn, 1995)
fait référence a I’ensemble des protéines qui sont exprimées dans un échantillon biologique
(cellule, tissu, organe). Si I’é¢tude du transcriptome se limite a 1’é¢tude des ARN transcrits, la
protéomique s’intéresse quant a elle au niveau ou s’exprime le rdle final des génes sur le
fonctionnement cellulaire et le métabolisme.

L’étude du protéome implique en général deux étapes : la séparation puis I’identification
des protéines. La séparation des protéines contenues dans un échantillon biologique peut étre
réalisée par chromatographie ou électrophorése 2D. L’¢électrophorése 2D permet de séparer les
protéines en fonction de leur masse et de leur point isoélectrique. L’identification quant a elle est
réalisée par spectrométrie de masse et interrogation des banques de données. En raison de leur
sensibilité et de leur rapidité, les techniques fondées sur la spectrométrie de masse sont tres
utilisées pour I’identification des protéines.

Une ¢étude protéomique basée sur la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse a ét¢ récemment menée dans le but de mettre en évidence une administration
d’hormone de croissance recombinante humaine (Kay et Creaser, 2010). L’¢tude est fondée sur
I’analyse d’échantillons de sérum collectés a la fois chez des individus traités a 1’hormone de
croissance et avec un placebo. Les résultats sont prometteurs car ils permettent de montrer la
possibilité de discriminer les deux groupes d’études grace au suivi et a la quantification d’une
dizaine de protéines dont la Leucine-riche a-2-glycoprotéine (LRG), identifiée par des banques
de données. La méthode nécessite néanmoins d’étre validée sur un plus grand nombre
d’individus pour pouvoir étre utilisée comme un outil de dépistage.

Si I’étude du protéome permet de suivre les modifications du profil de I’expression des
protéines, elle ne permet pas d’avoir acces aux informations concernant leur activité biologique.
La compréhension des systeémes biologiques dans leur intégrité nécessite I’intégration des
données issues du transcriptome, du protéome mais également des informations concernant
I’activité des protéines et leur implication dans le métabolisme cellulaire, d’ou la nécessité de

s’intéresser également aux métabolites.
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1.4. La métabolomique

La métabolomique fait référence a la totalit¢ des métabolites présents dans un milieu
biologique donné ; elle est donc caractéristique d’un état physiologique donné (Nicholson et al,
2002). Les métabolites peuvent étre définis comme des composés impliqués dans les processus
métaboliques, qu’ils en soient les produits ou nécessaires a leur déroulement (Dettmer et
Hammock, 2004). Le terme métabolite inclu par conséquent toutes les molécules de faible masse
moléculaire telles que les acides organiques, les sucres, les acides aminés mais aussi certains
peptides ou vitamines. Le métabolome représente ainsi I’ultime réponse d’un organisme a une
altération génétique, une maladie, une exposition toxique ou encore un traitement (Keun et al,
2004). Il permet d’obtenir ainsi une vue globale du métabolisme cellulaire et de comprendre les

relations et les régulations qui existent entre les différents niveaux de 1’expression des genes.
2. ANALYSE DU METABOLOME

2.1. Différents niveaux d’étude

En raison de la grande diversité des métabolites présents dans les milieux biologiques,
I’¢tude du métabolome peut étre effectuée a des niveaux de complexité différents selon les
objectifs de I’étude. On distingue deux grands types d’analyse :

-’analyse globale : ce premier niveau d’étude a pour but de fournir des informations de nature
chimiométrique susceptibles de permettre la classification d’échantillons biologiques en fonction
de leur nature ou de leur origine. Il s’agit de réaliser une analyse comparative des profils
métabolomiques de différents échantillons permettant d’identifier les variations métaboliques qui
peuvent étre a 'origine des différences de phénotype de ces échantillons. L’objectif est de
caractériser des composés endogénes ou marqueurs biologiques qui varieraient au-dela du
domaine de leurs valeurs physiologiques normales en comparant les empreintes métaboliques de
I’individu a ceux de la population de référence a 1’aide d’outils d’analyse statistique appropriés.
Cette classification a nécessité le développement de méthodes d’analyse statistique multivariée
permettant 1’extraction des paramétres responsables des différences entre les différents
¢échantillons (Figure 1-19).

-I’analyse ciblée : ce deuxiéme niveau d’étude consiste a analyser un ou plusieurs métabolites
prédéfinis (intermédiaires d’une voie métabolique, métabolites de la méme famille,...). Il
nécessite, par conséquent, la mise en ceuvre de protocoles d’extraction et de préparation

spécifiques de I’échantillon.
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2.2. Méthodes d’analyse

La diversité structurale des métabolites empéche de couvrir I’ensemble du métabolome
avec une seule technique. De plus, le type d’information différe en fonction des techniques
d’analyse utilisées. De fagon générale, les principales méthodes d’analyse utilisées sont la
Résonance Magnétique Nucléaire, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse ou encore la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de

masse.

2.2.1. LaRMN

La RMN est I’une des premiéres méthodes a avoir ét¢ appliquée avec succes a 1’étude du
métabolome (Nicholson et al, 1989, Holmes et al, 1998).

Cette méthode est basée sur I’existence de transitions entre les deux états énergétiques
des noyaux atomiques ayant un moment magnétique non nul (‘H, °C, N, *'P, ...) qui existent
lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique. La RMN présente de nombreux avantages :
elle est non destructive, rapide, simple a mettre en ceuvre, robuste et génere des spectres riches
en informations structurales dont les signaux subissent peu de décalage au cours de I’ensemble
de I’analyse. Cependant, c’est une méthode d’analyse peu sensible qui nécessite une grande
quantité d’échantillon. De plus, la présence universelle d’hydrogéne dans les biomolécules, peut
rendre attribution des signaux délicate pour la RMN du proton (‘H RMN). En effet, les
spectres de RMN obtenus lors de I’analyse de biofluides contiennent des résonances de centaines
de métabolites, dont un certain nombre se recouvre formant des multiplets indiscernables. Une
deuxiéme dimension de RMN (Dumas et al, 2002) ou des méthodes chromatographiques
peuvent étre couplées a la RMN 'H. La premiére preuve du concept de la réalisation des
empreintes métaboliques pour mettre en évidence des situations de perturbations métaboliques
dans le domaine du dopage chez 1’animal de rente a été initiée par I’étude de I’effet des B-
agonistes chez des veaux par spectrométriec de résonance magnétique nucléaire du proton et

analyses discriminantes (Vogels et al, 1996).

2.2.2 Les méthodes fondées sur la spectrométrie de masse

Fondamentalement, un spectrometre de masse est compos¢ des éléments suivants : un
systéme d’introduction de la substance a analyser, une source pour ioniser cette substance, un ou
plusieurs analyseurs pour séparer les différents ions produits, un détecteur pour compter les ions,

et un systéme de traitement des données fournissant le spectre de masse.
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Un spectrométre de masse repose sur des sources d’ionisation ou de désorption ionisation
sous vide ou a pression atmosphérique. Seules les sources les plus utilisées pour des applications

métabolomiques sont présentées ci-dessous.

2221 Les sources d’ionisation

* Impact électronique (Bleakney, 1929 ; Nier, 1947)

Cette source inventée par Dempster reste couramment utilisée en spectrométrie de masse.
Elle est constituée d’un filament chauffé qui émet des électrons. Ceux-ci sont accélérés vers une
anode a I’aide d’une différence de potentiel et entrent en interaction avec les molécules gazeuses
de I’échantillon analysé introduit dans la source.

Lorsque I’énergie cinétique des électrons se situe entre 10 et 100 eV, les ions formés
résultent alors de I’arrachement d’un électron a la molécule M :
M+e—>M" +2e
L’ion M est appelé ion moléculaire. Etant donné que 1’énergie d’ionisation d’une molécule se
situe entre 8 et 10 eV, les électrons d’énergie cinétique supérieure a cette valeur, pourront
communiquer aux ions moléculaires une énergie interne qui provoquera leur dissociation :

M )* —» A"+B

* L’ionisation chimique (Harrison et al, 1983)

L’ionisation chimique consiste a produire des ions par collision de la molécule a ioniser
avec des ions primaires présents dans la source. Les ions primaires sont eux-mémes produits par
impact entre des électrons et un gaz réactif créant un plasma d’ionisation. Les ions de la
substance a analyser se forment par réaction chimique avec les ions de ce plasma, donnant lieu a

des réactions de transfert de protons, d’abstraction d’hydrure, d’addition, de transfert de charge.

* Les sources Electrospray (ESI : ElectroSpray lonisation)

Cette technique développée par Fenn (Fenn et al, 1989) est utilisée en spectrométrie de
masse pour produire des ions a partir de composés en solution. L’¢lectrospray est produit par
application a pression atmosphérique d’un fort champ électrique sur un liquide traversant un tube

capillaire avec un faible débit.

75



Contra électrods En:l'l.lnl:llh:lnn-iur

{gg 10} ~
Cine de
Taylor  Bourgesnnemant
' d-u:-ﬂ cartinledtes
\ - o
'""’-—\-~ 9

. Echantillomn ,
— an salution e U‘D I:l
"5-4 qﬂ
'l'ﬂl.'-':!ﬂ L)
¥ida poussi
Pression atmospheérigue
e (10 mbar)
H
Hz PWW!I'F
Evaporatlon ﬁ' a
du solvant —
Fission des gouttes [M+r| H] L
a la limite de Formation d’ions désolvatés par

Rayleigh répétition des 2 processus précédents

Figure 1-20 : Schéma d’une source electrospray

Focalisation
Plac!ue Grille Spatiale Détecteur
arriere
\ ...... >
o .. O o @) o
...... » . . O ‘
-) e
So D= 2 SO
Zone d’accélération Temps de Vol

Figure 1-21 : Principe du fonctionnement d’un analyseur a temps de vol



Chapitre | Travaux antérieurs

Ce champ ¢électrique provoque 1’accumulation de charges a la surface du liquide qui se
rompt pour former des gouttelettes fortement chargées. L’évaporation du solvant contenu dans
ces gouttelettes provoque leur réduction jusqu’au moment ou les forces coulombiennes
approchent les forces de cohésion et provoquent leur explosion (Figure 1-20). Les gouttelettes
deviennent alors de plus en en plus petites jusqu’a provoquer la désorption des ions. Les ions
produits sont ainsi accélérés vers I’analyseur et les molécules non chargées sont éliminées. Cette
technique d’ionisation est la plus utilisée dans les études métabolomiques en raison de sa

compatibilité avec la chromatographie liquide.

2.2.2.2  Lesanalyseurs haute-résolution

La nécessité d’identifier rapidement et formellement les métabolites d’intérét biologique

implique le recours a des analyseurs dits de haute résolution.

* Analyseur temps de vol

Le principe de 1’analyseur a temps de vol, désigné TOF pour Time Of Flight, a ét¢ décrit
en 1946 par Stephens (Stephens, 1946). Les ions sont accélérés vers le tube a temps de vol par
une différence de potentiel appliquée entre une électrode et la grille d’extraction. Les particules
ayant toutes la méme énergie cinétique passent ensuite dans le tube de vol ou elles sont séparées
en fonction de leur vitesse acquise (Figure I-21). Les vitesses sont inversement proportionnelles
a la racine carré de leurs rapports m/z. Les ions plus légers de grande vitesse arrivent au
détecteur plus rapidement que les ions lourds de plus faible vitesse. Afin d’accroitre la résolution
en masse des analyseurs a temps de vol, des améliorations ont été mis au point telles que
I’utilisation d’un miroir ou d’un réflecteur électrostatique qui permet la focalisation des ions de
méme rapport m/z.
Les analyseurs hybrides de type Q-TOF (Quadrupole-Temps de Vol) sont apparus en 1995
(Figure 1-22). Ils peuvent étre considérés comme un triple quadripdle dans lequel le troisiéme
quadripdle est remplacé par un analyseur a temps de vol. Ces analyseurs présentent de nombreux
avantages tels que leur sensibilité et leur important pouvoir de résolution en masse (m/Am >

10000 pour une masse de 1000 Daltons).
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« Le piége électrostatique ou Orbitrap ™

Le principe de I’Orbitrap™ fut décrit en premier par Alexander Makarov (Makarov,
2000). L’Orbitrap™ est constitu¢ de deux électrodes, la premiére est centrale et posséde la forme
d’un fuseau, la deuxiéme est extérieure et possede la forme d’un tonneau coupé en deux parties
¢gales séparées par un espace étroit (Figure I-23). Les ions sont injectés tangentiellement par
I’interstice séparant les deux moitiés de 1’¢lectrode externe. Les ions sont injectés a une énergie
cinétique de quelques keV et se mettent a osciller suivant des spirales entremélées autour de
I’¢lectrode centrale sous I’effet des tensions continues et de la géométrie du piege. Le passage
des ions génere alors un courant induit sur lequel sera appliqué une transformée de Fourier afin
de le convertir en signal m/z (Figure 1-24).
L’Orbitrap™ a été couplé par la société Thermo Fisher avec un piége a ions pour former un
spectrométre hybride, le LTQ-Orbitrap ™. Cet hybride permet ainsi de faire de la MS”, les ions

produits étant analysés avec la méme résolution que 1’ion parent.

* Le FT-ICR

Le spectromeétre de masse FT-ICR repose sur le principe du cyclotron ou le piégeage des
ions sur une trajectoire circulaire dans un champ magnétique crée un puit de pseudo potentiel. La
fréquence résultante du mouvement de I’ion dépend du rapport m/z de I’ion et de la valeur du
champ magnétique. Ce dernier leur impose un mouvement cyclotronique selon une fréquence
inversement proportionnelle a la valeur du rapport m/z des ions. Une transformée de Fourier
permet de convertir les différentes fréquences enregistrées en un spectre de rapport m/z (Figure
[-25). Si ce n’est le prix trés élevé des ces appareils, les spectrométres de masse FT-ICR
présentent un certain nombre d’avantages (Brown et al, 2005) : ils sont notamment en mesure de
fournir des déterminations de masse avec une précision suffisante (< 1 ppm) pour obtenir la
composition ¢lémentaire d’une molécule. La résolution obtenue sur ce type d’appareil peut
atteindre 1 000 000 ce qui s’avére particulierement adapté a 1’analyse de mélanges complexes.
Des expériences de fragmentions MS" peuvent étre réalisées avec une précision en masse

conservée pour les ions fragments.
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2.2.2.3 Couplages en chromatographie

* GC-MS

Développée dans les années 1960, la chromatographie en phase gazeuse permet de
séparer les différents composés en fonction de leur affinité entre une phase mobile (gaz) et une
phase stationnaire. Elle est historiquement la méthode de séparation la plus utilisée dans le cadre
des applications métabolomiques (Fiehn, 2007 ; Tian et al, 2008 ; Zhang et al, 2007). Son
intérét principal est sa sensibilité et sa robustesse (Huang et al, 2009). De plus, I’existence de
bases de données regroupant les spectres de plus de 100 000 composés (comme celle du National
Institute of Standards and Technology (NIST) par exemple) permet 1’obtention d’informations
structurales directes facilitant 1’identification des métabolites. Cependant la GC-MS, nécessite
une étape de modification chimique pour les composés polaires et peu volatiles ce qui tend a

compliquer 1’analyse des données acquises.
y

* LC-MS

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse est devenue une
méthode de choix pour I’analyse du métabolome. Contrairement a la GC-MS, la LC-MS présente
I’avantage d’étre directement compatible a 1’analyse de composés non volatiles. Les méthodes
les plus employées se concentrent sur les composés apolaires qui sont retenus sur les colonnes a
polarité de phase inverse du type C18 (Wilson et al, 2005 ; Ducruix et al, 2008).

Afin d’éviter 1’élution des molécules polaires dans le volume mort, de plus en plus de
phases inverses sont modifiées par le greffage de groupements amines, carboxylles ou
hydroxyles.

En parallele, de nouvelles phases stationnaires telles que I'HILIC (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) se sont développées pour favoriser la rétention des molécules polaires
(Idborg et al, 2005 ; Tolstikov et al, 2002).

Les analyses métabolomiques tendent de plus en plus a utiliser des systemes UPLC
(UltraHigh Performance Liquid Chromatography). Ce type de chromatographie est fondé sur
I’utilisation de colonne dont les diamétres de particules sont inférieurs a 2 um (Wang et al,
2009). La diminution du diamétre des particules entraine une plus grande capacité de pics
(nombre de pics par unit¢ de temps), une meilleure résolution et une augmentation de la
sensibilité. Ces systemes permettent de réduire la durée des analyses tout en conservant la

résolution obtenue avec des colonnes classiques.
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Tableau I-4 : Exemples de logiciels commerciaux utilisés pour le retraitement des données métabolomiques

Name

Vendor

Features

Main application field and examples

BlueFuse

Chenomx NMR Suite

Genedata Expressionist

Linellp

MarkerLynx

MarkerView

MassHunter Profiling software

Metabolic Profiler

metAlign

MS Resolver

Profile

Rosetta Elucidator

Sieve

BlueGnome. Cambndge, UK

Chenomx, Edmonton, Canada

Genedata, Basel., Switzerland

Infometrix

Waters, Milford, MA, USA

Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

Bruker Daltonic & Bruker
BioSpin. Billerica, MA, USA

PlanResearch International
B.V.. Wageningen, The
Netherlands

Pattern Recognition Systems.
Bergen, Norway

Phenomenome Discoveries,
Saskatoon, Canada

Rosetta Biosoftware, Seattle,
WA, USA

Thermo Fisher Scientific.
Waltham. MA, USA

Filtering, peak detection, and alignment.
Univariate and multivariate methods for
data analysis

Data conversion, analyzing spectra to
compounds and concentrations
Filtering, peak extraction, m/z and
retention time alignment. Metabolite
identification using third-party databases.
Includes also analysis and interpretation
modules and integrated database
Alignment of chromatographic data.
Alignment can be used also for
spectroscopic data

Peak detection and alignment. Principal
component analysis (PCA)

Peak detection and alignment. PCA and
t-test methods for data analysis.
Visualization and reporting

Feature extraction and alignment

Bucket raw data into retention time. nv/z
table with intensities. Identification using
libraries. PCA for data analysis
Filtering, baseline correction, peak
detection, alignment

Resolve multicomponent data from
multidetection instrumentation into
individual contributions

File conversion, peak detection and
alignment. Tools for statistical analysis
and data mining

Peak detection and alignment, statistical
analysis and visualization

Direct comparison approach to
comparing multiple LC-MS datasets.
Uses ChromAlign for
chromatographic alignment

Metabolomics with MS and NMR data

Metabonomics with NMR data |
Cross-omics platform for
transciiptomics, proteomics and
metabolomics. Metabolomics module
works with MS data

Chromatographic alignment

Metahonomics with LC-MS data

Metabalomics with LC-MS data

Proteomics with LC-MS data

Metabolomics with MS and NMR

Broad, LC-MS and GC-MS data

Broad, LC-MS and GC-MS dat

Metabolomics with MS data

Proteomics with LC-MS data

Proteomics with LC-MS data
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2.2.3 Traitement et analyse des données

Toutes les approches métabolomiques reposent sur 1’utilisation de 1’informatique aussi bien au

niveau de I’acquisition, du stockage, que de I’analyse d’une grande quantité de données.

2.23.1 Traitement des données

Les empreintes métabolomiques obtenues en LC-MS générent un nombre important de

données pour chaque échantillon. Elles sont rendues encore plus complexes par une quantité
importante de bruit de fond, d’artefacts et de redondance dans les données. Un traitement de ces
données afin d’extraire I’ensemble de I’information utile est donc nécessaire.
Le traitement des données s’effectue principalement par I’utilisation de logiciels commerciaux
(Tableau I-4) ou open source (Tableau I-5). Ils ont pour but d’éliminer le bruit de fond, de
détecter les pics par la mise en ceuvre d’algorithmes, et d’aligner les pics entre les différents
¢chantillons analysés.

Parmi les logiciels les plus utilisés, on peut citer Markerlynx (Waters) qui permet la
détection des pics et I’alignement des données a ’aide de standards internes prédéfinis. XCMS
(Scripps Research Institute ; Smith et al, 2006) est un logiciel téléchargeable gratuitement et
largement utilisé pour les études métabolomiques en raison de sa rapidité, simplicité et efficacité.
Par défaut, il divise les données en fenétres de 0.1 m/z pour la détection des pics et utilise un
alignement linéaire ou polynomial pour la correction des temps de rétention. Le retraitement des
données permet de générer une liste des ions extraits qui sont ensuite traités individuellement.

D’autres logiciels tels que MetAlign (Plant Research International B.V ; Tikunov et al,
2005), MarkerView (applied biosystems/MDS Sciex) ou MZmine (Katajamaa et al, 2005) sont
fréquemment utilisés pour la détection des pics et I’alignement des chromatogrammes.

Cette liste est non exhaustive, elle cite les logiciels les plus utilisés et ne tient pas en compte les

logiciels propres a chaque laboratoire pouvant effectuer des analyses métabolomiques.
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Tableau I-5 : Exemples de logiciels « open-source » utilisés pour le retraitement des données métabolomiques

Name Features Main application field and License type Platform
examples
Chrompare Comparison of chromatographic Metabolomics with GC-FID data Licence type unknown, Microsoft Excel Visual
peak lists and raw chromatograms, available for download Basic
automatic and manual normalization
COMSPARI Visualization to aid searching for Metabolomics with LC-MS and GNU General Public Implemented in C, for any

Continuous profile
models

HiRes
LCMSWARP

MapQuant

MathDAMP

MET-IDEA

MSFACTs

MSight

mslnspect

MZmine

SpecArray

SuperHirn (Mueller,

submitted)

Xalign

XCMS

differences between pair of runs

Alignment and normalization of time
series data

Processing and analysis spectral data

Retention time alignment and feature
clustering

Noise filtering, peak detection and
visualization.

Direct comparison of raw data sets
without peak picking. Includes
methods for preprocessing (binning,
baseline subtraction, smoothing) and
normalization

Extracts ion intensity data for listed
ionfretention time values from
multiple runs

Alignment and comparison of raw
chromatograms or peak lists
generated with a third-party software
Visualization and visual analysis and
comparison of multiple runs

Peak detection, alignment,
normalization and visualization

Noise filtering. peak detection,
alignment. normalization and
visualization. Distributed computing
Noise filtering, centroiding, peak
detection, alignment and
visualization

Peak detection, alignment and
normalization. Includes also analysis
capabilities

Peak detection, alignment between
samples and quality control

Noise filtering, peak detection and
alignment

GC-MS data

Proteomics with LC-MS data

Metabolomics with NMR data
Proteomics with I.C-MS and

LC-MS/MS data
Proteomics with LC-MS data

Metabolomics with LC-MS,
GC-MS and CE-MS data

Metabolomics with LC-MS,
GC-MS and CE-MS data

Metabolomics with GC-MS and
LC-MS data

Proteomics with LC-MS data
Proteomics with LC-MS data
Metabolomics with LC-MS and
GC-MS data

Proteomics with LC-MS data
Proteomics with LC-MS data
Proteomics with LC-MS data

Metabolomics with LC-MS and
GC-MS data

License

Free for educational and
research use, source code
available

Free for research and
clinical purposes
Unknown

Harvard University
open-source compatible
license

Free

Freely available to
academic users upon
request

Freely available upon
request for academic and
non-commercial use
Free of charge

Free software available
under Apache 2.0 License

GNU General Public

License

GNU General Public

License

Not yet available

Available upon request
from the author

GNU General Public
License

recent platform including
Linux and Windows
Toolbox for Matlab

Implemented in C++, for
Windows platform
Implemented in C++

Implemented in C, for
Windows and Linux

platforms
Package to Mathematica

Windows, NET platform

Implemented in Java

Windows platform

Implemented in Java.
Requires R statistical
language

Implemented in Java

Implemented in C, for
Linux platform

Implemented in C++, for
Unix platforms

Implemented in C++

Implemented in R
statistical language
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Figure 1-26 : Extrait de I’article de Pearson de 1901 : la recherche de la « droite du meilleur ajustement »
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2.2.3.2  Analyses des données : analyses statistiques multivariées

Identiquement aux études du transcriptome et du protéome, la métabolomique repose sur
I’analyse différentielle d’empreintes. La difficulté est de gérer et de comparer ces empreintes qui
contiennent de nombreux signaux correspondant a plusieurs centaines voire milliers de
métabolites. Il est difficile de comparer visuellement ces données d’autant plus que le nombre
d’échantillons est important. Les analyses statistiques multivariées sont alors utilisées afin
d’étudier ou de décrire un ensemble de données. Elles permettent de synthétiser et de visualiser
rapidement une grande quantité¢ d’informations, ceci en projetant les données initiales dans un
espace de dimensions réduites ce qui permet une visualisation aisée des données. Les analyses
statistiques multivariées peuvent étre divisées en deux groupes :

- Les analyses descriptives ou non supervisées qui ne nécessitent pas d’information « a priori »
sur la nature des échantillons. Leur but est de décrire des données et de visualiser la répartition
des échantillons. L’analyse en composante principale (ACP) est la plus représentative de ce
groupe (Pearson, 1901 ; Hotelling, 1933). Pearson utilise ces corrélations pour décrire et résumer
I’information contenue dans des variables (Figure 1-26).

- Les analyses statistiques explicatives ou supervisées qui visent a expliquer une réponse
(variable qualitative Y). Parmi ces méthodes, les régressions PLS (Partial Least Square ; Wold et
Joreskog, 1982) présentent ’avantage d’étre insensibles aux multicolinéarités c'est-a-dire a la
présence de variables trés corrélées. Ceci est particulierement intéressant pour les études menées
en spectrométrie de masse ou les rapports m/z des fragments issus d’'un méme ion sont trés
corrélés.

Ces méthodes peuvent étre utilisées dans un but prédictif. Un jeu de données initiales est utilisé
pour construire un modele explicatif, ce modele est ensuite appliqué a un nouveau jeu de
données qui pourront alors étre classées.

Dans le cadre d’approches métabolomiques, les données sont organisées sous forme de matrices.
Chaque individu est décrit par un certain nombre de variables quantitatives X, et parfois par des
variables qualitatives Y.

Ainsi les colonnes des matrices sont constituées de variables X et parfois Y. Les lignes qui
constituent les matrices correspondent aux individus. Dans le cas des études métabolomiques
fondées sur la spectrométrie de masse, les données X correspondent aux rapports m/z des ions

détectés. Les variables Y correspondent a la classe de I’échantillon.
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Tableau 1-6 : Présentation de bases de données disponibles sur Internet

Site
Beilstein www.beilstein.com
Chemfinder http://chemfinder.cambridgesoft.com/
Scinfinder http://www.cas.org/SCIFINDER/SCHOLAR/index.html
NIST www.nist.gov/srd/nistla.html
Metlin http://metlin.scripps.edu
Biocyc http://biocyc.org/
Human metabolome database http://www.hmdb.ca

Kegg www.genome.jp/kegg/
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2.2.3.3  Problématique de I’identification des variables

Une fois les métabolites d’intérét isolés, il faut les identifier afin de leur donner une signification
biologique. A I’heure actuelle, il n’existe pas de méthode universelle permettant a elle seule
I’identification structurale des métabolites en particulier si aucun composé de référence n’existe.
L’association de la RMN et de la spectrométrie de masse permet la mise en place d’hypothéses
structurales. En paralléle, les bases de données permettent de sélectionner les composés les plus
cohérents avec les données obtenues expérimentalement. Des bases de données accessibles au
domaine public ont été développées. Un certain nombre d’entre-elles sont listées dans le Tableau
I-6. En plus de lister une série de composés, elles donnent acces a des spectres de masse obtenus
dans des conditions spécifiques. Or, les bibliothéques de spectres de masse en LC-MS étant la
plupart du temps dépendant de I’instrument, la comparaison de ces spectres de masse avec les
données obtenues est compliquée voire impossible. L’expertise dans le domaine de

I’interprétation reste donc indispensable.

2.2.4 Domaines d’application

Sur le plan applicatif, de telles approches ont été d’ores et déja été employées avec succes
dans le domaine clinique (Kind et al, 2007 ; Lewis et al, 2008), par exemple dans le contexte du
marquage de pathologie ou de toxicité (Holmes et al, 1998 ; Robertson et al, 2005 ; Anti et al,
2004 ; Lei et al, 2008) ou encore de la nutrition (Rezzi et al, 2007).

La preuve de concept dans le domaine du dopage chez I’animal de rente a été apportée
puisqu’il a en effet été possible de montrer que 1’analyse des disruptions métaboliques peut faire
émerger des ensembles de biomarquage métabolique. Cette approche a été initiée par 1’étude de
I’effet des B-agonistes chez les veaux par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du
proton et analyses discriminantes (Vogels et al, 1996). Dumas (Dumas et al, 2002) a pu
¢galement interpréter une réponse anabolisante, grace a I’utilisation de la spectrométrie de
résonance magnétique nucléaire et la mise au point d’outils d’analyse, chez des veaux suite a
I’injection de stéroides. Plus récemment, d’autres études métabolomiques fondées sur la
spectrométrie de masse ont montré la possibilité de discriminer, grace a 1’analyse d’échantillons
urinaires, des animaux traités avec différents anabolisants : le clenbutérol (Courant et al,
2009) ; la nandrolone et 1’cestradiol (Pinel et al, 2010), ou encore 1’androstenedione (Anizan et

al, 2010).
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3. CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE

Le développement d’approches globales telles que la génomique, la transcriptomique, la
protéomique ou la métabolomique permet de caractériser les variations d’expression des genes,
des ARN, des protéines et des métabolites. Plus précisément ces métabolites, endogénes ou
exogenes, peuvent étre des peptides, des acides aminés, des acides nucléiques, des sucres, des
acides organiques, des vitamines, des polyphénols, des alcaloides ou tout autre molécule qui peut
étre ingérée, utilisée ou synthétisée par une cellule ou un organisme donné.

La métabolomique, également connue sous le nom de métabonomique ou profilage
métabonomique, n’est devenue envisageable que grace aux progres récents dans les domaines de
la séparation et identification des biomolécules ainsi que dans les analyses statistiques des
données générées. Ces technologies, dont les avancées récentes ont rendu possible la mise en
ceuvres des stratégies de profilage métabolomique, sont la spectrométrie de masse haute
résolution, la résonance magnétique nucléaire, et des méthodes de chromatographie liquide a
ultra haute performance qui assurent une séparation rapide et fine des molécules.

Il y a encore quelques années, les travaux en métabolomique étaient destinés principalement a
des applications cliniques ou pharmaceutiques telles que la recherche de nouveaux médicaments,
ou encore ’analyse toxicologique. Mais, la métabolomique commence a s’étendre a d’autres
champs d’application tels que la nutrition ou le contréle anti-dopage avec un double objectif qui
est de pouvoir discriminer les populations étudiées et trouver de nouveaux biomarqueurs

associés a la problématique donnée .
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Figure I1-1 : Flacon d’EquiGen-5® contenant I’hormone de croissance équine recombinante (solution a5

mg/mL)
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PARTIE -1 MATERIEL BIOLOGIQUE

Deux différentes expérimentations animales ont été conduites: la premiére, réalisée au centre
expérimental de Coye la Forét rattaché¢ a la Fédération Nationale des Courses Hippiques, la
seconde a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT). L’expérimentation menée a Coye
la Forét porte sur 1’étude de deux animaux contrairement a celle de I’Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse qui repose sur une population plus conséquente constituée de 13 animaux. Ces deux
expérimentations ont permis d’administrer de ’hormone de croissance équine recombinante a
des chevaux afin de collecter des matrices biologiques d’intéréts (plasma, urine). Les
échantillons de la premicre expérimentation ont été étudiés dans le but de mettre au point une
stratégie analytique et ainsi d’évaluer la faisabilité et la pertinence de 1’approche pour répondre a
la problématique posée. La seconde expérimentation a été établie en vue de réaliser les prises
d’empreintes métabolomiques sur un nombre d’animaux statistiquement pertinents qui
permettrait de dégager de nouveaux métabolites marqueurs de 1’administration de I’hormone de
croissance. Les différentes étapes du processus de prise d’empreintes métabolomiques sont

décrites dans ce chapitre.

1. ADMINISTRATION DE L’THORMONE DE CROISSANCE
AUX CHEVAUX DU CENTRE
D’EXPERIMENTATION DE COYE LA FORET

1.1. Reéférence de I’hormone de croissance administrée

L’hormone de croissance €quine recombinante commercialisée sous le nom
d’EquiGen-5" (Bresagen Limited, Thebarton, Australie) a été utilisée pour cette expérimentation

(Figure II-1).
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Tableau I1-1 : Caractéristiques des chevaux choisis pour I’expérimentation de Coye la Forét.

Référence  Nom ducheval Age Sexe Poids

Cheval 1 Palladia 5ans Hongre 547 kg

Cheval 2 Grandet S5ans Male 575kg
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La solution administrée aux chevaux de I’expérimentation est obtenue en ajoutant 2 mL
d’eau PPI pour donner une solution & 5 mg.mL™" en reGH. Cette solution doit étre utilisée dans

les 48 heures apres reconstitution et stockée a 4°C.

1.2. Voie d’administration et identification des échantillons

Les injections d’hormone de croissance ont été réalisées par voie sous-cutanée a
I’encolure.

Le sang a été collecté dans la veine jugulaire de ’animal. Le plasma a été obtenu sur un
tube hépariné (9 mL) aprés centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes puis séparation du
plasma et congélation immédiate (-80°C). Le sérum a été collecté sur tubes secs (10 mL) apres
décantation 24h a 4°C puis centrifugé (15 min, 3000 rpm) le lendemain avec identification et
congélation rapide a -80°C.

L’urine a été collectée par miction naturelle de 1’animal dans un pot de prélévement
d’urine puis aliquotée dans des flacons plastiques en polypropyléne (3 x 30mL + le reste dans un
flacon de plus grande capacité) identifiés par le nom de 1’animal et le jour de prélévement puis

congelés rapidement (-20°C).

1.3. Prélevement des échantillons

Les caractéristiques des deux chevaux pur-sangs sont notées dans le Tableau II-1. Le
sang et les urines ont été collectés pendant 7 jours avant le début du traitement (J.; a J.;) afin de
réaliser une série de blancs. Le traitement a été réalisé¢ a la dose de 18 pgkg™ la premiére
semaine et 25 pg.kg” la deuxiéme semaine. Deux jours a 30 pg.kg™ ont été ajoutés pour cloturer
I’expérimentation (J115 a J+17).

Le sang et les urines ont été collectés tous les jours de J.; a Jia, et tous les deux jours de

Jio0 A Jis0.
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Tableau I1-2 : Caractéristiques des chevaux choisis pour I’expérimentation de Toulouse

Référence  Nom du Age Sexe Poids  Traitement
cheval

Cheval 1 Lago 15 ans Hongre 575 kg ReGH
Cheval 2 Isis 10 ans Femelle 503 kg ReGH
Cheval 3 Longo 1 4 ans Femelle 430 kg ReGH
Cheval 4 Laius 8 ans Hongre 575 kg ReGH
Cheval 5  Haxius 12 ans Hongre 470 kg ReGH
Cheval 6 Nora 6 ans Femelle 610kg ReGH
Cheval 7 Gamin 13 ans Hongre

Cheval 8 Idéfix 11 ans Hongre

Cheval 9 Longo 2 4 ans Femelle Contrdle

Controle
Controéle

Cheval 10  Qscar 5 ans Hongre Controle
Cheval 11 Mijrage 22 ans Hongre Controle
Cheval 12 Utopie 13 ans Femelle Controle
Cheval 13 Milton 7 ans Hongre Controle
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2. ADMINISTRATION DE L’'HORMONE DE CROISSANCE
AUX CHEVAUX DE L’ECOLE NATIONALE
VETERINAIRE DE TOULOUSE

2.1. Référence de I’hnormone de croissance administrée et de I’excipient

La méme hormone de croissance équine recombinante EquiGen-5® (Bresagen Limited,
Thebarton, Australie) que celle utilisée pour l’expérimentation de Coye la Forét a été
administrée a six chevaux. La solution administrée a été préparée de telle sorte a obtenir une
concentration de 5 mg.mL™" (ajout de 2 mL d’cau PPI).

Dans le but de disposer d’individus témoins, sept chevaux ont ét¢ administrés avec seulement du

sérum physiologique.

2.2.  Voie d’administration et identification des échantillons

Les injections d’hormone de croissance ont été réalisées par voie sous-cutanée dans une
zone située dans le creux de 1’épaule (en avant de la scapula).

Le sang a été collecté dans la veine jugulaire de 1’animal. Le plasma a été obtenu sur un
tube hépariné (9 mL) apres centrifugation a 3 000 rpm pendant 10 minutes puis congélation
immédiate (-20°C).

Les urines ont été obtenues par sondage urinaire pour les juments et par mictions spontanées
pour les hongres. Elles ont ensuite été réparties en 3 fractions aliquotées de 30 mL environ,

identifiées et congelées a -20°C.

2.3. Prélevement des échantillons

Les caractéristiques des 13 chevaux de cette expérimentation sont présentées dans le
Tableau I1-2. Le plasma et I’urine ont €té collectés comme matrice d’intérét pour suivre 1’impact
du traitement de la reGH sur le métabolisme des chevaux a court et long terme (jusqu’a 3 mois).
Les matrices des chevaux témoins et traités a la reGH ont également été collectées une semaine
avant I’expérimentation afin de disposer d’une série d’échantillons blancs.

Le traitement a 6té réalisé a la dose de 18 ug.kg™ la premiére semaine (J1; a J17) et 25 pg.kg” la

deuxiéme semaine (J.g a Ji14).

97






Chapitre — 1l Matériel et méthodes

Le plasma et les urines ont été collectés deux jours avant administration (J, a J-;), tous les deux
jours de Ji; a Ji3, puis tous les jours de Jii4 a J117 et enfin aux jours de prélevement Jip9, Jio3,

J+30, J+40, J+52, J+60.

3. ETUDE DE POPULATION EN VUE DE LA MISE EN
PLACE D’UN OUTIL METABOLOMIQUE
PREDICTIF

Afin d’établir un nouvel outil de dépistage de I’administration de I’hormone de
croissance sur la base d’un modéle chimiométrique prédictif, 120 urines ont été collectées. 1/6
des prélévements ont été effectués sur des chevaux du centre expérimental de Chamberet, les
autres échantillons correspondent a des urines tout venant du Laboratoire des Courses Hippiques.

Les matrices urinaires provenant de la station expérimentale des Haras nationaux de
Chamberet ont été prélevées sur 20 chevaux non traités a la reGH dans des conditions
parfaitement définies et maitrisées. Les urines provenant du Laboratoire des Courses Hippiques
ont été prélevées chez des chevaux de courses en compétition ou a I’entrainement. Une analyse
systématique de contrdle anti-dopage comprenant la recherche de stéroides, corticostéroides, f3-
agonistes, diurétiques, et hormones peptidiques a été effectuée pour chaque prélévement. Seuls
les échantillons pour lesquels les analyses se sont révélées négatives vis-a-vis du contrdle anti-

dopage ont été sélectionnés.

PARTIE - 2 PRISES D’EMPREINTES
METABOLOMIQUES PAR SPECTROMETRIE DE
MASSE HAUTE RESOLUTION

2.1. Réactifs

Tous les solvants sont de la pureté requise pour réaliser de I’analyse HPLC. L’eau Milli
Q est controlée par mesure directe de sa conductivité sur I’appareil. La valeur doit étre de I’ordre
de 18 MQ.cm™. Les standards testosterone-D3 et épitestostérone-D3-glucuronide utilisés comme
¢talons externes proviennent de LGC Standards (Molsheim, France). Les standards de glucose,
L-carnitine, L-acétylcarnitine ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier,

France).
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Toutes les solutions ont été préparées dans 1’éthanol, & une concentration de Ing.uL™ et

conservées au réfrigérateur (4°C) a I’abri de la lumicre.

2.2. Traitement de I’échantillon

2.2.1. Filtration sur des filtres de seuil de coupure 10 kDa

Des filtres de centrifugation Vectaspin de capacité maximale 3 mL et de seuil de coupure
10 kDa ont été utilisés dans le but d’¢liminer les molécules de trés haut poids moléculaire tout en
conservant les molécules de faible poids moléculaire. Apres décongélation des échantillons
plasmatiques ou urinaires, les échantillons sont déposés sur la membrane inerte en polysulfone
des filtres Vectaspin.

Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 30 minutes a 4000 rpm (4°C). Seul le
filtrat contenant les molécules de faibles poids moléculaires est conservé et analysé¢ par LC-

HRMS.

2.2.2. Filtration sur des filtres de seuil de coupure 10 kDa suivie d’une étape de
lyophilisation
Apres filtration sur des filtres de seuil de coupure 10 kDa, une étape supplémentaire de
lyophilisation a été évaluée pour la préparation des échantillons urinaires.
Le filtrat obtenu aprés centrifugation est congelé (-20°C) pendant une nuit. Les
échantillons sont ensuite placés dans un lyophilisateur pendant 48h. La matic¢re seche est reprise
dans de I’eau ultra pure de telle sorte a normaliser tous les échantillons a une concentration de 30

mg.mL". Les échantillons sont congelés a -20°C jusqu’a leur analyse par LC-HRMS.

2.2.3. Extraction sur phase solide

Des cartouches Oasis HLB (60 mg, Waters, Saint Quentin en Yvelines) ont été testées. Le
protocole a consisté a déposer 1 mL d’échantillon urinaire sur la cartouche. La cartouche a
ensuite été lavée avec 1 mL d’eau puis 4 mL de méthanol ont été utilisés pour 1’¢élution. La SPE
a été réalisée sous automatisation par un XL4. L ¢luant a été évaporé sous azote et repris dans 1

mL d’eau ultra pure. Les échantillons sont congelés a -20°C jusqu’a leur analyse par LC-HRMS.
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2.2.4. Préparation des étalons externes

Avant les analyses LC-HRMS, une solution contenant les étalons externes testosterone-
D3 et epitestosterone-D3-glucuronide a une concentration de 3 ng.uL" a été préparée. 5 pL de
cette solution ont été ajoutés a 20 uL de chaque échantillon & analyser. Le mélange avec une
concentration en étalon externe égale a 0.6 ng.uL™" est ensuite agité puis injecté sur le systéme

LC-HRMS.

2.2.5. Preparation des controles qualités

Avant chaque analyse LC-HRMS, 20 pL de chaque échantillon a analyser ont été
prélevés et mélangés dans un méme aliquot afin de disposer de contrdles qualités. 5 uL de cette
solution sont alors injectés a plusieurs reprises, en début, milieu et fin de séquences (Sangster et

al, 2006).

2.3. Analyses par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse.

Parmi les différents types de chromatographie en phase liquide, la chromatographie de

partage est celle qui a été utilisée dans cette étude.

2.3.1. Conditions HPLC

Trois colonnes chromatographiques ont été utilisées :

- ’Uptisphere C18 HDO commercialisée par la société Interchim (Montlugon, France) dont les
caractéristiques sont : phase C18, diamétre interne 2,1 mm, longueur 150 mm, et diameétre des
particules 3 um.
- la Luna HILIC commercialisée par la sociét¢é Phenomenex (Le Pecq, France) dont les
caractéristiques sont : diametre interne 2,1 mm, longueur 150 mm, et diametre des particules 3
pum.
- ’Uptisphere Strategy NEC commercialisée par la société Interchim (Montlugon, France) dont
les caractéristiques sont : diametre interne 2,1 mm, longueur 100 mm, et diametre des particules
2,2 um.

Les séparations ont été réalisées sur une HPLC Surveyor (Thermo Fisher Scientific,
Bréme, Allemagne) pour les échantillons injectés sur la colonne Uptisphere C18 et sur HPLC
Ultimate 3000 (Dionex, Saint Quentin en Yveline, France) pour les échantillons injectés sur les

colonnes Luna HILIC et Uptisphere Strategy NEC.
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Tableau 11-3 : Gradient d’élution utilisé pour les analyses effectuées sur le systeme Thermo Surveyor a I’aide
de la colonne Uptisphere C18 HDO

Temps Débit H20 Acétonitrile
(min) (mL.min?) (0.1% Acide acétique) (0.1 % Acide Acétique)
0 100 0
30 0 100
40 0,2 0 100
60 100 0

Tableau I1-4 : Gradient d’élution utilisé pour les analyses effectuées sur I’ Ultimate 3000 a I’aide de la

colonne Luna HILIC

Temps Débit H20 Acétonitrile
(min) (mL.min?) (20 mM d'acétate (20 mM d'acétate
d'ammonium) d'ammonium)

0 10 90

25 25 75

35 0,2 25 75

45 40 60

55 10 90

60 10 90

Tableau 11-5 : Gradient d’élution utilisé pour les analyses effectuées sur I’Ultimate 3000 a I’aide de la colonne
Uptisphere Strategy NEC

Temps Débit H20 Acétonitrile
(min) (mL.min™") (0.1% Acide acétique) (0.1 % Acide Acétique)
0 100 0
13 0 100
14 0,2 0 100
18 100 0
20 100 0

Tableau 11-6 : Conditions d’ionisation utilisées pour les prises d’empreintes sur le spectrométre de masse
hybride, LTQ-Orbitrap™ en mode d’ionisation ESI+

Tension du capillaire 5 kV
Température du capillaire chauffé 350°C
Tension de cone 30V

Débit de gaz gaine (Sheath) 40 ua

Débit de gaz auxiliaire (Aux.) 6 ua
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Les gradients d’¢élution choisis sont décrits dans le Tableau II-3, Tableau I1-4, Tableau II-5 et
correspondent respectivement aux analyses effectuées a 1’aide des colonnes Uptisphere C18,

Luna HILIC et Uptisphere Strategy NEC.

2.3.2. Conditions Spectrométriques

Plusieurs spectrometres de masse ont été utilisés en mode d’ionisation positif (ESI+) et
négatif (ESI-). Le travail s’est toutefois principalement basé sur un spectrométre de masse
hybride composé d’un quadripdle et d’un temps de vol (Q-TOF, Bruker Daltonics, Bréme,
Allemagne) et un spectrometre de masse hybride composé d’une trappe linéaire couplée a une
trappe orbitale (LTQ-Orbitrap'™, Thermo Scientific, Bréme, Allemagne). Les principes de
fonctionnement de ces deux analyseurs ont ¢été détaillés dans le chapitre Travaux

Antérieurs/partie 3.

2241 Paramétres MS
« LTQ-Orbitrap™

Les empreintes métabolomiques ont été effectuées en mode balayage Full Scan de 50 a
800 m/z. La trappe linéaire (LTQ) est alors utilisée en mode de transmission. Elle est équipée
d’une source d’ionisation électrospray (ESI) utilisée uniquement en mode positif.

La résolution de la trappe orbitale est quant a elle fixée a 30 000. Les parametres utilisés
sont répertoriés dans le Tableau I1-6. Les données brutes obtenues ont été converties en donnée
plus universelles (.cdf) via le logiciel Xcalibur pour I’étape future de retraitement.

* TOF

Le profilage métabolomique a été effectué en mode balayage Full Scan de 50 a 800 m/z
sur le MicroTOF™ commercialisé par la société Bruker Daltonics (Bréme, Allemagne) et
équipée d’une source ESI. Seules des analyses en mode d’ionisation positif ont été réalisées. Les
parameétres utilisés sont répertoriés dans le Tableau II-7. Les données brutes ont été converties en
données plus universelles (.cdf) via le logiciel DataAnalysis pour 1’étape de retraitement des
données.

* Q-TOF

Les études métabolomiques ont été réalisées en mode balayage Full Scan de m/z 50 a 800
et de m/z 200 a 1500 pour les analyses respectives des échantillons urinaires et plasmatiques. Le
spectrometre de masse utilisé est le microTOF-Q-II commercialisé par la société Bruker

Daltonics (Bréme, Allemagne). Les deux modes d’ionisation ESI+ et ESI- ont été testés.

105



Tableau 11-7 : Conditions d’ionisation utilisées pour les prises d’empreintes sur le spectrométre MicroTOF en

mode d’ionisation ESI+

Tension du capillaire 5 kV
Température du capillaire en verre 180°C
Tension de cone 40V
Débit du gaz nébuliseur 14.5 psi
Débit du gaz rideau 8 L.min™"

Tableau 11-8 : Conditions d’ionisation utilisées pour les prises d’empreintes sur le spectrométre hybride, Q-

TOF en mode d’ionisation ESI+

Tension du capillaire 5 kV
Température du capillaire en verre 195°C
Tension de cone 40V
Débit du gaz nébuliseur 34.8 psi
Débit du gaz rideau 8 L.min™’

Tableau 11-9 : Conditions d’ionisation utilisées pour la MS-MS sur le spectrométre Exactive en mode
d’ionisation ESI+

Tension du capillaire 4.5 kv
Température du capillaire chauffé 300°C
Tension de cone 47V

Débit de gaz gaine (Sheath) 60 ua

Débit de gaz auxiliaire (Aux.) 7 ua
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Les paramétres utilisés sont répertoriés dans le Tableau II-8. Les données brutes ont été
converties en données plus universelles (.cdf) via le logiciel DataAnalysis pour 1’étape de

retraitement des données.

2.2.4.2 Parametres de fragmentation d’un métabolite d’intérét : la vitamine b5

Les fragments d’un métabolite d’intérét de I’administration de I’hormone de croissance
équine recombinante ont ét¢ étudiés avec un Q-TOF (Bruker Daltonics, Bréme, Allemagne) et un
Exactive (Thermo Scientific, Bréme, Allemagne).

* MS-MS utilisant un Q-TOF

L’analyse d’un métabolite d’intérét en mode « balayage des ions produits » a permis de
définir les parameétres du quadripole les plus sensibles et spécifiques pour son élucidation
structurale.

La fenétre d’isolation, 1’énergie de collision et la Rf du quadripdle ont été fixées aux valeurs
respectives de 8, 10 eV, et 120 V.

Les parametres d’ionisation sont les mémes que ceux présentés dans le Tableau I1-8.

* MS-MS utilisant un Exactive

L’analyse du métabolite d’intérét et de ses fragments a également été réalisée a I’aide
d’un spectrométre Exactive (ThermoScientific, Bréme, Allemagne). Les parameétres d’ionisation

sont répertoriés dans le Tableau 11-9.

PARTIE -3 RETRAITEMENT ET ANALYSES DES
DONNEES METABOLOMIQUES

Comme évoqué dans le chapitre I, la quantité et la complexité des données LC-HRMS requicrent

I’utilisation de logiciels pour le retraitement et 1’analyse des données.
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Tableau 11-10 : Parameétres importants du logiciel XCMS optimisés pour le retraitement des données acquises
sur les spectrométres de masse MicroTOF, MicroTOF-Q-11, et LTQ-Orbitrap™

Spectrométre de masse MicroTOF

Spectrométre de masse LTQ-Orbitra
Spectrométre de masse MicroTOF-Q-II P Q P

Extraction des pics (xcmsSet)

FWHM 10 secondes 20 secondes
Snthresh 6 3
Step 0,1 m/z 0,1 m/z
Création de groupes (group)
Minsamp 1 1
Minfrac 0,95 0,5
Bw 5 sec 10 sec

Alignement des pics (Retcor)

Algorithme Linéaire Polynomial
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3.1. Traitement des données (Tableau 11-10)

3.1.1. Parametres du logiciel XCMS

Les profils métabolomiques ont ét¢ extraits et alignés par le logiciel XCMS fonctionnant
sous ’environnement R. Il en résulte une matrice de données composée verticalement des
rapports m/z des ions détectés et horizontalement des échantillons sur lesquels une valeur
d’intensité MS est attribuée pour chaque ion.

Le logiciel fonctionne en différentes étapes :

-L’extraction des pics (appelée sous R la fonction « XCMSSet »). Le logiciel permet le

fractionnement du spectre de masse en différentes sections (par défaut 0,1 m/z). Dans chacune de
ces sections, I’extraction du pic sera effectuée si celui-ci est présent dans plusieurs balayages
(scans) successifs. Plusieurs parametres doivent étre réglés :

Fwhm : représente la largeur a mi-hauteur d’un pic pour qu’il soit extrait.

Snthreshold : représente la valeur seuil qui permet 1’extraction d’un pic comparé au bruit de
fond.

Step : définit la largeur de la fenétre m/z pour I’extraction des pics chromatographiques de
chaque ion (ion base peak chromatogram).

-La comparaison des pics extraits entre les différents échantillons et création de groupe

(appelée sous R la fonction « group »). Elle correspond a une phase d’alignement des pics a
travers les échantillons. Un groupe est un ion qui est considéré comme identique dans un
ensemble d’échantillons. Cette commande est sous le contrdle de plusieurs parameétres :

Minfrac : représente le pourcentage d’échantillons dans lequel I’ion extrait doit étre présent pour
étre aligné.

Bw : correspond a la largeur a mi-hauteur minimum du pic chromatographique pour qu’il soit
extrait et aligné.

-Correction du temps de rétention (appelée sous R fonction « Retcor »). Dans 1’ensemble des

ions alignés, un certain nombre d’ions bien représentés dans la majorité des échantillons seront
utilisés comme référence pour corriger la valeur du temps de rétention de 1’ensemble des ions.

-Recherche des données manquantes (appelée sous R fonction « Fillpeaks »). Si un ion n’est

pas extrait dans un échantillon, le logiciel recherche dans le chromatogramme la valeur

d’intensité a I’endroit supposé du pic.
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L’ensemble de ces paramétres dépend des conditions chromatographiques et spectrométriques,
propres a chaque étude. Les paramétres utilisés pour les analyses réalisées sur les spectrométres

MicroToF, MicroToF Q-II et LTQ-Orbitrap™™ sont regroupés dans le Tableau II-10.

3.1.2. Traitement secondaire des données

Cette ¢étape de prétraitement des données permet de minimiser certaines sources de
variations intraseéques aux données métabolomiques. Plusieurs phénomenes sont a ’origine de
cette variation : la variation instrumentale, I’écart des valeurs absolues entre les ions et la
détection des polluants. Afin de corriger ces effets, les données peuvent étre transformées par des
méthodes de prétraitement :

-La variance unitaire (UV) : Chaque variable est centrée et le poids de chaque variable est
pondéré par son écart-type (1/0). Toutes les variables ont donc le méme poids.

Cette transformation est une normalisation de choix lorsque les variables ont un intérét démontré
pour I’étude. LUV a donc été appliquée seulement aux ions qui ont fait I’objet d’une recherche
de biomarqueurs spécifiques de I’administration de la reGH.

-Pareto (Par) : Chaque variable est centrée et pondérée par la racine carrée de son écart-type
(1/7/0). Cette normalisation est utilisée quand il existe une forte disparité dans les intensités des
variables. Ce mode de traitement des données a été utilisé pour les analyses fondées sur la
globalité des empreintes.

Toutes ces méthodes ont été testées et ont permis de démontrer que la transformation des
données en logarithme était particulicrement adaptée a nos jeux de données. En effet, cette
transformation permet de corriger la variation statistique intrinséque au modele appelée

hétéroscédasticité et ainsi d’améliorer I’ensemble des modeles prédictifs.

3.2. Analyse des données

Le logiciel Simca-p v 12.0 (Umetrics, Sueéde) a été utilisé pour I’ensemble de 1’analyse
des jeux de données.

Dans un premier temps des analyses en composante principale (ACP) ont été réalisées
afin de visualiser la répartition des échantillons dans un espace en deux dimensions. Dans un
second temps, des analyses supervisées telles que I’OPLS (Orthogonal Partial Least Square) ont
été appliquées au jeu de données afin d’affiner les résultats et de déterminer quelles variables
participent le plus a la différenciation des groupes (i.e, non-traités et traités a la reGH). En raison
de la compléxité des données, une étape préalable de transformation des données en logarithme a

¢été effectuée pour chaque jeu de données comme énoncé ci-dessus.
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3.3. Validation des modeles

3.4.1. Indicateurs R? et Q?

La pertinence des modeles statistiques issus d’une analyse est évaluée en étudiant la
répartition des groupes au travers des coefficients R*(X) (cum) et Q* (cum) pour I’ACP, RX(Y)
cum et Q* (cum) pour I’OPLS dont les valeurs se situent dans I’intervalle [0-1]. Les coefficients
R’ indiquent la proportion de la variance des données qui peut étre expliquée par le modéle
utilisé. Un faible coefficient R” indique qu’il existe un bruit important ou des informations non
pertinentes dans les données. Les coefficients Q* indiquent la proportion de la variance des
données qui peut étre prédite par le modele utilisé. Pour un modele non supervisé de type ACP,
le but est de restituer un maximum de variance c'est-a-dire restituer au mieux I’information
contenue dans le tableau initial du jeu de données. Pour un modéle supervisé de type OPLS, le
but est d’expliquer dans le cas de la présente étude la différence entre des animaux témoins et

traités a la reGH.

3.4.2. Validation croiseée et test de permutation

Dans la mesure ou le nombre de variables est souvent largement supérieur au nombre
d’individus, il est important de s’assurer que la discrimination des groupes n’est pas le fruit du
hasard. Les modé¢les doivent donc étre validés. Deux tests sont particuliérement intéressants :

- La validation croisée qui consiste a scinder les jeux de données en deux groupes. 2/3 du
jeu de données sert a établir un modele de base descriptif tandis que I’autre tiers du jeu de
donnée sert de groupe de validation. Ce deuxiéme groupe ne participe pas au calcul du
modele, il sert a la validation et & I’estimation de la qualité de prédiction. Les parameétres
R? et Q* permettront de rendre compte de la capacité explicative et de la qualité du
modele.

- Un test de permutation qui consiste a réaffecter aléatoirement les individus afin de
vérifier que le modele n’est pas di au hasard. Ce test s’applique uniquement aux modeles

supervisés qui incluent une variable qualitative Y.
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3.4.3. CV-ANOVA (Cross Validation-ANalysis Of Variance)

La CV-ANOVA est basée sur un test-F ou sa signification est elle-méme liée a
I’hypothése nulle que les résidus de deux modeles sont identiques (Eriksson et al, 2007). Elle
s’applique uniquement a des modeles supervisés.

Dans le cas d’une analyse OPLS, la matrice X peut étre décomposée de la maniére suivante :

X= TpPpr+ToP%+E avec Tp= Matrice score prédictive (corrélée a Y)
To= Matrice score orthogonale a Y
Pp= Poids de la matrice liée a la composante Y
Po= Poids de la matrice orthogonale & la composante Y

E= Résidus

La CV-ANOVA consiste a tout d’abord effectuer un (ou des) test(s) de permutation pour
le(s)quel(s) une (ou des) nouvelle(s) valeur(s) de résidu E est (sont) calculée(s). Puis, une
ANOVA est réalisée entre la valeur E du modéle de base et la ou (les valeurs) E des mod¢les
permutés. Dans le cas ou le modéle de base est robuste, la valeur E du mod¢le de base doit étre
significativement différente de celle (s) des modeles permutées. L hypothése nulle de départ est
donc rejetée et la valeur de probabilité p de la CV-ANOVA est faible. Pour étre significative p

doit étre inférieure a 0.05.
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CHAPITRE - 111

RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre 11l Résultats et Discussion

Comme présenté dans le chapitre I, les hormones de croissance sont suspectées d’étre
utilisées pour accroitre la production de lait des vaches laitieres, comme promoteur de croissance
en production animale (bovins, porcins) et pour améliorer les performances physiques des
chevaux de course. La législation interdit leur utilisation dans plusieurs pays d’Europe et en
particulier en France. Dans ce contexte, des tests de dépistage de I’administration frauduleuse
des hormones de croissance ont été développés notamment pour la mise en évidence de
biomarqueurs secondaires tels que I’IGF-I (Popot et al, 2001) et les anticorps anti-reGH (Bailly-
Chouriberry et al, 2008a). De surcroit, une méthode de confirmation a été développée (Bailly-
Chouriberry et al, 2008b) pour la recherche de ’hormone de croissance recombinante équine
dont la séquence peptidique est connue et décrite mais inadaptée a la mise en évidence de dopage
par d’autres formes recombinantes inconnues ou par stimulations en amont de 1’axe somatotrope.
Malgré les performances analytiques de ces méthodes en terme de sensibilité, spécificité et
répétabilité, le dépistage de 1’administration de I’hormone de croissance reste difficile les
premiers jours suivant le traitement.

Notre projet s’inscrit dans ce contexte et a pour objectif d’évaluer la pertinence d’une
approche de type « omique » fondée sur I’étude de profils métaboliques.

La premicre partie de ce travail a consisté¢ a développer une démarche méthodologique
visant & mettre au point une méthode analytique robuste d’extraction et de détection des
métabolites présents dans 1’urine et le plasma permettant ainsi d’évaluer I’impact de la reGH sur
le métabolisme des chevaux. La deuxieme partie de ce travail s’est intéressée plus précisément a
évaluer l’intérét et la compatibilit¢ de la métabolomique en tant qu’outil prédictif dans le
contrdle anti-dopage. Ce travail permet ainsi de donner des éléments de réponse sur 1’intérét des
méthodes indirectes telles que la métabolomique par rapport aux méthodes de dépistage actuelles

de I’hormone de croissance ou aux méthodes en voie d’évaluation telles que la transcriptomique.
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PARTIE-1 DEVELOPPEMENT D’UNE DEMARCHE
METHODOLOGIQUE EN VUE DE L’ETUDE
D’UN TRAITEMENT A LA REGH

1. ETUDE DE FAISABILITE SUR DEUX ANIMAUX

1.1. Introduction

Le but de cette premicre étude est de développer une stratégie analytique qui permette de
mettre en évidence des perturbations métabolomiques autorisant la discrimination entre les
échantillons collectés avant et apres traitement a la reGH. Une étude pilote a alors été réalisée au
centre expérimental de Coye la Forét dans le but de réaliser des empreintes ou profils
métaboliques urinaires par couplage chromatographie liquide-spectrométrie de masse haute
résolution (LC-HRMS) et de définir une stratégie de retraitement et d’analyse des données.
L’expérimentation animale conduite dans ce cadre a été réalisée sur deux chevaux. Le nombre
d’individus (n=2) peut paraitre peu ¢levé mais il est important de rappeler que cette étude a pour
unique but de mettre au point une stratégie et de valider certains parametres comme les doses
d’hormone de croissance administrées, le choix de la méthode d’acquisition mais également
celui des méthodes de retraitement et d’analyse des données.

Au début du projet, aucune information sur la dose administrée et la durée d’un
traitement a la reGH, pour entrainant des perturbations significatives sur le métabolisme des
chevaux, n’était disponible dans la littérature. Les doses de reGH administrées ont alors été
choisies en fonction des recommandations regues par le fournisseur. De méme, la littérature n’a
pas pu fournir d’informations sur le temps nécessaire pour induire une réponse sur le
métabolisme des chevaux, il a alors été décidé d’effectuer des prélevements de matrices
biologiques jusqu’a 30 jours apres le début du traitement.

Le métabolome est constitué de centaines de molécules aux propriétés physico-chimiques
et polarités trés différentes. Leur analyse par une seule méthode analytique n’est donc pas
possible. La stratégie analytique développée impose donc des choix a chaque étape (préparation
des échantillons, analyse LC-HRMS, retraitement et analyse des données) et nécessite de

conserver un regard critique sur les conséquences de ces choix.
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Il a été choisi d’appliquer une méthodologie la moins sélective possible afin de ne pas
restreindre la gamme des potentiels métabolites d’intérét. Notre approche est plus précisément
basée sur la comparaison de profils métabolomiques (ou empreintes) obtenus par couplage
chromatographie liquide-spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS). L’ensemble des
échantillons provenant de 1’expérimentation de Coye la Forét a été préparé par filtration suivie
d’une étape de lyophilisation. Une attention particuliere a été portée a la procédure de
retraitement et d’analyse des données afin d’avoir accés au plus grand nombre de métabolites
possibles.

Une fois la stratégie validée, celle-ci sera étendue a une étude de population afin
d’entamer une recherche de métabolites spécifiques de I’administration de 1’hormone de

croissance recombinante équine.
1.2.  Stratégie analytique

1.2.1. Echantillonnage et préparation des échantillons

Apres la collecte et la préparation des échantillons urinaires en vue d’une analyse par LC-
MS, une attention particuliére a été portée a la conservation des échantillons afin de limiter les
processus d’activité enzymatique ou d’oxydation qui pourrait altérer les composés contenus dans
I’urine. Plusieurs techniques ont ét¢ utilisées pour éviter la dégradation des échantillons telles
que la congélation dans I’azote liquide, le traitement a I’acide (Theobald et al, 1993) ou encore
les techniques de trempage a basse température dans de 1’eau salée contenant du méthanol
(Maharjan et Ferenci, 2003).

Dans le cas de cette étude, les échantillons ont été décongelés une seule fois aprés leur
collecte pour la préparation des échantillons. Ce choix de conservation s’est révélé trés adapté au
stockage d’échantillons urinaires humains a -20°C et a leur analyse métabolomique. En effet, sur
la base d’une analyse ACP, ces travaux ont montrés qu’il n’y avait pas de différence dans les
profils des échantillons stockés a -20°C et a -80°C (Gika et al, 2008).

Tous les échantillons urinaires de J-7 & J139 (n=66) ont été préparés par filtration sur des
membranes de seuil de coupure 10 kDa suivi d’une étape de lyophilisation. La filtration permet
ainsi I’¢limination des grosses molécules et du mucus tout en conservant I’intégralité des petites
molécules. La lyophilisation a été introduite dans le but de normaliser la matiére séche de
I’ensemble des échantillons a une méme valeur de 30 mg.mL™" afin de corriger le facteur de

dilution naturel.
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1.2.2. Choix et validation des conditions LC-HRMS

1.2.2.1. Temps d’analyse

Le choix de la durée de I’analyse et plus précisément de la montée en gradient
chromatographique représente un compromis entre un temps d’analyse raisonnable et une
détection optimale du plus grand nombre de métabolites possibles. Plus 1’analyse est longue, plus
le nombre de pics détectés est potentiellement augmenté (Wilson et al, 2005). Cela est du
principalement a la réduction des recouvrements spectraux et au phénomeéne de suppression
d’ionisation qui en découle. Cependant si I’augmentation du temps d’analyse est désirable pour
I’obtention d’une empreinte la plus compléte possible, il doit rester compatible avec I’analyse
d’un grand nombre d’échantillon. Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’une colonne
Uptisphere C18 avec un temps d’analyse d’une heure, ce compromis semble en accord avec les

conditions décrites dans la littérature (Yang et al, 2005 ; Dunn et Ellis, 2005),

1.2.2.2. Ordre d’injection des échantillons

Les échantillons ont été injectés au hasard sans ordre prédéfini. Le but est de s’affranchir
de la variabilit¢ induite par I’instrument pour mettre en avant la variabilit¢ induite par le
traitement a la reGH. Dans toutes les études métabolomiques publiées, une attention particuliére
a ¢été portée a I'ordre d’injection des échantillons qui, s’il n'est pas réalis¢ au hasard, peut

conduire a des conclusions erronées (Llorach et al, 2009).

1.2.2.3. Etudes de répétabilité et de stabilité

Les études métabolomiques n’exigent pas de quantifier de maniére précise la
concentration des molécules composant les empreintes métabolomiques globales mais
s’attachent a détecter des variations semi-quantitatives. Néanmoins, des études de répétabilité et
de stabilit¢ doivent étre réalisées afin de s’affranchir des variations qui seraient imputables a la

méthode ou a la dégradation des métabolites pendant la durée des analyses.
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Figure 111-1 : Validation globale de la répétabilité n=5 échantillons

Tableau I11-1: Validation de la stabilité sur 24 heures.

Différence Différence
Nombre de . o )
variables Moyenne Ecart-type Probabilité  observéeala observée aux
moyenne écart-types

Extra.|t5 TO 271 13558 32991 128 2595
Extraits T24 271 13686 35586
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1.2.2.3.1.  Répétabilité de la mesure

Cinq injections successives d’un échantillon témoin et d’un échantillon traité¢ a la reGH
(prélevée a Ji5) ont été réalisées sur un systtme LC-HRMS composé d’une colonne
chromatographique Uptisphere C18 HDO et d’un analyseur LTQ-Orbitrap'". Le traitement des
données des chromatogrammes témoins et traités a été effectué a I’aide du logiciel XCMS. Cette
étape a permis d’extraire et de sélectionner les pics composant les empreintes (1956 pics). Les
moyennes, écarts-types et CV des intensités de ces pics ont été calculés. La majorité des pics
(environ 75%) présentent un CV inférieur a 25 % ce qui est tout a fait acceptable. Les ions
détectés sont donc exploitables analytiquement pour que I’on puisse détecter une éventuelle
variation de leur intensité liée a I’administration de la reGH (Figure III-1). Le méme processus a

été effectué pour cinq autres échantillons et a conduit au méme résultat.

1.2.2.3.2. Stabilité des échantillons

Trois extraits ont été injectés une premicre fois (TO) sur une colonne chromatographique
Uptisphere C18 HDO couplée a un spectrometre de masse , conservés a 4°C dans I’injecteur puis
réinjectés 24 heures plus tard (T24). Les données LC-HRMS ont ensuite été retraitées par le
logiciel XCMS et seul les ions possédant un signal sur bruit supérieur a trois ont été sélectionnés.
Sur la base des intensités MS de ces ions, des moyennes ont été calculées pour chaque groupe
(TO et T24) et comparées grace au test de student via un test t pour des échantillons appariés. Les
composés sont considérés comme instable si le coefficient alpha associé au test de student est
inférieur a 0,05 (5%).

Le Tableau III-1 démontre que les variables sont stables avec une valeur de p=0,5 (soit,
trés nettement supérieur a 0,05). En effet, aucune différence significative entre les échantillons

du groupe TO et T24 ne peut étre mise en évidence.
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Tableau 111-2: Composés composant la solution de standards

Temps de rétention (min)

Temps de
Composés i ) P ) [M+H]+ Famille
rétention (min)
Daidzéine 26,9 255,06 .
: - Phytoestrogenes
Biochanine A 31,9 285,07
Méthyltestostérone 31,6 303,23
MedroxyProgestérone Stéroides
yrrog 33,4 387,25
acétate
Triamcinolone 24,6 395,16 Corticostéroides
Ponastérone A 27,7 465,32 Ecdystéroides
MRFA 14,2 524,26 Peptides
40 +
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20
15
10
S - .
0 Début I Milieu I Fin
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—x— Triamcinolone —e— Ponastérone A
—+— MRFA

Figure 111-2 : Evolution des temps de rétention pour chaque analyte composant la solution de référence en

début, milieu et fin de séquence.
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1.2.2.4, Controles qualités de la mesure

Les approches métabolomiques ne reposent pas sur la mesure de composés cibles, il est
donc difficile d’évaluer le maintien des performances du systéme dans le temps en se basant sur
un ou des signaux particuliers. Dans ce contexte, des « contrdles qualités » ont été introduits au
sein des séquences analysées dans le but d’évaluer la répétabilité, la reproductibilité et la
sensibilité de la mesure.

Une solution de référence, correspondant a un mélange équimassique de sept analytes
permettant de couvrir des gammes de temps de rétention et de rapports masse sur charge
différents, a été injectée en début, milieu et fin de séquence afin de vérifier la sensibilité
(intensité MS), la répétabilité, la précision de la mesure et ainsi de valider chaque série d’analyse
(Tableau III-2). L’évolution du temps de rétention des analytes au sein d’une séquence est
illustrée sur la Figure III-2 et ne montre aucune dérive. De méme, la Figure III-3 montre
I’abondance des intensit¢ MS de chaque analyte en début, milieu, et fin de séquence. Les
performances de 1’appareil ont été jugées satisfaisantes et a peu prés équivalentes pour les
analyses réalisées au sein d’une séquence donnée autorisant la poursuite du traitement et de

I’analyse des données.
1.2.3. Retraitement des données

1.2.3.1. Evolution globale du métabolome

L’ensemble des extraits urinaires collectés au cours de ’expérimentation de Coye la
Forét, de J.; a J; 30 (n= 66), sur les deux chevaux a été analysé en vue d’établir des empreintes
métaboliques urinaires. Les données brutes déconvoluées par le logiciel XCMS ont permis de
mettre en évidence un total de 2375 ions intégrés constituant les empreintes métaboliques
urinaires. Le logiciel utilisé intégre de surcroit une premiere étape de retraitement statistique
puisqu’il réalise un test de Student (t-test) sur les ions intégrés afin de déterminer leur degré de
significativité statistique (p-value) en terme de discrimination des sous-groupes d’échantillons
préalablement spécifiés lors du retraitement des données (dans le cas présent, les échantillons
collectés avant expérimentation (J.; a J.;) et les échantillons collectés aprés traitement (J;; a
J+30). Les ions sont ensuite classés selon ce caractere discriminant du plus significatif au moins
significatif et un rang correspondant leur est attribué. Le logiciel calcule ¢galement le rapport

d’abondance moyenne observé pour chacun des ions entre les groupes a discriminer (ratio).
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Figure 111-3 : Moyenne des intensités MS de chacun des 7 analytes composant la solution de référence en

début (1), milieu (2), et fin (3) d’une séquence donnée.
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Figure 111-4 : Volcano-plot des 2375 ions extraits par le logiciel XCMS pour I’analyse des échantillons
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Ces trois indicateurs permettent donc une premicre caractérisation du pouvoir
discriminant des ions constituant ’empreinte et sont donc une indication quant a leur intérét
potentiel en tant que candidat biomarqueur.

Une premiére représentation rapide des données acquises, « le volcano-plot », consiste en
la représentation pour un jour donné de chaque ion constituant les empreintes (caractérisé par un
Tr et m/z donnés) en fonction de sa valeur de ratio (en abscisse) et de son degré de significativité
(p-value, en ordonnée). Les ions se situant a gauche du graphique correspondent a des ions qui
sont en moyenne plus abondants dans le profil métabolique urinaire des chevaux avant traitement
que ceux apres traitement. De la méme facon, les ions situés a droite sur le graphique sont des
ions en moyenne plus abondants dans les empreintes urinaires des chevaux traités. Des limites
d’acceptabilité des ions peuvent ainsi étre fixées afin d’¢éliminer les composés dont le pouvoir
discriminant ne serait pas suffisant pour permettre la séparation de deux groupes d’animaux.
Ainsi classiquement, la limite de la p-value est fixée a 0,05. D’autres limites ont été fixées a un
ratio soit inférieur a 0,66 soit supérieur a 1,5, ceci correspondant a des ions d’un groupe qui
seraient en moyenne 50% plus abondants que dans 1’autre groupe. Ainsi, les ions qui répondent a
ces critéres et qui apparaissent les plus pertinents en vue de discriminer les deux populations
(J+7) se situent dans la partie rose du graphique Figure I11-4.

Au regard du « volcano-plot » obtenu pour le jour de prélevement Ji7, un nombre
important d’ions (920 ions d’intérét dans la partie en rose) apparait comme pertinent en vue de
discriminer les deux populations. Ce résultat montre que le métabolome global des chevaux est
affecté apres traitement a I’hormone de croissance recombinante équine. Suite a 1’administration
de reGH, il apparait que le nombre d’ions dont I’abondance est supérieure chez les animaux
traités est plus élevé. Le profil métabolique urinaire des animaux traités semble donc se
caractériser par une surreprésentation d’un certain nombre de composés.

Ces premiers résultats encourageants montrent qu’il est nécessaire d’étudier plus
profondément ces empreintes. Un recours aux outils statistiques est a ce stade indispensable au

vu du nombre élevé d’ions impliqués dans cette étude.

1.2.3.2. Analyses statistiques

L’objectif de ces analyses est de mettre au point un modele statistique descriptif et
prédictif, basé sur les différents signaux spectrométriques constituant les empreintes

métaboliques, permettant de discriminer les urines collectées avant et apres traitement a la reGH.
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Figure 111-5 : ACP réalisée sur la base des 2375 ions formant les empreintes métaboliques urinaires de tous
les jours de collecte. Les triangles verts représentent les observations correspondant aux animaux traités ; les

triangles rouges représentent les observations correspondant aux animaux avant traitement.
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Le nombre trés important de ces signaux est tel que les outils statistiques de type
multivariés sont indispensables pour I’extraction et la visualisation de I’information utile
contenue dans les données.

Des analyses statistiques adaptées aux tableaux composés de plusieurs échantillons et de
plusieurs dizaines de variables ont été réalisées. Une analyse en composante principale (méthode
non supervisée) et une analyse discriminante de type OPLS ont été appliquées aux jeux de

données de 1’étude.

1.2.3.2.1.  Analyse non supervisée de type ACP

Une Analyse en Composante Principale (ACP) a été effectuée sur les 2375 signaux
intégrés par le logiciel XCMS suite au retraitement des acquisitions correspondant a toutes les
journées de collecte.

L’objectif d’une ACP est de restituer et de synthétiser I’information contenue dans une
matrice X qui correspond aux données de départ, i.e aux différents ions intégrés. Dans ce but,
des composantes principales sont calculées. Elles correspondent a des combinaisons linéaires des
variables initiales (i.e ions) qui s’attachent a restituer la variabilit¢ des données originelles. La
premicre composante principale est donc extraite afin de restituer le maximum de variabilité¢ des
données.

Pour simplifier la visualisation des résultats, les urines collectées avant le traitement sont
annotées sous le sigle ¢ (contrdle), et les urines collectées apres le début du traitement et jusqu’a
la fin des prélévements sont annotées sous le sigle t (traité).

Les résultats obtenus (Figure III-5) montrent qu’il est possible de mettre en évidence une
différenciation entre les échantillons collectés avant et aprés administration de reGH uniquement
sur les projections des composantes principales 3 et 4 (pointillés noirs). Méme si les valeurs de
R*X sont relativement faibles (R*X (3)=0,09 et R*X (4)=0,04), cette analyse montre qu’il est
possible de discriminer les échantillons collectés en fin d’expérimentation (J.30) des échantillons
collectés avant administration de reGH et semble ainsi démontrer que le métabolisme des
chevaux reste affecté 30 jours aprés le début du traitement. Si il peut paraitre surprenant que les
premi¢res composantes principales (axe 1 et 2) ne jouent a priori aucun rdle dans Ia
discrimination des échantillons, ce phénomeéne peut s’expliquer par le fait que les axes sont
certainement construits dans le but d’expliquer des facteurs de variabilité autres que celui lié au

traitement de I’hormone de croissance équine recombinante.
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Figure 111-6 : OPLS réalisée sur la base de 2375 ions formant les empreintes métaboliques urinaires de tous

les jours de collecte.
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En effet, les facteurs de variabilité biologiques ou analytiques peuvent souvent masquer
I’information recherchée, il est donc intéressant d’introduire une variable Y (dans notre cas le
statut de I’animal, i.e traité ou contrdle) afin de réaliser une nouvelle analyse de type OPLS qui
permet de rechercher I’information liée a la problématique (dans notre cas, différenciation d’un

animal non traité et d’un animal traité¢ a la reGH).

1.2.3.2.2.  Analyse supervisée de type OPLS

Afin de diminuer I’influence des facteurs de variabilité autres que celui étudié, une
variable Y est introduite dans le jeu de données grace a une analyse supervisée de type OPLS
(Orthogonal Partial Least Square).

L’analyse OPLS relie une variable Y a expliquer, dans notre cas I’appartenance de
chaque observation a un groupe donné (i.e celui des urines collectées avant ou apres traitement a
la reGH), a un bloc de variables explicatives X, dans notre cas les signaux identifiés par XCMS.
La qualit¢ des modéles ainsi construits peut étre évaluée par deux paramétres : R*(Y), qui
correspond & la proportion de variance qui peut étre expliquée par la variable Y, et, Q*(Y) la
capacité a restituer (prédire) la variable Y.

L’OPLS réalisée sur 1’ensemble des 2375 ions (Figure III-6) montre une forte
discrimination entre les échantillons collectés avant et apres traitement a la reGH. De plus, ces
résultats confirment par rapport a ’ACP qu’il est toujours possible de discriminer les
¢chantillons collectés 30 jours aprés le début de I’expérimentation. La séparation géographique
des deux populations sur le graphique est associée avec une valeur élevée de R*(Y)=0,98 et de
Q*(Y)=0,92. Le modéle se montre d’un point de vue descriptif excellent et bien meilleur que
celui obtenu avec une analyse en composante principale. La validation de ce modéle constitue

1’étape suivante.

1.2.3.2.3. Validation du modele OPLS

* Par test de permutation

L’analyse OPLS présentée en Figure I1I-6 est fondée sur 2375 ions détectés dans les 60
¢chantillons analysés. Puisque le nombre d’échantillons est nettement inférieur au nombre de
variables, il est donc important de vérifier que la discrimination observée sur la Figure I1I-6 n’est
pas liée a des variables non significatives et par conséquent a un facteur chance. Un test de
permutation qui consiste a réaffecter aléatoirement le statut des animaux pris en compte dans la

variable Y a alors été effectué et est présenté sur la Figure I1I-7.
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Figure 111-8 : OPLS réalisée sur la base de 2375 ions formant les empreintes métaboliques urinaires de tous
les jours de collecte. Les triangles rouges et bleus représentent respectivement les échantillons collectés avant
et aprés administration de reGH du jeu d’étalonnage. Les triangles verts et jaunes représentent
respectivement les échantillons collectés chez les animaux non traités et traités a la reGH du jeu de validation,

c'est-a-dire qui ont été prédits par le modele.
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Les résultats indiquent clairement que les valeurs de R*(Y) et surtout de Q*(Y)
deviennent plus faibles lorsque la variable Y est soumise a des permutations (n=20). Ils
démontrent ainsi que le modele n’est pas le résultat d’un facteur chance mais d’une réelle
différence observée entre les échantillons collectés avant et aprés administration de reGH.

* Par validation croisée

Pour évaluer le modéle OPLS, les échantillons ont été divisés en deux jeux de données : un jeu
comprenant 2/3 (n=44) des échantillons correspondant au jeu d’étalonnage et un jeu comprenant
le tiers (n=22) restant correspondant au jeu de validation.

L’objectif est d’établir un modele descriptif et prédictif sur le jeu d’étalonnage et de
vérifier les performances du modele sur le jeu de validation.

Sur la base des 2375 variables sélectionnées, le jeu d’étalonnage a ét€¢ soumis a une
analyse OPLS : deux composantes ont été extraites (1 prédictive+ 1 orthogonale). La Figure I11-8
représente la composante prédictive et la composante orthogonale du modele mis en place.

Pour le jeu d’étalonnage, les extraits urinaires collectés avant et aprés administration de
reGH sont parfaitement discriminés. Les caractéristiques du modéele sont les suivants :
R*(Y)=0,95 et Q*(Y)=0,88. Ces valeurs indiquent que le modéle restitue parfaitement la variable
Y (Pappartenance de chaque échantillon au groupe des animaux non traités ou traités) et qu’il a
bon pouvoir prédictif qui se traduit par la classification sans erreur du jeu de validation. Le

modele peut donc étre qualifié de pertinent sur le point de vue descriptif et prédictif.

1.2.3.2.4. Conclusions

L’utilisation d’une analyse statistique de type OPLS a permis de mettre au point un
modele chimiométrique robuste d’un point de vue descriptif et prédictif pour I’analyse
métabolomique d’échantillons urinaires. Comparé a 1’analyse en composante principale (ACP),
ce modele permet une meilleure discrimination des échantillons collectés avant et apres
administration de reGH.

Ce modele n’a pas pour but d’étre utilis¢é comme outil prédictif car il repose sur 1’étude
d’un nombre trés limit¢ d’animaux (n=2) mais il démontre la faisabilit¢ d’une approche
métabolomique. En effet, il conforte les choix réalisés en ce qui concerne les doses de reGH
administrées, la préparation des échantillons, les prises d’empreintes par spectrométrie de masse,
le traitement et les analyses de données. Cependant, cette recherche doit étre étendue a une
population plus ¢élargie composée d’animaux contrdles et traités pour utiliser la métabolomique

comme un outil prédictif et conforter I’intérét d’une telle méthode pour le controle anti-dopage.
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2. ETUDE D’UNE POPULATION CONSTITUEE DE 13
ANIMAUX

2.1.  Optimisations techniques

Les travaux précédents ont permis de mettre en place les différentes étapes nécessaires a
la réalisation de notre étude et ont confirmé la faisabilité d’une approche globale de type
métabolomique pour la problématique associée a 1I’administration de reGH. En effet, les résultats
ont montré qu’il était possible de souligner des différences significatives entre les profils
métaboliques urinaires collectés avant et aprés administration de reGH a deux chevaux. Le but
de ces travaux était de vérifier que la stratégie adoptée permettait de mettre en évidence des
perturbations métaboliques. Cependant, aucune optimisation sur la préparation des échantillons,
les conditions chromatographiques ou spectrométriques n’a été réellement effectuée. Dans
I’optique d’appliquer cette stratégie a une étude de population composée d’individus controles et
traités a I’hormone de croissance recombinante équine, une optimisation technique a été
engagée.

Elle a pour but d’obtenir des empreintes métaboliques a haut débit les plus riches
possibles pour lesquelles les ions d’intéréts devront présenter des exigences analytiques

suffisantes pour pouvoir amorcer une étape d’élucidation structurale.

2.1.1.  Optimisation de la préparation des échantillons

La qualité de la préparation des échantillons est un facteur important pour le succes de la
procédure analytique. Elle intervient a plusieurs niveaux. Tout d’abord, elle permet d’extraire les
analytes des matrices complexes d’intérét telles que le plasma et I’urine. De plus dans le cas de
métabolites présentant de faibles concentrations, la technique de préparation des échantillons est
une étape critique pour la détection future de ces composés par le systéme d’analyse.

Dans le cas d’une approche ciblée, la préparation d’échantillons doit étre la plus spécifique
possible afin d’obtenir la meilleure sensibilité et la meilleure spécificité possibles sur les
composés cibles d’intérét présents a 1’état de trace. Cependant dans le cas d’une approche
métabolomique non ciblée, I’ensemble des composés a faible poids moléculaire présente un
intérét. Par conséquent, la préparation des échantillons doit étre la plus simple possible.

Il n’existe pas de technique universelle et plusieurs types de préparation des échantillons peuvent

étre utilisés.
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Tableau I11-3: Liste des prélevements utilisés pour I’optimisation de différents paramétres analytiques

Référence  Nomdu  Statut du cheval Prélévements analysés
cheval
Cheval 1 Lago Traité J-2, )45, J+11, J+23
Cheval 2 Isis Traité J-2, )45, J+11, J+23
Cheval 3 Longo 1 Traité 143, J+7, J+15, J+69
Cheval 4 Laius Traité J-2, J45, J+11, J+23
Cheval 5 Haxius Traité J43, J+7, J+15, J+69
Cheval 6 Nora Traité 143, J+7, J+15, J+69
Cheval 7 Gamin Non Traité J-2, 145, J+11, J+23
Cheval 8 1défix Non Traité J-2, )45, J+11, J+23
Cheval 9 Longo 2 Non Traité J-2, 145, J+11, J+23
Cheval 10 Oscar Non Traité 143, J+7, J+15, J+69
Cheval 11 Mirage Non Traité J-2, 145, J+11, J+23
Cheval 12 Utopie Non Traité J43, J+7, J+15, J+69

Cheval 13 Milton Non Traité 1+3, J+7, J+15, J+69
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Parmi elles, I’extraction liquide-liquide (LLE) (Wu et al, 2008), I’extraction sur phase solide
(Idborg-Bjorkman et al, 2003), I’injection directe, la précipitation des protéines (Bruce et al,
2009) et la filtration sont les plus fréquemment employées dans les études métabolomiques.

La filtration suivie d’une étape de lyophilisation comme premier choix de préparation des
échantillons nous a permis d’obtenir des résultats pertinents sur I’étude des échantillons de Coye
la Forét. Cependant, dans le but d’étendre ce choix de préparation des échantillons a une étude
de population qui engendre 1’analyse de plusieurs centaines d’échantillons, I’extraction sur phase

solide et la filtration sans étape de lyophilisation ont été testées.

2.1.1.1. Echantillons et protocoles

L’optimisation de la préparation des échantillons a portée sur I’étude de plusieurs
¢échantillons collectés lors de 1’expérimentation effectuée a I’Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse. Les échantillons ont été choisis de telle sorte a obtenir un panel représentatif des
populations contrdle et traitée a 1’hormone de croissance. Les différents échantillons urinaires
analysés pour chaque cheval sont répertori¢s dans le Tableau III-3.

La premiere technique consiste a filtrer les extraits urinaires sur des filtres 10 kDa
(Méthode A), la seconde méthode consiste a rajouter une étape de lyophilisation apres la
filtration des extraits urinaires (Méthode B), et la troisiéme méthode est une extraction sur phase
solide peu spécifique (Méthode C). Les protocoles des trois techniques de préparation des
¢chantillons sont décrits dans le chapitre 11 Matériel et Méthode.

L’ensemble des échantillons a été préparé pour chaque méthode et injecté en chromatographie

liquide équipée avec un spectrométre de masse hybride Q-TOF.

2.1.1.2. Richesse des empreintes LC-HRMS

Pour mesurer la richesse des empreintes LC-HRMS obtenues avec les trois méthodes de
préparation des échantillons, des blancs constitués d’eau ultra pure ont été injectés au sein de la
séquence HPLC. Le retraitement des données par le logiciel XCMS repose sur la comparaison
des empreintes urinaires de 1’ensemble des 52 échantillons urinaires avec les empreintes des

blancs (n=40).

141



Nombre d’ions

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Tableau I11-4 : Richesse des empreintes métabolomiques obtenus pour les trois techniques de préparation des

échantillons
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Figure 111-9 : Histogrammes représentants les coefficients de variation obtenus pour chaque technique de

préparation des échantillons. (A) Filtration sur des membranes de coupure de seuil 10kDa, (B) Filtration

suivie d’une étape de lyophilisation, (C) Extraction sur phase Oasis HLB.
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Les résultats du Tableau III-4 montrent que chacune des méthodes testées permet de
générer des empreintes riches (>5000), néanmoins, le nombre d’ions constituant les empreintes
metabolomiques est plus élevé pour 1’étape de filtration suivie d’une étape de lyophilisation
(Méthode B). La richesse des empreintes ne peut pas étre 1'unique facteur qui caractérise la
pertinence d’une technique de préparation des échantillons, il est également important d’évaluer

sa répétabilité.

2.1.1.3. Répétabilité

Afin d’évaluer la répétabilité de chaque technique de préparation des échantillons, un
méme extrait urinaire a été préparé 5 fois, pour chacune des méthodes, chaque extrait a été
injecté sur le LC-Q-TOF. Les données LC-HRMS ont ensuite été retraitées par le logiciel
XCMS. Des calculs de coefficient de variation (CV) fondés sur les cinq injections du méme
¢chantillon ont alors été effectués sur la totalité des ions extraits par le logiciel. Les résultats sont
présentés sur la Figure I11-9. Pour les Méthodes A et B, les coefficients de variation sont pour la
majorité des ions inférieurs a 35 % (trait en pointillé rose) contrairement a la méthode C ou les
coefficients de variation sont pour la majorité des ions inférieurs a 45 %. La méthode de
préparation fondée sur une extraction sur phase solide présente donc la plus mauvaise
répétabilité. La variabilité due a cette méthode pourrait alors masquer une variation des intensités
des ions d’intérét. La méthode C a alors été exclue.

Les méthodes A et B different seulement par une étape de lyophilisation. Cependant,
cette étape représente un colt élevé en appareillage et temps qui pourrait rendre difficile la
réalisation d’analyses a haut débit en routine. Il est donc important de savoir si le nombre plus
¢levé d’ions constituant les empreintes obtenues pour la méthode B permet d’extraire des ions
d’intérét supplémentaires comparé a la méthode A. Des analyses statistiques ont alors été

effectuées dans le but de comparer les ions extraits pour les méthodes A et B.

2.1.1.4. Comparaison des ions obtenus par les Méthodes A et B

Une étude approfondie des ions constituant les empreintes urinaires obtenues apres une
préparation des échantillons par la méthode A et la méthode B a été effectuée. Cette étude révele
que 95% des ions sont communs aux deux méthodes. Les 5% d’ions restant sont pour la plupart

des ions uniquement extraits par la méthode B.
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Tableau I11-5: Caractéristiques des colonnes Uptisphere C18 HDO, Uptisphere Strategy et Luna HILIC

Caractéristiques

Uptisphére C18 HDO (15cm * 0,2cm; 3um) Uptisphere Strategy NEC (10cm * 0,2cm; 3um) Luna HILIC (150cm * 0,2cm; 3.5um)
Taille des particules (um) 2.2 3 3.5
Teneur en carbone total (%) 17 18
Surface (mz/g) 320 425 200
Diamétre moyen des pores(A) 120 100 200
Gamme de pH 1.5-7 1.5-7 1.5-8
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La totalité de ces 5% d’ions restants (150 ions) possédent des p-value trés inférieures a
0,05 et un examen visuel des chromatogrammes d’ions extraits a révélé qu’il s’agissait souvent
d’ions chromatographiquement mal résolus. Leur intérét en tant que potentiel biomarqueur est

donc trés peu probable.

2.1.1.5. Conclusions

L’intégralité¢ de cette étude révele que la méthode de préparation des échantillons par
filtration sur des filtres présentant des coupures de seuil de 10 kDa avec ou sans étape de
lyophilisation permet d’obtenir des empreintes métabolomiques riches et pour lesquelles la
répétabilité est trés acceptable. Une étude approfondie a montré que les deux méthodes
permettent d’extraire a plus de 95% les mémes ions. Les 5% d’ions restants sont des ions
uniquement extraits par la méthode B. Pour la discrimination des animaux non traités et traités a
la reGH, leur intérét semble limité en raison de leur mauvaise résolution chromatographique et
faible degré de significativité accordé. Il existe donc peu de différences entre les méthodes de
préparation A et B en terme de composition des empreintes métabolomiques urinaires. Afin de
diminuer le temps et le colt de 1’analyse, la filtration sans étape de lyophilisation a donc été
choisie comme préparation des échantillons pour 1’é¢tude future des échantillons provenant de

I’expérimentation de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

2.1.2.  Optimisation de la chromatographie

Dans le but de sélectionner une phase stationnaire permettant la détection d’un nombre
maximum de métabolites tout en respectant des critéres de performance chromatographique et un
temps d’analyse respectable, trois colonnes ont été testées. Il s’agit des colonnes Uptisphere C18,
Uptisphere Strategy NEC et Luna HILIC dont les caractéristiques concernant la taille des
particules, la surface, et la teneur en métal, sont présentées dans le Tableau III-5. Ce choix
repose sur les données bibliographiques qui montrent que la plupart des applications LC-HRMS
dans le domaine de la métabolomique reposent sur I’utilisation de colonnes conventionnelles
avec un diameétre interne compris entre 2,1- 4,6 mm, une longueur de colonne entre 5 et 25 cm et
une granulométrie entre 3 et 5 um (Lenz et al, 2004 ; Wagner et al, 2006). La plupart des phases
stationnaires employées sont des phases inverses greffées par des chaines octadécyle mais des
groupements polaires de type carbonyel ou amide sont de plus en plus insérés afin d’améliorer la
rétention des composés polaires. En paralléle, les phases de type HILIC (Hidrophilic interaction

chromatographic) sont de plus en plus utilisées pour ’analyse des composés polaires.
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Tableau I11-6 : Nombre d’ions détectés aprés retraitement des données LC-MS obtenues avec trois phases

chromatographiques différentes.

Nombre d'ions détectés par le

logiciel XCMS
Colonne Uptisphere C18 HDO
(150*2 mm; 3um)
2088
Colonne Uptisphere Strategy
NEC (100*2 ;2,2
(100%2 mm; 2,2 um) 6506
Colonne Luna HILIC
(150*2 mm; 3um)
2280

Tableau I11-7 : Calcul des performances chromatographiques obtenus pour I’analyse de 4 composés ciblés

Uptisphere C18 HDO Uptisphere Strategy NEC Luna HILIC
. Largeur a
Largeur a Nombre L Nombre 9 . Nombre
. . . Largeur a mi- . mi-
Tr (min)  mi-hauteur plateaux Tr (min) . plateaux Tr (min) plateaux
. . hauteur (min) .. hauteur ..
(min) théoriques théoriques ] théoriques
(min)
Acétylcarnitine 2,80 0,12 3011 1,76 0,08 2681 4.6 0,22 2420
L-carnitine 2,05 0,14 1184 1,46 0,12 808 3,00 0,39 328
Glucose 6,64 0,14 12454 3,74 0,08 12108 5,60 0,54 654
Delta-12-
Prostaglandine J2 21,06 0,21 55621 9,72 0,08 81872 Bruit de fond
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2.1.2.1. Comparaison de la richesse des empreintes

Les échantillons présentés dans le Tableau I11-3 (n=52) ont ét¢ préparés par filtration puis
injectés sur chaque phase stationnaire. Les prises d’empreintes acquises sur le Q-TOF ont ensuite
¢été retraitées par le logiciel XCMS de telle sorte & pouvoir comparer les empreintes des animaux
controles versus celles des animaux traités.

Le nombre d’ions détectés apres retraitement de 1’ensemble des données LC-HRMS est présenté
dans le Tableau III-6. Ce tableau montre que le nombre d’ions détectés est plus €élevé lorsque les
analyses sont réalisées a I’aide d’une colonne Uptisphere NEC et démontre ainsi que les
empreintes urinaires sont plus riches sur ce type de phase inverse. La richesse des empreintes
métaboliques urinaires peut étre considérée comme un premier indicateur de la capacité d’une
colonne a séparer des composés d’un mélange complexe. Cependant, I’efficacité de cette

colonne doit étre calculée en complément afin de s’assurer et de valider son intérét.

2.1.2.2. Calcul des performances chromatographiques

Les performances chromatographiques de chaque colonne ont été calculées en se basant
sur I’analyse d’un seul échantillon urinaire. L’échantillon a été choisi au hasard et injecté 10 fois
sur le systtme LC-Q-TOF. Parmi les nombreuses molécules constituant les empreintes, 4
composés (le glucose, la L-carnitine, 1’acétylcarnitine et la delta-12-prostanglandine) ont pu étre
identifiés grace a I’injection de standards qui ont permis de vérifier la masse exacte, le temps de
rétention ainsi que la formule brute.

Les résultats, spécifiques de chaque colonne, obtenus pour chaque composé sont
présentés dans le Tableau III-7. Ils montrent que le nombre de plateaux théoriques calculés pour
les quatre composés recherchés est équivalent avec 1’utilisation d’une colonne Uptisphere C18
HDO et d’une colonne Strategy NEC. Ces travaux démontrent ainsi que la résolution
chromatographique sur la colonne Uptisphere Strategy NEC est maintenue bien que le temps
d’analyse soit diminué par 3. Par conséquent, elle s’avere étre la colonne chromatographique la
plus intéressante en terme de temps d’analyse, de nombre d’ions séparés, et de résolution
chromatographique.

La phase stationnaire HILIC a été testée dans le but principal d’améliorer la rétention des

composés polaires.
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Figure 111-10 : Analyse OPLS des empreintes plasmatiques de 56 échantillons analysés en mode d’ionisation
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Le nombre de plateaux théoriques calculés s’avere tres faible comparé aux deux autres
colonnes. Ce résultat peut paraitre surprenant puisque I’HILIC est une colonne qui a pour but
d’améliorer la rétention des composés polaires et a fortiori le nombre de plateaux théoriques.
Cependant, le nombre de plateaux théoriques calculé pour les standards préparés dans 1’éthanol
est largement supérieur (multiplié par 5) par rapport aux molécules extraites de la matrice
urinaire. Ce résultat pourrait alors étre expliqué par le fait que les performances

chromatographiques sont fortement altérées par la matrice biologique.

2.1.2.3. Conclusions

La colonne Uptisphere Strategy NEC présente les meilleures performances en terme de
temps d’analyse et de résolution chromatographique pour 1’analyse du glucose, de la L-carnitine,
I’acétylcarnitine et la delta-12 prostaglandine. Les excellents résultats obtenus pour ces quatre
composés aux polarités et propriétés physico-chimiques différentes suggérent que cette colonne

est appropriée pour une analyse métabolomique non ciblée.

2.1.3.  Comparaison des modes d’ionisation positif et négatif

Les échantillons plasmatiques (n=52) et urinaires (n=52) présentés dans le tableau III-3
ont été préparés par filtration sur des membranes de seuil de coupure 10kDa puis analysés par
LC-HRMS en mode d’ionisation positif et négatif. Les échantillons ont ensuite été retraités par le
logiciel XCMS.

Il s’avére que le nombre d’ions constituants les empreintes métabolomiques est plus faible en
mode d’ionisation négatif. En effet, le rapport entre le nombre d’ions composant les empreintes
métabolomiques en mode d’ionisation négatif par rapport au mode d’ionisation positif est
d’environ 2/3. Les métabolites extraits seraient alors plus facilement ionisables en mode
d’ionisation electrospray positif.

Une étude approfondie des empreintes obtenues en mode d’ionisation négatif et positif démontre
la possibilité de mettre en évidence un nombre relativement ¢levé d’ions répondant a des criteres
statistiques tels qu’une p-value inférieure a 0,05, un ratio compris entre 0,66 et 1,5, et des
résolutions chromatographiques excellentes. Ainsi, la Figure I1I-10 représente une OPLS fondée
sur les intensités MS de 86 ions présents dans les empreintes plasmatiques analysés en mode

d’ionisation négatif de chevaux controles et traités a la reGH.
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L’ensemble de ces ions a été sélectionné grace a I’application des critéres énoncés ci-dessus.
Cette analyse montre une séparation remarquable entre les échantillons collectés chez la
population contrdle et traitée 4 la reGH avec des valeurs de R*(Y)= 0,82 et Q*(Y)=0,72.
Cependant, les ions intéressants pour cette étude en mode d’ionisation négatif ont des intensités
relativement faibles (Figure III-11). Le méme phénomene a été observé pour I’analyse des
extraits urinaires en mode d’ionisation négatif. Dans [’optique d’envisager une étape
d’¢lucidation structurale sur ces ions d’intérét, une purification supplémentaire devra étre
effectuée avant d’entamer toute étape de fragmentation MS-MS.

Pour I’ensemble de ces raisons, 1’ionisation en mode positif pour la mise au point de mod¢les
chimiométriques descriptifs et prédictifs a donc été choisie préférentiellement au mode

d’ionisation négatif.

2.1.4.  Comparaison des performances de trois analyseurs

Comme nous I’avons vu précédemment, la diversité des métabolites en termes de
structure chimique, polarité et concentration empéche I’analyse du métabolome par une seule
méthode. Il est donc important de réaliser plusieurs séries de tests pour les choix de préparation
des échantillons, de séparation chromatographique mais également des paramétres
spectrométriques dans le but de sélectionner les conditions les plus adaptées a notre étude. Dans
ce contexte, les empreintes métabolomiques urinaires obtenus sur trois appareils de

spectrométrie de masse : LTQ-Orbitrap™, MicroTOF et MicroTOF-Q-II ont été comparées.

2.1.4.1. Echantillons, préparation et conditions chromatographiques

Plusieurs échantillons collectés lors de I’expérimentation effectuée a 1’Ecole Nationale

Vétérinaire de Toulouse ont été analysés de telle sorte a obtenir un panel représentatif des
populations controle et traitée a I’hormone de croissance. Les différents échantillons urinaires
analysés pour chaque cheval sont répertoriés dans le Tableau I1I-3.
Les échantillons ont été filtrés sur des membranes de coupure de seuil 10kDa avec une prise
d’essai de 400 pL. Ils ont ensuite ét¢ congelés a -20°C jusqu’a leur analyse. La séparation
chromatographique a ¢té effectuée avec la colonne Uptisphere C18 HDO dont le gradient a été
fixé a une durée de 1 heure.

Ils ont été ensuite analysés a I’aide de trois appareils de spectrométrie de masse : LTQ-
Orbitrap™, MicroTOF et MicroTOF-Q-II. Les données brutes LC-MS ont été retraitées par le

logiciel XCMS dont certains parameétres ont été€ ajustés en fonction de 1’analyseur utilisé.
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2.1.4.2. Mesure de I’effet global de I’administration de reGH sur le métabolisme des

chevaux

Les trois jeux de données correspondant aux analyses effectuées sur les trois
spectrometres de masse ont été retraités par le logiciel XCMS. Une matrice de x colonnes
(nombre d’ions extraits par le logiciel XCMS) et y lignes (nombre d’échantillons ou empreintes)
a été générée. Les 52 empreintes proviennent des échantillons collectés a J., Jis, Jis, Ji7, Jii11,
Ji1s, J1a3 et Jigo. Le retraitement des données LC-HRMS a alors permis d’extraire 1896, 2856, et
4450 ions des empreintes métabolomiques urinaires obtenues respectivement sur le LTQ-
OrbitrapTM, MicroTOF, et MicroTOF-Q-II. Le nombre d’ions extraits a partir des données LC-
HRMS acquises sur le spectrometre de masse hybride Q-TOF est largement plus élevé comparé
aux deux autres appareils. Méme si la richesse des empreintes est un indicateur intéressant, il est
important d’évaluer I’implication de ces ions extraits dans le traitement a 1’hormone de
croissance recombinante équine.

Pour les trois appareils de masse, des graphiques « volcano-plot » ont été réalisés (Figure
I11-12). Ils consistent a représenter pour chaque ion constituant les empreintes d’un jour donné
(J+7), sa valeur de ratio (en abscisse) et son degré de significativité statistique (p-value, en
ordonnée). Cette rapide visualisation permet d’avoir acceés a une représentation des perturbations
métabolomiques entrainées par 1’administration de reGH. Les ions qui apparaissent les plus
intéressants en vue de discriminer la population non traitée de la population traitée a la reGH se
situent dans la partie en rose du graphique délimitée par les limites d’acceptabilité a savoir la p-
value fixée a 0,05 et des valeurs de ratio inférieures a 0,66 ou supérieures a 1,5.

Les trois graphiques montrent qu’un nombre ¢levé d’ions répond a ces critéres. Les
résultats démontrent alors qu’il est possible de mettre en évidence une perturbation du
métabolome global des animaux par les trois spectrometres de masse utilisés.

Une étude plus approfondie montre qu’exactement 67, 133, et 174 ions se révelent
pertinents d’un point de vue statistique pour les échantillons collectés a J,; (Figure 11I-12) et
correspondant respectivement aux analyses effectuées sur le LTQ-Orbitrap’ ™, MicroTOF et
MicroTOF-Q-II. L’étude des autres jours de collecte aboutit a la méme conclusion a savoir que
les empreintes urinaires obtenues sur le LC-Q-TOF sont d’une part les plus riches en terme de
nombre d’ions détectés mais également celles qui possédent le plus d’ions pertinents d’un point

de vue statistique.
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2.1.4.3. Analyses statistiques en vue de la création de modeles statistiques et descriptifs

Le retraitement des empreintes LC-HRMS acquises sur le LC-LTQ-Orbitrap™, LC-TOF,
et LC-Q-TOF a permis d’extraire respectivement 1896, 2856, et 4450 ions. Une recherche des
ions répondant aux critéres statistiques énoncés précédemment a été effectuée pour chaque jour
de collecte étudié. Le regroupement de ces ions a permis de sélectionner exactement 180, 350 et
600 ions statistiquement pertinents pour les jeux de données provenant des analyses réalisées sur
le LC-LTQ-Orbitrap™, LC-TOF et LC-Q-TOF. Ces ions ont tout d’abord été étudiés en analyse
en composante principale (ACP). Cette analyse n’a pas permis d’extraire 1’information liée a
I’administration de reGH et ainsi d’observer une discrimination entre les échantillons collectés
chez des animaux contrdles et traités a ’hormone de croissance recombinante équine (données
non montrées).

Les ions extraits pour chaque jeu de données ont alors été soumis a une analyse
statistique OPLS. L’introduction d’une variable Y permet alors d’observer pour les trois analyses
une parfaite discrimination entre les deux populations (contrdle versus traité). Les valeurs
caractéristiques obtenues sont R2(Y)= 0,72; 0,73 ; 0,94 et QZ(Y)Z 0,28 ; 0,51 ; 0,54 pour les
analyses effectuées respectivement sur les spectrométres LTQ-Orbitrap'™, MicroTOF, et
microTOF-Q-II.

Les valeurs de R*(Y) sont acceptables pour les trois modéles et se traduisent par la
séparation visuelle des deux populations étudiées. Les valeurs prédictives de Q*(Y) sont plus
faibles mais peuvent étre expliquées par le fait que les modeles reposent sur un nombre
d’échantillons relativement peu élevé (n=52). En effet, un modele ne peut permettre la prédiction
de nouveaux échantillons que s’il est représentatif d’une population totale.

En I’occurrence, le nombre d’échantillons ainsi que le nombre d’individus est trop faible pour
pouvoir prétendre a des valeurs de Q(Y) élevées.

Cependant, les résultats obtenus montrent que les valeurs de R*(Y) sont acceptables pour
les trois types d’analyse et démontrent ainsi que les données obtenues avec les trois types
d’appareillage permettent la création de modéles chimiométriques corrects d’un point de vue
descriptif. Le pouvoir descriptif du modéle fondé sur les intensités MS des ions détectés par
analyse LC-Q-TOF peut méme étre qualifi¢ d’excellent avec une valeur de R*(Y)=0,943. Quant
aux valeurs de Q*(Y), elles révélent que le pouvoir prédictif est plus élevé dans le cas d’analyses
effectuées a 1’aide d’un spectrométre équipé d’un TOF ou d’un Q-TOF. Ces résultats sont
certainement liés aux valeurs des intensités MS des ions qui participent fortement a la

discrimination des deux populations.
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D’une part, les ions détectés avec un analyseur de type TOF ou Q-TOF sont plus
nombreux que ceux détectés avec un analyseur LTQ-Orbitrap'™. D’autre part, une étude
approfondie sur la nature des ions a révélé que 95% des ions détectés a 1’aide d’un analyseur
TOF et Q-TOF sont communs alors que seulement 15% d’ions communs ont pu étre mis en
évidence entre un analyseur LTQ-Orbitrap'™ et Q-TOF. Les ions qui participent a la
discrimination des deux populations, dans le cas d’analyses effectuées sur un appareillage de
type LC-LTQ-Orbitrap™ et LC-TOF ou Q-TOF, sont donc trés probablement différents de par
leur nature et propriétés physico-chimiques. Par conséquent, selon leurs concentrations,

propriétés et variations au cours du traitement, le pouvoir prédictif ne sera pas le méme.

2.1.4.4. Conclusions

Ces résultats démontrent la possibilité de mettre en place des modeles métabolomiques
fiables indépendamment du spectrométre de masse utilisé. Cependant, dans le cas particulier de
cette étude, les résultats obtenus sur un systeme LC-Q-TOF et LC-TOF permettant la détection
d’un nombre important de biomarqueurs statistiquement pertinents ont conduit a privilégier ce
type d’instrument. De plus les modeles métabolomiques fondés sur la détection de ces ions se
sont avérés excellents d’un point de vue descriptif et prédictif. L’ensemble de ces résultats mais
également sa disponibilité et la possibilité de réaliser des études de fragmentation, nous a amené
a continuer nos analyses sur un LC-Q-TOF pour I’étude métabolomique d’une population traitée

a I’hormone de croissance.

2.1.5. Conservation des échantillons

L’ensemble des échantillons urinaires et plasmatiques collectés au cours de
I’expérimentation a été congelé a -20°C jusqu’a analyse. Une attention particuliere a été portée
au nombre de congélation-décongélation subi a chaque échantillon. La stabilité des composés au
bout de trois cycles de congélation-décongélation a été étudiée sur un méme échantillon urinaire
et plasmatique. Le traitement des données des trois chromatogrammes (un pour chaque cycle de
congélation-décongélation) obtenus pour chaque échantillon a été effectu¢ a I’aide du logiciel
XCMS. L’application d’un test de bilarité a permis de montrer que moins de 5 % des variables

sont instables sur un cycle de congélation-décongélation.
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Les empreintes chromatographiques conservent le méme aspect suivant les cycles. De
plus, ’examen des rapports d’intensité des masses entre les différents cycles n’a pas mis en
évidence des problémes liés a la stabilité. Les composés sont dans 1’ensemble stables sur les
différents cycles de congélation-décongélation mais nous avons décidé de ne pas excéder 3

cycles.

2.2.  Application de la stratégie aux 13 chevaux de I’experimentation de

I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse

La stratégie analytique développée sur deux animaux d’expérimentation nous a permis de
démontrer la faisabilité et la pertinence d’une approche métabolomique appliquée a la mise en
¢vidence d’un traitement de I’hormone de croissance recombinante équine.

Puis, une optimisation de la préparation des échantillons, des conditions
chromatographiques et spectrométriques nous a permis sur un nombre d’échantillons
représentatif de la population non traitée et traitée a la reGH (n=52) de choisir les parametres les
plus favorables a la détection d’un grand nombre de métabolites. Le but d’une telle démarche
¢tait de mettre en évidence un maximum de signaux spectrométriques correspondant a de
potentiels biomarqueurs et autorisant la discrimination d’échantillons traités a la reGH de ceux
d’animaux témoins.

Les travaux menés dans cette partie portent sur 1’é¢tude des échantillons urinaires et
plasmatiques collectés sur les animaux contrdles et traités a la reGH lors de I’expérimentation
conduite au sein de 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Ils sont axés principalement sur
le retraitement et 1’analyse des empreintes métabolomiques et ont pour but la mise en place de
modeles chimiométriques capables de discriminer des individus traités a I’hormone de croissance

sur la base de la détection de candidats biomarqueurs.
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2.2.1. Etude des extraits urinaires

2.2.1.1. Empreintes LC-HRMS

2.2.1.1.1 Qualités des données acquises

Si dans le cadre d’analyses ciblées conventionnelles, le controle qualité¢ des données est
effectuée par I’ajout d’étalons internes spécifiques, ce type d’approche est plus difficile dans le
cadre d’analyses métabolomiques ou les échantillons contiennent jusqu’a 10 000 composés aux
propriétés physico-chimiques et concentrations trés différentes. Il est cependant trés important de
contrdler la qualité des données outre que par 1’ajout d’étalons externes.

Des étalons externes : la testosterone-D3 (m/z = 291,23, Tr=9,31 min) et la glucuronide-
testostérone-D3 (m/z= 467,27, 7,56 min) ont ét¢ ajoutés dans chaque extrait avant les analyses
LC-HRMS. IIs ont pour but de s’assurer de la qualité de la mesure en ce qui concerne 1’évolution
du temps de rétention, I’écart a la masse exacte et la variation des intensités MS. L’évolution du
temps de rétention est relativement stable au cours des injections (dérive inférieure a 2% par
rapport a la valeur moyenne). Un exemple de déviation du temps de rétention de la testostérone-
D3 au cours d’une séquence d’injection est donné en Figure III-13. La Figure III-14 illustre
I’abondance de 1’étalon externe testostérone-D3 au cours de 40 injections au sein d’une méme
séquence. Elle démontre que les performances de I’appareil fluctuent peu au cours du temps
puisque la quasi-totalité des intensités MS relevées se situent entre la moyenne plus ou moins la
valeur de I’écart type. Enfin, la Figure III-15 représente I’écart a la masse des étalons externes au
cours des injections. Aucune déviation significative n’est observée.

De surcroit, afin de garantir la qualit¢ des données, des pools de contréle qualité¢ (PQC)
ont été injectés au sein de chaque séquence. Pour cela, les extraits urinaires ont été divisés en
deux groupes, ceux appartenant a la population non traitée et ceux appartenant a la population
traitée a la reGH. Vingt uL des extraits urinaires de chaque population ont été mélangés dans un
méme aliquot. Les deux aliquots ont ensuite été injectés au hasard en début, milieu et fin de
chaque séquence. La Figure I1I-16 représente une analyse en composante principale des profils
métabolomiques urinaires de 150 échantillons urinaires collectés chez des animaux contrdles (c)

et traités a la reGH (t) ainsi que les pools.
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Les 12 échantillons de « contrdle qualité » sont repartis en 6 échantillons provenant des
pools effectués sur la population controle et 6 échantillons provenant des pools de la population
traitée a la reGH. Les données ont été normalisées par centrage et pondération par 1’écart-type
(UV). On peut noter que les échantillons de chaque controle qualité sont regroupés au sein de
chaque population. En effet, les PQC notés PnT sont regroupés au sein de la population contrdle
(c) et les PQC notés PT sont regroupés au sein de la population traitée (t).

Cette figure illustre que la variabilit¢ due aux échantillons biologiques est supérieure a la
variabilité liée au systéme analytique. Ce résultat démontre qu’une confiance peut étre accordée

aux données qui sont acquises.

2.2.1.2. Retraitement et analyse des données

L’ensemble des extraits urinaires collectés (n=150) au cours de I’expérimentation, de J., a
J169, sur des chevaux controles et traités a I’hormone de croissance recombinante équine a été
analysé en vue d’établir des empreintes métabolomiques urinaires. Les données brutes ont été
déconvoluées par le logiciel XCMS de telle sorte a comparer les empreintes provenant des
animaux contrdles et traités pour chaque jour de collecte. Cette étape a permis la détection de
4877 ions constituant les 150 empreintes métabolomiques urinaires réalisées.
L’objectif des étapes de retraitement et des analyses de données est de mettre en place un modéle
statistique descriptif et prédictif, bas¢ sur les différents signaux spectrométriques extraits par le
logiciel XCMS et permettant de discriminer des urines provenant des chevaux non traités de
celles des chevaux traités.

Les analyses réalisées sont des analyses de type multivariées, indispensables pour
I’extraction et la visualisation de I’information utile contenue dans ce type de vaste ensemble de
données.

22.1.2.1 Analyse en composante principale

Cette analyse appartient a la famille des analyses factorielles. Elle a pour but de réduire la
dimensionnalité d’une étude tout en étant capable de restituer une grande partie de 1’information.
Toutes ces méthodes effectuent automatiquement un travail en cherchant dans I’espace initiale a
haute dimensionnalité, des variables combinées que I’on appellera axe (ou composante) qui vont
créer le sous-espace le plus représentatif. De cette maniére I’analyse en composante principale va
synthétiser 1’information contenue dans notre matrice X constituée de 150 lignes (nombre
d’empreintes urinaires métaboliques) et 4877 colonnes (nombre d’ions constituant les

empreintes).
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13 composantes qui sont des combinaisons linéaires des variables initiales et qui
s’attachent a restituer la variabilit¢ des données originelles ont pu étre extraites par le logiciel
Simca-p. La premic¢re composante est toujours extraite de maniere a restituer le maximum de
variabilit¢ des données. L’ACP présentée en Figure III-17 représente la projection des
¢chantillons sur les composantes 4 et 6. Elle est I'unique représentation permettant d’observer un
début de discrimination entre les échantillons provenant de la population contréle (c) et de la
population traitée (t) a la reGH (trait en pointillés noirs). L’ACP ne permet pas une meilleure
séparation des deux populations car elle a pour objectif principal d’expliquer les facteurs de
variabilité principaux, biologiques ou analytiques, qui sont dans ce cas plus importants que le
facteur de variabilité ciblé, c¢’est a dire I’influence du traitement a la reGH.

22122 Analyse OPLS

Afin d’orienter la création du modele et de diminuer I’influence des facteurs de variabilité
autres que celui étudié, il a été décidé de réaliser une analyse supervisée de type OPLS
(Orthogonal Partial Least Square).

La Figure I11I-18 montre les résultats de 1’analyse OPLS réalisée sur la base des 4877 ions
révélés par le logiciel XCMS dans les différents échantillons analysés et collectés de J., a Jio.
Une excellente discrimination entre les extraits urinaires des deux populations peut étre
observée. Cette discrimination se traduit par une valeur trés élevée de R*(Y)=0,93. La valeur de
Q*(Y)=0,44 est plus faible mais comme expliquée précédemment, cette valeur est liée au nombre

d’animaux étudiés pour 1’analyse.

2.2.1.3. Réduction du nombre d’ions pertinents

Il est a ce stade de 1’étude important de réduire le nombre d’ions pertinents. L’objectif
final est d’identifier un nombre relativement restreint d’ions les plus pertinents que possible et
correspondant ainsi a de nouveaux biomarqueurs de I’administration de I’hormone de croissance
recombinante équine.

2.2.1.3.1 Critéres statistiques

Le premier critére choisi dans la sélection des ions est leur pertinence sur le plan

strictement statistique.
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Ainsi dans chaque extrait urinaire analysé, les criteéres statistiques suivants ont ét¢ appliqués :

- p-value inférieure a 0,05

- ratio inférieur a 0,66 ou supérieur a 1,5

L’application de ces critéres réduit le nombre d’ions statistiquement pertinents de 4877 a
1200 ce qui ¢limine 75% des ions. Le nombre d’ions retenus suite a ce filtrage reste néanmoins
¢levé et peu compatible avec 1’objectif ultime du suivi de quelque dizaine d’ions, dans le cadre
d’une recherche de biomarqueurs.
Un deuxiéme critére de sélection a donc ét¢ appliqué.

2.2.1.3.2 Criteres portant sur 1’étude des « loading plot »

Le «loading plot» correspond a la représentation graphique des relations entre les
variables (ions constituant les empreintes). Il permet de mettre en évidence les variables
contribuant le plus aux axes factoriels et qui donc caractérisent le mieux les deux groupes
d’observations (animaux contrdles et traités). La Figure III-19 met en évidence les variables qui
contribuent majoritairement a la discrimination des deux groupes pour tous les jours de collecte
(J2 a Jie0). Seuls les ions fortement corrélés sont donc sélectionnés comme ions d’intérét. Le
nombre d’ions se réduit a 350.

22133 Critéres portant sur la résolution chromatographique

Les ions uniquement valides d’un point de vue chromatographique peuvent éEtre
considérés comme de potentiels candidats biomarqueurs. Pour cela, 1’ensemble des
chromatogrammes d’ions sélectionnés aux étapes précédentes est examing. Cette étape consiste
donc a confirmer l'intérét d’un ion au regard de 1’aspect réel des chromatogrammes
correspondants. Ce travail est absolument nécessaire pour valider le fait qu’un ion puisse étre un
biomarqueur potentiel.

A titre illustratif, la Figure III-20 présente deux exemples de signaux chromatographiques
correspondant a des ions s¢lectionnés.
22134 Conclusions

Finalement, 80 ions répondant a ’ensemble des critéres énoncés ci-dessus ont pu étre
sélectionnés. Une analyse OPLS a été réalisée sur la base de ces 80 candidats biomarqueurs
(Figure III-21). Elle démontre la possibilité de toujours discriminer des urines collectées chez
des animaux controles et traités a I’hormone de croissance recombinante équine jusqu’a 69 jours

apres le début de I’expérimentation.
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Figure 111-21: Analyse OPLS effectuée sur les 80 ions extraits lors du retraitement des empreintes

métabolomiques urinaires prélevées de J-2 a J+69 lors de I’expérimentation effectuée a I’Ecole Nationale

Vétérinaire de Toulouse.

to[1]

1]

Figure 111-22: Analyses OPLS effectuées sur les 80 ions extraits lors du retraitement des empreintes
métabolomiques urinaires prélevées de J-2 a J+69 lors de I’expérimentation effectuée a I’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse et analysés sur deux séquences A et B.
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Quelques échantillons apparaissent néammoins mal classés (cf cercles noirs Figure III-
21). Or, l’analyse de I’ensemble des extraits urinaires (150 échantillons) de 1’expérimentation a
été répartie sur deux séquences analytiques afin de limiter I’ « encrassement » de la source et les
phénomenes de suppression d’ions. Il est donc trés probable que la variabilité analytique soit a
’origine de la mal-classification de ces échantillons. Pour s’en assurer, une analyse OPLS a été
réalisée pour chaque séquence (séquence A et B). Chaque analyse OPLS (Figure II1I-22)
démontre la possibilit¢ de discriminer les deux populations au sein de chaque séquence sans
probléme de classification et confirme ainsi I’hypothése de départ.

Ces ions d’intérét présentent des rapports masse sur charge compris entre 110 et 730 u.m.
Les propriétés physico-chimiques des composés semblent assez hétérogeénes en raison de leur
diversité observée en termes de rapport masse sur charge et temps de rétention.

Ils présentent une pertinence tant statistique que chromatographique dans la
discrimination des animaux contrdles et traités a I’hormone de croissance recombinante équine et
pourraient donc étre considérés comme de nouveaux candidats biomarqueurs de 1’administration
de reGH.

Cependant, une étude basée sur des tests de validation croisée et de permutation doit étre

effectuée afin de pouvoir valider définitivement I’intérét de ces ions.

2.2.1.4. Validation du modele

Les validations ont été effectuées sur les modeles présentés en Figure III-22 afin de
s’affranchir de la variabilité analytique exposée précédemment. Chaque séquence est composée
de 75 individus.
22.1.4.1 Validation croisée

Les échantillons (n=75 pour une séquence donnée) ont donc été divisés en deux jeux de
données : le jeu d’étalonnage (n=50) et celui de validation (n=25). Sur la base des 80 variables
sélectionnées comme des marqueurs potentiels d’une administration d’hormone de croissance
recombinante équine , le jeu d’étalonnage a été soumis a une analyse OPLS : 3 composantes ont
été extraites (1 prédictive + 2 orthogonales). La Figure III-23 représente la composante
prédictive et la premieére composante orthogonale du modéle mis en place pour une séquence

donnée (séquence A) comprenant ’analyse de 75 échantillons.
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Figure 111-23 : OPLS réalisée sur la base de 80 ions sélectionnés et présents dans les empreintes urinaires. 75
échantillons ont été analysés au sein d’une méme séquence et divisés en deux jeux de données. Les triangles
noirs c et t représentent respectivement les chevaux contréles et les chevaux traités du jeu d’étalonnage. Les
carrés bleus cp et tp représentent respectivement les chevaux controles et traités du jeu de validation, c'est-a-

dire qui ont été prédit par le modeéle.
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Figure 111-24 : Test de permutation consistant a réaffecter aléatoirement la variable Y du jeu de donnée

provenant de I’analyse des extraits urinaires de I’expérimentation de Toulouse.
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Dans le jeu d’étalonnage (50 échantillons), les extraits urinaires des chevaux traités a
I’hormone de croissance recombinante équine et des chevaux témoins sont discriminés. Les
caractéristiques du modéle sont les suivants : R*(Y)= 0,8 et Q*(Y)=0,6. Les valeurs de R*(Y) et
Q*(Y) indiquent que le modéle restitue parfaitement la variable Y (I’appartenance de chaque
¢chantillon au groupe des chevaux contrdles ou traités). Le jeu de validation a ensuite été prédit
par le modele et tous les échantillons ont été bien classés, confirmant les excellentes qualités du
modele. Les mémes résultats ont été obtenus pour I’analyse des 75 autres échantillons urinaires
analysés dans la séquence B (données non montrées).

Le modele établi sur la base des 80 ions sélectionnés pour leur pertinence statistique et
chimique permet une excellente discrimination des extraits urinaires de chevaux traités et
témoins sur I’ensemble des jours de collecte (J» a Jig9). Cependant, il est important de vérifier
que ces résultats ne sont pas dus a un facteur chance. Un test de permutation a alors été réalisé.

22.14.1 Test de permutation/Valeur de CV ANOVA

Un test de permutation consiste a réaffecter au hasard le statut des échantillons a savoir
contrdle ou traité. La variable Y n’a donc plus aucun sens. Les valeurs de R*(Y) et de Q*(Y)
doivent alors diminuées. La Figure III-24 montre effectivement une baisse des valeurs de R*(Y)
et Q*(Y) lorsque la variable Y est soumise & des permutations. Le modéle d’un point descriptif et
prédictif est tres affecté par cette permutation ce qui démontre que le modele métabolomique
urinaire développé n’est pas le résultat du hasard.

En complément, un calcul de CV-ANOVA a été réalisé et une valeur de p=0,008 a été

obtenue démontrant que le modele est hautement significatif.

2.2.15. Conclusions

L’analyse des extraits urinaires de I’expérimentation de Toulouse a confirmé la faisabilité
de I’approche métabolomique pour la problématique de I’administration de 1’hormone de
croissance recombinante équine. Les résultats ont montré qu’il existe des différences
significatives jusqu’a 69 jours apres le début du traitement entre les profils métabolomiques
urinaires des populations de chevaux non traités et traités a la reGH. Une recherche approfondie
des biomarqueurs pertinents a permis d’aboutir a la mise en place d’un modele descriptif de type
OPLS fondé¢ sur les intensités MS de 80 ions. Les tests de validation croisée et de permutation

ont permis de valider ce modele et de prouver leur robustesse.
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Figure 111-25 : Stratégie analytique appliquée pour I’analyse des extraits urinaires et plasmatiques
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L’objectif a présent est de compléter ces résultats par 1’é¢tude des extraits plasmatiques
pour pouvoir ensuite envisager la mise en place d’un nouvel outil de détection de
I’administration de reGH capable de prédire des échantillons inconnus grace a leur empreinte

métabolomique.

2.2.2.  Etude des extraits biologiques plasmatiques

La méme stratégie que celle développée pour la mise en place d’un modele
métabolomique fondé sur I’étude des extraits urinaires a été appliquée et est résumée sur la

Figure III-25.

2.2.2.1. Empreintes LC-HRMS

96 échantillons plasmatiques provenant de ’analyse des échantillons collectés de J, a
Ji69 lors de ’expérimentation de Coye la Forét ont été préparés par filtration sur des membranes
de coupure de seuil 10 kDa. Les échantillons ont été analysés par LC-HRMS en mode
d’ionisation electrospray positif. Les spectres de masse ont été obtenus en mode centroide avec
des rapports masse sur charge compris entre 200 et 1500. Ce mode d’acquisition differe
légerement de celui choisi pour I’étude des extraits urinaires mais a été spécialement adapté a
I’analyse de composés solubles dans le plasma tels que les sucres, les lipides et les petits
peptides.

Les données LC-MS ont été contrélées de la méme manicre que pour 1’étude des extraits
urinaires. Deux étalons externes (testostérone-D3 et 1’épi-testostérone-D3 glucuronide) ont été
ajoutés a chaque extrait plasmatique avant I’analyse par LC-HRMS afin de controler la dérive
potentielle des temps de rétention et les performances de 1’appareil. Les différentes analyses
réalisées ont conduit aux mémes conclusions que celles obtenues pour 1’analyse des extraits
urinaires c'est-a-dire que le temps de rétention des standards reste stable au cours des différentes
injections et leur sensibilité reste identique du début jusqu’a la fin de la séquence. L’écart a la
masse exacte mesuré est toujours resté inférieur a 5 ppm.

Par ailleurs, des pools des échantillons a analyser ont été préparés et injectés en début,

milieu et fin de chaque séquence dans le but de s’assurer de la robustesse de 1’analyse.

2.2.2.2. Retraitement et analyse des données

De la méme fagon que pour 1’analyse des extraits urinaires, 1’objectif consiste a mettre en
place un mod¢le statistique descriptif et prédictif permettant de discriminer les échantillons
urinaires provenant d’animaux controles de ceux provenant d’animaux traités a ’hormone de

croissance recombinante équine.
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Figure 111-26 : ACP réalisée sur les 5086 ions formant les empreintes métaboliques plasmatiques de tous les
jours de collecte. Les triangles rouges représentent les observations correspondant aux chevaux contréles et
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Figure 111-27 : OPLS réalisée sur les 5086 ions formant les empreintes métaboliques plasmatiques de tous les
jours de collecte. Les triangles rouges représentent les observations correspondant aux chevaux contréles et

les triangles verts représentent les observations correspondant aux chevaux traités.
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Des analyses statistiques multivariées de type non supervisé (analyse en composante
principale) et supervisé (analyse OPLS) ont été appliquées a nos jeux de données afin d’extraire
et de visualiser I’information utile contenue dans le vaste ensemble de données générées.

22221 Analyse non supervisée de type ACP

Dans un premier temps, une Analyse en Composante Principale (ACP) a été effectuée sur
les 5086 ions identifiés par le logiciel XCMS suite au retraitement des acquisitions
correspondant a tous les jours de collecte. Six composantes ont été extraites. L’ ACP présentée en
Figure III-26 représente la projection des échantillons sur les composantes 4 et 6. Elle est
I’'unique représentation permettant d’observer un début de discrimination entre les échantillons
provenant de la population controle (c) et traitée (t) a la reGH (trait en pointillés noirs).
Cependant, cette analyse ne s’avere pas suffisamment satisfaisante pour pouvoir mettre en avant
de maniere non ambigué 1’appartenance d’un échantillon a un groupe donné¢, celui des chevaux
contrdles ou des chevaux traités.

22222 Analyse supervisée de type OPLS

Afin d’orienter la création du modéle et de diminuer I’influence des facteurs de variabilité
autre que I’influence du traitement, le jeu de données a été soumis a une analyse supervisée.

Une variable Y correspondant a I’appartenance de chaque observation a un groupe a été
introduite dans le jeu de données.
La Figure III-27 montre le résultat de I’OPLS réalisée sur la base des 5086 ions révélés pour
lesquelles 4 composantes ont été extraites (1 prédictive + 3 orthogonales). Elle représente la
composante prédictive et la premiere composante orthogonale du modele mis en place. Les deux
groupes d’échantillons contrdle et trait¢é a la reGH sont parfaitement discriminés. Les
caractéristiques du modéles sont les suivantes : R*(Y)=0,85 et Q*(Y)=0,50. Ces valeurs indiquent

donc que le mode¢le restitue parfaitement la variable Y.

2.2.2.3. Réduction du nombre d’ions

De la méme fagon que pour I’analyse des extraits urinaires, 1’objectif final est de mettre
en ¢évidence un nombre relativement restreint d’ions comme étant pertinents et robustes pour
discriminer des individus controles et traités a I’hormone de croissance recombinante équine.
Comme précédemment, une réduction du nombre d’ions doit étre opérée grace a 1’application de

différents critéres.
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Figure 111-29 : OPLS réalisées sur les 56 ions sélectionnés et présents dans les empreintes métabolomiques
plasmatiques. Les triangles rouges représentent les observations correspondant aux chevaux controles et les

triangles verts représentent les observations correspondant aux chevaux traités.
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Tout d’abord, seul les ions possédant un degré de significativité suffisant (p-value < 0,05
et 0.66>ratio>1,5) ont été retenus. Dans un deuxiéme temps, un graphique S-plot associé¢ a
I’analyse présentée en Figure I1I-27 a été réalis¢ (Figure III-28). Enfin, un examen visuel des
chromatogrammes d’ions extraits a permis d’éliminer les artéfacts potentiels. L’application des
ces criteéres successifs a alors permis de sélectionner 56 ions.

Une nouvelle analyse OPLS a été réalisée sur la base de ces 56 ions. Elle est présentée en
Figure II1-29. Cette analyse démontre la possibilité de séparer les deux groupes avec des valeurs
de R%(Y)=0,70 et Q*(Y)=0,55. Cependant les échantillons collectés 69 jours aprés la premiére
administration (cercles noirs) possedent des coordonnées proches des échantillons appartenant a
la population contrdle ce qui suggere que ce modele ne permet pas de mettre en évidence une
administration a trés long terme Une étape de validation a été effectuée afin de s’assurer de la

robustesse et de la fiabilité du modele.

2.2.2.4. Validation

22241 Etape de validation croisée

De la méme facon que pour le modéle fondé sur 1’analyse des extraits urinaires, les
¢chantillons ont été divisés en deux jeux de données : un jeu comprenant 2/3 des échantillons
correspondant au jeu d’étalonnage et un jeu comprenant le tiers restant correspondant au jeu de
validation. Sur la base des 56 variables sélectionnées comme des marqueurs potentiels de
I’administration de 1’hormone de croissance recombinante équine, le jeu d’étalonnage a été
soumis a une analyse OPLS : trois composantes ont été extraites (1 prédictive + 2 orthogonales).
La Figure I1I-30 représente la composante prédictive et la premiére composante orthogonale du
mode¢le mis en place.

Dans le jeu d’étalonnage, les extraits plasmatiques des chevaux traités a 1’hormone de
croissance recombinante équine et des chevaux contrdles sont correctement discriminés. Les
caractéristiques du modéle sont satisfaisantes avec les valeurs suivantes : RA(Y) = 0,78 Q*(Y) =
0,51. Le jeu de validation a ensuite été prédit par le modéle et les échantillons ont été
correctement classés.

Le mode¢le établi sur la base des 56 ions semble pertinent d’un point de vue statistique. En
complément, un test de permutation a été réalisé afin de s’assurer que ces résultats ne sont pas

dus au hasard.
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22.24.1 Test de permutation

La Figure III-31 résulte du test de permutation effectuée sur la variable Y. Il montre
effectivement une baisse des valeurs de R*(Y) et Q*(Y) lorsque la variable Y est soumise a des
permutations. Le modéle d’un point descriptif et prédictif est trés affecté par cette permutation ce
qui démontre que le modele métabolomique plasmatique développé n’est pas du a un facteur
chance.

En complément, un calcul de CV-ANOVA a été réalisé et une valeur de p=0,004 a été

obtenue démontrant que le mode¢le est hautement significatif.

2.2.2.5. Comparaison et conclusions

Les ions mis en évidence dans ce modele plasmatique sont différents en terme de rapport
masse sur charge et temps de rétention des ions sélectionnés lors de 1’étude des empreintes
métabolomiques urinaires ce qui tend a conclure que les deux matrices ne révelent pas la méme
information et que différents niveaux, correspondant peut étre a différentes voies métaboliques,
sont investigués au travers de ces deux matrices biologiques.

Les 80 ions extraits lors de 1’analyse des empreintes métabolomiques urinaires ont
montré la possibilité de discriminer des échantillons collectés chez des chevaux controles de
ceux d’animaux traités jusqu’a 69 jours aprés le début du traitement. Des différences
significatives entre les profils métabolomiques plasmatiques de chevaux non traités et traités a la
reGH, grace a la stratégie développée, ont également été observées. Un modéle chimiométrique
de type OPLS fondé¢ sur les intensités MS de 56 ions hautement impliqués dans la discrimination
des deux populations a été mis en place. Le modele posséde un pouvoir descriptif et prédictif
acceptable mais ne permet pas une discrimination des échantillons collectés 69 jours apres le
début du traitement contrairement au modele fondé¢ sur I’analyse des extraits urinaires.

Il est cependant important de rappeler que ces deux modeles font preuve d’une grande
fiabilité et d’une grande robustesse et que leur complémentarité peut étre un avantage pour la

future mise au point d’un outil de dépistage par approche métabolomique.
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2.3.  Conclusions de la premiére partie et perspectives

L’¢étude des profils métabolomiques au regard d’une administration d’hormone de
croissance recombinante équine a été¢ envisagée afin d’ouvrir la voie a de nouvelles stratégies de
dépistage. Les résultats issus de I’analyse des extraits urinaires et plasmatiques ont permis de
souligner I’intérét, la faisabilité et la pertinence d’une approche métabolomique appliquée a cette
problématique. Le retraitement et l’analyse des empreintes métabolomiques urinaires et
plasmatiques ont tout d’abord montré des modifications importantes dans le profil
métabolomique des chevaux traités. Une étude approfondie des ions qui participent a la
discrimination des chevaux contrdles et traités a permis de sélectionner 80 et 56 biomarqueurs
potentiels de I’administration de reGH présents respectivement dans [’urine et le plasma. La
fiabilité et la robustesse des modeles établis sur les intensités MS de ces ions sont la force de ces
deux modeles. Une extension et une validation de 1’étude est a présent a envisager en incluant un
grand nombre d’échantillons appartenant a la population contréle pour prendre en compte les
variabilités inter-individus (sexe, age, condition d’¢levage, alimentation,...). Des échantillons
déclarés négatifs envers la recherche de produits dopants provenant du Laboratoire des Courses
Hippiques ainsi que des échantillons « blancs » provenant d’un centre d’expérimentation localisé
a Chamberet ont alors ¢été analysés dans la deuxieéme partie de ce chapitre. Cette étude a pour but
la mise au point d’un nouvel outil de dépistage de I’administration de I’hormone de croissance
recombinante équine. Plus largement, la contribution de cette nouvelle technique au controle

anti-dopage équin sera abordée.
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PARTIE-2 APPORT DE LA METABOLOMIQUE AU
CONTROLE ANTI-DOPAGE DE L’ADMINISTRATION
DE L’HORMONE DE CROISSANCE RECOMBINANTE
EQUINE

A T’heure actuelle, les méthodes de chimie analytique permettent de détecter un grand
nombre de produits thérapeutiques et dopants et assurent un niveau de contrdle des pratiques
illégales satisfaisant. Cependant, certaines catégories de molécules telles que les hormones
peptidiques restent difficiles a extraire et a détecter. En ce qui concerne le controle anti-dopage
équin, des progres spectaculaires concernant la détection de I’érythropoiétine (EPO) et de
I’hormone de croissance (GH) ont été réalisés récemment. En effet, ’utilisation de ’EPO
recombinante humaine (Guan et al, 2007 ; Guan et al 2008) et de I’hormone de croissance
recombinante équine (Bailly-Chouriberry et al, 2008b) peuvent étre désormais détectés par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse. Or, ces méthodes sont des
méthodes dites de confirmation qui ne sont efficaces dans ce cas précis que pendant quelques
heures suivant I’administration et restent spécifiques d’une forme recombinante particulicre.
Ainsi, I’hormone de croissance recombinante équine ne peut étre détectée que dans les 48 heures
suivant son administration. Des méthodes de dépistage qui sont alors basées sur la mesure de
I’effet d’'une molécule grace a la détection de biomarqueurs spécifiques et non plus sur la mesure
de la molécule elle-méme se sont alors développées et restent en constant développement.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons vu qu’il était possible de mettre au
point des modeles chimiométriques a partir de prise d’empreintes métaboliques urinaires et
plasmatiques. Ces mod¢les fondés sur quelques dizaines de candidats biomarqueurs permettent
de discriminer des chevaux contrdles et traités a I’hormone de croissance recombinante équine.
Si les résultats obtenus sont d’un point de vue statistique pertinents puisqu’ils reposent sur une
expérimentation impliquant 13 animaux, ces modeles ne peuvent pas étre utilisés en tant qu’outil
prédictif dans le cadre d’un contrdle anti-dopage équin. En effet, la variabilité inter-individus
incluse dans ces modeles n’est pas suffisante pour permettre une prédiction sans ambiguité

d’échantillons inconnus.
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Dans un premier temps, ce travail a consisté a analyser un grand nombre d’échantillons
urinaires « blancs » (n >100) afin d’étendre les résultats obtenus pour 1’analyse des échantillons
urinaires de I’expérimentation de 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Le but est de mettre
au point un nouvel outil de dépistage de I’administration de la reGH. La deuxiéme partie de ce
travail s’attarde sur les résultats engendrés par la mise en place de ce nouvel outil de prédiction.
Elle montre aussi I’apport de la métabolomique dans le controle anti-dopage équin et dans quelle

mesure elle peut participer a la mise en place de passeports biologiques.

1. DEVELOPPEMENT D’UN NOUVEL OUTIL DE DEPISTAGE
PAR APPROCHE METABOLOMIQUE

Les travaux développés dans la partie I ont permis de mettre au point des modeles
mathématiques, fondés sur 1’analyse d’extraits urinaires et plasmatiques capables, de discriminer
des chevaux contrdles de chevaux traités a 1’hormone de croissance recombinante équine. Ils
reposent sur ’analyse d’échantillons provenant d’expérimentations animales contrdlées et
collectés sur une quinzaine d’animaux différents. Méme si la validation a permis de prouver que
les modeles développés étaient robustes et fiables, ces modéles doivent étre étendus a 1’analyse
d’autres échantillons pour pouvoir étre utilisés comme outil prédictif et ainsi envisagés comme
un nouvel outil de dépistage. En effet, des modeles fondés sur 13 individus différents ne sont pas
suffisants d’un point de vue statistique pour assurer la prédiction de nouveaux échantillons avec
une forte probabilité. De nouveaux échantillons prenant en compte la variabilité inter-individus
(age, sexe, alimentation, ...) doivent alors étre incorporés dans le mode¢le de base. Pour
augmenter la variabilité au sein du groupe témoin, des échantillons « blancs » provenant
d’animaux pour lesquels aucune trace de produits dopants ou thérapeutiques n’a été retrouvée
dans les matrices biologiques, ont été analysés. Ces échantillons correspondent a la fois a des
échantillons « tout venant » du Laboratoire des Courses Hippiques pour lesquels la recherche de
produits dopants s’est avérée négative et a des échantillons collectés chez des animaux non
traités €élevés au centre d’expérimentation de Chamberet.

La population traitée a la reGH sera constituée par les échantillons collectés lors des

deux expérimentations (Coye la Forét et ’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse).
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1.1 Mise en place d’un modele métabolomique descriptif et prédictif

1.1.1. Echantillons, preparation et conditions d’analyse

Les échantillons urinaires analysés se décomposent en deux catégories : ceux appartenant
a la population controle et ceux appartenant a la population traitée a la reGH.

Les préléevements constituant la population contréle comprennent cent échantillons tout
venant du Laboratoire des Courses Hippiques et vingt échantillons collectés au centre
expérimental de Chamberet mais également les échantillons provenant des 7 animaux non traités
de ’expérimentation de Toulouse et les échantillons collectés avant administration de reGH lors
de Dl’expérimentation de Coye la Forét. L’ensemble de ces prélevements représente une
population contrdle constituée de plus de 160 échantillons.

Les prélevements constituant la population traitée a 1’hormone de croissance
recombinante équine sont au nombre de 90 échantillons collectés lors des expérimentations de
Coye la Forét et de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

Tous les échantillons urinaires (n=250) ont été préparés de la méme maniére par filtration
sur des membranes de seuil de coupure 10kDa. Ils ont été¢ congelés a -20°C jusqu’a leur analyse
par LC-HRMS.

Afin de contrdler la qualité des données LC-HRMS, des pools constitués par 1’ensemble
des échantillons appartenant a la population controle ainsi que des pools constitués par
I’ensemble des échantillons appartenant a la population traitée a la reGH ont été préparés comme

précédemment décrit et injectés en début, milieu et fin de séquence.

1.1.2. Retraitement et analyse des donnees

L’ensemble des extraits urinaires collectés chez les populations contrdle et traitée a
I’hormone de croissance recombinante équine a été analysé en vue d’établir des empreintes
métaboliques urinaires. Les données brutes ont été¢ déconvoluées a I’aide du logiciel XCMS et

ont permis d’extraire 2035 ions.

1.1.2.1  Analyse des empreintes globales

Dans une premiére approche, les signaux identifiés ont ét¢ analysés par une méthode
supervisée de type OPLS telle que précédemment éprouvée.

La Figure I1I-32 montre le résultat de 1’analyse OPLS réalisée sur la base des 2035 ions

révélés par le logiciel XCMS
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Une nette séparation entre les différents échantillons collectés chez la population
contrdle et traitée a la reGH apparait sur cette Figure. Les caractéristiques du modéle sont
excellentes avec des valeurs de R*(Y)= 0,92 et Q*(Y)= 0,80 Ces résultats démontrent d’une part
que la variabilité inter individus est inférieure a la variabilité induite par le traitement puisque la
discrimination entre les deux populations reste possible avec 1’analyse d’échantillons collectés
chez une population trés hétérogéne. D’autre part, la valeur élevée de QXY) confirme que le
pouvoir prédictif d’'un modéle augmente lorsque la variabilité inter individuelle est prise en

compte dans 1’analyse.

1.1.2.2  Analyse fondée sur les intensités MS de 80 biomarqueurs

Les analyses réalisées dans la partie I ont permis la mise en évidence de 80 biomarqueurs
potentiels trés impliqués dans la discrimination des échantillons urinaires collectés chez des
chevaux témoins et traités a I’hormone de croissance recombinante équine.

La Figure I11-33 montre le résultat de I’analyse OPLS réalisée sur la base de ces 80 ions.
Elle révele également une treés forte discrimination entre les échantillons collectés chez la
population contrdle et celle traitée a la reGH ce qui se traduit par des valeurs élevées de R*(Y)=
0,78 et Q*(Y)= 0,70. Cette analyse renforce d’une part la validit¢ des ions sélectionnés
précédemment qui conservent leur pouvoir discriminant. D’autre part, la valeur de Q*(Y) est
¢levée ce qui suggere que le modele pourra permettre la prédiction d’échantillons inconnus avec

une forte probabilité.

1.1.3. Validité du modele

Le mode¢le présenté en Figure I1I-33 a été soumis a une validation afin de s’assurer de sa

robustesse et de sa fiabilité.

1.1.3.1  Validation croisée (Figure 111-34)

De la méme maniére que pour les analyses réalisées dans la premiére partie, la validation
croisée repose sur la division du jeu de données initial en deux nouveaux jeux: un jeu
d’étalonnage comprenant 2/3 des données initiales et un jeu de validation (n=170) comprenant le
tiers restant des données. L’objectif est d’établir un modele descriptif fiable sur le jeu
d’étalonnage et de tester son pouvoir prédictif grace au jeu de validation.

Sur la base des 80 variables sélectionnées comme des marqueurs potentiels de 1’administration
de ’hormone de croissance recombinante équine, le jeu d’étalonnage (n= 80) a été soumis a une

analyse OPLS permettant d’extraire 6 composantes ( 1 prédictive + 5 orthogonales).
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La Figure III-34 représente la composante prédictive et la premiére composante
orthogonale du modele mis en place. Les échantillons urinaires appartenant a la population
contrdle et celle traitée a la reGH sont parfaitement discriminés dans le jeu d’étalonnage (sigles
noirs). Les caractéristiques du modéle sont les suivantes : R*(Y)= 0,78 et Q*(Y)= 0,62. Ces
valeurs indiquent que le mod¢le restitue parfaitement la variable Y (I’appartenance de chaque
échantillon au groupe de la population controle ou traitée a 1’hormone de croissance
recombinante équine). Le jeu de validation a ensuite été prédit par le modele (sigles bleus) et
tous les échantillons ont été bien classés confirmant les excellentes qualités du modele. De plus,
les probabilités qu’ont les échantillons d’appartenir au modele sont excellentes (supérieur a
95%).

Le modele établi sur la base des 80 ions choisis est donc robuste et fiable. Néanmoins, un test de

permutation a été réalisé afin de conforter ces résultats.

1.1.3.2  Test de permutation

La Figure II1-35 résulte du test de permutation effectué sur la variable Y. Elle montre
une baisse significative des valeurs de RAY) et Q*(Y) lorsque la variable Y est soumise a vingt
permutations. Le modele d’un point descriptif et prédictif est trés affecté par cette permutation ce
qui démontre que le modele n’est pas du a un facteur chance.

En complément, un calcul de CV-ANOVA a ¢té réalisé et une valeur de p= 4E-15 a été obtenue

démontrant que le modele est hautement significatif.

1.1.4. Conclusions

L’analyse d’un grand nombre d’échantillons (n>250) a permis de mettre au point un
modele chimiométrique capable de discriminer une population de chevaux contrdles (n>160)
d’une population traitée a I’hormone de croissance recombinante équine (n>90) a partir de leurs
prises d’empreintes urinaires. Une étape de validation croisée a permis de prouver que le modele
¢tait capable de prédire des échantillons connus sans erreur de classification et avec une tres forte
probabilité. De plus, les tests de permutation ont montré que le modele était fiable et robuste.
Tous ces résultats laissent penser que ce nouvel outil dépistage pourra donc permettre la

prédiction d’échantillons inconnus.
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1.2  Stratégie d’élucidation structurale d’un biomarqueur d’intérét

Outre la possibilité d’approfondir les connaissances fondamentales sur un sujet donné,
I’identification des métabolites est une étape qui peut permettre la découverte de nouveaux
biomarqueurs. C’est un processus long et laborieux. Si ’on compare cette tiche avec les
identifications en analyses transcriptomiques et protéomiques, elle s’avere peu aisée. En effet, en
transcriptomique, les séquences basiques des produits des génes peuvent étre déchiffrées a 1’aide
du code a quatre lettres des nucléotides ; il en est de méme en protéomique avec le code a 20
lettres des acides aminés. Cependant, dans le cadre d’une approche métabolomique, chaque
métabolite doit étre identifié de novo.

A TP’heure actuelle, la liste des structures chimiques non identifiées issues des analyses
métabolomiques croit exponentiellement. La mise en place de bases de données telles que
HMDB ou KEGG facilite cette étape. Cependant, une interprétation poussée des spectres CID
obtenus lors des analyses reste I’étape clef pour réussir une étape d’¢élucidation structurale. Dans
ce paragraphe, une stratégie d’¢élucidation structurale a été développée pour tenter d’identifier un

métabolite d’intérét.

1.2.1 Propriétés du biomarqueur d’intérét

La mise au point du modele métabolomique présenté en Figure II1-33 est fondée sur 80
biomarqueurs pertinents d’un point de vue statistique et chromatographique. Ces ions présentent
des propriétés différentes en terme de rapport masse sur charge, de temps de rétention et
d’intensité MS. Comme évoqué précédemment, 1’¢lucidation structurale est une étape longue et
fastidieuse qui nécessiterait un travail de plusieurs mois voire plusieurs années pour €lucider les
80 ions d’intéréts sélectionnés. Nous avons donc décidé de développer une stratégie
d’¢lucidation structurale sur un seul métabolite d’intérét car le modéle chimiométrique
développé est suffisant pour étre utilisé tel quel en dépistage.

L’ion m/z= 220 et Tr=3,8 minutes a été choisi pour le développement de notre stratégie
d’¢lucidation structurale (Figure III-36). L’intensité MS de cet ion a ét¢ un facteur de choix
décisif dans sa sélection. En effet, son abondance dans les extraits urinaires est relativement
¢levée ce qui a permis d’envisager directement une étape de fragmentation sans purification
préalable.

Des différences d’intensité MS trés significatives de cet ion ont été relevées en début du

traitement entre la population contréle et traitée a la reGH (Figure I11-37).
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Elle représente plus précisément les intensités MS observées pour les deux populations

apres 3 jours de traitement a I’hormone de croissance recombinante équine.

1.2.2 Mesure de la masse exacte par spectrométrie de masse haute résolution

Avant de fragmenter 1’ion d’intérét, une mesure de masse exacte par spectrométrie de
masse haute résolution a été effectuée. Une trappe orbitale (Exactive, Thermo Scientific) a été
utilisée. Cette mesure a été effectuée en mode d’ionisation positif et négatif & une résolution
fixée a 30 000 (Figure I11-38). Les valeurs de masse obtenues sont les suivantes : [M+H]'=
220,11766 et [M-H]= 218,1038. Ces deux mesures de masse exacte conduisent a la méme
proposition de formule brute CoH;7;NOs. Le nombre de points par pic est acceptable comme
I’atteste la Figure I11-39.

Les bases de données ont alors été interrogées afin de savoir si des composés de masse
exacte proche de celle mesurée et répondant a la méme formule brute proposée étaient
répertoriés. La vitamine B5 de masse exacte M=219,1106 g.mol'1 soit [M+H]"=220,1178, listée
dans la base de données HMDB metabolome, s’est avérée un candidat potentiel. Une étape de

fragmentation MS-MS a alors été entrepris pour confirmer ou réfuter cette hypothése.

1.2.3 Fragmentation et analyse du spectre CID

L’ion d’intérét a été fragmenté en mode d’analyse « Fragment ion scan » (ou Product ion
scan ou Daughter scan). Dans ce mode, un ion parent de rapport m/z donné est sélectionné. I est
fragmenté puis I’ensemble de la gamme de masse est balay¢ pour analyser les ions fragments
produits. Pour cette étape de fragmentation, nous avons décidé d’utiliser le spectrométre de
masse hybride Q-TOF en mode d’ionisation positif. Le spectre de masse obtenu est présenté en
Figure I1I-40. Comme on peut ’observer, le spectre de masse obtenu en MS” présente de
nombreux fragments dont les ions de rapport m/z= 202,1061, m/z= 184,0978, m/z= 116,9866 et
m/z= 90,0542. Les deux premiers ions fragments (m/z= 202 et m/z= 184) sont caractéristiques de
la perte de molécules d’eau. Le standard de la vitamine B5 a alors ét¢ commandé et analysé par
MS? sur le spectrométre Q-TOF. Ces analyses ont permis de montrer que le métabolite d’intérét
et le standard possedent le méme temps de rétention et les mémes fragments. Cette étape

confirme de maniére définitive I’hypothese de départ.
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1.2.4 La vitamine B5 : un nouveau candidat biomarqueur de I’administration
de I’hormone de croissance recombinante équine ?

La vitamine B5 est une vitamine hydrosoluble également appelée acide pantothénique ou
encore panthenol (Figure III-41). Cette vitamine provient de [’alimentation et est en
particuliérement concentrée dans les germes et céréales complétes. Son apport est donc exogene.

Précurseur et constituant du coenzyme A, la vitamine B5 favorise la croissance et la
résistance de la peau et des muqueuses. Elle est nécessaire au métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines.

La diminution de sa concentration urinaire chez les animaux traités a [’hormone de
croissance recombinante équine pourrait étre expliquée par le fait qu’elle est utilisée pour
produire d’avantage de Coenzyme A qui intervient dans la dégradation des lipides (hélice de
Lynen) et du glucose (glycolyse), effets biologiques connus de I’hormone de croissance. Son
implication dans la discrimination des populations contrdle et traitée a I’hormone de croissance

recombinante équine pourrait ainsi étre justifiée.

2. APPORT DE LA METABOLOMIQUE AU CONTROLE
ANTI-DOPAGE DE L’UTILISATION DE GH : MISE EN
PLACE DE PASSEPORT BIOLOGIQUE

2.1 Introduction

Depuis I’émergence des techniques « omiques », le Laboratoire des Courses Hippiques a
décidé de s’engager dans de nouvelles stratégies pour le controle de 1’administration de
I’hormone de croissance en complément des méthodes de dépistage préalablement développées
(mesure de I'IGF-I, anticorps anti-reGH, détection directe par spectrométrie de masse). Ces
nouveaux travaux de recherche ont d’une part port¢ sur le I’étude par trancriptomique de
I’expression des genes affectés par un traitement a I’hormone de croissance, et d’autres part sur
I’étude d’empreintes métabolomiques collectées chez des chevaux controles et traités qui a fait
I’objet de la présente theése et qui a été développée dans ce manuscrit.

En parallele, les organisations internationales responsables de coordonner et de superviser
la lutte contre le dopage dans le sport ont pris I’initiative de développer le concept du passeport

biologique de 1’athléte (Sottas et al, 2010a).
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Le développement de ces passeports biologiques constitue une vraie révolution puisque la
suspicion de I’administration d’une substance peut étre apportée a la fois par sa détection directe
mais également par des méthodes de détection indirectes reposant sur le suivi de biomarqueurs
spécifiques (Sottas et al, 2010b).

Le principe fondamental de ce passeport est basé sur le suivi longitudinal d’un certain
nombre de variables biologiques d’un sportif permettant de faciliter la détection du dopage,
plutot que sur la détection directe traditionnelle du dopage.

Concernant le controle anti-dopage €quin, I’application de cette mesure correspond a une
extension de I’article 6 de la Fédération internationale des autorités hippiques des courses au
galop qui stipule que «la présence de tout indicateur scientifique permettant de prouver
I’administration ou I’exposition a une substance interdite est équivalent a la détection directe de
cette substance ».

Ce paragraphe vise a présenter et comparer les résultats issus des premieres études qui
ont été initiées au Laboratoire des Courses Hippiques en collaboration avec 1’association du
Cheval Francais pour établir un suivi longitudinal des cinquante meilleurs trotteurs Francgais. Les
différents résultats obtenus proviennent de 1’analyse des méthodes de contrdle anti-dopage
classiques effectuées au LCH fondées sur des biomarqueurs indirects tels que les IGF-Is ou les
anticorps anti-hormone de croissance. Mais ils proviennent également de la mesure de nouveaux
paramétres comme la variation de geénes (étude transcriptomique) ou la variation de métabolites
(étude développée dans ce manuscrit). Ces premiers résultats permettent ainsi d’apporter certains

¢léments de réponse sur I’intérét et I’apport de la métabolomique dans le contrdle anti-dopage.

2.2 Approche fondée sur des parametres multiples

Comme évoqué dans le chapitre I « Travaux Antérieurs », le temps de demi-vie trés court
de I’hormone de croissance ainsi que sa ressemblance en terme de séquence peptidique avec les
différentes formes recombinantes disponibles rendent difficile sa détection directe.

Les marqueurs indirects sont alors une alternative intéressante. Au lieu d’étre focalisé sur
la molécule elle-méme, les marqueurs indirects permettent de révéler des modifications
biologiques induites par I’hormone de croissance. L’Insulin Growth Factor-I (Popot et al, 2001)
et les anticorps anti-hormone de croissance (Bailly-Chouriberry et al, 2008b) sont des

biomarqueurs indirects bien connus et décrits dans le chapitre 1.
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Les biomarqueurs mis en évidence grace aux récentes analyses transcriptomiques et
métabolomiques, portant respectivement sur la variation de huit génes et de 80 métabolites, sont
également utilisées au Laboratoire des Courses Hippiques pour établir les passeports biologiques

d’une cinquantaine de chevaux de course.

2.3 Reésultats des analyses longitudinales réalisées sur plusieurs chevaux de
course

Pendant I’année 2009 et au cours de 1’année 2010, les échantillons biologiques des
cinquante meilleurs trotteurs Francais ont ét¢ analysés tous les mois afin de mesurer différents
paramétres biologiques en vue de 1’établissement de passeport biologique et plus précisément de

I’amélioration du contrdle anti-dopage a I’hormone de croissance.

2.3.1 Mesure de I'lGF-I

Lorsque ’hormone de croissance est administrée, celle-ci agit directement sur le foie des
animaux, 'un de ses tissus cibles, augmentant ainsi la concentration d’IGF-I libérée. Ce
marqueur secondaire de la GH a été trés étudié et un seuil a 860 ng.mL™" a été défini et proposé
au-dela duquel I’animal est suspecté avoir recu de I’hormone de croissance. L’IGF-I a été dosée
dans les échantillons par ELISA (annexe protocole de détection de I’IGF-I dans le plasma).

Les analyses réalisées dans le cadre de I’établissement de passeport biologique n’ont pas
permis de suspecter une administration de reGH conformément au seuil de 860 ng.mL™". Les
interprétations avancées sont les suivantes :

- Il n’y a eu effectivement aucune administration d’hormone de croissance recombinante,
- Le seuil fixé a 860 ng.mL" est relativement élevé afin d’éviter les faux positifs,

- Les prélévements ont été effectués en dehors des fenétres de détection.

2.3.2 Mesure des anticorps anti-hormone de croissance

Comme évoqué dans les travaux antérieurs, une production spécifique d’anticorps dirigés
contre 1’hormone de croissance, lorsque celle-ci est administrée au cours d’un traitement,

apparait.
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La mesure des anticorps dirigés contre I’hormone de croissance a été effectuée par
ELISA (Bailly-Chouriberry et al, 2008b ; annexe protocole de détection des anticorps anti-reGH
par ELISA dans le sérum). Pour ce test, une valeur seuil a été définie a DOsospm= 1,7,
correspondant a trois fois la DO mesurée pour la valeur moyenne de la ligne de base. Pour les
analyses réalisées, la valeur de densité optique relevée est dans 85% des cas inférieure a celle du
seuil de détection. Par exemple, la Figure III-42 présente 1’évolution de la densité optique
mesurée de Février 2 Novembre 2009 chez un cheval pour lesquel aucune anormalité n’a pu étre
mise en évidence.

Les 15% d’échantillons suspects peuvent étre liés a :
- la présence d’anticorps anti-hormone de croissance produits suite a une administration
d’hormone de croissance,
- Dinjection d’autres produits dopants capables d’étre reconnus par les anticorps anti
hormone de croissance,

- la présence de réactions immunitaires liées a la bactérie Escherichia coli (faux supects).

2.3.3 Mesure de I’expression des genes

Huit génes affectés par un traitement a ’hormone de croissance recombinante équine ont
pu étre mis en évidence lors d’une étude génomique menée par le LCH. La finalité est de
pouvoir quantifier I’expression de ces geénes par une analyse transcriptomique a un instant t et
dans un environnement donné. La quantit¢ des ARN messagers extraits dans les cellules
sanguines et provenant de I’expression des 8 geénes ciblés est mesurée par RT-qPCR. Une
surexpression des génes GH1, GH3, GH4, GH5, GH6, GH7, et GHS8 et une sous expression du
gene GH2 apparait lors d’un traitement a I’hormone de croissance recombinante équine.
L’analyse de I’ensemble des échantillons n’a pas permis de suspecter une administration
quelconque. Le profil de I’expression des génes obtenu pour un cheval donné est présenté sur la
Figure I11-43. Les causes de ce résultat peuvent étre diverses :

- Il n’y a eu effectivement aucune administration d’hormone de croissance recombinante
- La méthode n’est pas suffisamment sensible pour la détection d’une administration
d’hormone de croissance a trés faible dose dans des cocktails

- Les prélevements effectués ne coincident pas avec les fenétres de détection

203



toPS[1]

6
A
o
0
ACAcAcC
2t AC ACA%C Ac
AC AC ACA(; AC
C
AC AC
4t Ac 22
AcAC
AAg AcC AC
67
8 ; ; ag 1€ ‘? ;
-4 3 2 -1
Figure 111-44 : Prédiction des échantillons urinaires (A, B, C, D, E,) collectés chez 5 chevaux au profil
« métabolomique normal » sur le modéle métabolomique développé en Figure 111-33 composé d’échantillons
urinaires collectés chez des chevaux non traités (c) et traités a la reGH (t) et fondé sur 80 biomarqueurs.
f
o
5
Al
I 400 40 ‘f’é"‘ A0,
A
37 L0 Lo AOAOAO A0
I ) 8 A
2: 1049 A0 AAOAdO 40
1 A0AQ A 0 L0
— A
5 ol s T w0
o 7Y
e 1 AOAQO Abg 40 0 AO‘Q
'17 A0 40 A0 ut 4040 40
2t A0 AO}%O AQ
-3: 40 *0 AOAO AQ
A0
r AQ A0
4t A0 40
5t
67
-7t

Figure 111-45: Prédiction des échantillons urinaires (X, Y) collectés chez deux chevaux au profil
« métabolomique anormal » sur le modéle métabolomique développé en Figure 111-33 composé d’échantillons

urinaires collectés chez des chevaux non traités (c) et traités a la reGH (t) et fondé sur 80 biomarqueurs.
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2.3.4 Mesure de la variation de 80 métabolites

Le modele métabolomique qui a ét¢ mis en place grace a ’analyse d’échantillons
collectés chez des animaux contrdles et traités a ’hormone de croissance et présentée sur la
Figure III- 33 a servi pour la prédiction des échantillons urinaires collectés lors de la mise en
place de passeport biologique. Tous les échantillons collectés dans le cadre de 1’élaboration de
passeport biologique ont pu étre prédits avec une excellente probabilité sur le modele. 90% des
analyses réalisées conduisent a des profils métabolomiques normaux ou les coordonnées des
¢chantillons prédits possédent des coordonnées similaires a la population contrdle (Figure III-
44).

Les 10% d’échantillons suspicieux (Figure I11-45) peuvent liés a :
- 1’administration d’hormone de croissance,
- l’administration d’une autre substance ayant le méme métabolisme ou un effet que

I’hormone de croissance,

- une forte perturbation métabolique provoquée par un facteur extérieur.

2.3.5 Conclusions

Cette ¢étude a permis pour la premicre fois ’application de différentes méthodes de
dépistage de I’administration de I’hormone de croissance et en particulier celle reposant sur une
approche métabolomique pour I’analyse d’échantillons collectés chez des trotteurs Francais.
Toutes ces analyses ont été réalisées dans le cadre de la mise en place de passeport biologique.
Concernant le controle de I’administration de I’hormone de croissance recombinante équine, les
résultats obtenus ont globalement montrés une convergence et une cohérence des différentes
techniques utilisées. Néanmoins, 1’analyse d’un nombre minoritaire d’échantillons a permis de
suspecter une administration d’hormone de croissance par une méthode de dépistage donnée sans
que cette suspicion puisse €tre confirmée par les autres méthodes. Ainsi, une concentration en
anticorps-anti hormone de croissance supérieure au seuil de détection a pu étre observée pour
une dizaine d’échantillons pour lesquels les profils métabolomiques et transcriptomiques étaient
normaux. De la méme maniere, une dizaine d’autres échantillons ont présenté des profils
métabolomiques anormaux avec des concentrations en ARN messagers et anticorps anti-
hormone de croissance conformes a la normale. Plusieurs causes peuvent étre a I’origine de ces
résultats. Tout d’abord, les études fondées sur la recherche d’anticorps anti-hormone de

croissance nécessitent un délai avant d’induire une réponse immunitaire.
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I1 est donc probable que des échantillons prélevés quelques jours apres un traitement ne
permettent pas de mesurer une concentration anormalement élevée en anticorps mais puissent
étre a I’origine d’un profil métabolomique suspect.

De facon plus probable, les méthodes de dépistage développées et utilisées ne sont peut
étre pas spécifiques uniquement de I’administration d’hormone de croissance. L’injection de
molécules proches par leur structure ou leurs effets biologiques de I’hormone de croissance
pourrait également induire une réponse positive. Un travail conséquent d’analyse doit a présent
étre réalisé¢ pour établir une relation entre la prise de produits dopants (la cause) et toutes les
modifications observées pour chaque paramétre mesuré (les effets). L’équipe du laboratoire
d’analyse de dopage suisse fournit beaucoup d’efforts a ce sujet avec notamment le
développement de 1’approche de Bayes (Sottas et al, 2010a ; Sottas et al, 2010b) afin de pouvoir

’utilisation du passeport biologique dans un contexte judiciaire.

3. CONCLUSIONS DE LA SECONDE PARTIE

L’¢tude de profils métaboliques consécutivement & une administration d’hormone de
croissance a permis d’ouvrir la voie a une nouvelle stratégie de dépistage. Les points forts de
cette technique sont la quasi absence de préparation des échantillons, le faible volume
d’échantillon consommé et sa compatibilité¢ avec des analyses haut débit qui sont des critéres de
choix pour le développement d’une méthode de dépistage. Les résultats issus de I’analyse
d’extraits urinaires collectés chez plus de 160 chevaux ont permis de valider la robustesse des
modeles établis dans la premicre partie de cette ¢tude uniquement fondés sur des animaux
d’expérimentation. En prenant en compte cette variabilit¢é inter individus, le modéle
métabolomique développé peut maintenant étre utilisé comme un nouvel outil prédictif.

En complément, une stratégie d’¢lucidation structurale a ¢été¢ développée. Grace a la
qualité¢ des spectres MS et MS” obtenus et & la recherche effectuée sur des bases de données
adaptées, de type HMDB ou KEGG, la vitamine B5 a pu étre identifiée comme un métabolite
d’intérét dans la discrimination d’animaux contrdles et traités a I’hormone de croissance.

Pour la premiére fois une étude reposant sur trois méthodes différentes de dépistage de
I’hormone de croissance en vue de 1’établissement de passeport biologique d’une cinquantaine
de chevaux a été réalisée au Laboratoire des Courses Hippiques. Elle fut une opportunité pour
tester I’approche métabolomique sur des échantillons de routine et pour comparer les résultats
obtenus avec ceux fondés sur la mesure des anticorps anti-hormone de croissance et 1’expression

des génes.
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Conclusion générale

En raison de ses propriétés uniques associées a la croissance en général, I’hormone de
croissance a été particulierement étudiée depuis pres de 60 ans. Les stratégies analytiques
dédiées a la mise en évidence de son utilisation ont connu un véritable essor ces cinq dernieres
années et permettent d’assurer un contrdle de son usage conformément aux réglementations en
vigueur. Ainsi, dans le cadre du controle anti-dopage équin, la détection des anticorps anti-
hormone de croissance dans le plasma par test ELISA permet de suspecter une administration
pendant plusieurs mois. La confirmation d’une suspicion est réalisée par détection directe de
I’hormone de croissance dans le plasma. Cette analyse est réalisée par LC-MS-MS et autorise

une détection jusqu’a 48 heures apres 1’injection de la molécule au cheval.

Cependant en raison de sa rapide élimination dans le sang, de I’homologie des séquences
peptidiques entre les formes natives et recombinantes, ainsi que du délai nécessaire pour induire
une réponse de ses marqueurs spécifiques, la détection de 1’administration de I’hormone de
croissance reste encore difficile les premiers jours suivant une administration. Aux difficultés de
détection propres a chaque molécule s’ajoutent les contraintes associées aux nouvelles pratiques
illégales rapportées dans le domaine de l’¢levage et du sport. Parmi elles, 1’utilisation de
cocktails tres faiblement dosés. Ces stratégies nouvelles pourraient ainsi rendre transparentes ces
pratiques eu égard aux méthodes de contrdle actuelles. Dans cette hypothése, le recours a de
nouvelles méthodes de détection et d’identification devient nécessaire pour dissuader de telles

pratiques et ainsi améliorer le contrdle de 1’utilisation de promoteurs de croissance.

Dans un contexte plus général, les techniques « omiques » telles que la génomique, la
protéomique et la métabolomique se sont développées ces dernieres années. Leur essor est né de
la nécessit¢é de comprendre la nature fondamentale des mécanismes de toxicité et du
développement des maladies. En particulier, le développement des études du métabolome,
ensemble des métabolites présents dans un milieu biologique donné, présente a I’heure actuelle
de nombreux domaines d’application et est reconnu comme une technique d’intérét dans les
laboratoires et industries pharmaceutiques et agroalimentaires. Ce travail de thése s’inscrit dans

ce contexte de recherche de nouvelles stratégies de mise en évidence de pratiques anabolisantes.
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Notre objectif a été de développer et d’évaluer la faisabilité, la pertinence et 1’apport
d’une approche métabolomique pour le contrdle anti-dopage de I’administration de ’hormone de
croissance recombinante équine. Nous avons pour cela choisi d’utiliser la chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS). Dans cette

perspective, ce travail de thése s’est articulé autour de trois grands axes :

Dans un premier temps, une méthode d’analyse globale du métabolome par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a ét¢ développée. Elle est fondée
sur 1’étude d’échantillons biologiques urinaires collectés sur deux animaux d’expérimentation.
Cette méthode est caractérisée par I'utilisation de conditions les moins exhaustives possibles afin
de détecter un maximum de métabolites. Ainsi, la préparation d’échantillon consiste a filtrer les
¢chantillons sur des membranes de seuil de coupure 10 kDa suivi d’une étape de lyophilisation.
Les conditions chromatographiques d’élution sont relativement lentes avec un temps d’analyse
de 1 heure dans le but de limiter les phénoménes de coélution et de suppression d’ions. Cette
méthode analytique a été complétée par le développement d’une procédure de traitement des
données permettant le traitement des données issues des analyses LC-HRMS, cette étape devant
étre optimisée afin de limiter au maximum la perte d’information. La mise en place d’analyses
statistiques multivariées a constitué la dernieére étape de cette approche métabolomique. La
validation de ’approche a fait 1’objet d’une attention particuliére ; en effet, une validation
classique ne peut pas &tre envisagée sur un tel nombre de composés a étudier. Certains
parametres doivent cependant étre pris en compte comme la répétabilité, la stabilité, afin de
s’assurer que les variations observées ne sont pas attribuables aux erreurs analytiques mais bien
aux phénomenes biologiques étudiés. Au vu des résultats obtenus, la faisabilité d’une approche
métabolomique pour la mise en place future d’un nouvel outil de dépistage a été démontrée.
Cette étude fondée uniquement sur deux animaux a alors ét¢ étendue a une population plus large
afin de pouvoir étre définitivement validée et ainsi entamer une étape de recherche de
biomarqueurs intervenant dans la discrimination d’animaux controles et traités a I’hormone de

croissance recombinante équine.
La deuxieme partie de ce travail a consisté a optimiser certains paramétres de la méthode

mise au point afin de pouvoir analyser des échantillons urinaires et plasmatiques collectés chez

une population plus conséquente constituée de 13 animaux.

213






Conclusion générale

Le travail d’optimisation nous a permis de réduire le temps de préparation des
¢chantillons ainsi que le temps d’analyse tout en préservant la qualit¢ des empreintes

métabolomiques en terme de nombre d’ions détectés et de résolution chromatographique.

Cette démarche a été importante pour pouvoir analyser a haut débit I’ensemble des
¢chantillons urinaires et plasmatiques. L’analyse des empreintes spectrométriques et le
retraitement des données acquises ont permis d’une part d’établir des modéles descriptifs
autorisant la discrimination parfaite entre des animaux contrdles et traités a I’hormone de
croissance recombinante équine et d’autre part de mettre en évidence un certain de nombre de
signaux spectrométriques hautement impliqués dans cette discrimination. Au regard des
résultats, 1’administration de 1’hormone de croissance engendre incontestablement des
modifications dans le profil métabolomique urinaire et plasmatique des chevaux traités. La force
des modeles établis est leur validité et robustesse éprouvées lors des tests de validation croisée et
de permutation.

La troisiéme partie ce travail a consisté a étendre et a valider 1’étude développée en
incluant un grand nombre d’échantillons (n>150) afin de prendre en compte la variabilité inter-
individus. Ce travail a permis la mise au point d’un nouvel outil de dépistage capable de prédire
sans ambiguité des échantillons inconnus. De plus, une stratégie d’identification structurale de
nouveaux biomarqueurs de I’administration de I’hormone de croissance a pu étre initiée. Elle est
fondée sur des études de fragmentation MS-MS alliées a la recherche dans des bases de données
adaptées. Ces travaux ont pu étre mis en application et testés au Laboratoire des Courses
Hippiques dans le cadre de I’établissement de passeport biologique d’une cinquantaine de
chevaux. Les premiers résultats obtenus dans ce contexte n’ont pas permis de suspecter de
manicre ferme une administration de reGH. Cependant, les derniéres avancées scientifiques
pourront permettre de faciliter le lien entre la prise d’un produit dopant (la cause) comme
I’hormone de croissance et les différents parametres mesurés (les effets) a I’aide de différentes

techniques d’analyse.
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Ces travaux s’inscrivent dans le développement des approches non ciblées visant, a partir
d’un volume faible de sang ou d’urine, a caractériser un état physiologique d’un individu et a
mesurer son éventuelle déviation par rapport a son état de base. Ces analyses ont pour objectif
final de générer de fagon rapide et simple un maximum d’informations sur un échantillon donné
afin de pouvoir révéler des profils anormaux pour les orienter vers des analyses de confirmation.
Le travail restant a réaliser, pour améliorer le controle anti-dopage de manicre générale, est
toutefois trés important car il s’agit de développer et multiplier a grande échelle les approches
métabolomiques mais également les outils d’analyse des données pour que les passeports

biologiques puissent devenir des armes efficaces.
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Protocole de détection des IGF-I dans le plasma :

La mesure des concentrations en IGF-1 dans le plasma a été réalisée en suivant la
procédure de routine en vigueur au laboratoire des Courses Hippiques N°: 108/64 utilisant le kit

commercial ELISA « Equine IGF-1 » (Biocode). 50 pL de plasma sont prélevés et déposés en

Eppendorf® avec 400 pL de solution d’extraction (éthanol/HCI 2 N, 87,5/12,5 %) puis mélangés
5 secondes au vortex. Le mélange est laissé 30 min a température ambiante puis les échantillons
sont centrifugés 4 minutes a 4°C a 10000 rpm. 100 pL de surnageant sont prélevés en faisant
attention de ne pas troubler la solution et mélangés a 50 pL de solution de neutralisation et 100
uL de solution de dilution dans un tube en polypropyléne. 25 pL. d’échantillon et de standard
sont déposés dans la plaque ainsi que 100 pL. de conjugué (Mab de souris anti-IGF-1, marqué
PAL). Le mélange est placé sous agitation mécanique pendant 90 min a température ambiante.
La plaque est lavée avec le laveur automatique (programme IGF-1/Biocode). 100 pL. de substrat
(PNPP) sont déposés puis la plaque est incubée 30 min a température ambiante. La réaction est

arrétée par ajout de 100 pL de solution d’arrét (non communiquée). La mesure des absorbances

est réalisée a 405 nm.
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Figure 1V-1 : description du fonctionnement du test ELISA de détection des anticorps anti-reGH ( Bailly-
Chouriberry, 2007)



Annexes

Protocole de la détection des anticorps anti-reGH par ELISA dans le sérum:

Dans une microplaque pouvant contenir jusqu’a 96 puits coniques, 15 uL d’acide
caprylique et 25 uL d’HCI a une concentration de 0.5 M ont été ajouté a 260 uL de plasma. La
solution est ensuite mélangée par aspiration et refoulement. La précipitation est réalisée 15
minutes a température ambiante. Apres centrifugation (4100 rpm, 20 minutes), les échantillons
sont dilués 100 fois dans le PBST contenant 2% de Seablock a pH 7.4.

L’hormone de croissance équine recombinante est préparée a 1 mg.mL™ en tampon de
greffage et diluée au 1/10. Ensuite, 500 uL de cette solution sont dilués dans 9,5 mL de tampon
de greffage pour obtenir [reGH]= 5 pg.mL™" (Figure IV-1). 100 pL sont délivrés dans chaque
cupule pour obtenir une quantité de protéines a 500 ng/puit (a). Le type de plaque choisi pour
réaliser le test ELISA est F16 Maxisorp loose (NUNC). La plaque est incubée couverte toute la
nuit a 4 °C. Le lendemain, le matériel et la plaque sont sortis au préalable au moins 20 minutes a
température ambiante pour limiter les effets de bord. La plaque est lavée trois fois en tampon de
lavage, 300 uL par cupule (b). Le blocage des sites non spécifiques se fait en SeaBlock dilution
au 1/50° (v/v) dans du tampon de dilution. 100 pL sont déposés dans chaque cupule. Laisser
incuber 1h a 37°C (c). La plaque est ensuite lavée trois fois en tampon de lavage, 300 puL par
cupule (d).

100 puL d’échantillon par puits est déposé et incubé 1h30 a 37°C (e). La plaque est ensuite
lavée trois fois en tampon de lavage, 300 uL par cupule (f). L’anticorps secondaire marqué est
reconstitué avec 2 mL d’eau MilliQ puis homogénéisé et stocké a 4 °C. 100 pL par puits d’une
dilution au 1/8000 en PBS sont déposés et la plaque est incubée 1h a 37°C (g). La plaque est
lavée trois fois en tampon de lavage, 300 uL par cupule (h). Pour une plaque, 10 mL de
tampon chromogene [Phosphate/Citrate/ABTS] sont décongelés, puis 10 uL de H,O, 30% sont
ajoutés extemporanément. 100 pL du mélange sont déposés dans chaque puits et la réaction se

développe pendant 80 min a 37°C. La plaque est lue a une absorbance de 405 nm ().
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Protocole de I’analyse trancriptomique visant a dépister une administration

d’hormone de croissance:

L’extraction des ARN totaux a été réalisée en utilisant des kits de sang PAXgen pour
ARN (Qiagen). L’intégrit¢ et la quantité d’ARN totaux extraits ont été vérifiées grace a
I’utilisation d’une puce ARN standard sensitivity lue par un analyseur Experion (BioRad,
Marnes-la-Coquette, France).

L’ADN complémentaire est produit a partir de 750 ng d’ARN total et réalisé grace a la
mixture iScript Reaction (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Les réactions en chaine par
polymérase en temps réel (RT-qPCR) ont été réalisées avec un appareil master mix SYBR Green
(Biorad). Les échantillons ont été amplifiés et quantifiés en temps réels dans le systeme de
détection PCR CFX384 dans les conditions suivantes pour 1’expression de la GH : 40 cycles a
95°C pendant une période de 10 secondes puis 40 secondes a 60°C afin de dénaturer I’ADN.
Pour la discrimination des produits spécifiques des produits non spécifiques et des amorces
dimériques, une courbe de fusion par un gradient croissant de température de 65°C a 92°C avec
une pente de 2.5°C/s a été appliquée.

Les échantillons ont ensuite été normalisés avec deux genes de contrdle. Les résultats ont
¢été analysés avec le logiciel CFX (version 1.1) et la quantification des concentrations d’ARN a
été évaluée en calculant le 27 (Yuan et al. 2006). Les valeurs de AACt obtenus par RT-gPCR

pour chaque gene ciblés ont été relevés pour chaque échantillon.
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MISE AU POINT D’UN NOUVEL OUTIL DE DEPISTAGE DE L’ADMINISTRATION DE
L’HORMONE DE CROISSANCE EQUINE RECOMBINANTE PAR APPROCHE
METABOLOMIQUE

L’hormone de croissance est une molécule protéique a activité anabolisante dont les propriétés peuvent
étre mises a profit pour améliorer les performances sportives des chevaux de courses et accroitre la
rentabilité de production des animaux d’¢élevage. Cependant, la 1égislation est trés stricte car ’utilisation
de cette molécule ou de sa forme recombinante est interdite par le code des courses et les directives
européennes en vigueur. Malgré les progrés scientifiques spectaculaires réalisés ces derniéres années, le
dépistage de I’administration de I’hormone de croissance reste difficile en particulier les premiers jours
suivant un traitement. Récemment, de nouvelles méthodes de détection et d’identification visant a
améliorer le contrdle de I’emploi illicite de promoteurs de croissance se sont développées. Les travaux de
thése présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans ce contexte. Une approche non ciblée, de type
métabolomique a été¢ développée afin de mettre en évidence des perturbations métaboliques urinaires et
plasmatiques chez des chevaux traités a ’hormone de croissance recombinante équine. Les résultats
obtenus par LC-HRMS ont permis de montrer la faisabilité analytique, la pertinence et 1’intérét de cette
approche puisque des modeles descriptifs et prédictifs autorisant la discrimination entre des chevaux
contrdles et traités a I’hormone de croissance ont pu étre établis et validés. Cette méthode est actuellement
mis en ceuvre et testée au Laboratoire des courses Hippiques. Le développement de ces études
métabolomiques en lien avec d’autres techniques « omiques » telles que la transcriptomique, ou la
protéomique laisse penser que ces nouvelles stratégies pourront permettre de franchir un cap trés
significatif dans la lutte du contréle anti-dopage dans les prochaines années.

Mots clés : hormone de croissance recombinante équine, courses hippiques, métabolomique,
spectrométrie de masse haute résolution.

DETECTION OF RECOMBINANT EQUINE GROWTH HORMONE ADMINISTRATION BY A
METABOLOMIC APPROACH

The growth hormone is a peptidic molecule with anabolic activity potentially used to improve horse
athletic efficiency and to increase the production profitability of farm animals. However, the legislation is
very strict and the use of this molecule or its recombinant form is strictly forbidden by the races code and
the European directives in force. Despite the numerous scientific progresses achieved recently, the control
of growth administration remains difficult. New methods of detection and identification to improve the
control of illegal use of growth promoters have recently been developed. The phD thesis work presented
in this manuscript has been conducted in this context. An untargeted approach based on metabolomic
study was developed to highlight equine urinary and plasmatic metabolic disruptions induced by the
administration of recombinant equine growth hormone. The results obtained by LC-HRMS have
demonstrated the analytical feasibility, relevance and usefulness of this approach since descriptive and
predictive models able to discriminate non-treated from growth hormone treated horses have been
established and validated. This method is currently being assessed in the French laboratory of horse
racing. The development of such new metabolomic studies in conjunction with other omic techniques
such as transcriptomic or proteomic suggests that these new strategies could improve the anti-doping
control in the future.

Key words : recombinant equine growth hormone, horseracing, metabolomic, High-resolution mass
spectrometry.
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