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INTRODUCTION

Dans le cadre d’études nutritionnelles, la Plateforme d’Exploration du Métabolisme applique en routine une méthode d’analyse métabolomique non-ciblée par UPLC-ESI-QToF développée et validée a
partir d’échantillons de plasma humain [Pereira et al, 2010]. Cette étude, portant notamment sur les conditions de prélévement et de préparation de I'échantillon (étapes critiques de I'approche
métabolomique), avait conclu qu’une précipitation lente a froid des protéines par ajout de 400 puL de méthanol a 200 pL de plasma prélevé sur héparine permettait I'extraction d’'un maximum de
métabolites avec une reproductibilité optimale.

Dans l'optique d’appliquer cette méthode aux études animales, il nous est apparu indispensable de réduire la prise d’essai initiale, car la quantité de plasma prélevée sur les animaux peut étre
limitée, surtout s’il s’agit de petits animaux et/ou si des prélévements en cinétique sont effectués sur un laps de temps assez court lors d’études longitudinales. Lobjectif de ce travail a donc été de
vérifier si la transposition du protocole original a une prise d’essai initiale réduite de plasma donnait des résultats comparables en terme de richesse des profils métaboliques obtenus et de variabilité
analytique. L'influence de la concentration d’héparine lors du prélevement a également été étudiée.

MATERIELS & METHODES

Prélévement des échantillons Préparation des échantillons Analyse
X . UPLC - ESI+ — QToF [m/z : 70-1000]
Animaux Rats Mini-Porcs «PE50 » « PE200 » Colonne HSS T3 150 x 2,1 mm 1,8um
Sprague-Dowley Yucatan Phase A : Eau + 0,1 % Acide formique
Nombre ‘ 9 5 Prise d’essai plasma 50 uL 200 L Phase B : Acétonitrile + 0,1 % Acide formique
‘ ! ) , . Gradient @ temps (min) Débit (mL/min) %A %B Courbe
. + Méthanol « froid » +100 pL +400 pL 0 04 10 o Lnéaire
Prélévement du sang total Lo 2 04 100 o Unare
sur Héparine Sodium a 3 Homogénéisation 2 retoume'ments manuels doux . 0t . 100 inéare
concentrations différentes puis qqs sec Vortex - o . e
[nb Ul Héparine I : \ Précipitation 30 min a-20°C 2 04 100 0 Linéaire
/ ml sang total] 15 30 60 Homogénéisation qgs sec Vortex . ,
‘ Traitement des données
Centrifugation 13000 rpm —10 min
. . . . Extraction des ions par XCMS sous R [Smith et al, 2006]
Centrifugation 3000 g —4°C— 10 min Préléevement surnageant 75 plL 300 pL > 2596 ions
Aliquotage 14 x 3 = 42 échantillons Evaporation sous Azote Normalisation des signaux [Van der Kloet et al, 2009]
N o » . . . - R
Stockage a -80°C jusqu’a préparation Reprise 125 ul 500 pL Tra|t§me'rl1ts statistiques univariées (ANOVA sous R) et
multivariées (PLS-DA sous SIMCA-P v13.0)
RESULTATS des ANALYSES STATISTIQUES
Batch_correction linear_result_for_simca M3 (PCA-X), ACP (Par - log) W .y . . I Batch correction linear_result for simca M12 (PLS), PLS pe (Par - log) RAT W#eso Batch_correction linear result for simea.M12 (PLS): Validate Madel LS
Conseart aederting to OB 1D) o) m==  Une premiére analyse en composantes principales (ACP, Colored according 1o Obs ID (pe) L Indpe Intescepts: R2-(0.0,0.959), Q2- 0.0, 0,336) LE
i cf. a contre) sur Iensemk?le des donnt:zes (ie : sur tous oo ”.' 44988 —
G les ions extraits des profils des 2 espéces : mini-porcs L
« MP » et rats) ne fait pas apparaitre de groupes
0 discriminant les 2 prises d’essai. En revanche, la 1%¢
composante permet de révéler 2 groupes « espéces ». §
La PLS-DA effectuée sur ce méme jeu de données vis-a-
vl vis de la variable prise d’essai (« PE ») ne retient aucune L
B composante par cross-validation. Quand ce modéle est $
sl forcé a 2 composantes, le test de permutation ne ;
permet pas de conclure a un modéle valable pour
. discriminer les 2 prises d’essai. ]
o La variable « espéces » ressortant fortement sur I'ACP : =
initiale, les mémes modéles sont ensuite construits sur — R i ;e_ﬁ . C o " -
o — les données « mini-porcs » d’une part, puis sur les
e S i données « rats » d'autre part. Chez le mini-porc comme chez le rat (cf. ci-dessus), les tests de permutation ne permettent
- pas de conclure a des modeles PLS-DA valides tendant initialement a discriminer les 2 prises
d’essai (Q%(cum) = 0,497 pour le cas du rat).
Rats Mini-Porcs
0% 60% Afin d’éprouver plus avant ces modéles statistiques, les ions significatifs de
0% 50% I'effet « prise d’essai » sont filtrés par ANOVA (> 244 ions), puis servent de
» 0% 2 40% base pour reconstruire les modeles comme précédemment.
gm | :Z‘:‘lm éw ::;:‘lm A nouveau, chez le mini-porc comme chez le rat (cf. ci-dessous), les tests de permutation ne
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L] GV e iy g ey s o ok | i | e | stam | bellt et | 50 | orsque la variable considérée est la concentration d’héparine lors du préléevement.
1e100 100511000 | 100051€10000 1000051 ie100 100511000 | 100051€10000 1000051
DataMatrix_anova_pe_none_forSIMCA.M2 (PCA-X), ACP Par log W DataMatrix_anova_pe_nonc_forSIMCA M12 [PLS): Validate Model L
Colored aceording to Obs ID (pe} L Indpe Intercepts: R2=(0.0, 0,645, Q2=(0.0, -0,000741) L
' 1
Rats (ions filtrés ANGVA pe p<0,05) Mini-Porcs {ians filtrés ANOVA pe p<0,05) i
0% 0%
50% 50%
w 0% o 0%
£ &
g 0% u Total 5 0%  Total o
Wi BOVSISE R mcvetss e
109 wEV<20% it BCV<20% 1
g | B LI s e e | aLli. . i Bcveson )
PESO | PE200  PESO | PE200  PESO | PE200 | PESO | PE200 PESO | PE200 | PES0 | PE20O | PESO | PE200 | PESO | PE200
15100 100<1 £1000 | 1000<1510000|  10000<! 1<100 10051<1000 | 100051<10000] 1000051 *
Enfin, la prise d’essai n’exerce pas non plus d’influence sur la variabilité analytique de la méthode. i N & ””:' »-j:w-— —_ o - A

CONCLUSION et PERSPECTIVES

L'adaptation (gamme de concentration en héparine lors du préléevement comprise entre 15 et 60 Ul / mL de sang total, réduction de la prise d'essai a 50 uL) de notre mode opératoire habituel aux
prélevements plasmatiques effectués sur mini-porcs et rats, n'affecte ni la richesse des profils métaboliques obtenus, ni la variabilité analytique de la méthode. Ces résultats ouvrent ainsi des
perspectives de miniaturisation des protocoles de préparation d’échantillons issus de différentes matrices lors des études métabolomiques utilisant des modeles animaux.
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