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Contexte

* Maladie processus physiopathologique complexe multifactoriel

* Les techniques de biologie moléculaire notamment la génomique ont permis de
faire évoluer I'approche méthodologique mécanistique

* Probleme
* Grande diversité allélique / pénétrance incompléte
* Pas toujours corrélé au phénotype
* Besoin de découvrir la fonction d’un géne (ou se ses mutants)

* Cependant, pour prendre en charge les patients
* marqueurs biologiques
* marqueurs de réponse au traitement =» métabolomique
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Métabolomique/Fluxomique

* “DNA makes RNA makes protein”

 Ne constitue pas un substitut aux autres
« omiques »

Proteome

~ 1,000 000 e Représente la réponse ultime d’une cellule ou

l d’un organisme

Métabolome > 10 000



Le Métabolome chez 'homme

e Petites molécules (<1500 Da)
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Le Métabolome chez 'homme

Mass Distributions of
Human Metabolome
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1200 médicaments et 3500 composants alimentaires sont trouvés
. dans le corps humain, d’aprés HMDB (http://www.hmdb.ca/)




Le métabolome chez 'homme

Galactose,
nucleotide

‘evevsns vy

® HPLC- RP & ESI (+ve ion)
® HPLC: HILIC &ESI(+ve ion)
e HPLC: RP & ESlI(-ve ion)

® HPLC: HILIC & ESI(-ve ion)
e HPLC: RP, Lipids

® GC: (CLEI)

e |C-ESI (-ve ion)



Le Métabolome chez 'homme
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Le métabolome dans le regne vivant

Tous les mammiferes

8000
meétabolites

Tous les microbes
20,000

Chemicals

Toutes les plantes

ZU0;000

sghemicals




Les différentes étapes



Technologies disponibles

RMN:

Pas de préparation d’échantillon = rapide
Données structurales

Peu sensible (50aine de métabolites a mg/L)

LC-HRMS-TOF:
Préparation d’échantillon = long

Sensibilité (plusieurs centaines de métabolites a pg/L)
Protéomique +++

LC-HRMS-OBRITRAP:

Préparation d’échantillon = long
Sensible & résolutif (plusieurs milliers métabolites a ng/L)




Technologies disponibles
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Etapes analytiques
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Metabo ciblée et non ciblée (globales)

Untargeted (Qualitative, typically) Workflow
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Traitement du signal analytique
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Traitement du signal analytique
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Fig. 4. Steps comprised into the Data Processing part of the workflow.



Workflow - traitement signal
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Elemental composition and ID

based on unlabeled reference
sample

plper File || Features ld Features || Labeled Compounds per File || Mass List Search Results || Input Files
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L'enjeu: l'identification de pic inconnus
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Identification de pics inconnus-inconnus

Figure 1. Workflow for mzLogic
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Reconstruction de voies métaboliques
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Reconstruction de voies métaboliques
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Applications en Santé



Apport dans la recherche translationnelle...
et le soin...

* |dentification de biomarqueurs/signatures métaboliques

* Aide au diagnostic

* Identification de nouvelles voies de signalisation

» Définir des nouvelles cibles thérapeutiques

* Guider la prescription des thérapies anti-tumorales

* Prédire la réponse au traitement
* Meédication personnalisée
* En complément du criblage haut débit
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Profilage — empreinte métabolique

Single metabolomic
screen

Single
sample type

Phenylketonuria Disease

Maple Syrup Urine Disease



Apport dans la recherche translationnelle...
et le soin...

* |dentification de biomarqueurs/signatures métaboliques

* Aide au diagnostic

* |dentification de nouvelles voies de signalisation

» Définir des nouvelles cibles thérapeutiques
* Production de peptides/mutants pour apporter preuve de concept

* Guider la prescription des thérapies anti-tumorales

* Prédire la réponse au traitement
* Médication personnalisée
* En complément du criblage haut débit




‘Aider a la prescription d'anti-canc

éreux

Serum Metabolite Biomarkers

Predictive of Response to PD-1
Blockade Therapy in Non-Small Cell
Lung Cancer

Xiaogun Nie ', Liliang Xia®', Fang Gao ", Lixia Liu', Yi Yang?, Yingying Chen?,

Huanggi Duan®, Yaxian Yao®, Zhiwei Chen®, Shun Lu®*, Ying Wang”* and Chen Yang'*

A Hypoxanthine

Discovery sat

1.5 4 o < 0.001
—

ERRE

=

o

&

2 05

0 T T
Resporders  Mon-responders
B Histidine
Discovery set
15+ B <0.001

E 104

&

S

&

G

|

0@ Q54

0

T T
Responders  Mon-responders

Concantration (moliL)

Concenfration {umeliL)

130 9

00 -

Validation set 1
p = 0008

-

T T
Responders Non-responders

‘alidation set 1

200~

o =0.008

'

T T
Responders  Mon-respoanders

Relative lavel

FRalative level

154

=
=
L

05+

Walidation set 2
p=0019
—

-+

T T
Responders  Mon-responders

Walidation set 2
p=0.038
——

==

T T
Responders  Won-responders

A0 - T B
20 — mHR
LI s0c
10 / . e,
» L []
- [ ] | (]
] | L% * 1 =
P I \':.. B
-0 AN ' +t
e
n
-20 — T
| |
0

40

20

-20
-40

T
.f/ f, '.-.".' \
7Eh ’

N r o/
"""'-_\_\____ ___'_ﬂ_.-'"

i

80 -6l 4 20 [ 20 40 -1} 40 30 20 10 [i] 0 20 30 40
il e
Discovery set Validation set 1 Validation set 2
1.07 10+ 1.0
—T
0.84 (] 08 T_I 08
£ 05+ J 2 46 £ 051
2 C B — =
3 3 ]
& 5 3
@ 0.4+ o 0.4 04
AUC (95% CI) AUC (95% CI) AUC (35% CI)
02~ = His+Hyp 072 (0.869-0.999) 02 = HistHyp 0933 (0.734-0.996) n24 | — HistHyp 1,000 (0.892-1.000)
His 0,890 (0.757-0.965) His  0.846 (0.623-0.964) His 0817 (0575-0.999)
— Hyp 0.899 (0.768-0.970) — Hyp 0.846 (0.623-0.984) — Hyp 0.958 (0.630-1.000)
0 T T T — T — 71— — — )
0 02 04 06 08 10 0 02 04 06 08 10 0 02 04 06 08 10

1-Specifily

1-Specifity

1-Specifty



A

Overall survival (%)

No. at risk

Low
High

‘Aider a la prescription d’anti-cancéreux

Serum Metabolite Biomarkers
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Lung Cancer
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Limites et perspectives



Couverture métabolique

Pourquoi la métabolomique est difficile?

N Ne peut étre déduite du génome
Grande\diversité chimique

gamme dynamique 7 log
Tous les mammiferes

>

( Metabolomics
2x105
Chemicals

Tous les microbes .
Proteomics

20,000

20 Amino ac

Diverstié chimique

Toutes les plantes Genomics




Couverture métabolique

Galactose,
nucleotide

® HPLC- RP & ESI (+ve ion)

® HPLC: HILIC &ESI(+ve ion)
@ HPLC: RP & ESlI(-ve ion)

® HPLC: HILIC & ESI(-ve ion)
e HPLC: RP, Lipids

® GC: (CLEIl)

e |C-ESI (-ve ion)
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Validation biologique des marqueurs

= ® =N
‘! Prélevement d’échantillons
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4 = p
TU | Extraction et purification
G J , . .
v Etape longue et peu valorisante mais
G " R .y e .
s Identification des métabolites : critique pour passage en « routine »
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Métabolite d’intérét diagnostique,
pronostique ou thérapeutique




