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Communications Orales 

O1 

 
Understanding metabolic supersystems in health and disease: The challenge of 

real world human systems biology. 
 

Jeremy K. Nicholson, PhD. 

Biomolecular Medicine, Department of Surgery and Cancer, Faculty of Medicine, Imperial College London, London 

SW7 2AZ UK. 

 

Systems biology tools are now being applied at the individual and population level utilizing 

analytical and statistical methods that report non-invasively on integrated biological functions. 

Metabolic phenotyping offers an important window on integrated system function and both NMR 

and mass spectrometric methods have been successfully applied to characterize and quantify a wide 

range of metabolites in biological fluids and tissues to explore the biochemical sequelae of human 

disease processes (1). A major feature of human biology that has only recently been recognised is 

the extensive interaction with the gut microbiome (2). These symbiotic supraorganismal interactions 

greatly increase the degrees of freedom of the system and there is extensive transgenomic control of 

metabolism that poses a significant challenge to current modelling approaches. In disease states 

metabolic profiles and spectroscopic signatures are changed characteristically according to the exact 

site and mechanism of the lesion (3). The use of chemometrics allows interrogation of spectroscopic 

data and can give direct diagnostic information and aid the detection of novel biomarkers of disease 

and the integration of metabolic data with other omics sets including direct genome-metabolome 

mapping (4). Such diagnostics can be extremely sensitive for the detection of low level damage in a 

variety of organ systems and is potentially a powerful new adjunct to conventional procedures for 

disease assessment and can help explain complex gene-environment interactions that generate 

disease risks. Examples of the application of metabonomics to system level information recovery 

from tissues and biofuids will be given with special reference to personalised healthcare and 

pharmaco-metabonomic profiling (5,6) and human population screening using novel spectroscopy 

driven quantitative metabolome-wide association study approaches (7) which all indicate that 

transgenomic metabolic interactions play an important part in many disease processes. 

 

1. Nicholson JK et al (2002) Nature, Rev. Drug Disc. 1 (2) 153-161. 

2. Nicholson JK et al (2004) Nature, Biotech. 22 1268-74. 

3. Nicholson J.K. and Lindon, J.C. (2008) Nature 455 1054-1056. 

4. Dumas, M.E. Nicholson, J.K. et al (2007) Nature, Genetics 39 666-672. 

5. Clayton, T.A. Nicholson,
 
J.K. et al (2006) Nature 4401073-1077. 

6. Clayton, T.A. Nicholson J.K. et al (2009) PNAS 106 14728-14733. 

7. Holmes, E. Nicholson, J.K. et al (2008) Nature 453 396-400. 
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O2 

 
Analyse métabolomique de la réponse à un repas test: l’étude MEDE 

 
Gaëlle Favé

1
, Manfred Beckmann

2
, Wanchang Lin

2
, Amanda Lloyd

2
, Kathleen Tailliart

2
, John Draper

2
 et John 

C. Mathers
1 

 
1Centre de Recherche en Nutrition Humaine, Université de Newcastle, Newcastle upon Tyne, RU et 2Institut 

des Sciences Biologiques, Universit® dôAberystwyth, Aberystwyth, RU 

 

La mesure des apports alimentaires est un facteur essentiel de la recherche sur les relations 

Nutrition-Santé. Malheureusement, les outils de mesure habituellement utilisés présentent de 

nombreuses limites [1]. L’étude MEDE (MEtabolomics to characterise Dietary Exposure) a été 

conçue pour apporter la preuve de principe que la métabolomique pouvait être un outil alternatif 

non subjectif pour caractériser la prise alimentaire [2].  

24 adultes en bonne santé et non fumeurs ont consommé un petit déjeuner test. La veille, il 

leur avait été demandé de consommer un diner standard, de limiter leur activité physique, de ne pas 

boire d’alcool et de recueillir leurs urines pendant la soirée et la nuit. Le jour du test, des 

échantillons de sang et d’urine ont été prélevés à jeun, puis 3 heures (Cohorte 1), ou 2 et 4 heures 

(Cohorte 2), après la fin du petit déjeuner. Les échantillons ont ensuite été analysés par 

spectrométrie de masse, et les données obtenues soumises à des analyses statistiques multivariées.  

L’analyse discriminante linéaire (PC-LDA) a mis en évidence une distinction claire entre les 

échantillons prélevés la veille (dans le cas de l’urine), le matin à jeun et après le petit déjeuner. La 

distinction entre ces trois classes a pu être observée dans chacune des deux cohortes séparément, 

mais également lorsque les données des deux cohortes ont été analysées ensemble, indiquant ainsi 

que les profils métaboliques pré- et post-prandiaux sont superposables. Parmi les métabolites 

responsables de la discrimination entre ces deux profils nous avons identifié la proline bétaïne, 

présente dans le jus d’orange du petit déjeuner.  

En conclusion, le protocole que nous avons développé permet de caractériser en aigu la 

réponse à une prise alimentaire. Ce protocole a été appliqué à une troisième cohorte, afin de 

comparer les profils métaboliques obtenus après la consommation de 4 repas tests différents.  

 

Projet financé par la Food Standards Agency (N05073). Les auteurs remercient Graham 

Harold, Julie Coaker, Claire Kent, Heather E. Gifford, and Linda Penn pour leur aide technique. 

[1] Bingham S.A., Public Health Nutr., 2002, 5:821-827; [2] Favé G. et al., Genes Nutr., 2009, 4: 

135-141 
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O3 

 

Prédiction de trois phénotypes endocriniens chez les sportifs de haut niveau par 

analyse métabonomique 

  

Alain Paris
1
, Boris Labrador

2
, François-Xavier Lejeune

1
, Aziz Zoubaï

3
, Cécile Canlet

3
, 

Jérôme Molina
3
, Michel Guinot

4
, Armand Mégret

5
, Jean-Christophe Thalabard

6
, Michel 

Rieu
7
, Yves Le Bouc

2
 

  

1 Unité Mét@risk, INRA, 16 rue Claude Bernard, 75231 Paris Cedex 05 (aparis@paris.inra.fr) 

2 INSERM U 938, Centre de Recherche Saint-Antoine, Hôpital Saint-Antoine, Bâtiment Kourilsky, 184, 

rue du Faubourg Saint-Antoine, 75012 Paris, France  

3 UMR1089 – Xénobiotiques, INRA, 180, chemin de Tournefeuille, BP 93173, 31027 Toulouse Cedex 3, 

France 

4 Médecine du Sport, Antenne Médicale de Prévention du dopage Rhône Alpes, Pôle Rééducation et 

Physiologie, Hôpital Sud, Grenoble 

5 FFC, 5, rue de Rome, 93561 Rosny sous Bois, France 

6 Unité Gynécologie-Endocrinologie, Hôtel-Dieu, Assistance Publique-Hôpitaux de Paris, 1, place du 

Parvis de Notre-Dame 75004 Paris, France 

7 Agence française de lutte contre le dopage, 229, boulevard Saint-Germain, 75007 Paris, France 

 

Le suivi longitudinal endocrinien des sportifs de haut niveau permet de détecter des 

anomalies cliniques qui, dans certains cas, s’expliquent par une pratique de dopage prohibée. La 

détection de ces anomalies par un suivi clinique conventionnel n’est pas sans faille et des cas de 

faux-négatifs peuvent exister. L’utilisation de méthodes indirectes de phénotypage métabolique 

peut aider à renforcer les suspicions en matière de recherche d’anomalies endocriniennes. Pour 

en évaluer l’intérêt, l’étude métabonomique sur sérum recueilli auprès d’une cohorte de près de 

650 sportifs âgés de 20 à 33 ans a permis, grâce à une analyse statistique poussée des 

informations présentes dans les empreintes métaboliques obtenues par RMN du proton, de 

comparer différentes méthodes de traitement des données. La prédiction d’un profil endocrinien 

à classer dans l’une des catégories suivantes : concentrations normales, anormalement faibles ou 

anormalement élevées, a pu se faire à partir d’un jeu initial de 419 variables représentant 

l’ensemble des métabolites sériques détectés. Les performances des méthodes de classification 

ont été évaluées sur un sous-ensemble de données-test à classer en fonction d’un jeu 

d’apprentissage d’effectif variable. Les meilleures performances ont été obtenues dans le cas de 

la prédiction des teneurs en cortisol en utilisant la fonction sda, une analyse discriminante 

modifiée [1]. Elles ont été estimées par bootstrap à partir de données ayant subi au préalable une 

correction orthogonale du signal par régression PLS. La définition des règles d’apprentissage sur 

une population de près de 400 individus statistiques permet d’atteindre un taux de prédiction de 

près de 100 % dans ce cas. Il ne faut pas moins de 600 individus pour atteindre les mêmes 

performances de prédiction de la testostérone et vraisemblablement plus de 1000 individus pour 

l’IGF1. L’analyse métabonomique pourrait être utilisée en routine pour renforcer la détection 

d’anomalies endocriniennes à condition de pouvoir construire des règles d’apprentissage 

robustes sur une cohorte suffisamment nombreuse, dont l’effectif minimal requis sera fonction 

du phénotype à prédire.  

 

[1] Ahdesmäki M., Strimmer K. Feature selection in omics prediction problems using cat scores and false 

non-discovery rate control. 2009. arXiv:0903.2003v3 
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An NMR-based pharmacometabonomic study of CYP3A4 activity 

  

Nilufer Rahmioglu
1
, Gwénaëlle Le Gall

2
, Mark Philo

2
, James Heaton

3
, Norman Smith

3
, Ian 

Colquhoun
2
, Kourosh R Ahmadi

1
 and Kate Kemsley

2
 

  

1 Department of Twin Research and Genetic Epidemiology, King's College London, London, UK 

2 Institute of Food Research, Norwich Research Park, Colney, Norwich, UK 

3 Micro Separations Group, Pharmaceutical Science Division, King's College London, UK 

Gwenaelle.legall@bbsrc.ac.uk 

 

Response to medication is highly variable and the current "one size fits all” approach to 

therapy can be costly and dangerous. Personalized treatment has the potential to increase 

efficacy and decrease toxicity if “response” can be predicted accurately. One family of genes 

known to be implicated in the variable response is that encoding the cytochrome P450 (CYP) 

family of enzymes. Among the P450s, CYP3A4 is the most important enzyme metabolising > 

50% of all prescribed medications. It was demonstrated in an animal study that 1H NMR 

spectroscopy of urine could be a suitable technique to predict individual responses to drug 

treatment [1] but there have been few subsequent successful reports of the use of this approach in 

humans. 

  

As part of a systems biology investigation, we set up a large cohort of 400 healthy 

identical and non-identical twin pairs (100MZ, 300DZ) phenotyped for baseline and induced 

CYP3A4 activity.  The study involved administering a standard dose of St John’s Wort (SJW) – 

a mild, herbal antidepressant but also a potent inducer of CYP3A4 - to each twin 3 times a day 

for 14 days. On day 14, each twin was also administered one 300mg tablet of quinine, a probe 

drug metabolized exclusively by CYP3A4. Fasting blood and urine was collected on day 0 and 

15 at visits to St. Thomas’ Hospital from each twin. We analysed a single baseline and post-dose 

urine from each participant by 1H NMR spectroscopy.  

  

Signals from quinine and 3-hydroxyquinine were identified in both the NMR and 

UPLC/MS measurements of post-dose samples. The ratio of these two metabolites was taken as 

an indicator of the CYP3A4 activity. Remarkably, stepwise linear regression identified a 

combination of certain signal intensities in the pre-dose urine NMR spectra that could be used to 

predict the ratio of the two quinine compounds in the post-dose samples (r=0.55, p < 0.0005). 

Markers were putatively assigned to two N-acetyl compounds, glycine and two short chain 

carboxylic acids. Their biological relevance is under investigation.  

 

[1] Clayton et al. Nature, 2006, 440:1073-1077 
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Genetic mapping of metabolic profiles: genomic and metagenomic influences 

and consequences for identification of drug targets 
 

Marc-Emmanuel Dumas 
 

Imperial College London, Biomolecular Medicine, Dept of Surgery and Cancer, Sir Alexander 

Fleming Building, Exhibition Road, South Kensington, London SW7 2AZ, UK. 
 

The study of human multifactorial diseases like insulin resistance, or complex biological 

processes such as ageing, represents a real healthcare challenge for the western and developing 

world. Integration of post-genomic technologies such as metabolomics, genome-wide genotyping 

and expression profiling data provides a platform to identify biomarkers and susceptibility genes for 

pathological components of the cardio-metabolic syndrome (glucose intolerance, insulin resistance, 

dyslipidemia, hypertension, obesity). Metabolomic Quantitative Trait Locus (mQTL) mapping 

consists of the robust and accurate statistical integration of genome-wide genotyping (single 

nucleotide polymorphisms, microsatellites) and metabolone-wide profiling by NMR spectroscopy 

and Mass spectrometry, to identify candidate biomarkers and susceptibility genes in rodent models 

of human disease. Several signal processing and statistical developments were performed in order to 

enhance signal recovery, locus detection and biomarker identification. Validation of candidate 

mQTL studies is now underway with eQTL studies. From a network biology angle, candidate genes 

and metabolites are then mapped onto biological networks, allowing an efficient visualisation of 

complex data, allowing the identification of mechanistic arguments, explaining the influence of 

gene variants on metabolic profiles and eventually disease phenotypes. 
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La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative du tissu cérébral qui 

entraîne la perte progressive et irréversible des fonctions mentales. C’est la principale cause de 

démence chez les personnes âgées. Actuellement, il n’existe ni médicament curatif, ni modèle 

animal efficace et valide pour l’évaluation de candidats-médicaments de la MA. Il en résulte un 

besoin urgent d’une stratégie rationnelle pour la découverte d’outils diagnostiques permettant de 

déceler la maladie avant même la survenue des premiers signes de déclin cognitif. Notre projet 

consiste à rechercher, par une approche métabolomique, des composés endogènes susceptibles de 

voir leur concentration changer précocement dans le cerveau des sujets à risque dans deux axes 

d’études. 

Le premier axe est une approche métabolomique par RMN 
1
H pour identifier des marqueurs 

métaboliques chez des souris transgéniques Tg2576, modèles de la démence amyloïde. Les profils 

métaboliques de cinq parties de cerveau (cortex frontal, cortex rhinal, hippocampe, cerveau médian 

et cervelet) ont été comparés entre souris saines et transgéniques à 4 âges différents, 1, 3, 6 et 11 

mois. Après analyse statistique par des méthodes univariées supervisées (ANOVA, Boxplot) et 

multivariées (PCA, PLS-DA, OPLS-DA), un biomarqueur (la taurine) permet de différencier les 

souris saines des transgéniques à 6 mois, âge auquel les plaques amyloïdes ne sont pas encore 

apparues.  

Dans le deuxième axe, deux techniques de RMN sont couplées, la spectroscopie de 

résonance magnétique localisée (IRM et SRM) qui permet une étude in vivo, d’une part, et la RMN 

in vitro, d’autre part. Des souris âgées de 1 mois sont gavées avec une solution de clioquinol ou 

avec le véhicule seul pendant 2 mois. L’hippocampe est analysé par SRM puis, après sacrifice des 

souris, extrait et analysé par RMN. Il est ainsi possible de comparer les métabolomes cérébraux 

observés in vivo et in vitro, d’une part, ainsi que ceux des souris traitées par rapport aux souris 

témoins, d’autre part. Ces analyses sont elles aussi couplées à des méthodes statistiques de 

traitement des spectres.  
 



4JS RFMF Marseille 4-6 Mai 2010 16 

O7 
 

 

Metabolome analysis of red blood cell diseases 

 

D. Darghouth
1
, G. Madalinski

2
, J.-F. Heilier

2, 3
, P. Bartolucci

4
, F. Galacteros

4
, J. Delaunay

5
, P.-

H. Romeo
1
, C. Junot

2
. 

 

1 Laboratoire de recherche sur la réparation et la transcription dans les cellules souches (LRTS), institut de 

radiobiologie cellulaire et moléculaire (IRCM), CEA, DSV, 18, route du Panorama, 92265 Fontenay-aux-

Roses cedex, France.  

2 Laboratoire d'Etude du Métabolisme des Médicaments, DSV/iBiTec-S/SPI, Bâtiment 136, CEA/Saclay, 

91191 Gif-sur-Yvette cedex, France. 

3 Université catholique de Louvain, Louvain centre for Toxicology and Applied Pharmacology, 1200 - 

Brussels, Belgique.  

4 Unité des Maladies Génétiques du Globule Rouge, Hôpital Henri Mondor, 51 Avenue de Lattre de 

Tassigny, 94010 Créteil.  

5 Hématologie, Hôpital de Bicêtre, Assistance Publique-Hôpitaux de Paris; Faculté de Médecine Paris-Sud, 

Université Paris-Sud, Inserm U779, Le Kremlin-Bicêtre, France. 

 

The aim of this work is to develop a metabolomic approach to investigate normal and 

pathologic human red blood cells (RBCs) for biomarker discovery. To this end, a metabolite 

extraction protocol was set up from whole blood (5ml), and RBC extracts were analyzed by ultra 

performance liquid chromatography coupled to a LTQ-Orbitrap mass spectrometer fitted with an 

electrospray source. The LTQ-Orbitrap instrument provides accurate mass measurements 

allowing access to ion elementary composition, high resolving power (i.e., the capacity of a mass 

spectrometer to separate ions of adjacent but different m/z ratios), and MSn experiment 

capabilities, enabling sensitive metabolite detection and identification. The resulting metabolic 

fingerprints contained few thousands of ion signals. A hundred of metabolites were identified on 

the basis of similarities of retention times, accurate masses and MS/MS spectra between the ions 

to characterize and authentic compounds from our chemical library, or by biochemical database 

queries based on elemental compositions from accurate mass measurements. 

Then, we wished to compare the RBC metabolome of control and patients suffering from 

different pathologies. We first focused on sickle cell disease which is due to a β-globin gene 

mutation, leading to an abnormal hemoglobin (i.e., S hemoglobin), responsible for sickle 

deformation of deoxygenated RBCs. We thus compared the metabolomic profiles of RBC 

extracts from 20 controls to those of 10 patients. Multivariate statistical analyses demonstrated 

that several metabolites exhibited significant and consistent variations compared to controls. 

These included metabolites of the glycolysis pathway (glucose, pyruvate …), NO production 

pathway (polyamines, ornithine, citrulline) and the glutathione metabolism pathway (reduced 

and oxidized glutathione, the dipeptide Cysteinyl-glycine…). This differential pattern appears 

specific to the sickle cell disease (i.e., not a simple consequence of anemia), because a distinct 

metabolomic pattern was observed in another hereditary hemolytic anemia.  

We conclude that global metabolome analysis of RBCs is achievable even on limited 

quantities of blood, and that it is possible to discriminate from different kinds of hemolytic 

anemias on the basis of metabolite contained in metabolic fingerprints. Metabolome analysis of 

RBCs may thus in the future be helpful for the follow-up of RBCs diseases, and also to other 

pathological conditions affecting RBCs. 
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La radiothérapie fait partie du trépied des armes thérapeutiques utilisées en cancérologie 

avec la chirurgie et la chimiothérapie. Pour certains cancers comme les tumeurs cérébrales, telles 

que les glioblastomes, la radiothérapie est souvent employée comme traitement exclusif. Cependant, 

une récidive locale après traitement reste un problème clinique majeur et est une cause bien définie 

d’échec thérapeutique pour ces tumeurs. La découverte de nouvelles cibles thérapeutiques pour ce 

type de pathologie est donc un enjeu majeur pour pouvoir augmenter l’efficacité de cette 

thérapeutique en identifiant à la fois des marqueurs prédictifs de la réponse à la radiothérapie et de 

nouvelles cibles pour des molécules susceptibles d’être des agents radiosensibilisants.  

Le projet consiste tout d’abord en l’étude comparative par RMN 
1
H des profils 

métabolomiques de quatre lignées cellulaires de glioblastomes de radiosensibilité différente. Nous 

avons pu mettre en évidence une concentration significativement plus importante de composés à 

choline (phosphocholine + glycérophosphocholine) dans les deux lignées radiorésistantes. Ces 

composés sont impliqués dans la voie de biosynthèse de la phosphatidylcholine, phospholipide 

majoritaire de la constitution des membranes cellulaires.  

Dans un deuxième temps, le métabolome de ces mêmes lignées cellulaires radiorésistantes a 

été déterminé en présence d’agents radiosensibilisants ciblés ou après inhibition de protéines 

impliquées dans les voies de radiorésistances connues (RhoB, ILK), et ce avec ou sans irradiation. 

Nos meilleurs résultats ont été obtenus lorsque nous nous sommes intéressés à l’évaluation, au 

niveau métabolique, de l’impact de l’inhibition de la protéine RhoB sur une lignée de glioblastome 

radiorésistante (U87). Des analyses statistiques multivariées des fractions hydrosolubles des extraits 

cellulaires nous ont permis de mettre en évidence plusieurs perturbations métaboliques. 
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Cardiometabolic syndromei is one of the most prevalent diseases, characterized by a cluster 

of cardio-vascular risk factors like glucose intolerance, insulin resistance, dyslipidemia, and obesity, 

predictive of a high risk of developing type 2 diabetes. Due to its multifactorial and polygenic 

nature, classical approaches remain insufficient to improve understanding of the disease in humans. 

We focussed on 12 congenic rat strains derived from Goto Kakizaki (GK, spontaneously diabetic 

non-obese) and Brown Norway (BN, control) ratsi, targeting diabetes and obesity susceptibility 

genes on chromosome 1. We applied a combined metabolomic quantitative trait locus (mQTL) and 

expression QTL (eQTL) mapping strategyii, profiling adipose tissue (n=70) by 1H NMR-based 

metabonomics (600 MHz) and by transcriptomics (Illumina bead arrays). Using up-to-date genomic 

maps defining genomic intervals across the panel of congenic strains, we developed an OPLS-based 

linkage analysis to identify loci associated with metabolic profiles (mQTLs) and compared them to 

loci associated with transcripts (eQTL). For each genomic interval, knowledge-based KEGG 

function enrichment was applied to metabolomic and transcriptomic signatures to identify common 

signalling and metabolic pathways. Visualization of genomic, metabolomic and transcriptomic data 

in bipartite association graphs enabled the identification of candidate genes that are now being 

validated. It is anticipated that such network biology perspective to metabolic and expression QTL 

mapping will enable access to key systems biology endpoints involved in the cardiometabolic 

syndrome and will open new avenues in patient stratification and personalized healthcare. 
  
  

i Gauguier D (2002) 

  

ii Dumas et al (2006), Dumas et al (2007) 
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Context: In the past decades, an increased prevalence of some human reproductive and 

developmental troubles in industrialised countries was noticed. Pieces of evidence suggest that 

common environmental chemicals, probably acting together or in combination with other factors 

(genetic, lifestyle) could contribute to these observations. However, there are numerous obstacles to 

proving this scientifically, including major analytical challenges. 

Aim: In the frame of a 7th FP EU project (DEER), one of the main objectives is to develop 

and apply a new metabolomic approach for characterizing a specific endocrine disruption situation 

related to human testicular function. To this end, metabolic fingerprinting on serum samples 

collected from men presenting different semen qualities was performed in order to investigate a 

potential link between an exposition to chemicals and adverse effects on human health. 

Methods: An untargeted metabolomic strategy based on a minimal sample preparation 

associated to a last generation of HPLC separation (1.9 µm particle size) coupled to a high 

resolution mass analyser (linear trap – orbital trap, R=30,000) was developed and applied to a set of 

around 100 serum samples collected from young Danish men presenting various semen qualities 

(poor, medium, or good). Appropriate tools were also developed and/or implemented either for raw 

data pre-processing (xcms software) and statistical analyses (Simca-P software). 

Results: The metabolomic approach performed on serum demonstrated clear metabolic 

differences between men presenting a poor versus good semen quality. It was also possible to build 

statistical models enabling the prediction of semen quality from these metabolic profiles, and 

potential biomarkers associated to this clinical parameter (spermatozoa concentration) were pointed 

out.  

Conclusion/perspectives: The correlation - if not causality - between the spermatozoa 

concentrations and the metabolic profiles collected from serum samples of men presenting different 

semen qualities now remains to be investigated. The determination of the exact chemical nature and 

structure of the highlighted biomarkers is on-going and will probably be helpful to this purpose.  
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Variations in fruit tissue development and composition, along fruit growth and maturation, 

have a major impact on taste, flavor and nutritional quality of ripe melon fruit. Within the 

European META-PHOR project, we studied the metabolic and mineral element changes in melon 

fruit using a range of analytical platforms (targeted LC-DAD of isoprenoids and ICP-MS of 

mineral elements, untargeted proton NMR, GC and LC-MS of non-volatile and volatile primary 

and secondary metabolites) in order to characterize melon genetic resources and melon fruit 

physiology.  

First, the variability in absolute or relative quantity of metabolites and mineral elements was 

determined in rind and flesh of the ripe fruit of 52 genotypes of melon genetic resources (melo and 

agrestis subspecies) cultivated in Israel. The data of metabolite and element profiling were used to 

reconstruct genotype clusters and compare these clusters with the genotype classification into 

subspecies and groups. Clustering based on proton NMR data is presented. Second, the changes in 

absolute or relative quantity of about 2000 metabolites, 15 mineral elements and 10 enzyme 

activities were determined from the outside to the inside of melon (a commercial cultivar of Cucumis 

melo L. cultivated in France) flesh at three stages of development (from the end of fruit expansion 

phase to commercial maturity). Multivariate analysis of the data issued from all analytical platforms 

and reconstruction of networks based on metabolite correlations demonstrated the potential of 

combined metabolomics approaches for corroborating previously known metabolic links and 

revealing unexpected metabolic relationships.  
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There is a contradiction between the fact that plant cells respond quickly to variations in their 

environmental parameters and the assumption that the concentration of most of the metabolites 

present in the cytoplasm is stable by virtue of regulation processes involving exchanges with 

vacuolar stores. This is the dogma of cytoplasmic homeostasis.  

 

In this presentation, we analyse the cytoplasmic homeostasis of two metabolites directly involved in 

energy metabolism, inorganic phosphate (Pi) and sugar. In the event of Pi and sugar deficiencies, 

we show that cytosolic changes in the concentration of sugar-P, nucleotides, Pi, as well as 

intracellular pHs modifications occur within minutes and are very important. On the contrary, if the 

cytoplasm is considered as a whole, these changes remain discrete. In fact Pi and free sugar 

concentrations are low in the cytosol and their release from the vacuole and plastids is insufficient 

to fully sustain cell metabolism during starvation in particular on the very short term.  

 

Using compartmental in vivo metabolomic analysis, we consequently demonstrate that the first 

response of plant cell to Pi and sugar starvation occurs after few minutes, in the cytosol, and that it 

is of metabolic nature. The important metabolic changes following cytosolic Pi or sugar exhaustion 

might thus constitute a prime endogenous signal triggering controlled rescue metabolism via further 

transcription and translation events [1]. 

 
[1] Pratt J. et al. Plant Physiol. (2009) 151: 1646-1657 
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Metabolic phenotyping defined as the evaluation of metabolism via the determination of 

transcripts, proteins and/or metabolite levels or fluxes is used in approaches ranging from functional 

genomics to the search for diagnostic markers. Current ‘omics technologies provide comprehensive 

data about given classes of analytes, but are sometimes hampered by low throughput and/or high 

costs. This is particularly problematic in the case of approaches dealing with genotype x 

environment interactions. A further complication comes from the highly dynamic nature of 

metabolism, which appeals for careful and exhaustive sampling strategies. By exploiting robust 

biochemical principles and microplate technology, we have developed a series of simple and cheap 

assays for enzyme activities and metabolites. They enable precise analyses of very large numbers of 

samples at fair costs, and in a wide range of species or tissues. A few examples illustrating their 

versatility will be given. 
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Multiple Block data analysis methods [1-4] enable the simultaneous analysis of p (p>1) data 

tables, by extracting the structure which is common to all of them. A modified version of an 

existing multiblock analysis method, the Common Component and Specific Weight Analysis 

(CCWSA) [5], will be presented. 

The original version of CCWSA resembles Principal Components Analysis (PCA) in that it 

is an exploratory method based on the extraction of Components related to the dominant sources of 

variability in the tables. The modified method presented here, called PLS_ComDim, resembles 

Partial Least Squares regression (PLS) in that the extracted components are related both to the 

variance of the explanatory tables and their covariance with another table containing values to be 

predicted. 

PLS_ComDim was applied on LC-MS data of urine of rats having undergone diets with 

different fat contents for different durations. Some rats were given a provision in catechin (a 

polyphenolic antioxidant which helps prevent inflammatory and coronary diseases). The aim of the 

study is therefore to evaluate the influence over time of catechin on the metabolism of rats in 

relation to the amount of fat consumed. The LC-MS data matrix was segmented column-wise into p 

sub-matrices or tables. The sub-matrices Xp were analysed by CCWSA and by PLS_ComDim with 

the aim of determining the nature of the changes in the LC-MS data due to the 3 experimental 

factors Catechin, Fat and Time. In the case of PLS_ComDim, the characteristics of the different 

samples (Amount of fat ingested / Ingestion or not of catechine / Duration of the treatment) were 

included in an extra data table, Y. Different calculation procedures were tested: 

- The standard CCSWA algorithm with and without including Y as well as the Xp tables 

- The PLS_ComDim algorithm with and without including Y as well as the Xp tables. 

The results show that : 

- the rats having ingested catechin are separated from the others in all cases.  

- there is a satisfactory separation of the samples according to treatment time with both 

algorithms) 

- the effect of fat ingestion is not visible if Y is not included as a separate data table. 

We will present the advantages and disadvantages of the different calculation procedures 

and the information they give concerning the experimental factors. 
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La situation dans laquelle l’expérimentateur fait appel à la planification expérimentale et 

mesure un ensemble de réponses (spectre RMN, spectre de masse,…..) sur chacun des échantillons 

d’étude est aujourd’hui classiquement rencontrée dans le domaine de la métabolomique.  

 

Pour effectuer le traitement des résultats obtenus, c’est à dire quantifier l’influence de 

chacun des facteurs du plan sur chaque réponse mesurée, plusieurs propositions qui adoptent une 

stratégie proche de l’analyse de la variance (ANOVA) sont rencontrées en littérature. Ces 

propositions peuvent être classées en 2 grands groupes :   

- les approches «génériques» faisant intervenir les outils « classiques » de la statistique : 

ANOVA sur chacune des réponses, Analyse de variance multiple (MANOVA), Analyse en 

composante principale (ACP) du tableau de résultats, ACP suivie d’une analyse de variance sur les 

scores. 

- les approches « dédiées » qui ont abouti au développement récent et à la diffusion dans 

deux domaines « omiques » (protéomique et métabolomique) de 2 techniques chimiométriques : 

l’ANOVA-PCA (Analysis of variance-principal component analysis) [1] et l’ASCA (Analysis of 

variance – Simultaneous Component Analysis) [2 - 3]. 

 

Cette dernière méthode présente des liens très clairs avec l’analyse de variance uni-variée et 

peut être considérée comme une extension possible au cas multi-varié. Elle s’appuie sur le fait 

qu’un jeu de données issu d’un plan d’expériences peut être naturellement structuré en blocs 

d’échantillons partageant les mêmes niveaux pour certains des facteurs d’étude. Ces blocs sont 

ensuite traités par une méthode multi bloc  (SCA). Nous montrons dans ce travail qu’une autre 

structuration du jeu de données que celle utilisée par l’ASCA peut être envisagée en situation de 

plan d’expériences. Une autre méthode multi-bloc : l’analyse de co-inertie multiple (AcoM) peut 

alors être utilisée et permet d’obtenir des résultats tout à fait convaincants et complémentaires de 

ceux fournis par l’ASCA. Cette complémentarité qui permet une vision plus aboutie du jeu de 

données à traiter sera commentée à partir d’un exemple.  

[1] : P. de B. Harrington, N. E. Vieira, J.Espinoza, J. K. Nien, R. Romero,
 
A. L.Yergey, Analysis of variance-principal 

component analysis : A soft tool for proteomic discovery, Anal. Chem. Acta 544 (2005) 118-127. 

[2] : A.K. Smilde, J.J. Jansen, H.C.J. Hoefsloot, R.J.A.N. Lamers, J. van der Greef, M.E. Timmerman, ANOVA-

Simultaneous component analysis (ASCA) : a new tool for analysing designed metabolomics data, Bioinformatics 21 

(2005) 3043. 

[3] : J.J. Jansen, H.C.J. Hoefsloot, J. van der Greef, M.E. Timmerman, J.A. Westerhuis, A.K. Smilde, ASCA : analysis 

of multivariate data obtained from experimental design, J. of Chemometrics 19 (2005) 469. 
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La métabolomique par couplage LC-MS est une approche à haut débit qui engendre la 

production de très nombreux signaux (plusieurs centaines à plusieurs milliers d’ions). Les études 

de métabolisme nécessitent souvent un nombre important de sujets ainsi que leur suivi temporel. 

Elles engendrent un très grand nombre d’échantillons, et par conséquent une longue période 

d’acquisition entrainant une variabilité instrumentale importante. Lors du traitement des données, 

l’enjeu est alors d’optimiser les différentes options existantes pour pouvoir révéler les effets 

biologiques étudiés. 

L’objectif de cette étude était de tester dans le cadre d’une intervention nutritionnelle 

 comportant 480 échantillons (ANR METAPROFILE), l’influence respective de différentes 

options dans la chaine de traitement des données métabolomiques. Nous avons ainsi testé 2 

logiciels d’extraction (Markerlynx ©Waters et XCMS), l’influence de différentes normalisations 

de données (sans normalisation, normalisation par échantillon ou par séquence d’injection), 

l’influence de la transformation de données (données brutes ou transformées en log), l’influence 

d’une filtration des variables par un modèle approprié d’analyse de la variance avec un  modèle 

mixte sur mesures répétées, et enfin l’influence d’une normalisation statistique (centrage ou 

centrage et réduction). Ces différentes stratégies ont été appliquées sur les mêmes données brutes 

suivant un plan factoriel complet conduisant à 48 matrices de données. Sur chacune de ces 

matrices, une OSC-PLSDA a été réalisée et le Q² a été retenu comme critère de qualité de l’analyse 

statistique. L’influence des options de traitement sur ce Q² a été étudiée par analyse de la variance.  

Il apparait que c’est la filtration des variables par modèle mixte qui augmente le plus 

significativement le Q². Dans le cas ou aucune sélection n’est réalisée, une normalisation par 

séquence d’injection permet de limiter la perte d’information. Pour les données issues de 

Markerlynx, le Q² est significativement diminué par une transformation en log ou par un centrage 

réduction. Ces résultats obtenus sur une seule expérimentation permettent néanmoins de comparer 

l’importance relative de différentes options lors du traitement de données métabolomiques et de 

proposer une démarche pour l’optimisation de cette étape. 
 



4JS RFMF Marseille 4-6 Mai 2010 26 

O17 
 

Construction d’une banque de données spectrale pour l'analyse métabolomique 

par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

  

Ying Xu
1
, Aurélie Roux

1
, Jean-François Heilier

1,2
, Geoffrey Madalinski

1
, Eric Ezan

1
, 

Jean-Claude Tabet
3
, Christophe Junot

1
 

 
1 Service de Pharmacologie et d’Immunoanalyse, DSV/iBiTec-S, CEA/Saclay, 91191 Gif-sur-Yvette cedex, 

France.  

2 Université catholique de Louvain, Louvain centre for Toxicology and Applied Pharmacology, 1200 - 

Brussels, Belgique.  

3 Laboratoire de Chimie Biologique Organique et Structurale, IPCM; UMR-CNRS 7201, UPMC Paris 

Université, 75252 Paris Cedex 05, France.  
 

L’analyse métabolomique appartient aux technologies émergentes dans le domaine de la 

découverte des biomarqueurs appliqués à la santé et la nutrition. Il existe maintenant des outils 

analytiques tels que la résonance magnétique nucléaire ou la spectrométrie de masse qui sont adaptés 

à ce type d’étude. Cependant, une part majeure de l’information contenue dans les empreintes 

métaboliques demeure inconnue, ou en tout cas non caractérisée dans les systèmes analytiques 

utilisés. Il est donc nécessaire de construire une base de données qui s’appuie sur une plate-forme 

technologique pour la découverte de biomarqueurs et en vue de futures études de biologie 

intégrative. Cette base visera: 1) à annoter les listes d'ions issues des outils de détection automatique 

des signaux de spectrométrie de masse (base de données spectrales), 2) à fournir une image la plus 

exhaustive possible de l’ensemble des métabolites présents dans des extraits cellulaires ou des 

biofluides tels que le plasma et l'urine humaine, et 3) à caractériser les sources de variabilité 

imputable à des facteurs physiologiques tels que l'âge, le genre ou l'indice de masse corporelle.  

Pour construire notre base de données spectrales, nous menons en parallèle deux approches 

reposant sur l'utilisation de la spectrométrie de masse à haute résolution (appareils de type LTQ-

Orbitrap). La première approche consiste en l'analyse des spectres de masse et de MS/MS de 

référence obtenus sur les 850 métabolites qui constituent notre chimiothèque. La deuxième approche 

repose sur la caractérisation de nouveaux métabolites à partir de jeux de données issues 

d'expériences biologiques. Les signaux d'intérêt sont ici mis en évidence par des analyses statistiques 

multivariées combinées à l'utilisation d'outils informatiques avant d'être caractérisés plus en détail 

par des expériences de spectrométrie de masse à haute résolution de type MSn.  

Nous présentons ici les premiers résultats provenant de l'analyse d'échantillons urinaires issus 

d'une cohorte de volontaires sains. Nous avons caractérisé plus d'une centaine de métabolites et 

évalué l'impact de l'âge, du genre et de l'indice de masse corporelle sur leurs concentrations 

urinaires.  
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Given the cost of equipment and technical sophistication required to use analytical 

technology, activities in metabolomics grow more and more within mutualized platforms. These 

platforms are often specialized by type of biological material (animal, plant, and microbiology), 

nature of molecules analysed (metabolites, lipids, polyphenols) and techniques (GC-MS, LC-

MS, NMR…).  

To answer to these particular  needs, the CBiB (Centre de Bioinformatique de Bordeaux), 

proposed to develop a software, named MetabDb, dedicated to the management and exploitation 

of metabolomics data. MetabDb will both answer the needs of different platforms producing data 

and those of many labs/groups that manipulate and use these data. Today, fifteen national 

platforms, from all institutional bodies, are involved in the project.   

The objective of MetabDB is to provide a knowledge base on metabolites  

• obtained in different experimental conditions  

• on tissues and biofluids from animal or vegetable species  

• including a management system of reference spectral data from analyses covering: 

•
1
H NMR, GC-MS and LC-MS 

Both the work plan and the project progress will be presented.  
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MetExplore : serveur web pour l'intégration des données métabolomiques aux 

réseaux métaboliques. 
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Le métabolisme d’une cellule est un système complexe constitué d’un ensemble de réactions 

métaboliques. Ces réactions, généralement catalysées par des enzymes, transforment des métabolites 

substrats en métabolites produits. La cartographie de l’ensemble de ces réactions est couramment réalisée 

en associant les grandes fonctions métaboliques à un ensemble de voies métaboliques (e.g. glycolyse, 

synthèse de lipides). Cette division du métabolisme n’est pas adaptée aux études systémiques accompagnant 

les données générées par les approches à haut débit telles que la métabolomique. En effet l’interprétation de 

ces données se fait en identifiant les chemins métaboliques qui relient les différentes molécules identifiées. 

Or si cette « histoire métabolique » fait intervenir plusieurs voies alors l’interprétation avec les outils 

existants devient complexe. 

Pour réaliser ces études systémiques, la solution est d’intégrer toutes ces voies dans un seul objet 

mathématique appelé réseau métabolique. Cette modélisation permet de réaliser des requêtes complexes 

comme, par exemple, le calcul de tous les métabolites pouvant être générés à partir d’un ensemble de 

composés sources. Ces approches permettent également d’identifier des réactions pouvant être considérées 

comme des cibles thérapeutiques potentielles. Enfin le réseau métabolique permet une mise en contexte 

visuelle des données obtenues par les approches à haut débit. 

  

Nous avons développé le serveur web MetExplore (http://metexplore.toulouse.inra.fr) pour 

permettre d’analyser des données métabolomiques dans le contexte d’un réseau métabolique. Cet outil est 

constitué d’une base de données de réseaux métaboliques contenant une cinquantaine d’organismes et d’un 

ensemble de méthodes d’analyse des réseaux métaboliques. En particulier il est possible de charger des 

données obtenues en métabolomique (liste de métabolites) et de les identifier dans le réseau métabolique de 

l’organisme sélectionné. 

Une étude métabolomique peut identifier jusqu'à des centaines de métabolites dans ce réseau. Nous 

avons ainsi développé un algorithme permettant de réduire la complexité du réseau afin de faciliter 

l’interprétation biologique de ces expérimentations. L’implémentation de cette méthode dans un outil de 

visualisation de réseaux biologiques (Cytoscape) permet de générer des cartes de ces sous-réseaux 

métaboliques. 

Cette approche a été appliquée à des données métabolomiques obtenues en spectrométrie de masse 

haute résolution (LTQ- Orbitrap) sur des cellules hépatiques (lignées HepG2). L’objectif était de 

cartographier le potentiel métabolique de ces cellules. Des fonctions métaboliques spécifiques de ce tissu 

ont été mises en évidence. 

  

D’un point de vue bio-informatique, l’objectif est d’offrir une ressource intégrant à la fois une base 

de données et des algorithmes d’analyse des réseaux. A terme cet outil permettra de mettre en évidence la 

réorganisation du réseau métabolique lors d’une perturbation du système étudié. Il a été pensé de manière 

générique afin d’être utilisé sur une grande variété d’organismes et de sources de données. 

En particulier, cet outil sera utilisé au sein de notre laboratoire pour cartographier le métabolisme 

de différentes lignées cellulaires. Par la suite ces cartes de référence serviront à interpréter les données 

obtenues lors de l’exposition de ces lignées à des xénobiotiques contenus dans l’alimentation humaine, 

l’objectif final étant d’identifier quelles sont les parties du métabolisme affectées par la présence ce ces 

contaminants. 

 
Use of reconstituted metabolic networks to assist in metabolomic data visualization and mining. (2010) 

Fabien Jourdan, Ludovic Cottret, David Wildridge, Richard Scheltema, Anne Hillenweck, Michael P. 

Barrett, Daniel Zalko, David G. Watson and Laurent Debrauwer. Metabolomics, in press. 
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L’analyse de réseaux métaboliques est devenue incontournable pour en caractériser leurs 

propriétés. Bien que l’analyse des flux métaboliques (MFA) soit une méthode de référence pour 

étudier les fonctionnalités du métabolisme comme la réponse cellulaire aux perturbations génétiques 

ou environnementales (en prenant en compte à la fois les régulations enzymatiques et les 

disponibilités en substrat), elle est relativement lourde et couteuse à mettre en place (car basée sur 

des expériences de marquages isotopiques au C13) en particulier pour les cellules ou tissus végétaux. 

Aussi, les relations entre génotype et phénotype peuvent être caractérisées par des méthodes in silico 

d’analyse de structure des réseaux métaboliques, comme par exemple l’analyse avec les modes 

élémentaires (EFM) [1]. 

Avec la méthode d’analyse de réseaux métaboliques basée sur les EFM, nous avons étudié le 

métabolisme central de cellules végétales et comparé cette analyse aux données expérimentales 

de flux métaboliques obtenues sur des embryons de colza [2,3]. Le réseau métabolique étudié est 

décrit par une cinquantaine de réactions du métabolisme central de cellules végétales (incluant 

glycolyses cytosolique et plastidiale, cycle de Krebs, voie des pentoses phosphates, synthèse et 

dégradation de l’amidon et du saccharose, stockages vacuolaires…). L’analyse fournit la distribution 

des modes élémentaires selon leur taille, les réactions corrélées et l’importance relative des réactions 

du réseau grâce à la détermination de coefficients ('control-effective fluxes'  [4]). Pour comparer les 

EFM aux résultats expérimentaux de flux métaboliques, deux groupes d’EFM ont été générés 

correspondants aux conditions expérimentales (source azotée organique ou minérale). Nous avons 

montré que la variation des coefficients des réactions dans chaque groupe d’EFM est en accord 

avec les flux mesurés. Par conséquent, les EFM pourraient être plus largement utilisés comme outil 

de prédiction avant l’analyse expérimentale de flux métaboliques. 
  
1. Schuster, S., Dandekar, T. and Fell, D.A. (1999) Detection of elementary flux modes in biochemical 

networks: a promising tool for pathway analysis and metabolic engineering, Trends in biotechnology, 17, 

53-60. 

2. Schwender, J., Shachar-Hill, Y. and Ohlrogge, J.B. (2006) Mitochondrial metabolism in developing 

embryos of Brassica napus, The Journal of biological chemistry, 281, 34040-34047. 

3. Junker, B.H., Lonien, J., Heady, L.E., Rogers, A. and Schwender, J. (2007) Parallel determination of 

enzyme activities and in vivo fluxes in Brassica napus embryos grown on organic or inorganic nitrogen 

source, Phytochemistry, 68, 2232-2242. 

4. Stelling, J., Klamt, S., Bettenbrock, K., Schuster S., and Gilles E. D. (2002). Metabolic network structure 

determines key aspects of functionality and regulation. Nature, 420,190-193.     
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L’analyse des flux métaboliques (MFA) vise à déterminer l’activité des voies métaboliques 

par la mesure des vitesses réelles de l’ensemble des réactions biochimiques se déroulant au sein 

d’une cellule ou d’un organisme (fluxomique). Plus généralement, la MFA permet de caractériser 

le fonctionnement du métabolisme et d’appréhender la réponse globale du métabolisme à une 

perturbation génétique ou environnementale. Du fait de l’extrême complexité des réseaux 

métaboliques, des traceurs isotopiques (e.g. 
13

C, 
15

N) sont généralement utilisés pour révéler la 

distribution des flux au sein du métabolisme. En particulier, les approches de fluxomique par 

marquage isotopique au 
13

C sont actuellement bien maîtrisées pour l’analyse de systèmes 

biologiques à l’état (pseudo)stationnaire. Cette condition conduit à des simplifications 

expérimentales (analyse du marquage des produits terminaux du métabolisme) et mathématiques 

au niveau des modèles de calcul des flux (réductions des équations à des systèmes linéaires). 

Néanmoins, ces approches présentent de nombreuses limites: i) elles ne correspondent pas à la 

réalité biologique puisque les systèmes biologiques sont soumis à de perpétuels changements de 

leur environnement, ii) un état stationnaire est parfois long et difficile (voire impossible) à obtenir 

iii) ces approches ne permettent pas de résoudre la distribution des flux pour toutes les 

configurations topologiques des réseaux métaboliques, iv) etc. 

La mesure des flux en régime dynamique est ainsi devenue un enjeu majeur en fluxomique, 

que ce soit pour appréhender sur un plan dynamique les réponses adaptatives du métabolisme 

(biologie intégrative) ou pour étendre le champ d’application de l’analyse des flux. Dans cette 

présentation, les principaux enjeux et verrous méthodologiques de la fluxomique en condition 

dynamique seront présentés. En pratique, les développements visant à la détermination des flux 

métaboliques dans ces conditions se situent à différents niveaux : i) nécessité de mesurer les 

marquages sur les intermédiaires métaboliques vrais, souvent instables et de demi-vie courte 

(méthodes d’échantillonnage, arrêt du métabolisme, stratégies analytiques adaptées), ii) 

disponibilité de systèmes expérimentaux adaptés (notamment aux échelles de temps du 

métabolisme), iii) disponibilité de modèles mathématiques nécessaire aux calculs des flux 

(système d’équations différentielles de grande taille). Au cours de cette présentation, ces différents 

aspects seront abordés et discutés sur la base de résultats obtenus au laboratoire.  
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Methylotrophs are microorganisms capable of growth on one carbon (C1) compounds such 

as methanol as sole source of carbon and energy. They are abundant in nature where they play key 

roles in their environment for the conversion of C1 compounds. They are of interest for 

biotechnological applications due to the relatively inexpensive feedstock methanol.A number of 

specialized enzymes and pathways have been discovered in Methylobacterium extorquens AM1 

that enable the model strain to grow on methanol. These include periplasmic methanol 

dehydrogenase and a tetrahydromethanopterin-dependent pathway for methanol oxidation to 

CO2.Recently, an isocitrate-lysase-independent pathway, the ethylmalonyl-CoA pathway, for 

glyoxylate formation was demonstrated in M. extorquens (Peyraud et al., PNAS, 2009). The 

finding of the operation of this pathway allows for the first time to present a validated network 

topology for the central carbon metabolism of the methylotroph. The recent annotation of the 

genome of M. extorquens (Vuilleumier et al., PLoS One, 2009) allows further insights into the 

system-wide organisation of methylotrophy in this bacterium. In this work, we report on the 

genome-scale reconstruction of the metabolic network of M. extorquens and its functional 

characterization during methylotrophy. A first draft of the network was obtained from genome 

annotation, and was further extensively curated from literature data and on-purpose investigations 

– i.e. transcriptomics, proteomics and metabolomics data-. The topological properties of the final 

network, containing 958 reactions, were investigated by elementary flux mode (EFM) analysis. 

The role of 166 key enzymes was analyzed from EFM analysis of the corresponding in silico 

single-deletionmutants. The actual operation of the metabolic network during pure methylotrophy 

was determined by 13C-fluxomics and was compared to the optimal flux distribution calculated by 

flux balance analysis with different objectives functions. These investigations provide novel 

insights into the functional organization of methylotrophy in M. extorquens. 
 

Peyraud R, Kiefer P, Christen P, Massou S, Portais JC, Vorholt JA. 

Demonstration of the ethylmalonyl-CoA pathway by using 
13

C metabolomics. Proc Natl Acad Sci U S A. 

2009 106:4846-51.  
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Metabolomic analysis of human fecal water recently aroused increasing attention with the 

importance of fecal metabolome in exploring the relationships between symbiotic gut microflora 

and human health. 

In this study, we developed a qualitative and quantitative metabolomic method for the 

analysis of human fecal water based on GC/MS. Two types of derivatization reactions 

(chloroformates and silylating derivatization) were compared in terms of metabolome coverage 

and robustness. After the optimization of analytical parameters, the effect of derivatization and 

extraction conditions on the recovery of fecal water compounds was particularly studied. 

More than hundred metabolites (carboxylic acids, amino acids, bile acids, phenolics, 

amines, carbohydrates…) from a set of 65 clinical fecal water samples were identified and 

structurally confirmed by comparing with standards, searching database libraries, and structural 

identifications based on mass spectral data of electron impact and chemical ionization. 

The factors affecting relative and absolute quantification, such as the linear range of 

sampling volume, and the influences of pH and matrix on the preparation of calibration curves, 

were discussed and a strategy for metabolite quantification was proposed. The method was then 

validated using a pooled fecal water sample, focussing on the study of the robustness of sample 

pre treatment and on the instrument stability in terms of retention times, masses and intensities.  

Within the optimized linear range of sampling volume (less than 50 µL), compounds 

exhibited a good linearity with correlation coefficient higher than 0.99. The developed method 

exhibited good repeatability of both sample preparation and GC/MS analysis with the relative 

standard deviations lower than 10% for most compounds, and less than 20 % for a few other 

ones. 
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The establishment of a robust metabolic phenotype based on multivariate statistical analysis is not sufficient 

to recover valuable candidate biomarkers and identify perturbed metabolic networks. The development of "-omics" 

sciences such as NMR based metabonomics has seen a rapid increase of the number of variables used to describe the 

spectral data of a metabolic system. It is thus necessary to secure the interpretation of metabolic phenotype on the 

basis of complementary statistical analysis. 

 We have developed an automated variable-sized bucketing procedure based on statistical relationships 

between neighboring variables, obtained by traditional 0.001ppm wide bucketing, to recouple in a same cluster these 

belonging to metabolic NMR signals. This Statistical Recoupling of Variables (SRV) procedure acts as an efficient 

noise-removing filter and identifies new variables, which have a physical, chemical or biological meaning. This allows 

an important reduction of the number of variables and thus counters the "curse of dimensionality" observed in the "-

omics" sciences. 

 In a metabonomics context, SRV can be used in combination with multiple hypothesis testing corrections to 

evaluate the statistical significance of variations observed on the metabolic phenotypes discriminating the populations 

under scrutiny. It is thus possible to extract valuable candidate biomarkers, whose single variations are sufficient to 

sustain the discrimination. In a more comprehensive approach, SRV can be associated to Statistical Total Correlation 

Spectroscopy (STOCSY) in its recoupled form (RSTOCSY) to obtain a clear 2D pseudo-spectrum displaying spin and 

metabolic correlations, which can be identified as metabolic connectivities. Considering the shortest path length 

between the metabolites involved in these correlations, it is possible to visualize the perturbed metabolic network 

associated with a given pathophysiological condition. These approaches thus provide a powerful way to secure the 

interpretation of metabonomics data. 

 We illustrate their ability in a study focusing on the MEN1 cancer syndrome. HRMAS NMR analysis of cell 

pellets over-expressing wild type or mutant forms of menin are remarkably discriminated along a metabolic axis, 

which can be used to assess the pathogenic behavior of controversial mutants, defining the metabolic expressivity of a 

mutation, and identify candidate biomarkers and the perturbed metabolic network to achieve a better understanding of 

the tumorogenesis in cancer syndrome, the identification of pathogenic mutants when genetic studies are not sufficient 

and isolate potential therapeutic targets. 
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RECENT ADVANCE IN DISCOVERY-BASED METABOLOMICS 
 

Oppermann, M., Philips, J., Hornshaw, M. 
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Metabolomics methodologies enable the parallel processing, detection and quantification 

of a broad range of metabolites present in a wide dynamic range of concentrations in hundreds of 

samples.  

A number of criteria must be fulfilled in order to achieve confident results for 

multiparametric high-throughput processing.  Data of high chromatographic and mass spectrometric 

quality are an essential starting point.  Signal extraction/noise removal must support biology-

faithful metabolite detection. Data simplification is enabled based on charge-state detection, 

monoisotopic value assignment and grouping of related signals. This step is followed by metabolite 

alignment. A list of components is created, with monoisotopic values, spectral intensities and 

retention times used to query the presence and abundance of components across all 

chromatographic separations. Following relative quantification, statistical analyses are carried out to 

assess the significance of the changes detected. Accurate mass measurement and isotopic pattern 

recognition are jointly employed to automatically assign elemental composition, while validation of 

metabolite identification results is performed against spectral libraries and in-silico fragmentation 

data, employing accurate MS
2
 as well as MS

n
 data. 

Data from plant and model organisms will be used to demonstrate the synergistic value of 

ultra high performance liquid chromatography, high resolution/accurate mass data, while a novel 

software package for detection, quantification and identification of unique and important 

metabolites, will be presented. 
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Stratégies d’analyse de profile chroamtographique de petites molécules à l’aide 

d’une plateforme Acquity UPLC™/oa-TOF et au travers les outils technologiques 

MS
E
 ou mobilité ionique/MS 

 

Karim Amoura 

Waters SAS, Guyancourt 
 

Au cours des dernières années nous avons développé, au sein de nos laboratoires, une boîte 

à outils permettant de répondre à différentes problématiques d’analyse de profiles 

chromatographiques de petites molécules. Cette boîte à outil intègre des solutions instrumentales 

comme l’UPLC, la spectrométrie de masse à temps de vol, la mobilité ionique et des solutions 

logiciels comme MetaboLynx™ XS, MarkerLynx™ XS et MassFragment™. En combinant ces 

différents outils il est possible de répondre efficacement aux différents types de problèmes posés par 

d’analyse de profiles chromatographiques de petites molécules.  Par exemple, le couplage 

UPLC/oa-TOF MS
E
/MarkerLynx XS permet de comparer efficacement des groupes d’échantillons 

et de rapidement étudier leurs différences à l’échelle moléculaire. Ces outils et approches sont 

aujourd’hui  largement répandues dans les domaines de la Métabol(n)omique, l’analyse des produits 

naturels utilisés en médecine traditionnelle chinoise et aussi en Lipidomique 

De plus, l’approche UPLC/oa-TOF MS
E
 peut voir son impact amplifié par l’utilisation de 

l’usage de la mobilité ionique. Cette nouvelle dimension de séparation permet d’étudier  plus 

aisément  des mélanges complexes.  

 

Dans cette présentation, nous présentons une revue systématique des différents outils 

disponibles dans notre boîte et leurs usages par des exemples d’application à des sujets complexes. 
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Le développement futur d'organismes capables d'utiliser l'énergie solaire pour une production 

de molécules d’intêrets par voie biologique passe par une meilleure compréhension du métabolisme 

photoautotrophique. Synechocystis est une cyanobactérie modèle dont le génome est séquencé et 

facilement manipulable grâce aux vecteurs que nous avons développés au laboratoire. Les 

cyanobactéries qui colonisent la plupart des écosystèmes ont un fort impact sur l'environnement et la 

santé humaine. Elles produisent l'O2, consomment le CO2 et sont à la base de la chaîne alimentaire. 

En outre, elles ont un fort potentiel biotechnoloqique et produisent diverses molécules 

thérapeutiques (anti-oxydantes, anti-cancéreuses, etc..), des bio-carburants  ainsi que des bio-

plastiques (PHB).  

Pour obtenir les profils métaboliques des cyanobactéries cultivées dans diverses conditions 

environnementales, nous avons développé: 

1) Une procédure de récolte rapide adaptée à des microorganismes photosynthétiques 

(filtration en présence de lumière) 

2) Un protocole efficace et reproductible d'extraction d'un grand nombre de métabolites 

hydrophiles et/ou polaires (acide organiques, sucres, acides aminés, etc..). 

3) Une méthode analytique basée sur la chromatographie liquide couplée à un spectromètre 

de masse de type LTQ-Orbitrap. 

Ces développements nous ont permis de montrer que les flux du métabolisme carboné 

(glycolyse, voie oxydative des pentoses phosphates, cycle de Calvin, métabolisme du glycérol) 

varient en fonction des conditions de culture de Synechocystis (souches sauvages et mutantes) 

cultivée en présence de diverses sources de carbone (CO2, glucose, glycérol, etc...). Dans certaines 

conditions de croissance, ce métabolisme peut amener à la production d'un oxoaldéhyde toxique 

pour la cellule: le méthylglyoxal (MG). Ce dernier peut être détoxiqué par une voie métabolique 

dépendante du glutathion (GSH). Nous avons construit et analysé le profil métabolique de 23 

mutants impliqués dans ces différentes voies. Ceci nous a permis de prédire la voie de biosynthèse 

de 2 tripeptides (analogues structuraux du GSH décrits chez les mammifères et une algue brune) 

dont le rôle est encore inconnu.  

L'analyse du profil métabolique a aussi été étendue à d'autres cyanobactéries génétiquement 

manipulables. 
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An Energetic Deficit might be the Real Trigger of Antibiotic Biosynthesis in 

Streptomyces species. 
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In Streptomyces species, antibiotic production usually takes place in the periods of slow or 

no growth (weak anabolism) and is triggered by a nutritional limitation in Pi, condition that 

correlates with a weak energetic charge. The interruption of the ppk gene leads to a huge increase in 

the production of the polyketide antibiotic, actinorhoddin, in the weak producer, S. lividans (3). In 

vitro, Ppk acts either as a polyphosphate kinase (PPK) or as an adenosine di phosphate kinase 

(ADPK) depending on the ATP/ADP ratio in the reaction mix (3). In vivo, ppk is mainly expressed 

in condition of Pi limitation (1). In these conditions, the analysis of the cellular content in 

polyphosphate, ATP and ADP suggested that Ppk was acting as an ATP regenerating enzyme (an 

ADPK). Ppk thus likely plays a central role in the energetic metabolism of the cell and its absence 

is predicted to result in a severe energetic deficit. Indeed, electron microscopic observations as well 

as proteomic studies demonstrated that a strong activation of the b-oxydation of storage fatty acids 

(mainly TriAcylGlycerol) was taking place in that strain. This process known to generate FADH2 

and thus energy generates as well acetylCoA, a precursor entering in the biosynthesis of the 

polyketide antibiotic, actinorhoddin. In order to test this hypothesis, an artificial ATP deficit was 

generated by the cloning of an ATPase under the control of a strong constitutive promoter.  
 
References:  

1 Ghorbel S., Smirnov A., Chouayekh H.,
 
Sperandio B., Esnault C., Kormanec J.and M-J Virolle. (2006) 

Regulation of ppk Expression and In Vivo Function of Ppk in Streptomyces lividans TK24. J 

Bacteriol. 188(17):6269-76. 

2 Ghorbel S., Kormanec J., Artus
 
A.and M-J Virolle (2006) Transcriptional studies and regulatory 

interactions between the phoR-phoP operon and the phoU, mtpA, and ppk genes of Streptomyces 

lividans TK24. J Bacteriol. 188(2):677-86. 

3 Chouayekh H. and M.-J. Virolle. (2002) The polyphosphate kinase is involved in the phosphate control 

of actinorhodin production in Streptomyces lividans. Mol. Microbiol. 43(4):919-30.) 
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La daphnie (Daphnia magna) est un invertébré aquatique (crustacé cladocère) qui présente 

l’avantage d’une reproduction parthénogénétique et d’un cycle de vie court, permettant d’obtenir 

des informations à différents niveaux d’organisation biologique. Il est sensible aux toxiques les plus 

courants des écosystèmes aquatiques (métaux, pesticides…) pour lesquels il existe une abondante 

bibliographie tant sur le plan écologique que toxicologique. Diverses réponses cellulaires sont déjà 

connues et utilisées comme biomarqueurs en réponse par exemple aux pesticides organophosphorés 

(inhibition de l’activité acetycholinesterasique), aux métaux (induction de la synthèse de 

metalloprotéine).   

Nous avons utilisé une approche RMN HRMAS in vivo pour étudier le métabolisme 

lipidique de daphnies issues de clones cultivés au laboratoire. Les premières études ont été réalisées 

dans des conditions physiologiques normales de nourriture et de température, permettant un cycle 

de vie normal de l’organisme dans les conditions d’élevage. La seconde étape portera sur une étude 

de l’impact d’un stress chimique d’origine anthropique sur les réserves lipidiques et sur la 

reproduction, au niveau sub-individu, individu et sur le cycle de vie de l’organisme.  

Après avoir mis en évidence la faisabilité de la mesure RMN HRMAS in vivo [1], nous 

avons étudié la reproductibilité des spectres obtenus, dans le temps et selon les organismes, au 

niveau individu de 24h à 7j, avec ou sans œufs dans la poche reproductrice. Nous avons aussi 

réalisé des spectres RMN de mâles et d’œufs. La quantification des signaux RMN a été réalisée 

avec la méthode Quest [2] incluse dans le logiciel jMRUI. L’étude statistique multivariée a été 

réalisée avec le programme SIMCA, en utilisant comme variables les données RMN quantifiées.  

Les premiers résultats d’ACP indiquent une bonne séparation entre les œufs, les mâles et les jeunes 

de 24h. Les femelles sont beaucoup plus dispersées et d’autres variables, comme la taille des 

individus, devraient permettre d’affiner la classification. 

 

 

 
[1] Bunescu, A. et al., Mol. Biosyst., 2010, doi :10.1039/b915417e/method. 

[2] Ratiney H. et al. , NMR Biomed., 2005, 18, 1-13. 
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La lutte contre le dopage dans le domaine des courses hippiques est un sujet en perpétuelle 

évolution au vu des enjeux extrêmement importants tant pour le respect de la régularité des 

compétitions (enjeux économiques) que pour le maintien de la sélection des races de chevaux 

(amélioration de la race chevaline). Les méthodes de «screening» actuelles sont établies à partir du 

suivi de certains ions sélectionnés (ou transitions dissociatives) issus de substances déjà connues, 

mais il semble souhaitable qu’une approche plus globale basée sur le biomarquage d'effet soit mise 

en place, car la détection des agents dopants eux-mêmes peut s'avérer délicate. L'analyse 

métabolomique est susceptible de répondre à ce besoin car elle permet d’étendre le contrôle 

antidopage à l’ensemble des perturbations métaboliques détectées dans les milieux biologiques suite 

à l’administration de substance dopante. L’urine de cheval est une matrice biologique très complexe 

et la préparation des échantillons constitue donc une étape cruciale qui doit être simple et la plus 

exhaustive quant au nombre d’ions détectés. L'objectif de ce travail est de mettre au point une 

méthode de préparation des échantillons d'urines de cheval adaptée à l'analyse métabolomique par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse.  

Nous avons pour cela comparé six méthodes de traitement des échantillons reposant sur la 

précipitation avec un solvant organique, l'hydrolyse enzymatique, la filtration sur membrane et des 

dilutions. Les échantillons ont été préalablement supplémentés avec un mélange de 11 xénobiotiques 

utilisés comme étalons internes. Chaque extraction a été réalisée en triplicat et chaque échantillon a 

été injecté trois fois. Trois séries d'expériences de ce type ont été réalisées. La séparation 

chromatographique a été effectuée avec une colonne de phase C18 (Varian) et la détection réalisée 

avec un spectromètre de masse de type Q-TOF (Bruker) dans les 2 modes d'ionisation (+ / -) en 

electrospray. La détection automatique des ions a été réalisée avec le logiciel XCMS et le logiciel 

SIMCA P (Umetrics) a été utilisé pour les analyses statistiques multivariées. 

Chacune des séquences d’analyse réalisées a été évaluée sur la base de la richesse des 

empreintes (nombre d’ions détectés) et également de manière ciblée, d’une part par la comparaison 

des intensités de réponse obtenues pour chaque étalon interne, et d’autre part par la réponse obtenue 

pour des métabolites présents dans l’urine de cheval. Les empreintes les plus riches ont été obtenues 

avec la méthode de précipitation à l’acétonitrile. Ces résultats ont été confortés par les analyses 
ciblées d'étalons internes et de métabolites endogènes, bien que les résultats soient plus hétérogènes 

dans la mesure où les métabolites suivis appartiennent à des familles chimiques très différentes. 

Cette méthode de préparation des échantillons sera utilisée pour la mise en place d'un protocole de 

dépistage de l'administration de stéroïdes anabolisants pour le contrôle antidopage des chevaux. 
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La source electrospray couplée à la spectrométrie de masse (ESI-MS) est particulièrement 

utilisée en métabolomique, car elle permet aussi bien l'analyse qualitative, quantitative que 

structurale des métabolites. Les spectromètres de masse à analyseurs triple quadripôlaires utilisés 

en mode MS² de détection de réactions sélectionnées (SRM: selected reaction monitoring) 

constituent actuellement la méthode de référence pour l'analyses quantitative absolue. Cependant, 

la mise en œuvre d'une méthode de quantification reposant sur ce type d'analyseurs peut s'avérer 

longue et délicate. Afin de pallier à cette limitation, nous avons évalué une méthode de détection 

globale des masses basée sur la technologie de spectrométrie de masse à transformée de Fourier. 

Cette méthode utilise le couplage de la chromatographie liquide à un spectromètre de masse de 

type LTQ-Orbitrap, dans lequel les ions sont détectés avec une grande précision en masse. La 

mesure précise des masses, dans ces appareils, permet de distinguer les ions isobares, ce qui est 

impossible dans les analyseurs de basse résolution. Notre méthode de quantification absolue repose 

également sur l'utilisation d'étalons internes marqués à l'azote 15 obtenus par marquage 

métabolique uniforme de la levure S. cerevisiae. La pertinence d'une telle approche a été évaluée 

en quantifiant 39 métabolites intracellulaires impliqués dans de nombreuses voies métaboliques 

(acides aminés, métabolites soufrés, amines et polyamine) de la levure.  Cette  méthode a été  

validée par des études de stabilité, sélectivité, linéarité et en déterminant les limites de détection et 

quantification, qui seront ensuite comparées à celles obtenues avec des appareils de type triple 

quadripolaire.          
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In order to elucidate the structure of the network of genes responsible for phenylpropanoid 

biosynthesis a new experimental system has been performed using tomato seedlings as a model, and 

more in particular the hypocotyls, an organ which has a very limited number of cell types. An 

extensible metabolomic datasets are generated from seedlings growing on fully climate controlled 

conditions in order to obtain material with the desired uniform quality. Seedlings from five to nine 

days after sowing are harvested, extracted and their metabolic profile evaluated using an accurate 

mass spectrometer (LC-QTOF). The existing database for tomato fruit has been used for the first 

tentative annotation of the metabolites present in the tomato seedling model. Some of the 

compounds already detected in the tomato fruit have been detected in the tomato hypocotyls. A 

special effort is going into identifying new compounds derived from the phenylpropanoid pathway. 

Anthocyanins are clearly present in tomato hypocotyls but are generally absent in fruit. By 

comparing the previously reported anthocyanins in transgenic tomato fruits and seedlings, most of 

the anthocyanins present in tomato hypocotyls have since been identified.  Additionally, a group of 

unknown compounds having a strong correlation with the already annotated metabolites has been 

selected and these are being subjected to further chemical identification using the Orbitrap FTMS 

which has a better resolution. Preliminary datasets placing the tomato seedlings under different 

stressed conditions (e.g. light intensity and sugar concentrations in the nutrition solution) have also 

been produced to generate contrasting metabolite profiles. Significant differences have already been 

observed on the annotated polyphenol compounds between the tomato seedlings subjected to 

standard or modified conditions. Gene expression patterns of these perturbed seedlings have been 

also analyzed and correlations with the metabolomic data will be studied. Using these metabolomic 

and gene-expression data, new statistical methods and mathematical models will be performed and 

applied to find the structure of the gene network underlying the polyphenol biosynthesis in tomato. 

We expect that this predictive model will help us to predict and expanding our knowledge to 

improve agronomic traits in tomato - as by example the nutritional quality of the fruit. 

 



4JS RFMF Marseille 4-6 Mai 2010 42 

Communications Posters 

P5 

 

 

 

Les objectifs du Réseau Français de Métabolomique et Fluxomique (RFMF) sont notamment: 

 

× De recenser et promouvoir les compétences existant en France dans ce domaine 

× D’en évaluer les forces, les faiblesses et les manques 

× De favoriser les interactions entre les différents centres  

× D’assurer une animation scientifique et de favoriser  l’échange d’informations (sous forme de 

meetings, etc...) 

× D’assurer la visibilité et la lisibilité nationale et internationale de nos activités 

× De favoriser l’émergence d’actions de soutien spécifiques au développement des activités en 

métabolomique et fluxomique  

 

Les activités du réseau s’inscrivent dans un cadre général de biologie intégrative et recouvrent 4 

axes thématiques complémentaires reliés à l’analyse des systèmes métaboliques: 

Axe 1. Métabolomique / Analyse des métabolites (animateur : D. Rolin, Bordeaux) 

Axe 2. Fluxomique / Analyse des flux métaboliques (animateur : JC Portais, Toulouse) 

Axe 3. Analyse in situ du métabolisme (animatrice : AM. Delort, Clermont) 

Axe 4. Modélisation des systèmes métaboliques (animateur : JP Mazat, Bordeaux) 

Le RFMF a organisé 4 Journées scientifiques en France (1-2 décembre 2005 à Toulouse ; 13-15 

décembre 2006 près de Clermont-Ferrand, 7-8 février 2008 à Bordeaux, et 4-6 mai 2010 à 

Marseille) et une école chercheurs (12-16 octobre 2009 près de Montpellier.  

 

Le Réseau Français de Métabolomique et Fluxomique est une association de loi 1901, crée en 2005. 

Elle est dirigée par un conseil d’administration constitué de 10 membres élus. En 2010 le réseau 

compte une centaine de membres issus de 60 laboratoire ou structures différentes. 

 

http://www.bordeaux.inra.fr/ifr103/reseau_metabolome/accueil.htm  

contact : rfmf@bordeaux.inra.fr  

Catherine Deborde, Jean-Charles Portais, Anne-Marie Delort, Dominique Rolin 

 

http://www.bordeaux.inra.fr/ifr103/reseau_metabolome/accueil.htm
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Introduction 

La cirrhose est définie histologiquement par un remodelage de l’architecture du foie avec l’apparition de nodules de 

régénération. Les conséquences de la cirrhose sont multiples. La principale étant l’apparition d’une dysfonction 

métabolique du foie, qualifiée d’insuffisance hépato-cellulaire chronique. La gravité de la cirrhose repose 

essentiellement sur l’intensité de cette insuffisance hépato-cellulaire. Plusieurs scores permettent d’évaluer son 

importance   : le score de CHILD (score clinico-biologique) et le score MELD (score biologique). 

L’objectif de cette étude est d’évaluer s’il existe des variations dans les  profils métabolomiques sériques obtenus par 

résonance magnétique nucléaire du proton (
1
H RMN) chez les patients présentant des degrés différents d’insuffisance 

hépato-cellulaires évalués par les scores clinico-biologiques usuels. 

 

Matériel et Méthodes 

Cent soixante dix huit patients ont été prospectivement inclus dans cette étude. Après leur accord, les patients ont été 

prélevés à jeun, sur tube sans anticoagulant. Le sang total a été centrifugé à 5000 tours/min pendant 15 minutes afin de  

recueillir le sérum, qui a ensuite été congelé à –80°C. Les données bio-cliniques ont été récupérées le jour du 

prélèvement : données démographiques (age, sexe, origine), scores de CHILD et MELD. Les sérums ont été  

décongelés le jour de l’analyse. La préparation des échantillons était standardisée : 600µl de sérum avec 100µl d’eau 

lourde (D2O) et une quantité connue d’acide fumarique (qui sert de référence RMN). L’acquisition et le traitement des 

spectres ont été réalisés avec un spectromètre à 500 MHz (Varian® UNITY Inova+) sur 32K points à 25°C. Les 

spectres ont été divisés en segments   de 10
-3

 ppm en excluant la région de l’eau, de l’urée et de l’acide fumarique. Une 

analyse OPLS (Simca P+ v11) a été utilisée. 

 

Résultats 

Sur les 178 échantillons analysés, 9 ont été exclus du fait de la présence d’intenses résonances d’éthanol. Deux analyses 

OPLS ont été effectuées en utilisant respectivement le score de CHILD et le MELD comme variable réponse Y. Ces 

deux analyses ont été correctement validées par la méthode de validation croisée ainsi que par permutations aléatoires 

des éléments de la matrice Y.  

Les deux analyses sont caractérisées respectivement pour le MELD et le CHILD, par un R2 de 0.70 et 0.60 et un Q2 de 

0.56 et 0.57 (Figure 1). 

Les principaux métabolites permettant cette discrimination sont les lipides (-CH3 et -CH2), le lactate, l’alanine, la 

créatinine et la choline (phospholipides). 

Lorsque la gravité de la cirrhose augmente, les fractions légères des lipides (VLDL, LDL) augmentent tandis que les 

fractions les plus denses diminuent (HDL) ainsi que les phospholipides. Le lactate et le pyruvate augmentent avec la 

gravité ainsi que la créatinine.  

 

 

Figure 1 :  

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 

La gravité de l’insuffisance hépato-cellulaire chronique, secondaire à la cirrhose, modifie les profils métaboliques des 

patients. Ces répercussions métaboliques sont détectables par RMN dans les sérums des patients.  

Les perspectives de cette étude sont d’évaluer, indépendamment des scores clinico-biologiques habituels, si les profils 

métaboliques permettent d’évaluer la gravité de l’insuffisance hépato-cellulaire et peuvent être prédictifs de 

complications graves de la cirrhose tels que le carcinome hépato-cellulaire. 
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La Fédération de Recherche FR2708 (ICOA-CBM) exerce ses activités autour de la compréhension des mécanismes du 

vivant et la conception d'outils moléculaires à visée thérapeutique et diagnostique. Ces recherches s’articulent selon trois 

axes principaux que sont : 
  

1. La conception et la production de molécules 

- études de biologie fondamentale pour l'identification de cibles thérapeutiques, 

- synthèse et pharmaco-modulation de molécules de synthèse, 

- extraction de produits naturels appartenant à diverses familles, 

- modélisation moléculaire pour proposer de nouvelles structures ou aider à la conception rationnelle de 

molécules. 

2. La caractérisation des molécules, de leurs cibles, et des interactions molécule-cible 

- développement de méthodologies pour l’extraction, la séparation (chromatographie liquide et électrophorèse 

capillaire), l’analyse structurale  (RMN, spectrométrie de masse) et identification de molécules bioactives 

dans des milieux naturels 

- caractérisation fine des cibles thérapeutiques 

- cinétique et mécanisme d’interaction molécules-protéines cibles. 

3. Approche métabolomique (fluides biologiques, milieu de fermentation) : Acides Aminés, nucléotides, nucléosides, 

neurotransmetteurs, Acides carboxyliques. 

4. Validation des outils in vitro 

- études pharmacologiques, pharmacodynamiques 

- modèles cellulaires, petit animal 

 

La plateforme HRMS au sein de la Fédération ICOA-CBM d'Orléans (FR2708) s'attachera à élaborer de nouvelles 

méthodologies de haute technicité dans les domaines suivants: 

- la découverte de nouvelles molécules potentiellement bioactives par le criblage biomoléculaire, la synthèse 

raisonnée et la chimie combinatoire, 

- l’identification, le dosage de molécules bioactives dans les plantes et fluides biologiques 

- l’étude de l’ensemble des protéines cellulaires avec la recherche spécifique de modifications post 

traductionnelles (phosphorylations, N- et O-glycosylations, acétylations, des nitrosylations, acylations, 

découverte de nouvelles modifications), 

- la mise en évidence des interactions protéine-ligand covalentes ou non, et des interactions protéine-protéine 

(interaction physique directe, protéomique ciblée par Tap-Tag). 

  

L'HRMS et les équipements associés (HPLC, nanoLC, EC, SFC, CPC) apporteront des méthodes analytiques robustes, 

rapides, sensibles, spécifiques aux chercheurs de la Fédération. Ils donneront une plus grande puissance analytique à des 

projets ambitieux destinés à la découverte de molécules bioactives d’origine naturelle dans le domaine de la cosmétique 

ou de molécules de synthèse à effet anti-métastatique. Ils permettront plus généralement le développement d'approches 

métabolomiques en région Centre. 
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Thanks to the improvement of metabolomics analytical techniques, and the growing interest in 

metabolomics approaches, more and more metabolic profiles are generated. This high quantity of 

high throughput data needs to be saved and structured according to accepted standards (MSI). To 

exploit these data, scientists need tools to store data, identify metabolites and disseminate results. 

To meet this need, different tools already exist which are specific of a species, an analytical 

technique or a given usage: reference spectra databases (BMRB), profiles management databases 

(GMD, PlantMetabolomics.org), metabolites databases (KEGG), or knowledgebase (HMDB). Each 

of these tools addresses one or more of the above needs. However, management of NMR plant 

metabolomics profiles remains poorly addressed. 

 

To fill this lack, we have developed MeRy-B, a plant metabolomic platform allowing the storage 

and display of NMR plant metabolomics profiles. We will present MeRy-B knowledgebase with a 

description of its functionalities:  

- Data capture from a comprehensive metabolomic experiment: metadata, spectra data, peak 

lists, and detected analytes. MeRy-B uses MSI requirements for metadata description as well 

as suitable OBO ontologies. The application supports pdf format for protocols and Jcamp-

DX for NMR spectra outputs. 

- Data visualisation: spectra viewer (one spectrum), spectra overlay (all spectra from a project 

or experiment) and statistical tools for synthetic representation. 

- Analyte identification support, thanks to MeRy-B knowledgebase, fed with new 

identifications. 

- Export for the purpose of exploiting data by other statistical analysis tools that may 

contribute to biomarker discovery. 

 

Currently, MeRy-B contains more than one hundred different plant metabolites and unknown 

compounds with information about experimental conditions and metabolite concentrations from 

several plant species compiled from more than one thousand of annotated NMR profiles on various 

organs or tissues. 

MeRy-B is a web-based application with either public or private access. url: http://www.cbib.u-

bordeaux2.fr/MERYB/index.php 

 

 

 

 

http://www.cbib.u-bordeaux2.fr/MERYB/index.php
http://www.cbib.u-bordeaux2.fr/MERYB/index.php
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Persistent organic pollutants (POPs) are found in trace quantities in all areas of the 

environment.  They are toxic to humans and wildlife and accumulate in the fatty tissues of living 

organisms. 

The accumulative and widespread nature of POPs means that they can be detected in our 

industrial waste oil, vegetable and animal waste oils, chimney stack emissions, waste water 

effluents, sewage sludge and drinking water.   

Today, laboratories face an enormous challenge to routinely analyse difficult matrices 

whilst monitoring and identifying POPs at very low concentration levels (ppb).   

Waste water is a difficult matrix to analyse and low detection limits are required.  Hence, 

development of modern chromatographic methods are essential.   

The method described here shows the potential and power of using comprehensive 

chromatography. 
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1
H NMR metabolomics study of cerebrospinal fluid (CSF) in amyotrophic 

lateral sclerosis (ALS) patients. 
Nadal-Desbarats L., Blasco H., Veau S., Vourc’h P., Moreau C., Devos D., Corcia P., Andres 

CR. 
Introduction: 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative motor neuron disorder. Pathophysiological 

mechanisms involved in this disease are complex but remain for the most part unknown. This lack of knowledge might 

explain the absence of reliable biological marker. CSF is an attractive potential source for ALS biomarkers. High 

resolution 1H NMR metabolic profiling provides a new approach and opportunity to explore CSF metabolic fingerprint 

of ALS patients. In this study, we aimed to evaluate the ability of CSF metabolomic analysis to differentiate ALS 

patients from a non-ALS population. The biochemical variations in CSF using multivariate statistical analysis provide 

information on the global profile in order to find disease-unique biomarkers. 

Material and Methods: 

CSF samples were collected by lumbar puncture at the time of diagnosis from patients with ALS (n=51) and from 

patients without neurodegenerative diseases (n=44). 100mL of deuterium oxide were added to 500mL of CSF prior to 

analysis by 1H NMR spectroscopy. 
1
H NMR spectra were performed on a Bruker DRX-500 spectrometer (Bruker 

SADIS, Wissembourg, France), using a standard spin-echo pulse sequence. 
1
H spectra were collected with 128 

transients (and 8 dummy scans) in 32K data points with a spectral width of 7500 Hz, a recycling time of 30s. Spectra 

were processed using WinNMR version 3.5 software (Bruker Daltonik, Karlsruhe, Germany). Prior to Fourier 

transformation (FT), the FIDs were zero-filled to 64K data points which provided sufficient data points for each 

resonance and a linebroadening factor of 0.3Hz was applied. All spectra were corrected for phase distortion and 

baseline was manually corrected for each spectrum. Each spectrum was integrated using WinNMR software integral 

function. The obtained concentrations of 17 metabolites were analyzed by PCA based on the correlation matrix.  

Results: 

 

 

Figure 1: Typical 1H NMR spectra of CSF samples from: 

A) ALS B) non-ALS patients. 

Figure 2: PCA score plot of 94 CSF samples. Red 

circles: ALS patients, black circles: non-ALS patients. 

The PCA score plot indicates the metabolites responsible for the observed separation of the two groups. The signals of 

ascorbate, pyruvate and acetone are higher in ALS than in non ALS patients, given by a positive contribution to PC2 

whereas the signals of acetate, formate and a-hydroxybutyrate (0.89ppm) peak are higher in non-ALS than in ALS 

patients given by a negative contribution on PC2.  

Discussion: 

CSF screening by NMR spectroscopy could be a good, rapid and easy tool to improve early diagnosis of ALS. Our 

results led us to suspect a perturbation in the ketone bodies may be in relation with a perturbation of glucose 

metabolism as already proposed. A more important number of samples should validate these results and allow 

improving the discrimination between the two populations. 
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We characterized a selection of 61 genotypes representing 19 species of Vitis genera 

including Vitis vinifera, and one species of Cissus, cultivated near Bordeaux, using biochemical 

phenotyping of the flesh juice of berries. 
1
H-NMR profiling on two millesimes revealed large 

variations in the metabolic composition of the must across genotypes and indicated that the 

genotype effect was higher than the millesime effect. The grouping of the different genotypes was 

visualized using PCA analysis of the 
1
H-NMR spectral signatures. These findings were confirmed 

by a targeted enzymatic analysis of key metabolites, which was performed on three millesimes. 

Further objectives of this study will be to compare the genetic distances revealed by molecular 

genetics to those determined by the different metabolomic strategies.  
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In order to determine the effect of cultivar on organoleptic quality in purple broccoli floret tissue, 8 varieties 

were cultivated on the same plot using a Randomised Complete Block Design in 2008-2009 in Ireland. Florets were 

harvested at commercial maturity (Februar to March 2009). Each sample is constituted by a composite sample of 50-

80g of secondary florets from 3 plants within each replicate. In purple broccoli the secondary florets are interspersed 

with leaves – large leaves were removed from the florets for sampling (as would be done with preparing them for 

cooking). 4 biological replicates were collected by broccoli varieties. Hydro-methanolic extraction was performed with 

Dionex ASE 200. Proton NMR analysis (
1
H-NMR) of polar extracts of secondary florets samples was performed on a 

500 MHz Bruker spectrometer equipped with a QNP probe to provide an overview of some major determinants of the 

broccoli floret organoleptic quality. Each 1H-NMR spectra was acquired in less than 8 min. The 
1
H-NMR spectra were 

processed to identify the major metabolites including soluble sugars, organic acids and amino acids. The NMR data 

were visualized with Principal Component Analysis using AMIX software (v 3.7.10) to reveal sample dissimilarities 

and to highlight discriminant metabolites. 
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Analyse de réseaux métaboliques : MFA, EFM et Graphes 
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Il existe 2 grandes familles d’outils d’analyse pour les réseaux métaboliques 

- les outils de calculs de flux / fluxomique (MFA, FBA ou dynamiques, EFM,..) 

- les outils d’analyse purement topologiques (graphes,..) 

  

Au travers de l’exemple d’un réseau métabolique simple sont présentés trois outils développés et utilisés au 

Laboratoire de Génie Chimique et Biochimique (LGCB). 

 

Le premier de ces outils est dédié aux calculs des flux au sein d'un réseau. Il s'agit d'une approche MFA 

(Metabolic Flux Analysis) basée sur une résolution du réseau qui fixe au moins l'ensemble des degrés de liberté, que 

ce soit en donnant des valeurs de flux pour les échangeables ou en définissant des combinaisons entre certains flux au 

sein du réseau. Cette approche est la plus simple pour la fluxomique. Elle autorise une réconciliation des données en 

cas de sur-information, mais ne permet pas de calcul prédictif des flux, comme c'est le cas pour les méthodes de Flux 

Balance Analysis (FBA). 

  

Le second outil est basé sur la recherche d'EFM (Elementary Flux Mode ou mode élémentaire), c'est-à-dire du 

jeu de réactions unique pour lequel, à l’état stationnaire, le flux global à travers le processus est nul si le flux d’une 

seule réaction est nul. Les modes élémentaires permettent d’identifier tous les processus possibles (potentialités 

fonctionnelles) au sein d’un réseau métabolique, en tenant compte de sa topologie, de la stœchiométrie des réactions et 

de leur directionnalité (sens et réversibilité). Comme pour les méthodes MFA cette approche implique de considérer le 

réseau comme un système en régime permanent où seuls quelques métabolites (échangeables) ont globalement une 

accumulation non nulle dans le système. 

  

Enfin le troisième de ces outils est basé sur une représentation du réseau métabolique par un graphe c'est-à-

dire un ensemble de nœuds reliés par des arcs. Il existe de nombreuses méthodes d'analyse pour de déterminer 

différentes propriétés topologiques au sein d'un graphe. Parmi ces propriétés on trouve notamment les points 

d'articulation (dans des réseaux de transport cela correspond typiquement à des aérogares ou des aéroports) ou les 

cycles (tels que le TCA ou le cycle des Pentoses-Phosphates par exemple). Ce sont des informations prépondérantes 

pour l'analyse des degrés de libertés en MFA ou la recherche et la prédiction de propriétés fonctionnelles du réseau. 

  

Au final on constate que ces trois outils sont complémentaires pour l'étude complète d'un réseau, permettant 

une analyse détaillée de ses limites et de ses possibilités. Les méthodes MFA et EFM sont des outils d'analyse d'une 

représentation stœchiométrique des réseaux métaboliques (SNA : Stoichiométric Network Analysis) impliquant une 

hypothèse de régime permanent. Ce sont essentiellement des outils descriptifs offrant toutefois quelques possibilités 

prédictives. Les approches par graphes sont purement topologiques et ne nécessitent pas d'hypothèse de 

fonctionnement du réseau. Elles permettent une analyse de l'ensemble des fonctionnalités d'un réseau. 
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La métabolomique est une méthode d’exploration très générale des organismes vivants qui décrit de façon 

exhaustive les différents métabolites (molécules de faible poids moléculaire) présents dans les fluides biologiques ou 

dans les tissus. Utilisée dans différents contextes d’études physiologiques, elle permet de comprendre l’impact des 

perturbations étudiées, tant sur le plan génétique qu’environnemental (nutrition, toxicologie, pharmacologie…). 

Pour des analyses toxicologiques ou pharmacologiques par exemple, l’urine est plus particulièrement utilisée 

car elle correspond à la fin de la chaîne de détoxification et d’élimination de l’organisme et son recueil est aisé et non 

invasif. On peut ainsi réaliser des prélèvements ponctuels ou sur un laps de temps déterminé pouvant aller jusqu’à 24h 

ou 48h. Cependant l’urine est un fluide biologique complexe dont les conditions de prélèvement et de stockage 

peuvent modifier la composition (contamination bactérienne, dégradation des métabolites…). Il a été ainsi démontré 

que les empreintes protéiques [1] et métaboliques [2, 3] (par RMN) des urines sont affectées par les conditions de 

préparation et/ou de stockage des urines, aboutissant ainsi à des recommandations pour ces étapes critiques de 

l’analyse du protéome [4] ou du métabolome [5] par RMN. Or actuellement, la spectrométrie de masse est une 

technique d’analyse de plus en plus utilisée en métabolomique, et l’impact de ces différents facteurs n’a pas été 

démontré sur des empreintes métaboliques obtenues par cette méthode. 

Le but de cette étude est de déterminer les meilleures conditions de prélèvement, préparation et stockage pour 

les analyses métabolomiques par spectrométrie de masse, et de mesurer l’impact de la contamination bactérienne sur 

les concentrations de différents métabolites. Pour ce faire plusieurs aliquots ont été préparé à partir d’un pool d’urines 

humaines fraîches, afin de tester plusieurs concentrations en conservateurs (azide de sodium NaN3 à 0.1, 1 et 10 mM 

et acide borique à 2, 20 et 200 mM) et plusieurs températures (température ambiante et  4°C). Des prélèvements ont 

été réalisés toutes les 4h pendant 24h puis analysés par UPLC/MS et spectrométrie UV à 620nm pour évaluer la 

contamination bactérienne et la mettre en corrélation avec les variations des différents métabolites. Nous présenteront 

lors du congrès les résultats préliminaires de cette étude. 
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There is an increased demand for n-3 LC-PUFA, particularly DHA, during pregnancy, lactation and the first 

years of life, to support optimalvisual and cognitive development for infant. Dietary strategies aiming at improving the 

w3-LCPUFA in brain may also influenced further the brain lipid species.  

Objective: To examine how nutritional strategies improving the w3LCPUFA status of young rat pups can 

impact further the lipidomic profile of the brain, by using diets prepared with Butter-blends or Palm-blends 

(+Sunflower-Rapeseed) differently enriched in ALA or DHA. 

Procedure:Dams were fed a 5%fat (w/w) diet for 6weeks before mating, during gestation and lactation, with 

a minimal-omega3 level (ALA0.4%). After weaning, 4 post-weaning-groups (females and males n=10each) omega3-

deficient received six-week 10%fat (w/w) diets. Two groups received diets including rapeseed to provide the same 

ALA level (1.5% of FA) respectively blended with Palm (P1) and Butter (B1). The 2 other groups, P2 similar to P1 

(Palm-1.5%ALA) was supplemented with DHA and AA (0.12% and 0.4%FA respectively) and B2 (Butter-blend) was 

enriched in rapeseed to increase ALA level from 1.5% (B1) to 2.3%. 

Brain lipidomics was performed after the post-weaning-6week-diets using a LC-ESI-QToF. 

Results: From the 880 lipid features detected, we identified 98 ones that were sensitive to dietary treatment. 

These can be clustered into 6 blocks of lipid species, which characterized the lipidomic signature of each treatment. 

Among the 6 blocks, 3 were modified by adding ARA+DHA in P1. We also found that 3 others were modified by 

increasing ALA in butter based-diet. Also importantly, the palm and butter-based diets induced an inverse lipidomic 

signature in the post-weaning young rats.  

Conclusion: Besides influencing FA profiles, dietary fat can also dramatically influence the lipid species 

profiles in brain. Functional consequences cannot be disregarded and optimal dietary conditions should be sought. 
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La présence des pesticides dans l’environnement et l’alimentation pose aujourd’hui un problème de santé 

publique puisque ces composés sont soupçonnés d’exercer des effets nocifs sur la santé humaine.  

L’objectif des travaux présentés est d’étudier chez la souris l’impact d’une exposition maternelle in utero et 

au cours de la lactation à un pesticide (endosulfan) présent dans l’alimentation à une faible dose sur le métabolisme 

plasmatique, hépatique et de la moelle osseuse en utilisant une approche globale : la métabonomique par RMN du 

proton.  

Les souris ont été traitées par l’endosulfan (40 µg/kg d’aliment) via l’alimentation dès le premier jour de la 

gestation et pendant la lactation. Après le sevrage, les souriceaux ont reçu la même nourriture contaminée par le 

pesticide jusqu’à l’âge de 14 semaines. A l’euthanasie la moelle osseuse des tibias et fémurs est prélevée puis mise en 

culture, le foie et le plasma sont également récupérés pour les analyses en  RMN du proton.  

Nos résultats montrent que les souris traitées par l’endosulfan via la nourriture présentent des signatures 

métaboliques différentes des souris non traitées au niveau du plasma, du foie et de la moelle osseuse. Nous observons 

des différences suivant le sexe, principalement pour les échantillons de foie, puisque pour les mâles aucune 

différenciation n’est visible entre les souris traitées et les souris non traitées, alors que pour les femelles la 

différenciation est importante. 

L’analyse structurale par RMN des métabolites impliqués dans la séparation des groupes montre une 

perturbation du métabolisme énergétique et des acides aminés ainsi qu’une modification du statut oxydo-réducteur 

chez les animaux ayant été alimentés avec une nourriture contenant de faibles doses d’endosulfan depuis le 

développement fœtal jusqu’à l’âge adulte.  

 
 

 

 



4JS RFMF Marseille 4-6 Mai 2010 54 

P17 
 

Analyse Métabolomique par RMN HRMAS de la malignité de tumeurs 

thyroïdiennes 

  

Laetitia Shintu
1
, Liborio Torregrossa

2
, Jima Nambiath Chandran

1
, Aura 

Tintaru
3
, Clara Ugolini

2
, Fulvio Basolo

2
, Paolo Miccoli

2
, Stefano Caldarelli

1
 

 

1 Institut des sciences moléculaires de Marseille, Equipe CES, UMR 6263, Faculté de St Jérôme, 13397 

Marseille cedex 20, France 

2 University of Pisa, Dipartimento di Chirurgia, Via Roma 67, 56126 Pisa, Italy 

3 Laboratoire Chimie Provence, Equipe Spectrométries Appliquées à la Chimie Structurale, Universités Aix-

Marseille I, II et III - CNRS, UMR 6264, 13397 Marseille, France 

 

 
La plupart de tumeurs diversifiées de la thyroïde (carcinome papillaire et folliculaire) produisent des cellules 

folliculaires. Ces néoplasies peuvent être classées comme bénignes ou malignes sur la base de caractéristiques 

morphologiques ou de propagation. Dans quelques cas, toutefois, ces variations sont peu marquées, et une lésion 

folliculaire bénigne devient difficilement distinguable d'un carcinome papillaire folliculaire (considéré comme malin). 

Dans ce cas, le seul critère sur lequel se base le diagnostic est la présence d’infiltration de la capsule tumorale ou son 

infiltration vasculaire. Pour cette catégorie "incertaine" de lésions, un diagnostic préopératoire correct permettrait de 

choisir l'intervention chirurgicale adaptée au type de maladie. Dans ce poster, nous montrons que la Métabolomique 

permet de faire la distinction entre les différents types de néoplasies (adénome vs carcinome) et pourrait constituer un 

outil de choix pour le diagnostique de ces tumeurs dites « incertaines ». Dans une première étude, nous avons analysé 

40 tumeurs (20 bénignes et 20 malignes) par RMN HRMAS, technique RMN connue pour son fort potentiel dans 

l’analyse métabolique de cancers[1]. Nous avons aussi testé l’efficacité de la RMN HRMAS pour l’analyse de cellules 

ayant été prélevées par aspiration à l’aiguille (2-3 mg de tissus frais), système de prélèvement peu invasif ne 

nécessitant pas de lourdes interventions chirurgicales. Une comparaison de différentes méthodes de conservation des 

tissus a aussi été réalisée. 
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Invasive aspergillosis (IA) can be caused by some Aspergillus spp. of which A. fumigatus is the main 

causative agent. Because some of these species have difference susceptibilities to the antifungal drugs, it is important 

to discriminate between them before starting therapy. Volatile metabolites (VM) were used to discriminate between 

the species. Fungi were cultivated in different media, and the VM were collected from samples in plastic bags by 

diffusive sampling onto Tenax tubes, and analyzed by electronic nose (E-nose) and gas chromatography coupled to 

mass spectrometry (GC-MS), respectively. GC-MS was more specific than E-Nose in distinguishing between the 

analyzed species. The detected differentiation was confirmed by cluster analysis of the data using Jaccard distance. 

The analytical challenge behind using these two methods is to propose a rapid diagnose by breath analysis. 
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Background: The "fetal" or "early" origins of adult disease hypothesis states that environmental factors, 

particularly nutrition, act in early life to program the risks for adverse health outcomes in adult life [1, 2]. A series of 

epidemiological and animal studies has provided evidence for the association between the perturbation of the early 

nutritional environment and major diseases (hypertension, dyslipidemia, insulin resistance, and obesity) in adult life 

[1, 2]. Regulating the omega 6:omega 3 ratio of poly-unsatured fatty acids (PUFA) could help restoring the energy 

balance and reduce the predisposition to obesity [3].  

Design: We have investigated the 
1
H-NMR and LC-HRMS-based metabolic responses of male (M) and 

female (F) offspring born from normally fed mothers (first study) or from mothers fed with an omega 3-enriched diet 

(second study) and provided, after weaning, for 3 months, with a control diet with or without supplementation of 

omega 3, or an obesogenic diet, again with or without supplementation of omega 3. Plasma samples (n=10/group) 

were analysed using a combination of 500MHz 1H-NMR and LC-ESI-HRMS (Thermo LTQ-OrbitrapTM). Data were 

processed by multivariate data analysis using SIMCA-P+ v12 software.  

Results: Principal component analysis (PCA) and partial least-square-discriminant analysis (PLS-DA) of the 
1
H-NMR and LC-HRMS datasets indicated variations in relation to (i) diet and (ii) sex. In the 1st study PCA of the 

LC-HRMS data identified a cluster corresponding to the supplemented control groups with little difference between M 

and F. PLS-DA on the orthogonal signal corrected (OSC) LC-HRMS dataset indicated three classes 

(control/supplemented M+F; control/unsupplemented F and obesogenic/supplemented M). PCA of the 1H-NMR data 

showed a separation of the obesogenic diets from the control diets on PC1 and of the supplemented from 

unsupplemented diets on PC2 with little difference between M and F. PLS-DA of the same samples indicated 8 

defined classes except for the control/unsupplemented F and obesogenic/unsupplemented M+F. In the 2nd study 

OSC-PLS-DA on the LC-HRMS dataset showed two well defined classes (control/unsupplemented M and 

obesogenic/supplemented F) on the first two components. PLS-DA on the 
1
H-NMR data showed 

control/unsupplemented M, obesogenic/supplemented and unsupplemented F as clearly defined classes. The NMR 

spectral regions responsible for the groups’ separation were that of unsaturated lipids, LDL, VLDL, HDL, N-

acetylglycoproteins, lactate, beta-hydroxybutyrate, albumin lysyl residues, neoglucogenic amino acids and Krebs cycle 

metabolites. Analysis is ongoing to decipher mechanisms and to identify patterns of explicative/predictive biomarkers 

of the physiological impact in adulthood of perinatal PUFA omega 3 exposure.  
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Les micro-organismes photosynthétiques présentent un potentiel considérable pour la production de 

biocarburants (hydrogène ou biodiesel). Les microalgues photosynthétiques ont une productivité surfacique en 

biomasse élevée et certaines espèces accumulent des quantités importantes de composés de réserve (polysaccharides 

ou lipides), jusqu’à 70% de la biomasse algale. La production de composés à forte teneur énergétique est toutefois 

limitée par des freins de nature biologique. L’objectif du projet ANR ALGOMICS, qui réunit 6 partenaires (CEA 

Cadarache, INSA Toulouse, CEA Grenoble, GEPEA Nantes, IBPC Paris, CEA Genoscope) est de développer une 

approche de biologie des systèmes, en vue d’atteindre une compréhension approfondie du métabolisme des 

microalgues et de s’approprier les concepts nécessaires à une domestication avancée du processus de conversion 

photosynthétique de l’énergie solaire. Des études en métabolomique et en fluxomique permettront, de caractériser le 

réseau métabolique de la microalgue, en condition photoautotrophe, suite à certaines perturbations génétiques, et dans 

différentes conditions environnementales. Dans ce contexte, une stratégie expérimentale a été mise en place pour 

l’analyse du réseau métabolique de Chlamydomonas reinhardtii, microalgue photosynthétique modèle, en développant 

des approches quantitatives combinées de spectrométrie de masse et de RMN. Ce travail requiert de nombreuses 

optimisations à différents niveaux (échantillonnage, séparation, technique analytique), cependant, à ce jour, peu 

d’études abordent ce sujet chez Chlamydomonas reinhardtii. Nous présentons ici une mise point des processus 

d’échantillonnage et des méthodes analytiques, dédiées à l’analyse du métabolisme central (Cycle de Krebs, glycolyse, 

pentose phosphate). Différentes méthodes de quenching et d’extraction ont été évaluées sur des échantillons 

biologiques analysés et quantifiés par IC-MS/MS. 
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In the post genomic era, the systematic elucidation of gene function is of utmost importance for the 

understanding of the cell physiology. While more than 1000 genome sequences of bacteria have been released in public 

databases, about 30 to 40% of the Open Reading Frames that were identified during the annotation process still have no 

precise function. 

Our laboratory is dedicated to the exploration of prokaryotic gene function to discover new enzymatic activities 

or genes encoding orphan enzymatic activities. Even in our model organism, the soil bacterium Acinetobacter baylyi 

ADP1, sequenced and annotated at Genoscope with special focus on reconstruction of metabolism (1), only 36% of the 

ORFs predicted by the sequence analysis were assigned to known functions. 

While genomic comparative analyses with diverse genomes are successfully used to discover functional 

novelty, it seemed challenging to us to develop a complementary, non-targeted metabolomics based approach, to further 

aid  to elucidate enzyme function. 

As a pilot experiment, incubation of two purified enzymes of unknown function in a complex mixtures of 

metabolites (2) led to specific changes (substrate to product conversion) that could be detected by our LTQ/Orbitrap 

system. Using the accurate mass of these markers to query metabolite databases, it was possible to propose a structure 

for each metabolite whose concentration has been altered, thus a function for the enzymes. The putative function 

proposed by this metabolomics approach has been validated monitoring the conversion of commercial candidate 

substrates to their corresponding products. 

The ORFeome of ADP1 has been constructed and represents a new resource for the exploration of its 

metabolism. The focus has been done on enzyme characterizations: 1300 genes annotated as coding for (putative) 

enzymes and 800 genes without known function have been cloned. The ORFeome is currently analyzed for the 

experimental annotation of large enzyme families (phosphatases, dehydrogenases, etc). We now plan to extend these 

studies through large-scale metabolomics assays to screen the function of the individually over expressed and purified 

proteins.  
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Depuis plusieurs décennies, les traceurs isotopiques sont très fréquemment utilisés dans les études du 

métabolisme protéique. Les mesures d’enrichissements isotopiques ([1] et [2]) permettent en effet de calculer les 

vitesses de synthèses protéiques de différentes fractions telles que les protéines myofibrillaires, sarcoplasmiques ou 

mitochondriales.  

Une méthodologie tout à fait innovante, présentée ici, a rendu possible l’étude des vitesses de renouvellement 

de protéines musculaires spécifiques [3]. Les protéines présentes dans une fraction d’intérêt sont tout d’abord séparées 

par des techniques électrophorétiques (gels bi-dimensionnels). Les spots obtenus sont prélevés des gels 2-D pour être 

identifiés par MALDI-TOF. 

Les travaux présentés ont consisté au développement d’une méthode de mesure d’enrichissements 

isotopiques, au sein de ces protéines spécifiques, par chromatographie gazeuse / spectrométrie de masse triple 

quadripôle (GC-QqQ). Une méthode de purification des spots a tout d’abord été mise au point : les protéines sont 

hydrolysées et les hydrolysats sont purifiés et concentrés par extraction en phase solide. Les acides aminés obtenus 

sont analysés, après dérivatisation, par ionisation chimique et GC-QqQ  

La méthodologie développée a été appliquée à des échantillons de muscles préalablement marqués in vivo par 

la 1-L-[ring-13C6]-phénylalanine, injectée à des rats par la technique de « flushing dose ». L’emploi de ce traceur, 

pourvu de six 13C,  nous permet de calculer un rapport isotopique en utilisant les abondances relatives des masses 

M+6 et M+2. La méthode développée nous permet de garantir une meilleure sensibilité et robustesse, ce qui nous 

permet de travailler avec des échantillons  faiblement concentrés.  

Grâce à cette nouvelle procédure, il sera maintenant envisageable de calculer des vitesses de renouvellement 

de protéines isolées, parfois peu présentes, impliquées plus particulièrement dans certaines situations 

physiopathologiques musculaires ou d’interventions nutritionnelles. 
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We used an integrated approach to study the influence of different dairy products on the multifaceted aspects 

of atherogenesis. We fed 8 hamsters/group for 12 weeks high-fat diets, either as cheeses (2 groups), or anyhydrous 

butter. Plasma and urine 1H-NMR metabolomics, plasma biochemistry, QPCR expression of 42 genes in the liver, the 

fatty acid profiles in liver, red blood cells and adipose tissue were examined, leading to 1488 biological features per 

hamster. Cholesterol ester deposition in the aorta was taken as the atherogenic endpoint. We found that cheese based 

diets were the least atherogenic with regard to the disease  ( P < 0.05 after ANOVA). Partial least-square discriminant 

analysis on fusioned data indicated that the 3 different dairy fat intakes induced specific biological patterns that 

enabled class assignment for all hamsters. Eighty four metabolites, biochemical and gene variables were found 

responsible for this class-assignment. From these, 12 were found also positively and 12 negatively associated to the 

disease, altogether predicting 77% of the atherogenic outcome. The “pro” atherogenic variables were related to lipids, 

glycolysis and liver lipogenesis, and the “anti” atherogenic to branched chain amino-acids, high oleic acid body stores 

and choline metabolism. The 12 parents  “pro”  and the 12  parents “anti” atherogenic variables were then reduced 

respectively to 2 daughter representative composite variables by a multi-block OPLS procedure . These 2 daughter 

composite variables allowed a similar prediction of atherogenesis than the 24 parents from which they originated. 

In conclusion, we found that the atherogenicity of dairy fat can be greatly influenced by the kind of dairy 

product. Among the most relevant biological changes associated to disease development, we found a diet-induced 

imbalance between pro- (plasma lipids, glycolysis and liver lipogenesis) and anti-atherogenic indicators (plasma 

branched-chain aminoacids, body oleic acid store levels, and choline metabolism).  We also demonstrated that the 

prediction of the disease can be efficiently performed by using only 2 composite daughter variables derived from a 

selection of the most predictive parent variables, and able to summarize major changes occurring at different system 

biology levels. Such reduced composite variables summarizing whole body biological changes could be used as 

disease biomarkers. 
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Streptococcus pneumoniae is a major bacterial pathogen responsible for high numbers of deaths each year, 

notably for young children. These bacteria exist in the nasopharynx as a commensal organism but can pass into the 

bloodstream and develop virulence. This shift is often accompanied by a modification of the cellular physiology 

involving higher levels of capsule production. 

In this study a non-pathogenic laboratory strain (R 1501) has been examined during growth on a typically 

complex medium (M17) in both pH-regulated and freely acidifying conditions. Extracellular metabolites were 

quantified using an original approach by 
1
H-NMR and validated by HPLC. Growth phase shows basically similar 

growth characteristics and homolactic fermentation, but medium acidification provokes an early stationary growth 

phase associated with only minimal continued use of the residual glucose when the pH descends to approximately 5.0. 

When pH is controlled at 6.9 unidentified nutritional constraints halt growth but sugar consumption continues with a 

significant shift towards a mixed acid fermentation. 

Metabolome analysis for approximatively 40 central carbon and energy metabolism intermediates, by 

IC/MS–MS on rapidly quenched cell samples, shows that the different metabolic states of stationary phase can be seen 

to be somewhat different with notably entirely distinct patterns for the key intermediates (UDP-Glucose and UDP-N-

acetylglucosamine) suggesting a high capacity for capsule production in conditions in which growth is blocked but 

medium pH remains favourable for continued glucose metabolism. This would be the case in the bloodstream. 
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Background: Adequate foetal growth is primarily determined by nutrient availability, which is mainly related 

to nutrient transport across the placenta from the maternal to the foetal circulation. Intra-uterine Growth Restriction 

(IUGR) is apparently associated with a reduction in nutrient supply across the placental barrier, thus is dependent on the 

relative metabolite status of the maternal and the foetal blood. Improved understanding of this relationship is needed to 

design better strategies to optimise nutrient availability to ensure healthy growth of the foetus. 

Objective: In this study, the application of 
1
H NMR metabolite profiling to plasma from maternal and 

umbilical-cord blood is investigated as a potential diagnostic tool for evaluating the nutritional status of neonates. 

Design: Samples of maternal blood and both venous and arterial umbilical-cord blood were collected at 

delivery in 8 full-term and 8 premature (IUGR) pregnancies. 
1
H NMR spectra were recorded on the plasma for each 

sample. The spectra were processed by univariate and multivariate statistical analysis to identify metabolite differences 

between these three compartments and between full-term and IUGR samples, in order to recognise nutrient availability 

markers potentially diagnostic of foetal distress.  

Results: This investigation revealed a wide range of metabolites that were at a significantly higher 

concentration in venous cord plasma than in either maternal or arterial cord plasma in both groups. These metabolites 

include: glutamine, alanine, essential amino acids, lysine, valine, leucine, tyrosine, and methylhistidine. This strongly 

implies the utilization of these metabolites by the neonate. In addition, significant differences between full-term and 

IUGR samples were found. Notable biomarkers of IUGR were glucose, lactate, glutamine, creatine and 2-oxoglutarate. 

Conclusion: By using 
1
H NMR, we have been able to observe significant differences in the levels of a range of 

metabolites between maternal, venous and arterial umbilical-cord blood plasma. Furthermore, our data indicate that 

IUGR results in a change in the profiles of the placental blood metabolites, which can be correlated with intra-uterine 

stress. We suggest that this rapid, non-destructive, and non-selective method may be a useful technique for evaluating the 

nutritional status of neonates and for developing targeted peri-natal nutrient supplementation strategies. 
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Recommended Dietary Allowances (RDA) for micronutrients fluctuate noticeably within European Union 

countries. The Network of Excellence Eurreca (EURopean micronutrient RECommendations Aligned) aims at 

harmonising micronutrient intake recommendations through population groups. The lack of proper markers of status 

for some micronutrients limits progress in this area : metabolomics should help identifying such new markers.  

An original approach combining targeted and fingerprinting approaches is developed here. A list of 270 

metabolites known to be influenced by the availability of the micronutrient of interest (eg selenium, folate…) has been 

established [1]. This list comprises molecules belonging to various chemical families such as fatty acids, steroids, 

vitamins, carotenoids or carbohydrates. A spectrum library containing fragment ions has been built for 107 compounds 

of this list, using the corresponding standards, ionised either by EI (GC-MS) or ESI (UPLC-QTOF). 

In order to monitor the largest fraction of these metabolites in plasma, a protocol based on plasma 

fractionation has been set up and is presented here. The 3-step sample preparation method starts with a cold methanol 

precipitation followed by an extraction with a chloroform/methanol mixture. The aqueous fraction is analysed by 

UPLC QTOF. The organic layer is fractionated using Solid Phase Extraction on an aminopropyl cartridge. The 3 

resulting fractions are analysed either by UPLC QTOF or GCMS. 

The method has been applied to a plasma sample and the analysis repeated 10 times to validate the protocol. 

It will be applied to samples collected in several human intervention studies to identify new markers of micronutrient 

status. 
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The term epigenetics refers to changes in gene transcription, which often leads to changes of gene 

expression and functionality. These changes remain through cell divisions and can last for multiple generations. 

However, there is no change in the underlying genomic DNA sequence of the organism. Epigenetic mechanisms 

include DNA cytosine methylation, covalent modifications of histones, chromatin structure, pathways recognizing 

aberrant transcripts and small RNAs (Grant-Downton and Dickinson, 2005). In this context, the Enhancer of zeste 

(E(z)) proteins, which belongs to the Polycomb Goup, are known to repress gene expression. This protein belongs to 

the Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), which sets up the trimethylation of the Lysine 27 on histone H3 (H3 

K27me3) therefore repressing gene expression (Köhler and Villar, 2008). The aim of the present work was to obtain 

biochemical information to initiate the functional analysis of the tomato E(z) protein, SlEZ2, by analyzing the 

metabolic profiles of plants with a reduced SlEZ2 gene expression.  

Constitutive RNAi tomato plants were generated to down regulate expression of SlEZ2 in all plant organs. 

Wild-type and transformed tomato plants were grown at the same time in greenhouse. On one hand, plants from three 

independent transformation events were characterized using several morphological, anatomical and molecular traits. 

On the other hand, extracts of tomato fruits at two stages of development (orange and red-ripe) were analyzed using 

1HΆNMR and LC-MS profiling. These data were processed using multivariate analysis. 

On a morphological basis, transformed plants showed a slightly different phenotype than wild-type plants, 

characterized by modified leaves flowers and fruits. Though, some characteristic traits were not consistent for all 

plants. For fruit biochemical phenotyping of fruits, development stages were processed separately. The quantification 

of 21 polar metabolites including organic acids and sugars revealed several differences between fruits of RNAi 

transformed and wild-type plants. Besides, the analysis of LC-MS profiles highlighted other differences between 

transformed and wild-type fruits. 
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Gil, Daniel Jacob, Yves Gibon, Dominique Rolin and Annick Moing. 

 
Main collaborations: in Japan (Univ. of Tsukuba - C. Matsukura), in Israel (Volcani center, A. Schaffer), in UK (IFR 

Norwich - I. Colquhoun and M. Defernez; Univ of Manchester -R. Goodacre and W. Allwood), in Ireland (Teagasc - J. 

Valverde) in France (INRA Avignon, M. Génard, JL. Poëssel; INRA Bordeaux, D. Thiéry, INRA Montpellier, F. 

Tardieu).  

 

The Bordeaux Metabolome-Fluxome Facility (PMFB) develops and applies plant metabolomics for local, national 

and international projects. Applications range from the characterization of plant derived extracts to systems biology: 

 

1- Quantitative metabolic profiling of plant organs or tissues by 
1
H-NMR [1, 2, 3, J. Valverde Teagasc Dublin)] 

2- Plant metabolomics by LC-HRMS. 

2- Robotised high throughput measurements of metabolite concentrations and enzyme activities and -kinetics [4]. 

3- Storage of metadata and raw data and biostatistical analysis. A web-based application, “Mery-B” (for Metabolomics 

Repository of Bordeaux) is being developed in collaboration with the Bordeaux Bioinformatics Centre 

(http://www.cbib.u-bordeaux2.fr/MERYB/home/home.php) 

4- Identification of metabolic markers of environmental changes [5] or agricultural practice [6] 

5- Characterization of plant extracts having bioactive properties (JL. Poëssel INRA Avignon and D. Thiéry INRA 

Bordeaux). 

6- Characterization of mutants [7] and transformants ([8], France and C. Matsukura, Japan) for candidate genes for 

grain or fruit quality. 

7- Screening of genetic resources for fruit composition (A. Schaffer, Bet Dagan, Israel and META-PHOR consortium 

http://www.meta-phor.eu/; ISAFRUIT consortium http://www.isafruit.org) and resistance to water stress (F. Tardieu, 

INRA Montpellier, FP7 DROPS) 

8- Integrative modelling of tomato fruit metabolism (ERASysBio+ FRIM) 

9- Integration of metabolomics data with other ‘omics data for the study of fleshy fruit development and metabolism [8, 

9]. 

 

In this poster, we will provide an overview of the major features of some of these metabolomics studies and tools 

developed at Bordeaux Metabolome-Fluxome Facility.  
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Freezing and cold tolerance is a primary factor that determines the distribution of plants and it has a strong 

impact on the yield of crop plants in large area of the world. Arabidopsis thaliana and its wild relatives have evolved a 

broad range of developmental and physiological adaptations to stressful habitats such as sand dunes, heavy-metal 

contaminated sites, arid lands or high-elevation sites [1]. They represent exciting model systems for studying many 

aspects of the role of stress tolerance in adaptative evolution since many genetic resources and genomic tools are already 

available for such investigations. Arabis alpina L. is a perennial Brassicaceae, closely related to Arabidopsis sp. and that 

is widely spread in the arctic zone and in mountainous areas of the northern hemisphere. It is one of the few European 

taxa with a true arctic-alpine distribution growing at 500–2000 m altitude. This plant has favourable traits for use as a 

model perennial cold tolerant species [2], such as being diploid and self-fertile, with a relatively small genome, and 

being susceptible to transformation by Agrobacterium tumefaciens. Thus, A. alpina could be of special interest to 

decipher for genetic and physiological determinants of cold and freezing tolerance. 

Here, a pioneer work is dedicated to the metabolite profiling of this species searching for typical metabolic 

attributes for cold adaptation. Two accessions collected from two alpine sites have been exposed under controlled 

conditions to two temperature regimes (4 and 24°C). After 14 weeks of culture, shoots and roots have been collected and 

polar solutes extracted from lyophilized material. 97 analytes have been considered, both qualitatively and quantitatively, 

after GC-Q-MS and UPLC-DAD analyses among which 25% could not be identified. 75 % of the total variance in the 

dataset could be attributed either to organs, accessions or temperature treatments allowing clear distinction of metabolic 

phenotypes. Both markers and metabolic modules are proposed for predictive relation to cold tolerance and adaptation. 
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Background: Paracetamol detoxification occurs through the conjugation with sulphate and 

glutathione, whose availability depends on the dietary intake in sulphur amino acids. Elderly are at 

risk of low dietary intake in sulphur amino acids. So, paracetamol detoxification could occur at the 

expense of other metabolic pathways, compromising the elderly homeostasis. 

Objective: The objectives were to assess the effect of chronic paracetamol treatment on sulphur 

amino acid and glutathione homeostasis, to quantify urinary paracetamol metabolites and to analyze 

overall metabolic modifications by studying urinary metabolic profiles, in elderly.  

Method: Five women and 5 men (74 ± 1 y, 74 ± 4 kg, 27 ± 1 kg/m
2
), having a therapeutic 

prescription of 3 g/d of paracetamol for 2 weeks were included in the study. Dietary protein intakes 

were evaluated to estimate the consumption in sulphur amino acids. Blood was collected in 

overnight fasted subjects before and at the end of the treatment to measure total blood glutathione 

and plasma amino acid concentrations. Urine was collected before the first blood sampling and 24 

h-urine was collected the last day of treatment. Urinary paracetamol metabolites were quantified 

using a liquid chromatography Agilent 1100 HPLC system coupled to a triple quadrupole mass 

spectrometer (API 2000). Urinary metabolic profiles were determined using a Waters Acquity 

UPLC system coupled to a Waters Qtof-Micro equipped with an electrospray source and a lockmass 

sprayer. 

 Results: Paracetamol treatment induced a 16 % increase in the dietary intake in sulphur amino 

acids. Concentrations in blood glutathione, plasma cysteine, taurine, as well as other amino acids 

were unchanged by the treatment. 65 % of paracetamol was excreted as glucuronide, 18 % as 

sulphate, 6 % as N-acetyl-cysteine, 5 % as cysteine conjugates and 6 % were unchanged. Urinary 

metabolic profiles revealed that the excretion of 19 metabolites was significantly decreased by the 

treatment. 

Conclusion: The detoxification of 3 g/d of paracetamol induced a sulphur loss that amounted to 

23 % of total urinary loss. The present multi-platform approach indicates that paracetamol 

detoxification induced modifications in metabolic pathways not only for sulphur containing-

compounds. 
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