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Que sont les métabolomics?

« Les métabolomics: « nouveaux venus » des sciences de la
vie:

: " The omics
I i - - ::,."...: ‘. C as C ad e

DNA mMRNA proteins small molecules

* Etudes des composés plus petits dans des cellules, tissus,
fluides biologiques...

« But: trouver une réponse spécifique a des stimuli varies

« L’information obtenue peut alors étre utilisée pour des
diagnostiques, des déeveloppements de médicaments...

www.metablys com
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Que sont les métabolomics?
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Métabolomics:
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Analyse métabolomique: un challenge

* Le metabolome humains représente plusieurs
milliers de métabolites.

« Meétabolites de natures tres variees:
— Charges: positive, négative, non chargé
— Lipophile/Hydrophile
— Faible masse moléculaire/forte masse moléculaire
— Volatile/Semivolatile/Non-volatile

« Large gamme de concentrations (mM-pM)

www.metablys com meta En!:ymtsh&




SBSE et métabolomics: les avantages

 Automatisation

« Diminution importante des sources de contamination
— moins d’étapes dans la préparation d’échantillon

* Analyse de tres faibles volumes avec une tres
grande sensibilité

« Deétection de composes de natures variees.

www. metablys.com “mmeta Eﬂ!:ym%




Preparation d’echantillons

Urine 1 mL

Sang, bile, etc

+400 pL NH,OAc (pH 6.5) + 20 pL B-glucuronidase (E.Coli)
Overnight @ 37C

Acetylation: Esterification:
0.25 g K,CO, 0.25 g K,HPO, +150 puL EtOH
+ 0.25 mL AA + 50 uL ECF
+ 4mL water
|
SBSE 60 min

TD-GC-MS

metabl{(\s&
anabysing metebolormes, masimisti] health



Abundance
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Importance de I’hydrolyse enzymatique

* Analyse 1 mL d’'urine

TIC: 100908 _urine__blan

‘wr<3 ]_OCT908»__ul"il‘Ie_gleCurOhi(:laS

With glucuronidase

www.metablys com

8S.00 10O0. 00 12.00 14.00 16.00 18.00 Z20.00 Z22.00 Z249.00 Z26.00

metablﬂ
anatysing meteholomes, masimising healih



Preparation d’echantillons

+400 pL NH,OAc (pH 6.5) + 20 pL B-glucuronidase (E.Coli)
Overnight @ 37T

Acetylation:
0.25 g K,CO,
+ 0.25 mL AA

Esterification:
025 0 K HEQ 150 (1| EIOH
t501l ECE

SBSE 60 min

msggbl%’&
TD-GC-MS T



Comparaison SBSE et extraction liquide

* Analyse 1 mL d’'urine

Nbundance

T IC: 1. 10104 _direct _urine_ 1 ._D\data.-.ms
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Comparaison SBSE et extraction liquide

* Analyse 1 mL d’'urine

Nbundance

TIC: 1.1 10104 direct _urine_ 1 _D\data.-mrms
TIC: 201224 Pool 1 _D\Ndata.-.ms |(5)
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Comparaison SBSE et extraction liquide

* Analyse 1 mL d’'urine - SBSE

TIC: 101214_Pool_1.D\data.ms SBSE
1.2e+07 ]
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Combinaison dérivation et SBSE

» Dérivation de I'echantillon avant extraction SBSE:

— Ethyl-esterification (éthylchloroformate)

Abundance TIC: 101214_Pool_1.D\data.ms
TIC: 101216 _ECF_Pool_1.D\data.ms (*)
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Combinaison dérivation et SBSE

Estérification

acides aminés

— -CO-0OH — -CO-0O-Ethyl } Derivation des acides organiques,

— -NH2 — -NH-CO-O-Ethyl

TIC: 101216 _ECF_ Pool 1 . D\data.ms
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Détection de composeés plus polaires, avec une
bonne sensibilité




Performance SBSE: reproductibilité

« Echantillon extrait et analysé 5 fois:
— Extraction SBSE (5 Twisters differents)
— Extraction liquide (LLE)

SBSE (421 pics)

LLE (410 pics)
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Avantage SBSE:

pics avec des intensités plus élevees




Metabolomics: analyse des données

« Utilisation d’algorithmes pour I'extraction d’entités
dans le chromatogramme

* Une entité est composee de 3 informations:
— Un temps de retention

— Une masse
. -, Ret Mass Intensity

— Une Intensité Time
Entité 1 10 400 10000
Entité 2 11 510 15000
Entité 3 12 250 20000
Entité 4 125 155 15000

/ﬂ(\,\/\ ﬂ[ Entité 5 14 225 12500

Entité 6 15 350 2000

GC-MS Extraction d’entités

algorithm
www.metablys com (AM DI S’ XCM S) “mmemﬁgg Eﬂ!mymsh




Analyse des données

Référence
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Application a I'analyse d’urine

* Analyse de 18 echantillons de 4 personnes, 5 jours

Homme A
Femme A
Homme B
Femme B

Controle

¥-fods | Component 1 (60.72%) | Y-fixis | Component 2 (16.8%) v | Z-Axis | Component 3 (13.2%) v

www.metablys.com metab Iys &
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Application a I'analyse d’urine

« Total des entités présentes dans tous les eéchantillons

Mormalized Intensity Values
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Application a I'analyse d’urine

 T-test: mise en évidence des entités différentes:
Alimentation A vs Alimentation B

Mormalized Intensity Values

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
meetahl}fs_ccm 11010, 110106..11010.. 110106..11010.. 110106..11010.. 110106..110106..11010.. 110106..11010.. 110106..11010.. 110105..11010.. 110106..110106..110106_Melab|\'
L KE 1 L [ 4

Alimentation A reremeonaewss - Aljmentation B




Application a I'analyse d’urine

 T-test: mise en évidence des entités différentes:
Alimentation A vs Alimentation B
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Conclusion

 SBSE et métabolomics:
— Analyse d’échantillons de volumes tres petits
— Deétection de concentrations tres faibles
— Tres bonne reproductibilité
— Analyse de composés apolaires
— Analyse de composes plus polaires avec derivation

* Etude métabolomics:
— Deémarche fonctionne, petites différences visibles

— Future application a des échantillons « réels »
(diabete vs non malade)

www.metablys com meta En!:ymtsh&




Merci pour votre attention
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