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1. Contexte et Objectifs

Les produits du métabolisme refletent dans leur composition I'effet combiné des facteurs génétiques et
environnementaux ; ils constituent ainsi, a un instant donné, une représentation fidéle du phénotype
moléculaire, en correspondance avec un transcriptome exprimé a partir du génome, mais modulé par
I'influence de I'environnement.' En conséquence, ces derniéres années, la métabolomique, la plus récente des
approches omiques de phénotypage large des organismes, a pris de plus en plus d’importance dans le domaine
de la santé, particulierement la nutrition et la physiopathologie, afin de mieux caractériser les sujets ou les
patients dans une perspective de médecine personnaliséez. Dans le domaine clinique, la métabolomique vise a
révéler au travers d’une signature métabolique spécifique la présence d’un dysfonctionnement métabolique
provoqué par une maladie, des facteurs environnementaux (alimentation, style de vie, etc.) ou une exposition
a des composés xénobiotiques (polluants, médicaments, etc.) qui sont constitutifs de I'exposome chimique3’4.
La métabolomique conjugue des méthodes issues de différentes disciplines: la chimie analytique, I'analyse
statistique ou la chimiométrie et, enfin, la biologie. Elle impligue notamment ['utilisation de méthodes
analytiques sensibles et robustes, le plus fréquemment la chromatographie (liquide ou gazeuse) couplée a la
spectrométrie de masse (GC/MS ou LC/MS).® Bien que chronophages, ces méthodes analytiques génératrices
de variables permettent ainsi la caractérisation la plus exhaustive et la plus sensible possible des échantillons
biologiques. Le recours a des méthodes de détection en spectrométrie de masse (MS) a trés haut pouvoir de
résolution (R, > 5 x 105), par utilisation d’instruments FT-ICR (Fourier Transform — lon Cyclotron Resonance,
transformée de Fourier et a résonance cyclotronique des ions)ﬁ’8 permet la séparation des composés de masses
trés proches avec une tres bonne précision dans la mesure et, donc, de s’affranchir de I'étape préalable de
séparation des analytes, augmentant ainsi par un facteur 10 les débits d’analyse sans altérer la qualité des
données produites9 (perte d’informations).

Dans une seconde étape, les deux points « bloquants » dans I’exploitation des données spectrales restent i)
I'identification non ambigué des variables (analytes) permettant de construire une signature discriminante,
c’'est-a-dire porteuse de sens, pour chacun des individus d’un sous-groupe donné et ii) la classification optimale
desdits individus. Ces deux points font I'objet de recherches innovantes en statistique multivariée ou en
chimiométrie en introduisant les méthodes de régularisation des données ou des méthodes alternatives a
I'analyse en composantes principales (ACP) comme I'analyse canonique régularisée (rCCA), I'analyse en
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composantes indépendantes (ICA) ou [I'analyse en composantes communes (ComDim)lO"12 D'un
positionnement différent, les méthodes fondées sur les réseaux de neurones artificiels (ANN) ou
I'apprentissage profond (Deep Learning, DL) commencent a émerger dans le domaine de la métabolomique
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clinique mais restent, le plus souvent, utilisées a titre exploratoire™ .

Les données métabolomiques englobent les signaux issus de métabolites endogenes et de composés
caractéristiques de I'exposome chimique. Sur une étude préliminaire récemment réalisée a partir des données
métabolomiques urinaires établies par détection a ultra haute résolution en FT-ICR sur une cohorte de prés de
500 sujets recrutés dans |'étude NESCAV>*®
cardiovasculaire en fonction de facteurs anthropologiques, cliniques et environnementaux qui sont

, cette étude épidémiologique étant destinée a évaluer le risque

documentés comme métadonnées, nous avons mis en évidence la présence de médicaments utilisés pour
traiter des cas de diabéte de type 2 ou d'arythmie cardiaque, ce que les métadonnées mises ensuite a notre
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disposition nous ont confirmé™’.

Cette premiére étude épidémiologique sur I'exposome « médicamenteux » effectuée par analyse directe en FT-
ICR mérite d'étre étendue sur deux volets : le premier pour détecter et caractériser d'autres composés de
I'exposome chimique représentant la pharmacopée déclarée dans les métadonnées (i.e. les médicaments
prescrits) et, ainsi, les variations corrélées du métabolome endogéne, le second pour accéder aux données de
I'exposome chimique putatif d'origine environnemental présent aussi bien chez les sujets sous prescription
médicale que chez les autres, en s'appuyant sur la bibliographie récente et le développement d’outils bio-
informatiques pour extraire sélectivement des signaux spécifiques..

2. Projet de recherche postdoctorale
L’objectif du projet de recherche décrit ci-apres est de caractériser, dans l'urine de sujets de la cohorte
NESCAV, déja phénotypés par FT-ICR-MS, l'existence et la structure chimique de différents composés,
marqueurs de I'exposome chimique, qui appartiennent a différentes familles chimiques pour mesurer au
niveau épidémiologique I’état de multi-exposition a ces molécules et, ensuite, évaluer la réalité des disruptions
métaboliques induites par ces multi expositions. Pour ce faire, trois voies d’exploration seront développées :

v Volet analytique
La méthode analytique privilégiera la production d’ions fragments en spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS) pour compléter les données déja acquises en FIA-ESI-FTICR-MS. La méthode chimiométrique utilisée
s'appuiera sur l'analyse des corrélations fortes (rho > 0,95) pour relier les ions parents et les ions fragments
probables issus de chaque parent. Cette étape statistique vient d'étre validée sur des extraits de mousse dont
le métabolome endogéne varie en fonction de I'exposome en métaux lourds (A. Paris et al., en préparation).

v Volet statistique
Les techniques d'analyses de données multivariées envisageront dans un premier temps les ACP, les analyses
en composantes indépendantes, en composantes communes ou les analyses canoniques en considérant alors
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la matrice d'information complémentaire (métadonnées anthropométriques et de prescription de
médicaments) pour orienter les capacités de détection de variables de I'exposome chimique médicamenteux et
celles du métabolome endogéne influencé par cet exposome spécifique. Dans cette approche, les données
corrélées MS et MS/MS seront associées. Une analyse complémentaire des signatures métaboliques qui se
fondent sur les résultats de cette premiére analyse et qui sera produite par les techniques d'enchassement (en
anglais : embedding) comme tSNE ou PHATE, mais modifiées en tant que méthodes supervisées telles que nous
les développons actuellement dans l'unité MCAM, permettra d'isoler des sous-groupes d'individus partageant
une signature métabolique commune. Cette progression dans le repérage de biomarqueurs putatifs permettra
d'inférer |'existence d'une possible influence d'un composé (ou plusieurs composés apparentés ou non)
appartenant a I'exposome chimique, soit par caractérisation structurale directe des signaux caractéristiques de
cette signature, soit par l'interprétation fonctionnelle des marqueurs métaboliques endogenes qui varient de
fagon concertée, vraisemblablement sous une influence exposomique.

v Volet bioinformatique
Une approche complémentaire, bioinformatique, consistera a repérer les variables du métabolisme qui
attestent une fonctionnalisation des molécules de I'exposome subissant la détoxication, réalisée
prioritairement par le foie, et I'élimination urinaire des métabolites. Les étapes de détoxication comprennent
les voies d'hydroxylation, d'oxydation ou réduction et de conjugaison (glucuro-, glyco-, sulfo-conjugués,
thioéthers, etc.).

La méthode bioinformatique utilisée pour documenter les hypothéses de voies de biotransformation
s'appuiera sur I'approche qui consiste a repérer des ions parents et fragments correspondant a des contraintes
déclarées pour I'existence de métabolites de xénobiotiques conjugués (dérivés glucuronide, glycoside, sulfate,
glutathion, N-acétyl-cystéine, etc.), hydroxylés, oxydés et/ou réduits ou comprenant des atomes d’halogénes
(Cl, Br) et pouvant étre présents dans l'environnement. Cette méthode donne des résultats encourageants sur
matrice urinaire et ne cible pas a priori une famille de composés spécifique, ce qui correspond pour l'instant a
une limite apparaissant dans bon nombre d'études tres récentes qui n'envisagent pour I'essentiel que quelques
composés d'un exposome chimique ciblé™®? sans considérer les autres xénobiotiques qui peuvent étre
présents simultanément et étre ainsi a I'origine d'effets cocktail”. Des études plus rares mettent en avant la
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diversité moléculaire de I'exposome chimique.

L’efficacité de cette méthode bioinformatique est démontrée dans une étude précédente sur la détection des
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métabolites d’un xénobiotique. L'utilisation orientée filtres de défauts de masse et/ou de rapports

isotopiques aidera a prédire ab initio ces nouvelles structures chimiques.
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Ces trois volets seront engagés simultanément lors de I'année de post-doctorat sur un certain nombre de
molécules candidates. En cas de prolongation du financement, une extension de la caractérisation de
I'exposome chimique complémentaire a celle obtenue lors de la 1% année sera effectuée durant une seconde
année de post-doctorat.

3. Les équipes partenaires supports de l'interdisciplinarité
La recherche post-doctorale sera placée sous la responsabilité du Pr Alain Paris du Muséum national d’Histoire
naturelle (MNHN, unité MCAM, UMR 7245, MNHN/CNRS), métabolomicien et toxicologue, qui assurera la
tutelle en matiere de « modélisation des données », et par le Dr Sandra Alves, MC-HDR a Sorbonne Université
(IPCM, UMR CNRS 8232), chimiste-analyste spécialisée en analyse structurale et en métabolomique, qui
assurera la tutelle en matiere de chimie-biologie, en particulier en ce qui concerne la caractérisation
structurale des composés identifiés de I’'exposome et la reconstruction et la curation des réseaux métaboliques
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, accueilli comme chercheur bénévole dans 'unité

soumis a disruption. Le Pr émérite Douglas Rutledge
MCAM (MNHN) et spécialiste de chimiométrie, sera associé au travail de recherche post-doctorale sur le volet

« modélisation des données ». Pour les volets « validation et identification structurale des biomarqueurs » et

« bioinformatique », le Dr Estelle Rathahao-Paris (IR INRAE, HDR), spécialisée en analyse structurale et en
métabolomique par FT-ICR et accueillie a Sorbonne Université, sera aussi associée au travail de recherche post-
doctorale. Des réunions trimestrielles de I’équipe de recherche seront organisées au Muséum ou a Sorbonne
Université pour le suivi des travaux.

4. Les moyens a disposition & faisabilité du projet
Des échantillons urinaires ont été collectés sous la responsabilité du Pr M. Guillaume de I'université de Liege et
des épidémiologistes porteurs de I'étude NESCAV'®. Nous avons pu accéder au bras wallon de cette étude :
échantillons urinaires et métadonnées. Les données métabolomiques urinaires ont déja été acquises par
introduction directe des échantillons et détection FT-ICR-MS en modes d’ionisation ESI (Electro Spray
lonisation) positif et négatif.

Le projet de recherche post-doctorale proposé vise a exploiter de fagon beaucoup plus poussée les données
déja acquises.

Des expériences analytiques complémentaires (spectrométrie de masse en tandem, MS/MS et séparation par
mobilité ionique) seront effectuées pour l'identification et la quantification des médicaments et/ou leurs
métabolites chez les individus concernés (variables d’intérét).

5. Le planning prévisionnel
Ces trois volets méthodologiques seront engagés simultanément lors de la 1% année de post-doctorat sur un
certain nombre de molécules candidates définies comme prioritaires en tant que composés de |'exposome. En
cas de prolongation du financement, une extension de la caractérisation de I'exposome chimique
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complémentaire a celle obtenue lors de la 17" année de post-doctorat sera effectuée durant une seconde

année.

6. Conclusion : Impact attendu pour I'ASU dans le cadre du projet SOUND

Le(la) chercheur(e) post-doctoral(e) sera accueilli(e) pour partie a I'lPCM (Institute Parisien de Chimie
Moléculaire, UMR SU CNRS 8232) de Sorbonne Université dont I'équipe de spectrométrie de masse est aussi
partenaire de l'infrastructure nationale Infranalytics puisque hébergeant un spectrométre de masse FT-ICR de
7 teslas ouvert a des collaborations extérieures. Ceci sera un gage d'ouverture scientifique pour les autres
membres de cette infrastructure, en particulier ceux équipés en FT-ICR, et une chance pour le(la) chercheur(e)
recruté(e) en post-doctorat pour étoffer son réseau scientifique dans le domaine de la spectrométrie de masse
a trés haute résolution.

Par ailleurs, le projet de recherche post-doctorale proposée dans le domaine de |'exploration sans a priori des
molécules appartenant a I'exposome chimique qui associe les analyses par FT-ICR-MS (et -MS/MS) aux analyses
statistiques multivariées et celles bioinformatiques, celles-ci permettant de déconvoluer les voies de



biotransformation des xénobiotiques constitutifs de I'exposome chimique par le biais d'hypotheses
d'hydroxylations ou d'oxydations/réductions combinées a différents types de conjugaison est original dans la
mesure ou l'apport de la trés haute résolution de détection des ions et du tres haut débit d'analyse que
permettent les analyses en FT-ICR ne sont pas couvertes pour l'instant par les différents laboratoires d'analyse
intégrés dans l'infrastructure nationale de recherche France Exposome. Les méthodes développées pourront
donc étre mises a disposition des acteurs de France Exposome et le(la) chercheur(e) post-doctoral(e) pourra
s'impliquer sur le dernier tiers de son post-doctorat dans cette mission complémentaire de formation et de
communication sur cette démarche de recherche sur la caractérisation de I'exposome chimique.

Finalement, les deux infrastructures nationales de recherche qui sont impliquées dans ce projet, a savoir
Infranalytics et France Exposome, seraient ainsi amenées a interagir dans un contexte d'exploration
épidémiologique ciblée.



