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Ludiving MILHORAT | Thase d'exercice | Universite de Limoges | 2017

[S)evcno |




LPL

Lipoproteine Lipase

LSIM Liquid Secondary lon Mass Spectrometry

MALDI Désorption-ionisation laser assistée par matrice
MALDI-IMS MALDI Imaging Mass Spectrometry

MC Maladie de Crohn

MC4R Melanocortin 4 Receptor

MCP Microchanne! Plate

MICI Maladie Inflammatoire Chronique de I'ntestin
MRM Multiple Reaction Monitoring

MS Spectrométrie de Masse

NA Non applicable

NCEP ATP Il National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel lil
NHANES National Health and Nutrition Examination Survey
ObEpi (Enquéte) Obésité Epidémiologie

OCN Oscillating Capillary Nebilizer

OoCT Optial Cutting Temperature

OMS Organisation Mondiale de Ia Santé

PA Acide phosphatidique

PAD Pression artérielle diastolique

PAS Pression artérielle systolique

PC Phosphatidylcholine

PE Phosphatidyléthanolamine

PEG Polyethyleneglycol

PFA Paraformaldéhyde

PG Phosphatidylglycérol

PL Phospholipide

PNNS Plan National Nutrition Santé

POMC Pro-opiomélanocortine

ppm partie par million

P3 Phosphatidylsérine

Q Quadripdle

SA Acide 3,5-diméthoxy 4-hydroxycinnamique (Acide Sinapinique)
SAHOS Syndrome d’apnées-hypopnées obstructives du sommeil
SOH Syndrome obésité-hypoventilation

SOPK Syndrome des ovaires polykystique

TFA Acide trifluoroacétique

THAP 2,3,4-trihydroxyacetophenone

TNF Tumor Necrosis Factor

TOF Time of Flight

uv Ultra-Violet

VGEF Vascular Endothelial Growth Factor

wC Tour de taille (Waist Circumference)

Ludiving MILHORAT [ Thess d'exercics | Université de Limoges | 2017 18

[D)evneno |




Ludivine MILHORAT | Thése d'exercice | Université de Limoges | 2017 19




Introduction

Le développement économique des pays a permis d’ameéliorer la disponibilité alimentaire et
Félimination des carences tout en améliorant I'état nutritionnel général de la population (1.
Cependant, a Iheure ol les pays industrialisés continuent a croitre et 3 produire, 'obésité
touche & la fois les enfants et les adultes. Reconnue comme une maladie aux Etats-Unis
depuis 1985 par le « National institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases » et
par le « National Heart, Lung, and Blood Institute » (2), l'obésité est devenue une épidemie
mondiale (Crganisation Mondiale de Ia Santé, 1997) (1). Cette maladie chronique (1) a des
repercutions aussi bien organiques que psychologiques, ce qui explique sa morbidité et sa
mortaiité. Les complications dues a I'obésité sont multiples, c'est pourquoi la Recherche se
concentre sur [a compréhension de ce phénoméne devenu Fun des plus graves problémes
de santé publique dans le monde.

L'objectif de ce travail est d'identifier les liens entre l'obésité et la modification de la
répartition lipidique structurelie. L’imagerie moléculaire par spectrométrie de masse (MALDI-
IMS) est une nouvelle approche prometteuse pour détecter les biomolécules et offre Ia
possibilité de visualiser les iésions et jes modifications structurales au niveau moléculaire
dans les différents organes. Afin de mettre en évidence ces variations, une méthode de
section de tissu associée 4 une méthode d'analyse d'imagerie ont été développées afin de
comparer le profil lipidique des organes d'une souris obése et d’une souris normale. Cette
étude analytique représente la premiere étape d'un processus qui devrait valider I'utilisation
de cette technique pour un diagnostic précoce de certaines pathologies.

Un rappel sur 'obésité, son incidence et ses complications, sont présentées dans une
premiere partie. La deuxiéme partie de ce travail détaille la spectrométrie de masse et une
nouvelle technologie analytique : Fimagerie MALDI. Enfin, Pétude lipidomique sur un modéle
murin par imagerie moléculaire par spectrométrie de masse (IMS) est présentée dans une
troisieme partie. Cette analyse se concentre sur divers organes, dont le cerveau, le ceeur, les
reins et lintestin (duodénum, iléon, Jéjunum et le colon). Ainsi, une étude comparative de
FIMS entre les organes de souris saines et obéses est réaiisée en fonction de I'age et de
I'état physiologique des animaux. Les premiers résultats sont présentés ici.
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l. L’'obésité

I.1. Historique

Responsable de plusieurs millions de victimes chague année dans le monde, I'obésité est
considérée de nos jours comme un probléme mondial de santé publique. Ce phénomeéne
sociétal n'a cependant pas eu la méme connotation culturelle au fil des siecles.

Au Moyen-Age, bien qu'aucune définition ne soit établie, une personne obése est associée 3
la haute bourgeoisie ou représentant une classe sociale élevée et jouissant d'un accés
abondant de nourriture. L'obésité est assimilée ay prestige, & la force, mais également a la
santé. Les femmes doivent quant a elles, présenter un embonpoint pour plaire : « les belles
femmes sont grasses et blanches et tendres Ou grasses et tendres et belles » (3). Une
distinction entre le gros et le trés gros existe. Ainsi, par exemples, ne pouvant monter &
cheval, Philippe 1 est considéré comme « inapte & la guerre » (4). Les exemples de
Guillaume le Conquérant, mort en 1087, et dont on raconte la difficulté de faire rentrer son
corps dans son cercueil de par « la graisse fondue a Tintérieur de son corps », ou encore
Louis VI dit Louis le Gros, mort en 1137 des suites d'une dysenterie causée par son obésite,
démontrent le peu de connaissance sur les dangers associés au surpoids,

Hippocrate fait également la distinction entre 1a grosseur des athlétes par 'abondance de
chair, et 'homme gros par I'abondance de la graisse (5).

D'un point de vue médical, les chirurgiens de I'époque (homme sans qualification
universitaire pratiquant la médecine dans les rues) n'ont pas encore d'explication sur cette
répartition disgracieuse. Cependant, les médecins ayant suivi un enseignement universitaire,
orientent déja les rois vers des « regimes de santé » (6) et, alertent sur les méfaits de
I'abondance de nourriture et Fimportance de la surveillance du malaise post-prandial,

Quant au trés gros, le traité de Guy de Chauliac en 1363, informe que le gros « est charge
en si grand amas de chair et de graisse qu'il ne peut marcher sans facherie, ni toucher son
fondement, ni chausser ses souliers 2 cause de la tumeur de son ventre, ni méme respirer
sans empéchement » (7). Ce traité évoque également pour la premiére fois, le risque des

artéres et des veines rendues plus étroites par la masse de chair.

A la Renaissance, les moeurs changent, 'homme gros se voit qualifié de paresseuyx,
d'inintelligent. La gourmandise est un péché, mais la maigreur fait peur. Au XVIljéme siécle,
les médecins se basent toujours sur la théorie des humeurs pour soigner I'obésité : par la
saignée, la purge. Cependant, 'embonpoint chez 'homme est encore associé a I'opulence
financiere. Les femmes quant a elles, ne doivent surtout pas présenter un surpoids, signe
d'une infirmité tel le dénonce Ambroise Paré (8).
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Au siécle des lumiéres, les mesures commencent a apparaitre. On ne reconnait pas la
nécessité de peser un individu, mais les medecins prennent les mensurations de tour de
taille pour les cas extrémes d'obésité. Malheureusement cette mesure ne prend pas en
compte la taille de lindividu et donc un comparatif entre les personnes est encore
impossible. A cette époque, Georges-Louis Leclerc de Buffon, dans son « Supplément de
FHistoire Naturelle » de 1777, explique ia corrélation entre la taille et le poids et défini un
exemple de poids « normal » et de poids « excessif » : « un homme de 1,81 m doit peser
entre 80 et 90 kg, il est déja gros s'il pése 100 kg, trop gros s'il pése 115 kg et beaucoup trop
épais s'il pése plus de 125 kg » (9).

L’étude de ce phénomeéne d'embonpoint prend une place de plus en plus importante. Ce
n'est quau XVIIIeme gigcle qu'apparait 'utilisation du mot obésité dans le langage courant
(terme déja existant mais le mot corpulence était privilégié). |l est défini par A, Furetiére dans
son dictionnaire universel comme une « quantité de graisse dans le corps humain, plus
considérable que les autres humeurs, et que les parties solides ne le demandent, s'appelle
en Médecine obésité. |.'obésité n'est pas une surabondance de chair, mais de graisse ; c'est
un embonpoint excessif » (10).

L'évolution de la médecine et des mentalités continuant 3 se développer, au X[x#me siecle,
on parle de graisse stockée dans ies cellules. Ceci conduit & lidée que I'obésité peut étre
causee par un trop grand nombre de cellules adipeuses (2). En 1832, Auguste Quételet est
le premier & construire des tables (11) pour rapporter le rapport taille/poids en reprenant les
écrits de Buffon et 'étendant aux ages et aux sexes. Ces tables sont établies sur une
representation moyenne de la société, ainsi chaque taille, age, sexe, correspondent a un
poids idéal. Il est cependant important de noter qu’a cette époque, ldéal n'est pas baseé sur
lesthétisme mais sur une moyenne. Au fil du XIxXéme siecle, la perception évolue encore avec
Fintroduction des pesées qui suscite curiosité et mogquerie & 'égard des obéses.

Une typologie au sein de 'obésité apparait ; la grosseur est attribuée au bon-vivant chez les
hommes tandis quelle est considérée comme un défaut chez la femme. Paraliélement le
clivage socio-économique se poursuit, Fhomme bourgeois ventripotent n’est pas percu de la
méme facon que I'ouvrier obése.

L'évolution de la chimie, de la médecine, et des sciences permettent egalement de changer
de vision sur la composition de Ia graisse. La recherche s'intéresse de plus en plus aux
lésions organiques pouvant expliquer la présence trop importante de fluide dans le Corps.

Avec la publication par Lavoisier en 1778 de sa nomenclature sur les éléments avec
Foxygéne, 'hydrogéne et le carbone (12), les mentalités évoluent encore. i explique alors
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que Poxygéne est le principal comburant du fey organique. « Les aliments sont pour le corps
de I'animal ce que le combustible est pour le poéle » (13). Ce postulat permet a Liebig, en
1840, de classer les aliments en deux catégories : les aliments plastiques (assimilables par
les chairs comme Ia viande animale, la caseéine), et les aliments respiratoires (contenant du
carbone et participant au feu comme les graisses, lamidon, le sucre). La graisse proviendrait
donc d'un excés de matiére non brilée provoqueé soit par une abondance alimentaire soit par
une trop grande sédentarité (14).

Aprés plusieurs siécles d'évolution, un intérét soudain est porté sur I'esthétisme et le
ressenti. Dans la deuxiéme partie du X[Xéme siecle, la personne obése témoigne, et raconte
sa souffrance. Ce ressenti pouvant étre accentus par des échecs lors de cures
amaigrissantes. La notion de poids idéal devient une évidence. L'introduction de [a pesée
quotidienne accentue ce phénoméne. Cependant, a I'époque, le référentiel de poids idéal est
éncore controversé. Certains utilisent les tables établies par Quételet, d’autres utilisent les
échelles de Wiliam Banting ou Louis-Alexandre de Saint Germain. La différence est
flagrante entre ces deux référentiels - un individu de 1Tm68 est normal s'il pése 63,5 kg
{Quételet), est considéré comme normal s'il pese 80kg (Saint-Germain) (15,16).

Des 1920, la perception du corps évolue : « seul le muscle est noble ». Le corps devient
tonicite, y compris chez la femme. Les propositions de régimes se développent. La médecine
s'interroge de plus en plus sur la composition et I'apparition du gras considéré comme
« dégoutant ».

Le 25 Janvier 2005, Fobésité se confronte 3 la loi par deux adolescents déposant plainte
aupres de la cour d'appel de New York en premiere instance impliquant McDonald’s dans Ia
responsabilité de leur obésité (17,18).

Le 27 Février 2007, un décret contraint la France a introduire des « messages sanitaires
visant & éviter la progression de l'obésité » dans toute publicite alimentaire (19). li en
decoule des Programmes Nationaux Nutrition Santé (PNNS) lancés en 2001, multipliant les
messages et les conseils de santé publique, complétés par une « Proposition de loi relative a
la prévention et a la lutte contre I'obésité » en 2007-2008 (20).

Au XXI°"e sigcle, Iobésité a des conséquences négatives sur la santé physique,
psychologique et sur I'épanouissement personnel au sein de la société. Actuellement utilisé
comme un indice de menace sanitaire (2), I'obésité suscite encore des recherches afin de

pallier aux troubles organiques qu'elle peut engendrer.
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I.2. Définition de I’obésité

'obésité est définie selon IOrganisation Mondiale de la Santé (OMS) comme « une
accumulation anormale ou excessive de graisse qui représente un risque pour la santé »
(21). Un déséquilibre de I'squation entre I'apport énergétique et la dépense énergeétique en
est la principale cause. Ainsi, lincidence de I'obésité est directement lige a la consommation
de graisses alimentaires (représentant 45% de I'apport énergétique quotidien) (22).
Cependant, la recherche 2 indiqué que de nombreux autres facteurs seraient impliqués :
des facteurs génétiques, physiologiques et comportementaux {23).

[.2.1. Chez 'adulte

Pour évaluer I'obésité chez ladulte, 'OMS recommande Iutilisation de Indice de Masse
Corporelle (IMC) ou Body Mass Index (BMI) en anglais, selon la formule : poids (kg)/taille au
carrée (m).

L'IMC a été proposée par Adolphe de Quételet au XIX®™e siacle. Cette méthode s’est avérée
étre I'une des analyses de mesure les plus pertinentes (24,25). Elle a été élaborée grace a
des enquétes menées au sein d'une population et reliée au taux de mortalité. I) en découle
une table (Annexe 1) permettant de définir le statut pondéral de chaque individu ainsi que la
comparaison entre les populations. Elle sert également 2 identifier les populations a risques
(morbidité et mortalité). On retrouve dans le Tableau 1 ci-dessous, la classification du
surpoids et de I'obésité en fonction de I'IMC (indépendamment de I'age mais analogues pour
les deux sexes). Cette classification est basée sur Fassociation entre I'I/MC et la mortalité (2).
Plus qu'un outil de mesure, FIMC permet de quantifier 'ensemble de I'état nutritionnel et ainsi
permettre d'évaluer la relation entre 'obésité et le cancer (24).

Classification IMC
Insuffisance pondérale (maigreur) <18.5
Valeurs de référence 18.5-24.9
Surpoids =250
Surpoids ou Pré-Obésité 25.0-29.9

Obésité de Classe | 30.0-34.9
Obésité de classe Il (sévére) 35.0-39.9
Obésité de classe Ill (massive) =400

Tableau 1 : Classification de FIMC chez I'adulte selon 'OMS
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L'IMC ne permet pas d’apprécier la répartition de la masse graisseuse dans lorganisme. En
effet, selon la répartition de celle-ci, les risques encourus ne sont pas les mémes. Ainsi, on
retrouve deux catégories d'obésité : « Fobésité androide » caracterisée par une répartition
abdominale de la graisse, et « lobésité gynoide » présentant une répartition plus uniforme
de la graisse dans l'organisme.

D'autres techniques directes ou indirectes de mesure de I'obésité sont également utilisées.
Elles permettent d'apprécier la répartition inégale entres les individus de Ia masse
graisseuse et de la masse maigre (contrairement a I''MC qui estime la corpulence d'un
individu). On retrouve des mesures anthropométriques et des mesures physiques
d’évaluation.

1.2.1.1 Mesures anthropométriques
Ces mesures permettent d'apprécier la répartition entre la masse grasse et la masse maigre,

et de définir si un surpoids d & un excés de graisse existe. Ainsi on retrouve :

La mesure du tour de taille (WC) : la mesure doit se faire debout, & mi-distance entre Ia créte

iiague et la derniére cote a la fin d’'une expiration (Tableau 2). Il est cependant important de
préciser que cette mesure est fonction de lethnie (Annexe 2).

Homme Femme Interprétations (23,26)

=94 cm 80 cm Risque accru de complication métabolique :
surpoids abdominal

z 102 cm 288 cm Risque nettement accru de complication

metabolique : obésité abdominale

Tableau 2 : Valeurs de références selon FOMS pour la mesure du tour de taille chez les caucasiens
(27}

Il a été constaté qu'en moyenne les hommes ont deux fois plus de graisse abdominale que

les femmes non ménopausées (2).

Le tour de hanche : la mesure doit se faire au niveau le plus large, au niveau des fesses. Les

vaieurs peuvent aller de 45 ¢cm a 300 cm.

Ces deux parametres permettent d’évaluer Ia répariition de la masse graisseuse specifique 2
Fabdomen, ayant une prévalence non négligeable dans les maladies métaboliques et
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vasculaires (28). Ainsi le rapport tour de taille sur tour de hanche permet de déterminer
I'exces de graisse abdominale (Tableau 3).

Homme Femme I Interprétations

>1,0 > 0,85 ‘ Excés de graisse abdominale

Tableau 3 : Rapport tour de taille sur tour de hanche selon I'OMS

Le pli cutané : I'utilisation d'un adipométre permet de mesurer le pourcentage de graisse a
partir du pli cutané. La mesure peut se faire pour le pli cutané tricipital permettant de définir
le pourcentage de masse grasse, tandis que la mesure du pli cutané sous-scapulaire et
supra-iliaque permettent de mesurer la masse grasse totale (29).

1.2.1.2 Mesures physiques d’évaluation
D'autres techniques moins courantes peuvent &tre utilisées :

L'absorptiométrie biphotonique - elle permet de différencier la masse maigre de la masse

grasse en mesurant l'atténuation de deux faisceaux de rayons X lorsqu'ils traversent le corps
hurnain.

Limpédancemeétrie corporelle : on mesure la resistance des tissus traversés par un courant

de faible intensité a plusieurs fréquences. Les tissus hydratés permeftent une meilleure
conduction, contrairement aux tissus adipeux. On peut ainsi déterminer la masse maigre et
grasse d’'un sujet.

En pratique clinique, il est recommandé de commencer 'examen par les mesures de la taille,
du poids, du tour de taille et de la tension artérielle. Selon les résultats, il s'en suivra la
mesure du tour de hanche et du rythme cardiaque.

1.2.2. Chez I'enfant

Chez I'enfant, 'OMS préconise actuellement I'utilisation des courbes de poids selon la taille
jusqu’a 10 ans.

En France, les médecins utilisent ces courbes de poids et de tailles en fonction de I'age
présentes dans le carnet de santé (Annexe 3). Cela permet d’évaluer la croissance staturo-
pondérale mais pas la corpulence. Pour celle-ci, il faut utiliser les trois critéres poids, taille et
age (30).

Historiguement les courbes de I'IMC ont été établies en 1982 par Rolland-Cachera et ont été
revisées en 1991 (Tableau 4). Ces références délimitent les seuils permettant de catégoriser
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les enfants de leur naissance jusqu'a l'age de 20 ans en 3 categories : Insuffisance
pondérale, normale, surpoids. On ne voit done pas a 'époque de distinction précise entre le
surpoids et I'obésité. Depuis 1995 elles sont inclues dans le camet de santé. Ces courbes
sont des références frangaises. Ce nest quen 2000 que l'on voit apparaitre des normes
internationales éditées par linternational Obesity Task Force (IOTF) qui permettent de définir
le seuil entre l'obésité et le surpoids (Tableau 5). Ces courbes ont été obtenues par une
étude menée sur 6 pays différents et sont valables pour ies enfants de 2 2 18 ans.

Références Frangaises (1 991)

IMC < 3*™ parcentiles Insuffisance pondérale
3¢me < IMC < 97%™ percentiles Normale
IMC >97°™¢ percentiles Surpoids

Tabieau 4 : Valeurs d'IMC selon les Références F rangaises chez I'enfant en 1991

Références internationales de 'IOTF (2000)

IMC 2 seuil IOTF-25 Surpoids (obésité incluse)
Seuil IOTF-25 < IMC < seuil IOTF-30 Surpoids (obésité exclue)
IMC 2 seuil IOTF-30 Obésité

Tableau 5 : Valeurs d'IMC selon les Références Internationales de I'NOTF chez Fenfant en 2000 (31}

En France, depuis 2001, les courbes de références ont é&té choisies en s'appuyant sur les
courbes du Plan National Nutrition Santé (PNNS) (Figure 1). Ainsi il est défini deux niveaux
dans l'obésité - '

Références Frangaises (2001)

97 percentile < IMC < seuil IOTF-30 Obésité de degrés 1
IMC 2 seuil IOTF-30 Obésité de degrés 2

Tableau 6 : Comparaison des valeurs 'IMC selon les courbes de références du Plan National
Nutrition Santé (PNNS) depuis 2001
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Figure 1 : lllustration des définitions et seuils du surpoids et de 'obésité de I'enfant selon les courbes
de corpulence du PNNS 2010 adoptés a la pratique clinique. On constate que la courbe IOTF-25 est
proche de celle des références francaises au g7¢me percentile, permettant de définir la zone de
surpoids dont I'obésité.
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1.3. Epidémiologie

1.3.1. Dans le monde

La répartition de l'obésité n'est pas uniforme dans les pays. Elle depend du sexe, de la
région, et du statut professionnel (24). Les statistiques epidémiologiques publiées en 2014
mettent en évidence l'augmentation de lincidence de l'obésité et du surpoids. En fait,
I'obésité est I'un des principaux problémes sociaux et de santé dans le monde. Aujourd'hui,
elle affecte 13 % de Ia population aduite mondiale dont 11 % d’hommes et 15% de femmes,
De plus, le surpoids est estimé a 39 % de la population mondiale adulte avec 38%
d’hommes et 40 % de femmes {21).

A Theure actuelle, Fobésité touche également les enfants. L'étude du National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) de 2011-2012 montre que 16,8% des enfants et
adolescents américains 4gés de 2 a 19 ans sont obéses et 14,9% sont en surpoids (32),

L'obésité crée des complications telles que les maladies cardiovasculaires (la premiére
cause de décés), le diabéte, l'arthrose et le cancer (endomeétre, du sein et du célon)
entrainant la mort d'au moins 2,8 millions de personnes chaque année (33).

1.3.2. En France

En France, I'obésité touche également la population. Pour remédier & cela, le gouvernement
a demandé en 2000 au Comité de la Santé Publique d'établir un rapport nutritionnel. Cela a
contribué en la mise en place de Plans Nationaux Nutrition Santé (PNNS).

Le premier PNNS (2001-2005) est initié et comporte 9 objectifs nutritionnels en termes de
sante publique, 9 objectifs nutritionnels spécifiques, et 6 axes stratégiques. L'un de ces
objectifs est de diminuer lincidence et Ia preévalence de l'obésité. Cependant, Enquéte
Nationale Nutrition Santé (ENNS) de 2006-2007 a permis d’évaluer I'effet du PNNS1. Les
résultats de 'ENNS montrent que 57% des hommes (41% en surpoids, et 16,1% obéses) et
41% des femmes adultes (23,8% en surpoids, et 17,6% obéses) (18-74 ans) sont en
surpoids ou obéses, La prévalence augmente egalement avec 'age (Figure 2). Chez les
enfants de 3 a 17 ans, la prévalence de l'obésité est de 3,5% et de 14,3% pour le surpoids,
ceci de fagon identique selon le sexe (Figure 3).
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Figure 2 : Distribution des hommes et des femmes de 18-74 ans selon Ia corpulence (IMC,
Reférences OMS) et selon I'Age, Etude ENNS, 2006
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Figure 3 : Distribution des garcons et des filles de 3-17 ans selon la corpulence (IMC, références
IOTF) et selon I'age, étude ENNS, 2006

Selon I'enquéte ObEpi de 2008, Iobésité affecte 12,4% de la population frangaise (soit 5,9
millions de personnes) et 29,2% de la population sont en surpoids (soit 13,9 millions de
personnes) (20,34).

Il s'en suit un nouveau PNNS (2006-2010), comportant 9 objectifs de santé publique, 10
objectifs specifiques et 4 axes stratégiques. Au sein de l'objectif n°4, un probléme n’est
toujours pas résolu : l'image que la société renvoie aux personnes trop maigres ou trop
grosses par rapport aux standards.

L'Inspection Générale de I'Alimentation et de la Santé (IGAS) réalise en 2010 un bilan des
PNNS. Les objectifs concernant I'obésité ne sont pas atteints : l'obésité infantile est
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constante mais ne diminue pas (15-17%), la proportion de personnes en surpoids aduites
diminue alors que celle de I'obésité augmente,

Suite a4 ces constats, le gouvernement décide de retirer du PNNS l'obésité, en créant un
Pian Obésité (2010-2013) formé de 4 axes prioritaires stratégiques, 23 mesures et 36
actions.

En 2012, l'obésité touche encore 15% des adultes en France. L'étude Esteban de 2014-
2015 est une étude épidémiologique transversale portant sur 1000 enfants (6-17 ans) et sur
4000 aduites (18-74 ans) résidents en France métropolitaine. Elle fait suite 3 FENNS de
20086, et les résultats de cette étude seront diffusés sur 'année 2017. On s'attend a
comprendre les habitudes alimentaires, Iactivité physique, la prévalence de pathologies
chroniques et les facteurs de risques notamment de I'exposition a de nombreuses

substances de I'environnement de la population Francaise.

l.4. Physiopathologie

Le surpoids et I'obésité sont des processus evolutifs, Une phase dynamique de prise de
poids, soit durant I'enfance, soit chez ies adultes est observée. On parle de phase de
constitution. Une phase statique s'en suit, le poids se stabilise, un nouvel équilibre
énergétique se met en place. Cependant, I'obésité peut s'aggraver et on observera alors des
phases de fluctuations pondérales.

1.4.1.1 Développement du tissus adipeux sain

Au cours du développement normal de I'étre humain, deux types de tissus adipeux sont
rencontres : le tissu adipeux brun (surtout présent chez I'enfant), et le tissu adipeux blanc,

Le tissu adipeux apparait dés la 14™ semaine de grossesse chez le feetus, et son
développement s'intensifie au 3°™ trimestre. || est abondant chez le nouveau-né, et
represente 15% de son poids (35). A 6 mois de vie, ce tissu adipeux est estimé a 25% du
poids corporel et continue d’augmenter jusqu'a I'age d'un an. Il diminue ensuite jusqu'a 5-6
ans pour representer environ 12-16% du poids corporel (36). Il s’en suit d'une période pré-
pubertaire avec la présence d'un rebond d'adiposité (37) correspondant en une
augmentation de sa masse. Il est quasiment absent chez les mammiféres adultes de
grandes tailles.

Chez les espéces homéothermes, dont I'homme, ce tissu a pour principale fonction de
stocker les réserves énergétiques et de reguler la température corporelle, || joue en effet un
réle important dans la thermogénése de repos (ou obligatoire). Il permet donc a un individu

au repos et a température ambiante de constituer le metabolisme de base en maintenant ie
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corps a une température de 37°C. il joue également un réle important dans la mobilisation
des réserves énergétiques - lors de stress, de froid - et donc dans Ia thermogéneése
adaptative (ou régulatrice ou facultative).

La répartition du tissu adipeux n'est pas la méme d'un individu & un autre en fonction de
I'age, du sexe ou due a des pathologies. Mais, d’une fagon genérale ce tissu est retrouvé en
deux localisations principales : hypodermigue et intrapéritonéale ou viscérale.

Le tissu adipeux est organisé en lobules seéparés par des cloisons de tissus conjonctif lache.
Les lobules sont quant 3 eux formés d'adipocytes. Ces adipocytes sont des cellules
specialisées dans la synthése, le stockage et la mobilisation des triglycérides. Les
triglycérides proviennent de I'alimentation et sont stockés dans des goutteleties lipidiques
formées elles-mémes par une bicouche lipidigue permettant Finclusion de molécules
hydrophobes dans le cytopiasme des cellules. Ces gouttelettes peuvent avoir une taille
variable notamment lors d'une augmentation de la prise alimentaire, elies varient de 10 a
150 um.

1.4.1.1.1. Le tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun est principalement présent chez le nouveau-né. Ce tissu est richement
vascularisé et innervé. li contient des gouttelettes lipidiques composées de triglycérides ainsi
qu'un trés grand nombre de mitochondries permettant I'oxydation des acides gras et donc la
production de chaleur. |i présente €galement des cellules interstitielles : des pré-adipocytes,
des celluies endothéliales : des péricytes et des mastocytes. Ce tissu intervient donc dans le
processus de thermogénése. En effet il permet de maintenir le corps des nourrissons & une

temperature de 37°C, on parte de thermogéneése sans frisson du nouveau-né.

1.4.1.1.2. Le tissu adipeux bianc

Le développement du tissu adipeux blanc, ou adipogénése, se fait en deux étapes. La
premiere est le développement a partir de cellules souches mésenchimateuses pluripotentes
les hMADS (38) de progéniteurs d'adipocytes. La deuxiéme étape est la différenciation de
ces progéniteurs en adipocytes matures.

Chez un individu sain, le tissu adipeux blanc est peu vascularisé et peu innervé, Les
adipocytes matures (environ 50%) ont la capacité de stocker les réserves énergétiques sous
forme de gouttelettes lipidiques constituées principalement par les triglycérides (39). Cela lui
confere différentes fonctions notamment celles de réserve de lipide, d’homéostasie
energétique et de sécrétions de médiateurs. .
Le tissu adipeux étant un organe endocrine, des facteurs angiogéniques vont donc étre
produits notamment le VEGF, la Leptine (dont ia concentration augmente pendant 'obésité
(40)), l'Angiopoietine 1, les Adipokines ou encore 'HGF. Cette fonction endocrine lui permet
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de jouer un rdle dans la transmission d'information aux muscles, au cerveau, et au coeur.
Lors de l'obésité ces informations en sont modifiées.

1.4.1.2 Modifications structurales du tissu adipeux lors de I'obésité

Les adipocytes sont des cellules qui adaptent leur croissance et leur métabolisme en
fonction de leur besoin et des signaux extra-cellulaires. N'ayant pas la capacité de se diviser,
leur nombre dépend donc de leur capacite d'autorenouvellement (41,42). Lors d'une prise de
poids, les adipocytes vont grossir en accumulant d'avantage de lipides. Cependant, cette
augmentation de tailie n'est parfois pas suffisante. Il va donc s’'en suivre un recrutement de
précurseurs des adipocytes pour augmenter leur nombre. On parle alors d’hyperplasie. Le
tissu adipeux va également subir d'autres modifications, a savoir une augmentation du
réseau vasculaire. Il a été démontré qu'une augmentation du réseau vasculaire augmentait
la quantité de lipoproteine lipase (LPL) favorisant 'absorption des lipides et donc leur
stockage (43). On constate également une infiltration de macrophages responsables d'une
inflammation, d’un remaniement de la matrice extra-cellulaire accompagné d'une fibrose.

Le tissu adipeux peut atteindre jusqu'a 45 kg ou plus chez le sujet obése (44). On pourra
observer une augmentation du nombre d'adipocytes (hyperplasie tissulaire), et/ou une
augmentation de la quantité de triglycérides (hypertrophie adipocytaire).

L'augmentation de la masse adipeuse viscérale va augmenter le risque de pathologies
comme un diabéte de type 2, ou de maladies cardiovasculaires, tandis qu'une augmentation
de la masse adipeuse du tissu sous-cutanée engendrera moins de risque de développer des
maladies associées a 'obésité.

Il a été constaté qu'une hyperplasie du tissu adipeux blanc chez les patients obéses est
d'autant plus importante que lobésité s'est installée précocement, avant I'adge de 10 ans. A
contrario, une hypertrophie apparait comme plus importante lors des obésités apparues plus
tardivement (35).

1.4.1.3 Etiologie et facteurs de risques

Un apport calorique excessif associé a une dépense énergétique (les dépenses
énergétiques de base et |a thermogénése régulatrice) insuffisante est le moteur principal de
l'obésité. Cependant il existe des facteurs multiples expliquant ce phénomeéne. Ces facteurs
peuvent étre classés en deux catégories : environnementaux/comportementaux, et
génetique/pathologique. On parle alors d’obésité commune ou dobésité secondaire

respectivement.
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1.4.1.3.1. Obésité commune

Une modification du régime alimentaire se traduisant souvent par des troubles du
comportement alimentaire (boulimie, stress, grande détresse) peut-étre la premiére cause
d'obésite. Ainsi, une augmentation des parts énergétiques correspondant & un apport
superieur aux besoins quotidiens (augmentation des portions, consommation d’aliments plus
riches, restauration rapide type fastfood) va favoriser linstallation de I'obésité.

Cette modification alimentaire, associée 4 un changement du mode de vie (diminution de
son activité physique, une sédentarité, la télevision, |'utilisation de moyens motorisés, larrét
du tabac non accompagné, la consommation d'alcool excessive) sont des facteurs favorisant
une diminution des dépenses énergétiques et donc pouvant favoriser le stockage de graisse.
L'environnement dans lequel I'individu évolue peut eégalement étre responsabile d’une prise
de poids et donc favoriser la survenue d'une obesite. En effet, des troubles anxieux ou
dépressifs dus par exemple a une periode de difficulté sociale, professionnelle, économique
ou encore le manque de sommeil sont des facteurs a prendre en compte dans linstallation
de cette maladie.

1.4.1.3.2. Obésité secondaire

Les obésités secondaires sont issues de troubles organiques ou génétiques ou induites par
la prise de médicaments (45). On retrouve des obésités -

D'origine endocrinienne comme Chypercorticisme, le déficit en GH, ou encore Phypothyroidie,

D'origine_monogéniques : anomalie du MC4R, mutation du géne de la leptine, mutation du

géne récepteur de la leptine, déficit en POMC,

Des Obésités syndromiques : ce sont des maladies génétiques rares avec des signes

néonataux précoces comme une hypotonie néonatale favorisant un retard psychomoteur,
mental, des troubles sensoriels, un syndrome dysmorphique, ou encore un retard statural.
Les principales obésités syndromiques rencontrées sont le syndrome de Prader Wili, une
pseudo hypoparathyroidie, un syndrome de Bardet-Bied] ou e syndrome de I'X fragile,

Des Obésités iatrogénigues : en 2011 ,» 'HAS a publié une liste des médicaments d'usage

courant pouvant provoquer une prise de poids (46). Ainsi on retrouve par exemple : les
antiépileptiques, les psychotropes et corticoides, les antipsychotiques atypiques et
neuroleptiques (Rispéridone, Olanzapine), les antiépileptiques et thymorégulateurs
(Dépakine®, Tégrétol®), certain antidepresseur, les corticothérapies, les chimiothérapies
anticancéreuses ou antileucémies,

Des Obésités Hypothalamigues représentées par un syndrome hypothalamique caractérisé

par une prise de poids extrémement rapide pendant l'enfance associé a de nombreux
troubles (neurovégétatifs et endocriniens multiples).
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1.4.1.3.3. Obésité infantile

L'obésité infantile serait corrélée a plusieurs facteurs. Notamment le poids a la naissance,
reflet de la croissance intra-utérine, robésité des parents, ou encore les habitudes
alimentaires des parents. L'état nutritionnel de Ia meére peut également étre un facteur de
risque, ainsi, une femme présentant un diabéte gestationnel favorise la survenue de
macrosomie, prédisposant I'enfant & une obésité, L'allaitement maternel (47) serait quant a
lui, un facteur protecteur (étude Eife (48).

La survenue du rebond d'adiposité (49) est un indicateur predictif de I'obésité (50). En effet,
plus le rebond est précoce, plus le risque de développer une obésité est important (37). La
précocité du rebond est également corrélée positivement a I'MC des parents (51). L'analyse
de la courbe de corpulence présente dans le carnet de santé, permet de déterminer lage et
les valeurs d'IMC chez I'enfant. Ce rebond d'adiposité est considéré comme précoce s'il
survient avant I'age de cing ans, et permet de définir les enfants a risque de surpoids ou
d'obésité et ainsi mettre précocement des actions préventives en place auprés des parents,
Comme chez l'adulte, I'activite physique et le contexte environnemental (socio-économique
et professionnel des parents) et génetique sont également des facteurs de risque.

1.4.1.4 Complications de I'obésité

Les complications dues & l'obésité sont nombreuses et touchent tous les organes. ies
principales étant les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2 (80% des cas (33)), les
dyslipidémies, les maladies respiratoires.

1.4.1.4.1, Cardio-vasculaires

La relation entre obésité et Hypertension artérieile (HTA) a été démontrée dans I'étude de
Framingham en 1967 (52), et est actuellement Ia principale complication rencontrée lors de
Fobésité. Elle est dite « primaire » car due 3 des Causes evitables comme le style de vie, et
peut étre asymptomatique pendant une période relativement longue. Elle est caractérisée
par une pression trop importante du sang exercée sur la paroi des vaisseaux sanguins. Une
hypertension est déclarée lorsque les valeurs tensionnelles sont supérieures ou égales a
140 mmHg pour ia pression artérielie systolique (PAS) et/ou supérieure ou €gale a 90 mmHg
pour la pression artérielle diastolique (PAD) (53). La pression artérielle systolique correspond
a la pression exercée dans les artéres lorsque le cceur se contracte (systole) et qu'il éjecte le
sang dans le réseau artériel. La pression artérielle diastolique correspond quant & elle a Ia
pression exercée dans les artéres quand le coeur se remplit (diastole) entre deux

contractions.
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Chez un patient obése, FHTA s'explique par l'augmentation du tissu adipeux, en particulier
visceéral. En effet, il est 4 noter gue l'obésité abdominale est un facteur de risque
cardiovasculaire majeur. Cette augmentation de masse graisseuse va a long terme se
ressentir sur différents organes comme le ceeur, le cerveau (AVC), le rein (insuffisance
rénale), les artéres (pathologies thromboemboliques) et les yeux (rétinopathies) (54). Ainsi,
serait retrouvés des complications structurelles et fonctionnelles telles qu'une Hypertrophie
Ventriculaire Gauche (HVG) (par augmentation de la précharge du ceeur), expliquées par
une augmentation de la masse du ventricule gauche due en partie & 'augmentation de la
quantité de graisse épicardique et une infiltration graisseuse myocardique. Ou encore une
cardiomyopathie de I'obésité (55) : anomalie structurale et hémodynamique aboutissant a
une insuffisance cardiaque congestive (par augmentation de la postcharge majorant I'HVG)
(56). De plus, un risque accru de fibrillation auriculaire par augmentation de la taille de
l'oreillette gauche a également été constaté chez des sujets obéses (57).

Les adipocytes vont sécréter de la leptine qui régule le comportement alimentaire, et par
extension 'homéostasie, en agissant sur des récepteurs hypothalamiques. L’augmentation
de la concentration plasmatique de leptine va augmenter le tonus sympathique rénal et
favoriser I'hypertension (58). Par ailleurs, le foie est le siege de la synthése de
Fangiotensinogéne, convertie par la rénine au niveau rénal en angiotensine | et convertie par
I'enzyme de conversion en angiotensine |, Cette derniére est un vasoconstricteur puissant

qui va donc augmenter la pression artérielle.

1.4.1.4.2. Métaboliques

Des troubles métaboliques sont les principales complications rencontrées chez les patients
obeses. On retrouve notamment un syndrome métabolique, une dyslipidémie ou encore un
diabéte de type Il

Le diabéte de type Il ou diabéte non insulinodépendant (DNID) est caractérisé par un état
hyperglycémigue d& soit a une insulinopénie, soit a une insulinorésistance.
L'insulinorésistance est secondaire a lexcés de graisse, et se traduit par une diminution de
la sensibilité & linsuline au niveau périphérique et hépatique. Au niveau périphérique, cette
résistance est due a deux types d'anomalies : une diminution du nombre de récepteurs et
donc une anomalie de liaison de linsuline, et une anomalie de lactivité du transport
transmembranaire du glucose suite 4 Ia liaison de insuline & son recepteur. Il en découle un
déficit de la captation du glucose par les tissus créant un état d’hyperglycémie. Au niveau
hépatique, une insulinorésistance va favoriser la production de glucose entrainant également
Faugmentation de la glycémie. Ce phénomeéne est accentué avec Fobésité, en effet, le tissu
adipeux viscéral libére des acides gras libres, qui favorise la synthése hépatique de
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triglycérides, stimulant la néoglucogenése hépatique. La perturbation de la réponse a
linsuline conduit & une dyslipidémie (2).

Un état de dysiipidémie est donc egalement retrouvé chez les sujets obeéses. Il se
caracterise par une augmentation des triglycérides plasmatiques, une diminution de la
concentration en HDL-cholestérol et une augmentation des lipoproteines (LDL-apo-B) (2).
L'association de ces deux facteurs est géneralement retrouvée dans le syndrome
métabolique, bien que celui-ci ne soit pas necessairement présent chez les personnes
obéses, car il peut apparaitre dans d'autres circonstances. Le syndrome métabolique
regroupe plusieurs facteurs. Aucune définition internationale n'est établie, on retrouve
cependant deux principales définitions (89) : celle de POMS (revue en 1999) et celle du
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel || (NCEP ATP Ill) (Tableau
7). Des différences apparaissent entre ces deux reférentiels. Pour FOMS, ia régulation du
glucose est un élément clef, alors que pour ie NCEP ATP IIl, la giycémie a jeun est un
facteur de risque a part entiére, les diabeétiques sont exclus de leur définition car ils sont déja
considérés comme des patients a risques cardiovasculaires. Les critéres établis par le NCEP
ATP lil sont également plus restrictifs en termes de pression artérielle, du taux de HDL-
cholestérol, que ceux de 'OMS. De plus, le diagnostic d'obésité se fait sur le tour de taille
pour le NCEP ATP IlI, alors qu'il prend en compte le rapport tour de taflleftour de hanche
et/ou I''MC selon FOMS.

Facteurs de risque

OMS (1999) NCEP ATP Ill (2001)

Anomalies de la régulation du
glucose (glycémie a jeun,
intolérance au glucose ou

diabéte) et/ou insulinorésistance
associée & au moins deux des
facteurs de risque suivants

risques suivants

AU moins trois des facteurs de

Pression artérielle
(hypertension)

2 140/90 mmHg ou traftement
antihypertenseur

TAS 2 130 mmHg ou
TAD 2 85 mmHg ou traitement
antihypertenseur

Chez 'homme | Chez la femme

Tour de taille NA
Obésité >102 cm >88cm
viscérale ou
centrale Rapport tourde | ~p o, I'homme | Chez la femme

tailleftour de NA

hanche >0,9 >0,85

iMC >30 kg/m2

i 2ridémi z1,5g/L ouz 1,7 mmol/l ou

Dyslipidémie | | N9lycéridémie 21,59/ ou2 1,7 mmoliL gik-ou

ajeun traitement
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HDL cholestérol

Chez 'homme

Chez la femme

Chez I'homme

Chez la femme

< 0,35 g/L

< 0,39 g/L

<0,4 g/L ou
<1,03 mmol/l
ou traitement

<0,5g/L ou
<1,29 mmol/L
ou traitement

Autres

Vitesse excrétion albumine
urinaire = 20 ug/min ou Rapport

Glycémie a jeun: 21,0 g/L ou
5,6 mmoliL ou traitement

albumine/créatinine = 30 mg/g

Tableau 7 : Comparaison des critéres du syndrome métabolique selon 'OMS et le NCEP ATP I (59)

Sur le plan pratique, FInternational Diabetes Foundation (IDF) (60) a établi un consensus
depuis 2005, et une nouvelle définition du syndrome métabolique. Ainsi, le diagnostic se
pose lorsque 'examen répond & une obésité centrale (définie par un tour de taille spécifique
selon l'ethnie, sauf si I'lMC est > 30kg/m?, dans ce cas il nest pas nécessaire de mesurer le
tour de tailie) et au moins deux des quatre facteurs présentés dans le Tableau 8 :

Facteurs de risques {DF

z 150 mg/dL (1,7 mmol/L) ou un traitement spécifique

Triglycérides
HDL-Cholestérol

<40 mg/dL (1,03 mmol/L) chez les hommes

< 50 mg/dL (1,29 mmol/L) chez les femmes ou

un traitement spécifique

TAS 2 130mmHg ou

TAD 2 85mmHg ou

un traitement antihypertenseur

2 100 mg/dL (5,6 mmolll)

Qu précédemment diagnostiqué diabétique de type I

Tableau 8 : Nouvelle définition du syndrome métabolique selon I'international Diabetes Foundation
{61)

Pression artérielle

Glycémie plasmatique a jeun

1.4.1.4.3. Respiratoires

Au niveau des complications respiratoires associées a I'obésité, on retrouve le Syndrome
d’Apnées-Hypopnées Obstructives du Sommeil (SAHOS) caractérisé par une réduction ou
une interruption de la ventilation pendant le sommeil. Ce trouble se manifeste principalement
par deux symptémes : la somnolence diurne et les ronflements nocturnes (62). On retrouve
égaiement le Syndrome Obésité-Hypoventilation (SOH) caractérisé par une hypoventilation
alveolaire, ou encore une Hypertension Artérielle Pulmenaire (HTAP) expliquée par un
dysfonctionnement cardiaque gauche avec une hypertrophie ventriculaire gauche et un
troubie de la contractilité myocardique.

Chez le jeune patient obése (enfant, adolescent), il est important de déceler précocement les
complications respiratoires telles que I'asthme (essoufflement, toux, crise de dyspnée), les
troubles respiratoires du sommeil dont Fapnée du sommeil (ronflements, réveils nocturnes,
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somnolences diurnes) car celles-ci, en plus des complications physiques et organiques,

peuvent retentir sur le travail scolaire de I'enfant et favoriser un repli social non négligeable.

1.4.1.4.4. Digestives

L'obeésité induit des modifications du fonctionnement du tube digestif, et, est responsable de
Maladies Inflammatoires de ['ntestin nommeées les MICI, correspondant a des troubles
inflammatoires chroniques de 'appareil gastro-intestinal. Cependant ces maladies sont
hétérogénes et multifactorielles. Les MICI les plus courantes sont la Maladie de Crohn (MC)
et la Colite Ulcéreuse (CU) (63). Un regime alimentaire riche en graisse associé a I'obésité
favorisent les MICI (64). En effet, 'hyperpression exercée par une obésité abdominale
favorise la détérioration du sphincter inférieur de I'cesophage, favorisant les reflux gastro-
cesophagiens et donc {'acidité gastrique. Il a été constaté chez les patients obéses une
augmentation systémique de cytokines pro-inflammatoires (I'lL-8, TNFa). Ce phénomene a
été également retrouvé chez les patients atteints de la maladie de Crohn ou de colite
ulcéreuse. ll y a donc probablement une relation entre les deux éléments (65).

Par ailleurs, la prévalence de symptomes digestifs (douleurs abdominales, diarrhées) est
augmentée chez les patients avec un IMC = 30 kg/m? (66).

1.4.1.4.5. Uro-néphrologiques

L'obésité entraine une stéatopathie non alcoolique caractérisée par une accumulation
intrahépatique de graisse ou stéatose. Cette pathologie est souvent associée a une
inflammation localisée, qui évolue en steatohépatite puis en fibrose puis en cirrhose pouvant
créer a long terme, une insuffisance hépatique ou un carcinome hepatocellulaire (67). De
plus, chez les personnes obeses, il est constaté une relation proportionnelle entre 'excés
pondéral et 'hypertrophie glomérulaire (68). A long terme, il est egalement retrouvé une
insuffisance rénale chronique avec des iésions sclerotiques des glomérules, favorisant des

incontinences urinaires (69).

1.4.1.4.6. Veineuses et iym phatiques

Comme évoqué précédemment, I'obésité va egalement agir sur les vaisseaux sanguins
favorisant par exemple une HTA. Elle peut egalement provoquer une insuffisance
veineuse responsable d'cedéme des membres inférieurs, des varices, des ulcéres, des

dermites ocres ou encore des phlébites (et par extension des embolies pulmonaires) (66).

.4.1.4.7. Osteo-articulaires
Toute surcharge pondérale a un retentissement sur les articuiations. Ainsi il est aisément

comprehensible qu'une obésité puisse induire une arthrose de |a hanche, ou du genou aveg
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des douleurs articulaires favorisant la diminution du périmétre de marche, et limiter les
activités ainsi que les gestes du quotidien.

Par aflleurs, un excés alimentaire, de graisses ou d'alcool favorisent une hyperuricémie
provoguant des pathologies rhumatismales comme la goutte,

Chez TPenfant ou ladolescent en surpoids ou obése, il est fréquemment retrouvé une
épiphysiolyse de la téte fémorale (66) . il s'agit d’un déplacement en haut et en avant du col
fémoral par rapport a Ia téte suite a Fatteinte du cartilage de conjugaison. On retrouve
egalement le syndrome du pied plat, un genu valgum, un syndrome fémoro-patellaire, des
rachialgies, ou encore des troubles de la statique vertébrale (scoliose, cyphose) (45).

1.4.1.4.8. Hormonales

Chez la femme, le surpoids et 'obésits favorisent une diminution de la fertilite (70) de part
une altération de la qualité ovocytaire et endometriale, et d"autre part due a Tinhibition de
Fovulation. Il y a en effet, une augmentation des risques de Syndrome des Ovaires
Polykystiques (SOPK) et une augmentation de risque de fausses couches.

Au cours de la grossesse (70) de nombreuses complications maternelles et foetales peuvent
étre observées. Ainsi, on retrouve chez la femme enceinte un risque accru d’hypertension
gestationnelle, de prééclampsie (71), d’accouchement prematuré, de diabéte gestationnel,
Ou encore de troubles thromboemboliques. Les complications feetales se manifestent quant
a elles par des malformations congenitales (défaut du tube neural, hydrocéphalie, fente
labiopalatine, anomalie cardiovasculaires), des macrosomies, un risque de décés in utéro, et
également une prédisposition de I'enfant & I'obésité plus tard (72).

Chez 'homme il est observé un risque de dysfonctionnement érectile, et de diminution de la
spermatogénése en cas d'obésité (73).

De fagon générale, le surpoids et l'obésité augmentent le taux de plusieurs hormones

directement impliquées dans la proliferation de cellules cancéreuses (74).

1.4.1.4.9. Puberté (45)

Chez I'enfant et ladolescent en surpoids ou obéses, on constate une avancée de la puberté,
surtout chez la fille, mais également un syndrome des ovaires polykystiques associé a un
contexte métabolique (recherche d'une insulinorésistance). Chez les garcons, on retrouve un
retard de la puberté, avec des symptdmes comme une verge enfouie (tailie apparente
reduite, verge de taille normale 2 I'examen, d'o la nécessité d'expliquer et de dédramatiser
la situation). Le diagnostic peut €galement s’orienter vers une suspicion d’hypogonadisme si
présence d’'un micropénis vrai ou d'une gynecomastie (développement de la glande

mammaire chez le gargon).
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1.4.1.4.10. Dermatologiques

Chez I'enfant ou I'adolescent il est important de procéder a une inspection de la peau pour
deceler toutes complications cutanées (45). La présence de vergetures sur le ventre, les
cuisses ou les bras peut étre de différents types : rosées, larges et violacées ou verticales
pathologiques, et nécessite I'explication du mécanisme d'action d'apparition des vergetures
ou la consultation spécialisée d'un endocrinopédiatre. De méme une hypertrichose, surtout
présent chez la jeune fille, peut expliquer la présence de pilosité excessive des Z0ONnes sous
la dépendance des androgénes. i faudra alors procéder au dosage des androgénes pour
éliminer toute cause hormonale.

On retrouve également chez les personnes obéses des mycoses dans les plis, une
hyperpigmentation associée a un épaississement des grands plis (acanthosis nigricans), ou
encore une hyperkératose plantaire (57).

1.4.1.4.11. Neurologies, psychologiques et sociales

Dans le cerveau, I'obésité compromet Ia fonction hippocampique en favorisant l'inflammation
(75). Ainsi, les études cliniques suggérent que l'obésité et le diabéte de type 2
compromettent l'intégrité structurelle des régions médiales du lobe temporal impliquées dans
la mémoire et conférent une plus grande vulnérabilité (76).

L’obésité a également des conséquences sociales avec des difficultés d’embauche, des
arréts de travail fréquents, et par extension une altération de la qualité de vie. En paraliéle de
ces consequences sociales, subsistes des conséquences psychologiques avec un sentiment
d'exclusion, une augmentation de ia mésestime de soi, de I'état dépressif, de l'isolement, et
un rejet de son corps.

.4.1.4.12. Cancers

L'Institut Nationale du Cancer (INCa) reconnait le lien entre le surpoids et l'obésité et le
risque de cancers. En 2000, il estime & 2300 déces imputables & un surpoids ou une ohésité
(74).

De plus, selon F'OMS, un certain nombre d’étude a mis en évidence I'association positive
entre le surpoids et [lincidence de certains cancers (notamment les cancers
hormonodépendants et gastro-intestinaux) (Tableau 9).

Population Type de cancer

Chez la femme : Endometre, ovaire, sein, col utérin Cancers hormonodépendants

Chez 'homme : prostate Cancers hormonodépendants

Chez les deux sexes: colorectal, vésicule biliaire, | Cancers gastro-intestinaux,

Lpancre’as, foie et rein hépatiques et rénaux

Tableau 9 : Cancers dont I'incidence rapportée est plus élevée chez les personnes obéses (2)
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En effet, des organes tels que les intesting, le cerveau et le foie détectent une augmentation
des lipides et de la forme du taux de production de glucose hépatique pour diminuer I'appétit.
Ainsj, I'élévation des taux de lipides affecte I'énergie et lhoméostasie du glucose (22). Cette
dysrégulation peut-étre responsable de maladies telles que le cancer an.

L'état d’'obésité est directement imputable & 27 % chez les hommes et a 29% chez la femme,
de cancer du rein. Par ailleurs, une étude cas-témoins a montré que les personnes ayant un
IMC élevé ont 5,9 fois plus de risque de développer un carcinome rénal (78). De méme, une
cohorte dans différentes populations a mis en évidence que les personnes en surpoids ont
un risque de développer des maladies rénales plus elevées de 40 % qu'un individu ayant un
IMC normal (24).

Le cancer du cdlon est la deuxieme cause la plus fréquente de déces par cancer dans le
monde (79). En 2013, environ 11% des cas de cancer colorectal ont été attribués a Ia
surcharge pondérale et 'obésité en Europe (80). Une alimentation riche en sucres raffinés,
faible en fibres et l'inactivité physique sont des déterminants indépendants de Ia résistance 2
linsuline et a 'nyper insulinémie. De ce fait, l'insuline est le médiateur biochimigue ie misux
établie entre 'obésité et le cancer du colon, Par ailleurs, on remarque un plus grand risque
de cancer du célon chez les hommes de tout &ge et pour les femmes pré-ménopausées qu'il
n'y en a chez les femmes ménopausées (81).

Des recherches récentes démontrent qutl 'y a pas de dépét de matiéres grasses dans les
poumons, mais une congestion vasculaire, une inflammation et des maladies pulmonaires
(24). L'apparition d'un cancer du poumon ne serait donc pas directement favorisée par
l'obésité.
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Il. La Spectrométrie de Masse

La spectrométrie de masse (MS) voit ses applications évoiuer depuis une vingtaine
d’'années, que ce soit dans le domaine de Ia physique, de la chimie ou encore de la biologie.
Bien que récente, son fonctionnement est basé sur des principes physiques connus depuis
plus d'un siécle. En effet, en 1897, Joseph John Thomson (1856-1940) découvre les
électrons grace a des études experimentales menées en milieu gazeux, et recoit en 1908 le
Prix Nobel de physique pour « son travail sur la conductivité électrique des gaz ». Au début
du 20®" sigcle, il construit le premier spectrométre de masse (Figure 4).

High voltage applied for Arga where magnets
eleclricat dizcharge would be placed 1o
through gas in Huib deflect cathode rays  Scale for meazuring
79 deflection of cathode
Anode rays by fields

T

Cathode

Plates to deflect cathode
rays by eleclric fields

Figure 4 : Premier spectrométre de masse (Thomson J.J Phy. Mag. 1897 — « Thomson's Apparatus
for Research on Cathode Rays »)

En 1922, Francis William Aston (1877-1945), sous la direction de Thomson, recoit le Prix
Nobel de chimie « pour sa decouverte, au moyen de son spectrométre de masse, des
isotopes d’'un grand nombre d’éléments non radioactifs ». En 1918, Arthur Jeffrey Dempster
(1886-1950) créa le premier spectrométre de masse magnétique. Celui-ci permet d’ioniser
des molécules en phase gazeuse par l'intermédiaire d’'un faisceau d'électrons genéré par un
filament chauffé.

Grace a ses pionniers, les principes fondamentaux de la MS sont bien connus. Cela a
permis de développer de nouvelles sources d'ionisation et de nouveaux analyseurs.
L'utilisation de la spectrométrie de masse se diversifie notamment aujourd’hui dans la
protéomique.

IL.1. Principe de la spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique qualitative et quantitative.
Elle permet une analyse structurale de molécules ou d’atomes présents dans un échantillon

en les fragmentant et permettant ainsi de remonter & la structure de la molécule.
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La spectrométrie de masse permet de seéparer des molécules d'intérét par rapport a leur
masse et leur charge. C'est un outil de détection, de dosage et d’identification de composés
organiques ou inorganiques.

Le principe de la détection est basé sur I'ionisation d'un échantillon en phase gazeuse, il
s’agit d'une technique destructive. Elle permet de recueillir un grand nombre d'information
sur la composition de I'échantilion grace a sa grande sensibilité (limite de détection de 'ordre
du picogramme), sa haute résolution et sa rapidité d’analyse.

Un spectrométre de masse est formé de plusieurs éléments organisés en série ayant chacun
une fonctionnalité propre (Figure 5). Le principe de la MS repose sur le choix de la source
d’ionisation, de I'analyseur et du détecteur.

Introduction
de |

| Traitement

Source

Détecteur

Analyseur(s) du signal

I'échantillon d'ionisation ..

Figure 5 : Structure d’un spectrométre de masse

I.1.1. Le systéme d’introduction de I'échantillon

II' permet d'introduire soit directement dans la source I'échantillon a analyser sous forme
gazeuse (par injection par espace de téte), liquide (injection directe) ou solide (par le biais
d'une canne, ou par un dépét sur plague) ; soit indirectement par couplage a une autre
methode séparative comme la chromatographie liquide (LC-MS), gazeuse (GC-MS) ou
encore I'électrophorése capillaire (CE-MS).

11.1.2. La source d’ionisation

La source d’ionisation, comme son nom I'indique, permet d'ioniser les molécules présentes
au sein de I'échantillon soit par ionisation directe (ou dure), soit par ionisation indirecte (ou
douce) utilisant un solvant ou un gaz réactant comme intermédiaire d'ionisation. Les sources
d’ionisation sont nombreuses et genérent des ions selon des principes physiques différents.
Le choix de cette source va donc étre dependant du composé, de ses caracteristiques
physicochimigues (taille moléculaire, polarité, volatilité), et de I'étude souhaitée (identification

structurale ou quantification) (Tableau 10).

I.1.2.1 L’ionisation directe (dure)

L'ionisation directe ou dure permet détudier les petites molécules volatiles non
thermosensibles. Elle génére des ions moléculaires a nombre impair d'électron qui se
fragmentent beaucoup. Elle permet de donner des renseignements sur la structure du

composé étudié.
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I1.1.2.1.1. lonisation par Impact Electronique (IE)

La premiére méthode d'ionisation utilisée en MS a été lionisation par Impact
Electronique (IE). Elle permet de génerer un grand nombre de fragments. Le principe repose
sur lonisation directement dans la source de I'analyte d'intérét. L’échantillon est déposé sur
un filament porté & incandescence. L'évaporation de celui-ci, associé & un bombardement
d'électron issus d'un filament de tungsténe génére lionisation par arrachement d’un électron
a la couche de valence du composé a analyser (Figure 6).

Vi -
3
———— -
B mesure du
e cathode -+ Fauranl
- ionigue
PO ] 4 P3 Pg A
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Fenies
réklzbles

repousLrlr ——0 {

l

N |

chamare d'ignisatian pleques acceidrarrices

Figure 6 : Schéma d’'une source par impact électronique (82)

I1.1.2.1.2. lonisation Chimique (IC)

Les électrons émis par un filament sont accelérés par une différence de potentielle d'environ
400 volts. Ces électrons ionisent ies molécules de gaz réactif présentes dans la chambre
dionisation sous une pression de 1 mmHg. Les ions ainsi formés réagissent avec les
molécules du composé introduit 4 une pression partielle de quelques 104 mmHg (Figure 7).
On retrouve donc une interaction de type ion-molécule. C'est une méthode plus douce que
FIE, et permet d'obtenir des ions quasi moléculaires abondants. Plusieurs types d'ionisation
sont rencontrés : par transfert de proton (réaction acide base de Brénsted), par formation
d'adduits (les ions s'associent a des molécules polaires), par ionisation chimique par
échange de charge (obtention d'un radical cation), ou encore par réaction avec le gaz
ionisant,
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Figure 7 : Schéma d'une source a lonisation chimique (82)

11.1.2.2 L’ionisation indirecte {douce)
Contrairement a FIE ou a I'lC, dont lionisation est réalisée en phase gazeuse, les techniques
d'ionisation douce vont s'intéresser aux composes polaires, peu volatils ou thermiquement

fragiles. Lionisation va donc ici se faire selon le principe de désorption, c’est-a-dire, en
ionisant et évaporant simultanément Féchantillon avec un transfert rapide d’énergie. Avec ce
type de sources, les composés obtenus seront préférentiellement des ions moléculaires

nombre pair d’électron, relativement stables,

I.1.2.2.1. Le bombardement par atomes rapides (FAB)

La source FAB est également appelée LSIM (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry).
L’échantillon est dissout dans une matrice liquide (le plus souvent du glycérol) susceptible de
céder des protons. Des ions lourds comme I'Argon ou le Xenon sont produits par une
cathode froide placée 3 queiques centimétres de Péchantillon a analyser. Les ions lourds
produits lors de la décharge sont accélérés a haute énergie par un potentiel de guelque kV
maintenu entre deux électrodes. A la sortie treés étroite d’un canon, il se produit un échange
de charges donnant des atomes lourds a partir des ions lourds (Figure 8). Cette source est
utilisée pour I'analyse de molécules polaires & haut poids moléculaire. Malheureusement
cette source donne souvent un bruit de fond non négligeabie.
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Figure 8 : Schéma d’une source FAB (82)

I.11.2.2.2. L *électrosray ou électronébullisation (ESI)

Le principe de FES! repose sur la formation de gouttelettes chargées sous leffet d'un champ
électriqgue. On observe un effet concentration dépendant, il est ainsi preférable d'utiliser une
solution concentrée au débit le plus faible possible. Il fonctionne a basse température a
pression atmosphérique (Figure 9). Peu d'énergie interne est communiquée aux ions. |l
permet d'extraire des ions de large masse moléculaire (grace a la multicharge),
préférentiellement des molécules polaires. C'est une méthode sensible, mais ne fournit que
peu d'information sur la structure et est trés sensible a la présence de sels ou additifs, ce qui

necessite impérativement un dessalage préalable.
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Figure 9 : Schéma d'une source Electrospray (83)
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[1.1.2.2.3. La désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI}

Un faisceau laser est utilisé dans le domaine de FUV, pour désorber et ioniser I'échantillon
sur une surface métalique conductrice. Les molécules de matrice absorbent I'énergie
transmise par le faisceau sous forme de photons, s'excitent et s’ionisent. L’énergie absorbée
par la matrice provoque la dissociation et son passage en phase gazeuse. Les molécules de
matrice ionisée transférent leur charge a I'échantillon (Figure 10). Ce type de source permet
principalement Ia formation d’ions monochargés (M+H)*, ou sous formes d’adduits (M+Na)*,
(M+K)*, et faiblement des ions muiltichargés (M*,H)"".

RAADIATION

o DESOLVATATION

o e —» o
' DESORPTION \ / ‘

B 2
Matrice

TRANSFERT DE PROTON
& Produt

Figure 10 : Schéma d’une source MALDI (de Hoffman et al, Dunod, 1999)

11.1.2.2.4. Spécificités des différentes sources d’ionisation

Type d’ionisation Nom Sources lons formés
utilisées
lonisation dure lonisation par Electrons lon moléculaire :
(petites molécules Impact thermiques M+e- 2> M + 2e-
volatiles non Electronique (IE)
thermosensibles)
lonisation dure/assez | lonisation Gaz réactif lon pseudo-moléculaire :
douce Chimigue (IC) M+ HX" 2> MH* + X
lonisation assez lonisation par Ar, Xe, Cs* lon pseudo-moléculaire ;
douce (molécule < Bombardement M+ X > [M, + HJ
600 Da) d’atome rapide M+ X" [M, + HJ* +X
(FAB)
lonisation douce — lonisation par Potentiel lon pseudo-moléculaire :
(petites molécules électronébulisation | électrique élevé | M > [M + H]™
non volatiles, ou electrospray
biomolécule polaire) (ESI)
lonisation douce — Désorption— Laser = Photon | ion pseudo-moiéculaire
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Sources

Type d’ionisation Nom i lons formés
utilisées
(Utilisée en lonisation par laser M= M+ HJ*
protécmique : assistée par
biomolécules et matrice (MALDI)

complexes non-
volatils, d’environ
1300kDa)

Tableau 10 : Techniques d’ionisation en spectrométrie de masse

Les ions formés par [a source d'ionisation choisie, sont ensuite dirigés vers 'analyseur grace
a un champ électrostatique.

I1.1.3. L’analyseur

L'analyseur va mesurer le rapport de la masse des ions sur leur nombre de valence (m/z). Le
vide & lintérieur de celui-ci doit permettre a chaque ion d'effectuer un libre parcours moyen
supérieur a la distance a parcourir dans Fappareil avant d'étre détecté. Ce libre parcours
moyen est nécessaire afin d'éviter les collisions entre les ions entrainant leur déviation oy
une fragmentation non souhaitée. !l en existe différents types reposant sur un principe
physique différent (Tableau 11),

Les principales caractéristiques d’un analyseur reposent sur: sa résolution, sa vitesse
d'analyse, sa précision en masse, sa gamme de masse, et sa sensibilité,

La résolution correspond en MS, a la Capacité de l'instrument a distinguer deux signaux
voising, mais également la finesse des pics. Ainsi, plus la résolution est élevée, plus deux
pics distincts sont proches. Elle correspond donc au rapport m/Am avec m la masse de l'ion,
et Am la différence minimale entre le pic considéré et son voisin le plus proche (Figure 11).

AMm
e
& \ /
: Vallée a 10 %
!A’HA .!

f

> s
m m+am TV

Figure 11 : Résolution en spectrométrie de masse (84)
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Les analyseurs peuvent étre regroupes en deux catégories: ceux a basse résolution
(quadripdle, le piége a ion), ou & haute résolution (TOF, Orbitrap ou encore le FT-ICR). Les
analyseurs a haute résolution vont permettre de mesurer la masse exacte des analytes.

Champ
electrostatique . . Gamme Vide dans
Analyseur .. Resolution ,
permettant de diriger miz IPanalyseur
les ions a I'analyseur
Basse
Quadripéle (Q) Quelques volts resolution | 4000-8000 10¢ mbar
2000
Plusieurs dizaines de Basse
Magnétique (B) résoiution 20000 107 mbar
volts
2000
Haute
lon Trap (IT) Quelques volts résolution 6000 10" mbar
5000
. - Haute
Time of Flight (TOF) | ©usieurs dizainesde | " = | 500000 - 107 mbar
volts 1000000
20000
Résonnance
cyclotronique d'ions Haute
y 9 . Quelques volts résolution 25000 10° mbar
a transformée de 1000000
| Fourrier (FT-ICR)

Tableau 11 ; Caractéristiques des analyseurs en spectrométrie de masse

[a vitesse d’analyse ou scan rate, correspond a la rapidité avec laquelle se fait 'acquisition
d'un spectre. Elle est exprimée en Hertz (Hz) et donne donc le nombre de spectre obtenu
par seconde.,

L.a gamme de masse, ou mass range, représente la fenétre de masse définie par le rapport
m/z le plus bas et e plus haut, mesurable par le spectrométre de masse.

La précision de la mesure correspond quant & elle a la différence entre la masse calcuiée et
la masse mesurée (exprimée en PPM OU en pourcentage), elle est directement corrélée & |a
résolution.

Enfin, la sensibilité correspond 2 la limite inférieure de la guantité d'ions qui peut étre
détectée. Par extension cela correspond a la quantité d'analyte qui peut étre analysée.
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11.1.3.1 Analyseurs basse résolution

I1.1.3.1.1. L’analyseur magnétique (B)

L’analyseur magnétique (B) est le plus ancien. Dempster en 1918 met au point un
spectromeétre & secteur magnétique dit a simple focalisation ou focalisation directionnelie
(Figure 12). Quelques années plus tard, apparait le spectrométre a double focalisation,
permettant une déflexion des ions dans un champ magnétique et électrostatique.

Le principe de cet analyseur repose sur une particule de masse m et de charge g, possédant
une énergie cinétique Ec = % mv2. La force centripete due au champs magnétique B et ia
force centrifuge qui 'équilibre font adopter & la particule une trajectoire circulaire uniforme
(85).

Figure 12 : Schéma d'un analyseur Magnétique (Dempster 1918)
A ! zone analytique formée par un aimant » B, C: parois de la chambre a vide : D : diaphragme
desting a I'élimination des ions réfléchis ; E: détecteur ; G : source d'ions

I.11.3.1.2. Le quadripdles (Q)

Le quadripdle (Q) est apparu dans les années 50. Il est constitué de 4 électrodes
cylindriques couplées deux a deux selon un potentiel électrique composé d’une tension
continue U et d’'une tension alternative V. Les ions sont soumis a une force résultante de ces

deux champs électriques (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma d'un analyseur quadripéle (386)

I1.1.3.2 Analyseurs haute résolution

1.1.3.2.1. L’ion Trap (IT)

L'analyseur lon Trap (IT) dérive du quadripdle. Les 4 électrodes sont remplacées par une
électrode annulaire recouverte d’'une électrode hyperbolique en « chapeau » (Figure 14). Un
courant continu et un courant alternatif sont appliques sur ces électrodes. A lintérieur du
dispositif, les ions sont confinés et suivent une trajectoire oscillante en forme de « huit »
régis par I'équation de Mathieu (87). Pour réduire la trajectoire des ions, un gaz & basse

pression (He) est introduit. L'ion Trap est une technique sensible et spécifique.

électrode
——— o —
g ‘chapeau”
électrode
i annulaire

1
A
4

Figure 14 : Schéma d'un analyseur lon Trap (88)

11.1.3.2.2. Time of Flight (TOF)
L'analyseur Time of Flight (TOF) mesure le temps de vol des ions. Le principe repose sur

I'analogie entre le rapport masse sur charge (m/z) des ions formés et leur énergie cinétique.
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Une différence de potentielle (Vo) est appliquée & la sortie de la source (89). Cette tension

confére une énergie cinétique aux ions telle que :

Avec :
1/2mv? =zV/, m : la masse de I'ion,
etv=dit d : la distance a parcourir,
d'ol m/z = 2V t¥d? t: le temps,
ou encore t = d(m/z)"?/ ((1/2V,)1?) Vo : le potentiel appliqué
Z : la charge

Si V, et d sont des constantes, il y a une corrélation directe entre le temps de vol de l'ion et
son rapport m/z.
A énergie cinétique égale, un ion léger sera donc plus rapidement détects qu'un ion lourd.

Ainsi on retrouve le principe de I'analyseur linéaire (Figure 15).

Source d'ion Analyseur Détecteur

lon 1 ,

lon 2 - Stop |

| FR

Time

Figure 15 : Schéma d'un analyseur linéaire TOF (90)

Cependant, ce type d'analyseur TOF n’est pas suffisamment résolutif. Pour améliorer cela, la
dispersion de I'énergie cinétique peut-étre atténuée en utilisant, en extrémité du tube de vol,
un miroir électrostatique ou réflectron (91) pour re-focaliser les ions de méme masse mais
ayant une énergie cinétique différente afin de synchroniser leurs arrivés au niveau du
detecteur (Figure 16). Ainsi, la résolution pourra atteindre 20000 pour un rapport m/z <
10000.
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Figure 16 : Schéma d'un analyseur TOF en mode réflectron (92)

Ce type d'analyseur permet donc une mesure plus précise, et permettra notamment de
separer des composés de masse trés proches. Si on utilise une source MALDI, le t, peut étre
compte au moment du tir laser.

1.1.3.2.3. FT-ICR

Le cyclotron ou Résonnance cyclotronique d'ions a transformée de Fourrier (FT-ICR) est un
analyseur a haute précision de mesure de masse et 3 haute résolution.

Le piége ionique ICR permet de piéger les ions dans un champ magnétique par des
électrodes ol des faibles tensions sont appliquees. Ce mouvement de rotation est appelé
« mouvement cyclotronique » et sa fréquence ne dépend que du champ magnétique et du
rapport masse sur charge, elle est indépendante de la vitesse initiale (Figure 17). Si la
vitesse des ions est faible et le champ intense, le rayon de courbure devient petit. L'ion sera
piegé sur une trajectoire circulaire résultant d'un equilibre entre deux forces centripéte F et
centrifuge F’ (93). La transformée de Fourrier va consister & exciter simultanément tous les
ions présents dans la cellule par un balayage rapide d’une large gamme de fréquence dans
moins de 10.10°%s.

Ludivine MILHORAT | Thése d'exercice | Université de Limoges | 2017 54

[S)svnc-np | IfEm



induced current

detector plates
- h Fourier Ji Mass o,
gf:igtlﬂﬂ Transform I'I_Yl— Correction ‘
tme-domain frequency-domain Mass Spectrum
spectrum spectrum

«

oscillating R-F electric fiekd | |y » 4 5

Figure 17 : Schéma d'un analyseur FT-ICR

C'est donc un instrument de tres grande performance, utilisé dans des domaines variés
(sciences, pharmacie, chimie).

1.1.3.2.4. Analyseurs hybrides
Les analyseurs hybrides permettent de coupler plusieurs analyseurs (MS-MS et MS") en
associant leur point fort tout en évitant la combinaison de leur faiblesse. On obtiendra alors
des spectres de masse & plusieurs dimensions. || en existe différents types : lanalyseur
Quadripéle/piege a ions quadripolaire ; Piége a ions quadripolaire/temps de vol ; Piege a
ions/FT-ICR ou Piége a ions/Orbitrap ou encore le Quadriple/temps de vol (Q-TOF). Ce
dernier étant largement utilisé en protéomique.
L'analyseur hybride Q-TOF est constitué d'un double quadripdle (Q1 et Q2) associé a un
analyseur & temps de vol (Q3) (Figure 18). Les ions formés par la source (MALDI ou
nanospray) sont focalisés, sélectionnés et fragmentés dans le quadripdle. Les ions ainsi
formés sont ensuite dirigés par « paquets » vers le tube a temps de vol. On parle d’analyse
« pulsée ». Ce type d'analyseur permet d'associer I'efficacité du quadripdle et la bonne
résolution du TOF.
Q. 9 TOF
| |
1N —

]
il

.
"

]
TR

f
Reflector ':‘_:v g

Figure 18 : Schéma d'un analyseur hybride Q-TOF (92)
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il.1.3.2.5. Analyseur en tandem MS/MS : le triple quadripdle

Les analyseurs en tandem MS/MS permettent egalement de séparer les ions en fonction de
leur rapport m/z. Le principe repose sur une premiére seéparation, puis une cellule de
collision va fragmenter ces ions, enfin le dernier analyseur va séparer les ions ainsi
fragmentés. .

Comme son nom lindique, le triple quadripdle est donc constitué de 3 quadripdies en série
(Figure 19), chacun ayant une fonction propre. Le premier quadripdle (Q1) va sélectionner
l'ion & fragmenter (ion précurseur ou ion parent). Le deuxiéme analyseur (Q2) aussi appele
cellule de collision, va présélectionner une ou plusieurs coliisions grace a un gaz inerte.
Enfin, le troisiéme analyseur (Q3) va analyser les fragments genérés (ion fils). Le but est
donc de mettre en évidence des ions parents en balayant la fenétre de masse choisie et en
n'enregistrant que les fragments issus des jons parents.

So;irce Q 1 Qz Q3 Multiplreateur o electrons

lenisation —-= Sélaction —= Collision ——- Analyse —-e Detection
b

I

‘\
Gaz de Collision

Introduction:

T YT

1 ; Pompage | 1

Figure 19 : Schéma d’un analyseur triple quadripdles

Ce type d’analyseur peut étre utilisé selon différents modes. Le mode descendant est le plus
couramment utilisé et permet d’obtenir des informations structurales. Le spectre obtenu
représente les ions précurseurs (ions parents) et ses fragments (ions fils). Le mode
ascendant permet de mettre en évidence des ions ayant des particularités communes. Pour
cela, le premier analyseur balaye une gamme de masse, le deuxiéme sera focalisé sur un
seul rapport m/z. En mode pertes de neutres, le premier et dernier quadripdle balayent [a
fenétre de masse choisie, la cellule de collision permet quant a elle de ne sélectionner que
les écarts de masse & détecter aprés collision. Enfin, le mode MRM (Multiple Reaction
Monitoring) est préférentiellement utilisé pour la quantification, et dérive du mode
descendant (Figure 20). Le premier analyseur permet de sélectionner I'ion parent d'intérét
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qui sera ensuite fragmenté dans la cellule de collision. Le second analyseur sera quant a lui

focalisé sur les ions fils. On observera alors une double sélectivité.

Sélection de lion parent Sélection de l'ion fils (fragment
avec une m/z connue spécifique de I'ion parent)

Figure 20 : Mécanisme du mode MRM

I.1.4. Le détecteur

Un détecteur a pour réle de compter les ions préalablement formés et separés. |l permet de
transformer un courant ionique faible en un signal mesurable. L'efficacité d'un spectrométre
de masse correspond a Ia proportion des ions produits qui arrivent effectivement jusqu’au
détecteur.

I.1.4.1 Plaque Photographique

Ce type de détecteur est historique. Il s'agit d’'une plaque en verre recouverte d’une émulsion
de bromure d'argent. L'impact des ions va impressionner la plaque, laissant une trace noire
fonction de l'intensité de ceux-ci. Il est trés peu sensible.

I.1.4.2 Cylindre de Faraday

Le cylindre de Faraday permet de transférer |a charge de lion détecté sur une surface
conductrice. Le signal est ensuite amplifié. Ce détecteur est peu sensible, et présente un
bruit de fond important.

1.1.4.3 Multiplicateur d’électrons ou Electron Multiplier Tube (EMT)

Le multiplicateur d'électron est le détecteur le plus courant. Le signal est amplifié par la
formation d'électrons secondaires a l'aide de tubes en verre dopés au plomb appelés
dynodes. Ce détecteur présente l'avantage d'avoir une bonne sensibilité, un balayage rapide

mais il a une durée de vie limitée.

I1.1.4.4 Multiplicateur de photons ou Microchannel plate (MCP)
Le principe de ce détecteur repose sur le dopage du signal par la formation d'électrons

secondaires (dynode). Ceux-ci sont accélérés vers I'écran phosphorescent ol ils sont
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convertis en photons. Ces photons sont ensuite détectés par le photomultiplicateur. |l
presente une bonne sensibilité, mais un balayage moins rapide que photomultiplicateur
d'électrons.

I.2. Principe de I'imagerie MALDI

Le principe de I'imagerie MALDI par spectrometrie de masse, ou MALDI-IMS, est de pouvoir
analyser directement un échantillon solide déposé sur un support. Cette technique permet
d'apprécier la répartition structurale de biomolécules au sein de l'échantillon, sans
préparation préalable de celui-ci, par extraction ou encore par purification. L'analyte, sous
forme solide, doit d’abord étre ionisé. Les ions ainsi formés seront ensuite séparés en
fonction du rapport m/z sous vide poussé avant d'étre détectés,

L'analyse en MALDI-IMS se fait en plusieurs étapes. En premier lieu, échantillon est déposé
sur une cible MALDI {une surface metallique ou une lame d’oxyde d'indium et d'étain (ITOY).
Une seconde étape consiste a appliquer une matrice sur I'ensemble de la cible, permettant
Iionisation des biomolécules. La troisieme étape consiste a scanner I'échantillon par un
faisceau laser ou ionique, se déplagant selon une distance et une intensité prédéfinie.
Plusieurs spectres de masse sont donc enregistrés. Un logiciel de traitement des données
va permettre de représenter le spectre moyen correspondant a la superposition des spectres
enregistrés. Enfin, 'obtention de Fimage se fera par la superposition des spectres. Cette
image est fonction de lintensité du signal. On aura donc une image en couleur fonction de la
répartition de la biomolécule au sein de Féchantillon étudié (Figure 21).

Ces quatre principales étapes ont donc un réle crucial dans la formation, Ia séparation et la
detection des ions formés. La quaiité des spectres, et donc des images obtenues, sera
fonction du type de matrice utilisée, mais également de Fanalyseur couplé a la source
MALDI.

Pour I'étude de matiére biologique, différents analyseurs couplés au MALDI sont utilisés : le
MALDI-IT, ou encore le MALDI-Q-TOF. Cependant, de par sa grande sensibilité, sa rapidité
d'analyse et sa gamme de masse en théorie ilimitée, I'analyseur TOF couplé au MALDI offre
une grande performance pour I'analyse de biomolécules notamment les protéines. Pour les
molécules de poids moléculaire inférieur, tels que les lipides, les médicaments et les
métabolites, I'analyse est préférentiellement réalisée en mode réfiectron sur un instrument
en tandem (TOF/TOF) (94).
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Figure 21 : Principe de limagerie MALDI point par point (94)

I.2.1. Préparation et conservation des échantillons

La préparation et la conservation de I'échantillon vont conditionner I'acquisition des spectres,
leurs qualités et leurs reproductibilités. Le prélévement des organes est la premiere étape
clef. En effet, l'intégrité de F'organe doit-étre maintenue, de la dissection & l'analyse. Pour
cela, plusieurs méthodes de conservation sont possibles. Le choix de la technique va
dépendre de la durée de conservation de I'échantillon ainsi que sa compatibilité pour
I'analyse en MALDI-IMS.

Aprés dissection, les échantillons peuvent étre conservés en utilisant trois techniques : Ia
congélation directe, la congélation apres ['utilisation d'un fixateur et la congélation aprés
inclusion dans la paraffine. Le choix de Ia méthode va dépendre du type d'organe a
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conserver. En effet, pour les organes dits « creux » telle que lintestin, Iinclusion dans la
paraffine est une méthode de choix pour maintenir l'intégrité de la structure circulaire. Pour
les autres organes, la congélation directe a -80°C est préconisée. Celle-ci a l'avantage de ne
pas provoquer d'interférences analytiques lors de I'analyse par spectrométrie de masse. La
congelation apres utilisation d'un fixateur est quant a elle préférentiellement utilisée pour la
conservation sur une longue période. En effet, le temps de conservation de I'échantillon est
également un facteur limitant a Fobtention de spectres de qualité. Lors d’'une congélation
directe a -80°C pendant plus de 6 mois, il a été¢ démontré une délocalisation des lipides
présents dans I'échantillon. Une étape de lavage sera alors nécessaire afin d'éliminer ces
lipides (95). On utilise le Paraformaldéhyde (PFA) ou encore le formol. La conservation par
fixation ou par inclusion augmentent la stabilité des échantillons au fil du temps tout en
preservant l'intégrité des structures. Cependant, ces méthodes entrainent des difficultés lors
de l'analyse par spectrométrie de masse (96).

Les organes ainsi congelés seront ensuite découpés au cryostat selon une epaisseur variant
de 5 a 20um. L'échantilion est fixé sur un support par de la colle OCT (Optial Cutting
Temperature) ou « tissue teck », composée de polyéthyléneglycol (PEG) (Figure 22). La
colle peut provoquer une perte des signaux provenant de Ia coupe. Dans certains cas, cette
suppression peut affecter prés de 50% des signaux. Il est donc nécessaire que la section a
analyser ne rentre pas en contact avec la colle (97) (Figure 22).

Support o

Colle OCT

ocT

. e
Organe congelé | M’-‘“‘*m._.~,.__.m......- bbb,

100 450

Irderstarelitve %

mit

Figure 22 : A gauche : organe monté sur le porte organe a l'aide de la colle OCT — A droite : exemple
de spectre ou la section a analyser est rentrée en contact avec la colle (1100 a 1900 m/z

La coupe est directement percolée sur un support conducteur. L'utilisation de supports
transparents conducteurs tels que des lames de verre recouvertes d'Oxyde d'Indium et
d'étain (ITO), permet de ne pas modifier les propriétés du champ électrique. Les lames sont

ensuite séchées et conservées sous vide avant I'application de matrice.
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I1.2.2. La matrice

La matrice est un composé organique aromatique de faible poids moléculaire qui a la
propriéteé d’absorber 4 la longueur d’onde du laser (337 nm). Elie absorbe I'énergie du laser
et la transfére sous forme d'énergie d’ionisation par transfert de proton. On parle alors
d'intermédiaire d’ionisation. Elle favorise également la désorption en séparant les molécules,
en réduisant les forces intermoiéculaires.

Plusieurs types de matrices existent, solides ou liquides. Parmi les matrices liquides, on
retrouve des matrices dites « classiques », et des matrices « ioniques » correspondants & un
mélange équimolaire de matrice acide (aIpha-cyano-4—hydroxycinnamique (HCCA) ou I'acide
3,5-diméthoxy—4-hydroxycinnamique (SA)) avec des bases organiques (pyridine ou l'aniline)
et (Tableau 12).

Type de
Matrices Utilisation
Matrice
Polymeres,
Acide 2,5-dihydroxybenzoique (2,5-DHB) Classique Peptides,
Protéines, Lipides
Les dérivés d'acides cinnamiques : Lipides, Protéines,
- Alpha~cyano-4~hydroxycinnamique (HCCA) Peptides
Classique
- Acide férulique Protéines,
- Acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique (SA) Peptides
Les polyhydroxyacetophénones :
- 2,3,4-trihydroxyacetophenone (THAP) Classique Lipides
- 2,6-dihydroxyacetophenone {DHAPR)
A!phawcyano~4-hydroxycinnamique (HCCA) + N,N- lonique Protéines
diméthyianiline (DANI) (98)

Tableau 12 : Principales matrices utilisées

L'utilisation de matrice liquide permet d’améliorer 'homogénéité des dépdts. Pour cela on
utilise preférentiellement Féthanol, I'acétonitrile ou l'eau comme solvant de matrice. Les
matrices ioniques permettent une cristallisation homogene, augmentent le nombre d'ions
detectés et donc favorisent des signaux plus intenses (99,100).

Ludivine MILHORAT | Thase ¢exercics | Universite de Limoges | 2017 51

[S)svne-o |




La matrice doit étre dissoute avant le dépét dans des solvants organiques. Lors du dépét, la
matrice co-cristallise au contact de I'analyte (formation de cristaux ou d’un réseau cristallin)
permettant d'éviter toute délocalisation de molecule. La formation de cristaux hétérogénes
rendra plus difficile lanalyse, d'ol la nécessité de sélectionner une matrice adaptée en

fonction du type de biomolécules a détecter (Figure 23).

Figure 23 : Comparaison de Ia cristallisation de 3 matrices SA (a), DHB (b) et HCCA (c) sur une coupe
de tissu. Chaque matrice a été appliquée a l'aide d’'une micropipette & une concentration de 20 mg/ml
dans une solution d’ACN/0,1% TFA dans H.0 (97)

Par ailleurs, le choix de la concentration est egalement un parameétre critique. Il a été montré
qu’'une matrice saturée améliorait |a résolution tout en diminuant le bruit de fond (signal/bruit)
(Figure 24).
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(A) 10 mg/ml

Intensity

8250 8475 8700 8975 9150

(B) 20 mg/m]

Intensity

8250 8475 8700 8975 9150

{C) saturated
(>30 mg/mb)

Intensity

8250 8475 8700 8975 9150
m/z.

Figure 24 : Effet de la concentration sur la cristallisation : une matrice de SA (50 :50 ACN/0,1% TFA
dans H20) & des concentrations différentes a été appiiquée sur une coupe de tissue, et déposée avec
un spot de 0,25 L (97)

Le choix de la matrice est donc une etape critique dans l'analyse MALDI. Elle conditionne Ia
cristallisation, la classe de biomolécules détectées, la formation d'adduits, et donc par
extension la qualité des spectres. Leur stabilité dans le temps, leur résistance aux tirs lasers
(reproductibilité) et enfin de leur affinite avec les molécules d'intéréts vont directement
impacter les parameétres du spectrométre de masse a savoir - la reproductibilité, la sensibilité

et la résolution spatiale.

11.2.2.1 Modes de dépéts de la matrice
Il existe différentes méthodes de depot de la matrice, celles-ci vont conditionner la qualité de

la désorption/ionisation.
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Le dépét peut se faire de fagon manuelle par micro-pipette ou nébuliseur manuyel. Ce type de
depdt a ravantage d'étre le moins couteux. Cependant, 'homogénéité du depét n'est pas
garantie et la délocalisation des molecules au sein de la Coupe peut étre importante.
L'acquisition de Fimage sera donc compromise.

On retrouve également un depdt dit automatisé. Celui-ci peut se faire soit par spotting (dép6t
par goutte) soit par spraying (dépbt par nebulisation). Le spotting utilise un appareil créant
des micro-impulsions electriques envoyant des micro-gouttes de matrice sur une surface de
Fechantillon déterminée par lopérateur. Le dépot par spot délimite donc les zones
analysables en MALDI. Un depdt non-homogéne de la matrice sur I'échantillon peut étre
retrouve, ainsi qu'une éventuelle perte de résolution spatiale {si le laser & un diametre
superieur a celui du spot). Le spraying permet de déposer la matrice sur toute la surface de
l'échantillon de facon plus ou moins homogéne. Différents types de sprayer sont
commercialisés :
- Sprayer pneumatique (97): le spray est manuel, et ne permet donc pas d'assurer la
reproductibilité et la qualité des dépots
- Sprayer par impulsion électrique (ex : ImagePrep) : il présente une bornne
homogénéité dans le depdt mais posséde une reproductibilité pouvant étre mise en
doute d'une lame & une autre, ceci notamment du fait de préparation de matrice 3
chaque nouveau spraying
- L'Oscillating Capillary Nebilizer (OCN} permettant un depét homogéne, une meilleure
reproductibilité et une bonne sensibiiité

Les conditions de réalisation du dépdt par spraying doivent étre optimisées. En effet, Ia
distance entre le spray et I'échantillon ; le débit du spray ; la durée du spraying et le nombre
de cycle appligué sont des parameétres pouvant influencer la qualité du dépdt. Cependant,
les nouveaux instruments mis en place permettent de contréler ces paramétres et donc
d'assurer une bonne reproductibilits.

Enfin, une méthode de depdt par sublimation est également en cours de développement
(101). Le principe est de placer un échantilion et une matrice en poudre, dans une chambre
etanche sous vide avec Féchantillon, le tout maintenue contre une surface froide. L'appareil
est ensuite abaissé dans un bain chauffé, ce qui entraine une sublimation de la matrice en
poudre sur la surface d'échantillon de tissu refroidie (102). Cette technique est rapportée
comme une méthode hautement efficace pour la détection de lipides dans les tissus par
MALDI-IMS en raison de 'homogénéité du dépdt de cristaux matriciels, de la délocalisation
minimale des analytes et donc I'optimisation de Ia reproductibilité des images (103).
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I1.2.2.2 La source du MALDI

Comme expliqué précédemment, la source MALDI va permettre la formation des ions. Le
MALDI permet d’étudier des ions de haut poids moléculaire. Suite au depot de la matrice,
lors de I'évaporation du solvant, la matrice co-cristallise avec Fanalyte. L'impulsion laser
provoque localement un échauffement du dépét et des micro explosions. Cet échauffement
entraine des collisions et e transfert de charges de la matrice a I'échantillon (Figure 25).

Laser

Co-cristallisation de Excitation des lonisation et
I'échantillon et de Iz molécules de matrices désorption de I'échantilion
matrice photosensible par l'impulsion laser

Figure 25 : Principe de Ia désorption/ionisation en MALDI

Les espéces détectées apres ionisation sont principalement des ions mono-chargés. Il existe
deux modes d'ionisation I'ionisation en mode positif ou négatif. En ionisation en mode
positif les espéces sont sous forme protonées [M+H]* mais, lors de |a présence de sels dans
I'analyte elles peuvent aussj étre cationisées. On détectera alors des complexes [M+Na]* ou
encore [M+K]* allant pour une plage de détection de 30 3 3000 m/z. Alors qu'en ionisation
négative les espéces les plus présentes seront sous forme [M-HJ-.

I.2.3. Acquisition des données

L'acquisition des donnges va non seulement dépendre des étapes précédentes, mais
egalement du temps d'acquisition. Celui-c¢j est en lien direct avec la résolution spatiale, la
fréquence des tirs laser, mais également de Ia taille de I'échantillon. La résolution spatiale
correspond au nombre de points 4 acquerir sur I'échantillon. La fréquence des tirs laser
correspond au nombre de Coups par unité de temps.

La taille du faisceau laser va egalement influencer l'acquisition des données en agissant sur
la résolution spatiale. Celle-ci est importante en MALDI-IMS car elle permet d’assurer Ia
corrélation entre I'irradiation et |a position sur I'échantillon. Le diameétre du faisceau {exprimé
€n pourcentage ou en micromeétre) va déterminer le pas entre chaque point et donc e temps
requis pour déplacer I'échantilion entre chaque point d’analyse.

Le temps d’acquisition des données peut ainsi varier de quelgues heures 3 quelques jours.
Cependant, il est important de limiter ce temps d'acquisition afin d'éviter toute dégradation
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de Tlechantilion par évaporation de [a matrice, échauffement avec délocalisation des
molécules d'intéréts au sein de I'échantilion.

Enfin, chaque Spectre coilecté représente Ia moyenne de plusieurs tirs laser pour obtenir une
représentation statistique de la zone analysée (96). Schématiquement on retrouve un tir laser

pour un spectre.

[1.2.4. Reconstruction de 'image

La reconstruction de Fimage est réalisée grace a des logiciels de traitements des données
performants (ex : Fleximaging). lls permettent d’enregistrer les coordonnées planaires (x ;¥
de chague points analysés et de reconstruire Ia localisation précise sur le tissu (104). On
comprend limportance de Ia préparation de Féchantillon, notamment pour l'étude de tissus,
ol la surface de Féchantillon doit étre plane et représentative du tissu 3 étudier. Cegj
permetira d'éviter toute perte de résolution imputable 3 Ia forme de I'échantillon.

La qualité de limage va étre conditionnée par les etapes précédentes, notamment par le
traitement des spectres. || peut étre nécessaire de lisser les spectres, d'appliquer des filtres
afin d'éliminer le bruit de fond, de normaliser les Spectres, ou encore, de définir un seuil en-
dessous et au-dessus duquel le signal sera considére comme nui.

La reconstruction de limage s'appuie sur la iocalisation de chaque masse et lintensité du
signal obtenu en chaque point. Cela permet de définir un pixel de couleur ou d'intensité de
couleur. L'ensemble de ces pixels donnera une image de couleur représentative de Ia
répartition des biomolécules étudiges.
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I1l. Application 3 un model murin

Ce travail a été réalisé au laboratoire de spectrométrie de masse CBMN 3 'Université de
Bordeaux.

[iL.1. Contexte de I'étude

Nous avons mis en évidence, dans Ia premiere partie de ce manuscrit, que 'obésité a de
nombreux impacts sur Pensemble des organes et sur les fonctions vitales de l'organisme.
L'objectif de ce travail de recherche était donc d'identifier les liens entre l'obésité et ia
modification de ia répartition lipidique structurelle.

Les lipides sont essentiels 3 la régulation et au contréle des fonctions ceilulaires. IIs sont
€galement impliqués dans certaines maladies (105). Il existe par ailleurs, différentes
méthodes permettant leurs identifications et leurs quantifications. L'analyse peut se réaliser
directement sur un fissu, en imagerie MALDI (cf Partie 1), ou aprés préparation de
Féchantillon, par extraction puis séparation. Dans ce dernier cas, de nombreuses méthodes
analytiques ont éte developpées comme Ia chromatographie sur couche mince (TLC) (108),
la chromatographie en phase gazeuse (GC) (107), et Ia chromatographie liquide (LC)
(107,108). Cette derniere est une méthode séparative de choix. Son association & la
spectrométric de masse (MS) (108,109) offre une meilleure méthode en termes de
sensibilité, de spécificité, et de précision (110).

Une présentation des différentes familles de lipides, et leur mode d’analyse en
chromatographie liquide couplée a I spectrométrie de masse seront d'abord expliqués,
avant de présenter I'étude expeérimentale.

lll.2. Les lipides

Les lipides appartiennent & une classe de biomolécules présents aussi bien chez les
eucaryotes que chez les procaryotes. Ce sont des petites molécules hydrophobes,
Ctomposees principalement de carbone, d'oxygéne et d'hydrogéne. Chez les étres vivants,
cette classe de biomolécule est trés variée en termes de structure et de fonction. Les lipides
ont un réle de stockage de Fénergie (sous forme de triglycérides), mais également un réle
structural (sous forme principalement de phospholipides) (111).

L'international Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) définie 8 groupes de lipides,
fonction de leurs squelettes hydrocarbonés - les acides gras (AG), les acyglycérols (ou
glycérides), les phosphoacyiglycérols (ou phosphoglycérides), les sphingolipides, les stérols
(et stéroides), les prénols, les polykétides et leg saccharoiipides (ou glycolipides).
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Notre étude s'est intéressée uniquement aux lipides structuraux (présent dans les
membranes plasmiques), et ceux ionisables par les méthodes utilisées,

il.2.1. Les Acides Gras (AG)

La synthése des AG est cytosolique, & partir d'un précurseur d’origine mitochondriale,
lacétylcoenzyme A. Ces lipides sont des acides carboxyliques {R-COCH), dont le radical R
est une chaine d’hydrocarbure aliphatique de longueur variable. Les AG saturés ayant un
nombre pair de carbone (4 a 36) sont présents dans |e regne animal, végétal et microbien.
Les AG insaturés ont une longueur de chaine carbonée de 16 a 20 carbones et sont
refrouves essentiellement dans le régne végétal et animal (Figure 26). Dans les graisses
animales ou dans les lipides microbiens, on retrouve des AG avec un nombre impair de
carbone.

Figure 26 : Exemples d'acides gras : & gauche un acide gras polyinsaturé (acide linoléique (C18:2
W6), a dreite un acide gras saturé (acide butyrique {C4:00

Les AG ont de nombreuses propriétés physiques et chimiques. Leur solubilité dépend de la
longueur de la chaine carbonée. En effet, un AG est formé de deux parties : une téte polaire
(COOH) et une queue apolaire ou hydrophobe {groupement R). Cette configuration explique
$a capacité d’'organisation en film moleculaire ou en bicouche Vinterface eau-air ou encore
en micelle dans les milieux biologiques aqueux par exemple.

Les AG rentrent dans la composition des autres familles de lipides, dans les systémes
membranaires (surtout les AG saturés), et sont également pour certains, des précurseurs de
messagers cellulaires (réponse inflammatoire par exemple).

lI1.2.2. Les stérides

Les stérides sont formes par l'estérification d’acides gras par des stérols. Ces derniers sont
des alcools dérivant d’un noyau steroides formés par la condensation de 4 cycles. Cette
classe de lipide est principalement représentée par le cholestérol (Figure 27), monoalcool

secondaire polycyclique insaturé,
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Figure 27 : Cholestérol

Le cholestérol est présent dans les membranes des cellules en association avec d'autres
lipides. Il est trés abondant dans le tissu nerveux, le rein, la peau et le foie. Clest un
composé facilement estérifiable, présent sous deux formes dans l'organisme : estérifiée
(dans les tissus), et libre. Le cholestérol est transporté avec les lipides par des lipoprotéines.
Cette molécule est également le précurseur de nombreuses hormones stéroides sexuelles et
corticosurrénales. Un déréglement du metabolisme et une mauvaise élimination biliaire
conduisent & la formation de calculs, au dépdt dans certains tissus et sur la paroi des
vaisseaux sanguins responsable d'athérosclérose.

l.2.3. Les glycérophospholipides ou phosphclipides

Cefte famille de lipide est synthétisée dans le cytoso!l du réticulum endoplasmigue lisse. lIs
sont formés a partir d’'un acide phosphatidique {Figure 28), estérifié sur la fonction acide
phosphorique par un alcool aminé (sérine, éthanclamine, choline) ou un polyol non azoté
{glycérol, inositol) (Figure 29).

CH20E TI—I:-OCOR
CHOH  +  2(CHs-(CHzCOOH) + MHiPOs —» CH.O-COR’
o
i
CH:O0H CH2-0-p-0
O

Figure 28 : Formation d'un acide phosphatidique (PA)
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Ces lipides sont des aminodicl & 18 atomes de carbone synthétisés dans la membrane du

reticulum endoplasmique lisse des cellules eucaryotes (Figure 31).

OH

/\/\/\/\/\/\/\)\‘/CHEOH
"h\

NHz
Figure 31 : Sphingosine

L'amidification de la sphingosine par un AG de 16 a 24 atomes de carbone saturé ou mono-
insaturé donne un précurseur commun a cette famille, appelé céramide.

Les céramides sont des composés important du systéme nerveux central. Elles sont
notamment impliquées dans le développement neuronal, et dans induction de Papoptose.
Des sous-classes de sphingosine se distinguent par l'estérification de la fonction alcool
primaire de celle-ci. Ainsi, la sphingomyéline est formée d'une céramide liége a une
phosphocholine ou d’'une phosphoétaholamine. Ce composé est majoritaire dans le cerveau
en tant que constituant de la gaine de myéline. On retrouve également des glycolipides
formés par une sphingosine, un AG et un ose (B-D-Galactose ou un B-D-Glucose), ou une
chaine de plusieurs oses et dérivés d'oses.

Ii.3. L’étude des lipides
Comme expliqué précédemment, Fétude des lipides peut se faire soit directement au sein
d’un tissu (MALDI-IMS), soit aprés préparation de I'échantilion.

I1.3.1. Extraction des lipides

L'extraction des lipides d'intéréts est une étape clef pour l'identification et & la quantification
de ces derniers. Les différentes méthodes utilisées actuellement reposent sur une extraction
liquide/liquide en utilisant des mélanges de solvants de polarité différente et non miscibles
entres eux de type chloroforme/meéthanoct, ou encore hexane/isopropanc!. Cette extraction va
aboutir a la formation de deux phases, dans lesquelles les lipides se seront répartis en

fonction de leur affinité avec le solvant (degrés d’hydrophobicité et de polarité).

ll1.3.2. Séparation des lipides
Une methode séparative va ensuite permettre de séparer les lipides les uns des autres,
obtenus dans une méme phase. Pour cela, difféerentes techniques peuvent étre

utilisées comme mentionné précédemment.
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La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une méthode de choix de
séparation. Cette méthode repose sur linteraction des molécules d'intéréts avec la phase
stationnaire solide (une colonne, formée de particules de silice sphérigues) et avec la phase
mobile (constituée d'un mélange de solvant permettant I'élution des composés). La
separation peut se réaliser en phase normale (NP-HPLC) ou en phase inverse (RP-HPLC)
selon la phase stationnaire choisie. En NP-HPLC, la phase stationnaire est polaire et acide.
La silice comporte des groupements silanols ou siloxanes. Des interactions faibles de type
lisison hydrogenes se réalisent donc, permettant la rétention de composés polaires et/ou
acides. Cette phase stationnaire est préférentiellement choisie pour I'études des lipides
neutres, les triglycérides et les phospholipides acides (112). En RP-HPLC, la silice est
greffée par de longues chaines aliphatiques (C3 a C18) donnant son caractére hydrophobe
et apolaire. Les interactions qui auront lieux seront de type hydrophobe. Cette technique est
essentiellement utilisée pour la séparation des lipides hydrophobes, et permet de différencier
les phospholipides en fonction de leur chaine d'AG.

Comme expliqgué en deuxieme partie de ce travail, ces méthodes de séparations peuvent
étre couplées & une analyse en spectrométrie de masse permettant lidentification et la

quantification des molécules d'intéréts.

lI1.3.3. Identification et quantification des lipides

H1.3.3.1 Imagerie MALDI
Pour l'étude de biomolécules comme les lipides, 'analyse est préférentiellement réalisée en

mode réflectron sur un instrument en tandem (TOF/TOF) couplé & une source MALD! (94).
Cet instrument permet donc une identification et une quantification relative des substances
etudiées.

l11.3.3.2 LC-MS/MS en mode MRM

I11.3.3.2.1. Principe
L'analyse des lipides en spectrométrie de masse peut se faire par infusion directe ou par

couplage chromatographique.

L'infusion directe consiste a injecter directement I'échantillon dans la source d'ionisation,
sans separation prealable (113). Cette méthode permet d'effectuer un screening de
I'échantillon dans un temps court d’analyse, et d’adapter directement les paramétres de
l'instrument.

Le couplage spectrométrie de masse — chromatographique liquide est une technique idéale
pour etudier les composés au sein d'une méme famille (114). En effet, la partie
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chromatographique va permettre de séparer les composés, et la partie MS/MS va quant a
elle faire la distinction entre des composés de méme masse, donc élués en méme temps.

La source d'ionisation principalement utilisée est la source ESI (cf partie I1). Celle-ci
fonctionne & température ambiante et a pression atmosphérique permettant d'étre une
bonne interface pour lobtention d'ion en phase gazeuse a partir d’un liquide. Le mode MRM
va quant a lui permetire de suivre spécifiquement une réaction de fragmentation afin
d'identifier et de quantifier spécifiquement chaque espéce au sein de la méme famille {cf
partie II).

111.3.3.2.2. Mécanisme de fragmentation
Comme évoqué précédemment, les lipides structuraux sont majoritairement les
glyceérophospholipides. Notre étude lipidomique s’est donc concentrée sur cette classe de
lipides. Un phospholipide est formé de différentes parties, a savoir une téte polaire :
comprenant un phosphate et un alcool aminé (sérine, éthanolamine, choline) ou un polyol
non azoté (glycérol, inositol) ; et deux chaines d’'AG.
En spectrométrie de masse, ces lipides vont se fragmenter a différents endroits de la
molécule, donnant des fragments plus ou moins spécifique, et plus ou moins probable. Ainsi
nous pourrions retrouver (Figure 32) :
- un fragment correspondant a la choline, avec une masse de 87,16 Da
- un fragment correspondant a ia téte du phospholipide, ayant une masse de 184,1 Da
- un fragment comportant la téte +glycérol ;: 257,22 Da
- enfin 4 fragmentations différentes sur les chaines d'AG (notée FA) comme representé dans
la Figure 33 ci-dessous :

- une premiere fragmentation peut se produire en position 4 : ainsi la molécule ayant
une masse de 760,59 Da va perdre 18 atomes de carbones, 1 atome d'oxygéne et 33
atomes d'hydrogéne. Le composé ainsi fragmenté aura donc une masse de 496,34 Da
(perte d’un fragment de 264,25 Da),

- une deuxieme fragmentation pourra se produire en £ (perte d’'un fragment de
238,23 Da), une autre en C (perte d'un fragment de 282,26 Da) et encore une autre en D
{perte d’'un fragment de 256,24 Da).
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Téte polaire
(+1H} 184.1Da { (+2H) 257.22 Da

i i

Figure 32 : Exemple d’une phosphatidylcholine & 34 atomes de carbone avec une chaine saturée a 16
atomes de carbone et une chaine insaturée a 18 atomes de carbone (PC 34:1 (FA 16:0/18:1))
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Figure 33 : Exemple de fragmentation d'une phosphatidylcholine composée de deux chaines d’'AG :
une chaine saturée de 16 atomes de carbones et une insaturée 2 18 atomes de carbone : PC 34:1
(FA 16:0/18:1)
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L'analyse en MS de cette molécule donnerait e spectre présenté en Figure 34. On constate
un pic majoritaire a 760,59 m/z, correspondant a notre molécule, un autre & 184,00
caracteéristique du fragment « choline + phosphate ».

H +ep (780.30) CE (35): 6 MCA scans from Sample 1 (pos 750 34_1 PC) of pos 760 34_1 PCowiff (... Max. 1.8e7 cps.

184.00  gpchof16:0118-100z)
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Figure 34 : Exemple du spectre MS d’'une molécule PC 34:1 (FA 16:0/18:1)

lI.4. Etude expérimentale

lll.4.1. Introduction

Notre étude lipidomique s'est portée sur un modéle murin en utilisant I'imagerie moléculaire
par spectromeétrie de masse, axée sur divers organes, afin d'évaluer l'impact d'un régime
alimentaire gras sur ces derniers.

Une étude comparative entre souris saines et obéses a été réalisée selon l'age et l'état
physiologique de I'animal. Le model murin a été choisi pour sa disponibilité (expérimentation
socialement et éthiquement acceptée), son faible codt, sa manipulation aisée, et sa
correlation, par de nombreux aspects, au corps humain. Ainsi, nous avons étudié 2 groupes

de 3 souris chacun (soit n=12), a deux ages différents. Dans chaque groupe, les souris ont
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grandi avec une alimentation normale pour 3 d’entre elles (souris dites « normales »), et une
alimentation enrichie en graisse pour les 3 autres (souris obéses dites « FAT »}. La premiére
analyse s'est faite a 3 jours de vie {correspondant au t0 de notre étude), la deuxiéme a 8
semaines de vie (t8s de Pétude).

Pour cette étude, une méthode de section de tissu a été développée, ainsi gu'une méthode
d’'analyse d'imagerie, afin de permettre Ia comparaison du profil lipidique des organes. Cette
technique offre la possibilité de visualiser les lésions et les modifications structurales au
niveau moléculaire dans différents organes (100,108,115). Les résultats obtenus en imagerie
MALD! ont été comparés a une étude quantitative du profil lipidique total des mémes
organes en utilisant une approche quantitative LC-MS/MS en mode MRM (Multiple Reaction
Maonitoring).

lil.4.2. Matériels et méthodes

11.4.2.1 Imagerie MALDI

l.4.2.1.1. Préparation des échantillons

Chirurgie animale et préparation des fissus
Des souris males CHOW ont été sacrifiees. Les différents organes ont été prélevés comme
le cerveau, le coeur, les reins et lintestin (duodénum, iléon, jejunum et du colon). Les
organes creux ont été remplis de cellulose 1,5 % afin de maintenir Fapparence du tissu et
d'éviter les délocalisations. L’ensemble des tissus ont été transportés dans de ia neige
carbonique et conservés a -80°C.

Sections de tissus
Des sections de tissu de 10 Hm ont eté obtenues par cryostat. La température de P'enceinte
etait de -20°C. Ces sections ont ensuite été deposées sur des lames en verre conductrice
enduite d'indium tin oxyde (ITO) et fixées avec la chaleur du corps. Les lames ont été
séchées et conservées sous vide.

Dépdt de la matrice
Une matrice d'acide a-cyano-hydroxycinnamique (HCCA) a été déposée par un systéme de
pulvérisation vibratoire (ImagePrep Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Allemagne). Une
solution de matrice HCCA (7g/L) a été préparée dans un mélange d'acétonitrile/acide
trifluoroacétique (ACN/TFA) 0,2%, (85, viv) et a été soniquée pendant 10 min.
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111.4.2.1.2. Spectrométrie de masse
L'analyse tissulaire a été effectuée en Ultraflex |1l MALDI-TOF/T OF (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Allemagne). L'Ultraflex est équipé d'un laser Smartbeam 2 avec un taux de
répétition de 200 Hz.

Etalonnage externe
La résolution spatiale de linstrument de Bruker Ultraflex est de 80 um. Environ 3000
positions irradiées sont enregistrées pour un tissu complet, avec 250 tirs laser par position.
Le logiciel réalise un spectre de masse moyen a chaque position sur la section de tissu. Les
spectres ont été obtenus en mode réflectron positive et analysées au sein d’une gamme de
masse allant de 300 & 1000 Da, avec une suppression des ions de masses inférieures 3 200
Da. Une normalisation du courant lonique totale des spectres a été réalisée sur le pic
caractéristique de la matrice & 379,45 Da. La puissance du laser a été fixée a 55 % pour
Fintestin et 51 % pour les autres organes. Le logiciel Flex-Imaging ver 4.0 {Bruker Daitonics
GmbH, Bremen, Allemagne) a été utilisé pour la reconstruction de l'image.

i.4.2.2 LC-MS/MS

[1.4.2.3 Produits chimiques et réactifs

Les solvants utilisés en chromatographie liquide (méthanol, isopropanol, acétonitriie et
chloroforme), étaient de qualité HPLC et achetés chez Sigma-Aldrich, tout comme l'acétate
d’'ammonium, l'acide formique et la solution de NH.OH (28,0-30,0 % de NH; base). Les
standards internes de lipides comprenant des chaines d'AG de 14:0 2 26:0 (PA, PS, PI, PG,
PE et PC) provenaient de lipides polaires Avanti (Alabaster, AL, USA) ainsi que les
standards internes de lipides avec des insaturations (PA(18:0/18:1), PA(18:0/18:2),
PA(18:2/18:2), PC(18:0/18:1) et PC(18:0/18:2)).

lll.4.2.4 Extraction de phospholipides a partir d’une section de tissu

L'extraction de phospholipides a été réalisée selon Ejsing et al. (115). Les Iysats de cellules
(dans 200 pL d'acétate d’ammonium 180 mM, pH 8) ont été extraits avec 990 pl de
CHCLs/CHsOH 17:1 (v/v) afin d’éliminer les lipides apolaires. Ensuite, la phase agueuse 3
été re-extraite avec 990 L de CHCLy/CH;0OH 2:1 (v/v) pour isoler les lipides polaires dans la
phase organique. Cet extrait de phospholipides a été, par la suite, séché sous vide. Ces
lysats ont &té réalisés en triple exemplaires pour I'analyse en LC-MS/MS.

111.4.2.5 Détermination de la méthode
Les phospholipides extraits ont ensuite été dissous dans 400 pl de CHCL/CH3OH (1:2, viv)
+ de Tacétate d’ammonium 8 mM. Chaque échantillon a été infusé dans la source

électrospray TurboV du spectrométre de masse QTRAP® 5500 (AB Sciex, Concord, Ontario,

Ludivine MILHORAT | These d'exarcice | Université de Limoges [ 2017 78

Bl




Canada), avec un débit de 7 pLmin-1. Les experiences ESI-MS/MS (Precursor lon Scans
(P1S)) ont éte effectuées en mode negatif (PE, PS, PA, Pl, PG) et en mode d'ions positifs
(PC) avec une commutation rapide de polarité de 50 ms et une vitesse de balayage de 200
Da/s. 'azote a été utilisé comme gaz rideau. La tension de laiguille a été fixée a -4500 ou
+5500 V. Le potentiel de declustering était =100 V ou 100 V. Une méthode de
standardisation interne a été réalisée a 'aide d'un melange de standards (ES Tuning Mix
(AB Sciex): dans chaque lysat a été incorporé 20 pL de standards interne, a une
concentration de 10 uM chacun). Le gaz de coliision était de I'azote, et l'énergie de collision
a ete fixée 3 -50 ou 50 eV. La gamme de masse allant de 400 a 900 Da est mesurée
pendant 2,5 ms. Les expériences réalisées en MS/MS comprenaient : 1 scan de [Ion
précurseur en mode positif, 23 scans de l'ion précurseur en mode négatif. Les espéces de
phospholipides ont été identifices a I'aide du logiciel Lipid View (v1.0, AB Sciex).

111.4.2.6 RP-HPL.C-MS/MS mode MRM (108)

Les analyses LC-MS/MS ont été réalisées en mode MRM avec le méme modéle de
spectrometre de masse QTRAP® 5500 (AB Sciex} couplé & un systeme LC (Ultimate 3000,
Dionex). Des extraits de phospholipides ont été dissous dans 20 UL de solvant A. Des
analyses ont été obtenues en mode négatif (PE, PS, PA, PI, PG) et en mode positif (PC)
avec une commutation rapide de polarité (50 ms). L'azote a été utilisé comme gaz rideau
(réglé sur 15), le gaz1 (réglé sur 20) et le gaz2 (réglé sur 0). La tension de l'aiguille était de -
4 500 ou +5 500 V sans aiguille de chauffage. Le potentiel de declustering a été ajusté entre
-180 et -85 V ou réglé a +40 V. Le temps de remplissage de piége a été fixé a 3 ms en mode
positif ions et 5 ms en mode d'ions negatifs. Le gaz de collision était également de I'azote.
L'énergie de collision a varié de -48 a -62 eV et +47 eV. La gamme de masse de instrument
a été fixé a m/z 400-900 Da. Les especes de phospholipides ont été identifiées 3 I'aide du
logiciel Lipid View (v1.0, AB Sciex) en utilisant a la fois le temps de rétention des standards
internes et les masses des ions caractéristiques de chaque lipide. L'intégration des pics LC a
été déterminée a I'aide du logiciel MultiQuant (v2.1, AB Sciex).

Les séparations en phase inverse ont été réalisées a 40°C sur une colonne de Synergi
Fusion-RP 150 x 1 mm, avec une porosité de 80 A, 4 ym particules (Phenomenex) en mode
gradient. L'éluent A était CH;OH/isopropanol/H,O + 0,2 % d'acide formique a 0,028 %
NH,OH. L'éluent B était de f'isopropanol + 0,2 % d’acide formique + 0,028 % NH.OH (109).
Le programme de gradient d’élution était - 0 min, 30 % B ; 5min, 50 % B ; 30 min, 80 % B ;
31-41 min, 95 % B ; 42-47 min, 5% B ; 52-62 min, 30 % B. Le débit était de 40uL/min, et des
volumes de 5Sul d'échantillons ont été injectés. Le mode MRM, a permis la combinaison de
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la detection d'ions précurseurs et d’ions fragments principaux. Le couplage & I'HPLC a

permis d'identifier chaque molécule par leur temps de rétention et leur rapport m/z.

Ill.4.3. Résultats et discussion

l11.4.3.1 Analyse lipidique par imagerie MALDI

Les résultats ont été obtenus par MALDI-TOF/TOF Ultraflex Il avec une matrice alpha-cyano
4-hydroxycinnamique (HCCA), en mode positif. Pour chaque organe, un comparatif entre
deux groupes de 3 souris a été réalisé 3 deux ages différents. Les souris témoins et celles
ayant subis un régime gras sont respectivement nommeées « nomal » et « FAT ». La
premiere étude s'est réalisée & 3 jours de vie des animaux, notée «t0 ». La deuxieme
expérience a été effectuée au bout de 8 semaines de vie des souris, appelé « t8s » pour
notre étude.

L'analyse a t0 a permis de vérifier 'absence de modification structurale due a I'alimentation
enrichie en graisse. Par ailleurs, ces études ont permis de sélectionner les lipides
représentatifs de chaque structure afin de suivre leur évolution au cours de la deuxiéme
expérience (a t8s).

Dans ce travail nous ne présenterons que les résultats a t0 pour un organe (le rein), afin
d’expliquer le principe, et développerons les résultats de la deuxieme expeérience a t8s pour

tous les organes étudiés.

ll1.4.3.1.1. Cerveau

L'analyse en imagerie MALDI & t0 montre un profil lipidique similaire entres les deux
populations. Les lipides majoritairement détectés se trouvent dans une gamme de masse
allant de 700 a 900 Da. Cette zone semble donc &tre caractéristique de l'organe (Figure 35).

Figure 35 : Répartition dans une coupe de cerveau  t0, du lipide m/z 772,68 pour le témoin (a), et
pour le FAT (c) ; et du lipide m/z 798,44 pour le témoin (b), et pour le FAT (d)
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Figure 36 : Comparaison des spectres moyens normalisés du cerveau a t0 chez une souris normale et

FAT

Un décalage cependant en intensité est & noter (Figure 36). Celui-ci peut étre dii 3 une

mauvaise application de la matrice sur I'échantillon, ou une différence de Ia profondeur de la

coupe induisant un biais au niveau de l'image.

Aprés huit semaines de régime enrichi en graisse, les cerveaux analysés montrent un profil

similaire a l'analyse t0 avec cependant une expression augmentée pour le cerveau témoin,
de deux lipides (m/z 734,95 et 760,72) (Figure 37, Figure 38).

Figure 37 : Répartition dans une coupe de cerveau a t8s, du lipide m/z 734,95 pour le témoin (a), et
pour le FAT (c) ; et du lipide m/z 760,72 pour le témoin (b), et pour le FAT (d)
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Figure 38 : Comparaison des spectres moyens normalisés du cerveau a t8s chez une souris normale
et FAT

ll1.4.3.1.2. Rein
Lors de l'analyse en imagerie MALDI a t0, permis de délimiter trois zones anatomiques
d'intérét : le cortex, la médula et la capsule (Figure 39, Figure 40).

Figure 39 : Caractérisation par imagerie Maldi de trois zones d'intérét au niveau d'une coupe de rein 3
t0, (a) Image spectrale, (b) image anatomique
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Figure 40 : Comparaison des spectres moyens normalisés du rein a t0 chez une souris normale des
trois zones d'intérét, rouge : medula, bleu : cortex, violet - capsule

Aprés huit semaines de regime enrichi en graisse, les analyses montrent d’'autres lipides
majoritairement présents dans I'échantillon FAT. Cette étude a été reprise par la suite (par
Gianluca Sighinolfi), les résultats apres 16 semaines de régimes enrichis en graisse sont
présentés ici. Les images obtenues en imagerie MALDI montrent la différence de répartition
de ces lipides au sein de I'organe (Figure 41).

Figure 41 : Répartition dans une Coupe de rein & t16 semaines pour le cortex (), et la medula (b), des
phospholipides

111.4.3.1.3. Cceur

L’analyse a t0 a montré des profils lipidiques similaires entre les deux populations étudiées.
Cela confirme I'absence de modification structurale apres 3 jours de régime enrichi en
graisse. Deux pics en particulier semblaient étre caractéristique de la structure (miz 723,24 ;
770,48). En effet, leur répartition au sein du cceur semble complémentaire (Figure 42).
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Figure 42 : Répartition dans une coupe de coeur a t0 pour le témoin (a et b), pour le FAT (c et d), des
lipides m/z 723,24 (a et c) et 770,48 (b et d)

L'expérience a t8s, a quant a elle mis en évidence d'autres lipides, avec une répartition
inhomogeéne entre les deux populations (Figure 44). Le lipide a 616,73 Da se retrouve diffusé
au sein des ventricules (Figure 43).

Figure 43 : Répartition dans une coupe de coeur & t8s pour le témoin (aetb), pour le FAT (c et d), des
lipides m/z 477,34 (en rouge), 616,73 (en vert, b et d), 640,65 (en bleu) et 656,29 (en jaune)
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Figure 44 : Comparaison des spectres maoyens normalisés du coeur a t8s chez une souris normale et
FAT
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111.4.3.1.4. Intestin
L'intestin est une partie du tube digestif constitué de plusieurs structures. L'étude en

imagerie MALDI s'est réalisée sur lintestin gréle, comprenant le duodénum, le jéjunum et
l'iléon.

Les analyses réalisées sur le duodénum montrent |a prédominance de deux pics (m/z
592,488, en rouge et 781,0669 en bleu) chez les deux individus (Figure 45). Cependant, le
pic de masse 592,488 Da est présent dans la paroi interne de I'organe, il correspond & Ia
lumiére du duodénum. On constate neéanmoins une différence d'épaisseur de la paroj
intestinale (en bleu), en effet, chez la souris témoin (a), la paroi est épaisse, alors que pour
la souris FAT (b), la paroi est plus fine.
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Figure 45 : Répartition des deux lipides principaux (592,488 Dz en rouge, 781,0669 Da en bleu) dans
une coupe de duodénum a t8s, dans l'organe témoin (a) et l'organe FAT (b), et leur spectre associé

L'eétude du Jéjunum met en évidence quatre pics caractéristiques (Figure 46). Trois d’entre
eux sont répartis dans la paroi du jéjunum (m/z 4953531 : 733,2847 et 787,486), et le
dernier est présent dans la lumiere (m/z 574,7368). L'intensité et |a répartition sont
différentes entre la souris de contréle et la souris grasse. De plus, une diffusion du lipide
(m/z 733,2847) est observée dans le j&junum de I'échantillon FAT (Figure 46b). On constate
également que le lipide caracteristique de la paroi (787,486 Da (en vert)), est réparti sur une
zone plus mince pour la souris FAT (b) que pour la souris témoin (a).
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Figure 46 : Répartition des principaux lipides (495,3531 Da en rouge, 574,7368 Da en bleu, 733,2827
Da en jaune et le 787,486 Da en vert) dans une coupe de jéjunum a t8s, dans l'organe témoin (a) et
l'organe FAT (b), et leur spectre associé

Au niveau de I'lléon du témoin (Figure 47a), trois lipides sont représentatifs de la structure -
461,1808 Da (paroi externe et lumiere de lorgane) ; le 572,3422 Da présent en faible
proportion dans la lumiére et le 630,4916 Da qui est lui représentatif de la membrane interne
de l'organe. La méme répartition est observée entre 'organe de la souris témoin (Figure 47a)
et celui de la souris FAT (Figure 47b). Cependant, une différence d'intensite est observée
entre ces deux coupes pour le lipide 572,3422 Da (largement plus représenté pour la souris
FAT).
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Figure 47 : Répartition des principaux lipides (461,1808 Da en rouge, 572,3422 Da en bleu et le
630,4216 Da en jaune) dans une coupe d'iléon a t8s, dans I'organe témoin (a) et I'organe FAT (b), et
leur spectre associé

Les principaux lipides caractéristiques de chaque organe sont retrouvés dans le Tableau 13.
Ces especes ont été retrouvées dans les deux temps de Fanalyse (0 et t8s) mais a des

proportions différentes.

MALDI-IMS
10 t8s

592.488 592.488

DUODENUM 781.0669 781.0669
495.3531 495.3531

574.7368 574.7368
JEJUNUM 733.2847 733.2847
787.486 787.486

461.1808 461.1808

ILEON 572.3422 572.3422
630.4916 630.4916

Tableau 13 : Synthése des lipides retrouvés dans I'intestin au cours de 'analyse en imagerie MALDI

11.4.3.2 LC-MS/MS

111.4.3.2.1. Identification des lipides

Choix de la méthode
L'analyse en infusion a permis de réaliser un screening et de déterminer la méthode. Pour
cela, une solution de standards de phospholipides (présentant des chaines d’AG de 24 a 36
atomes de carbone avec jusqu’a 4 insaturations), a été directement injectés dans la source
ESI. L'analyse s'est faite en mode positif pour les PC, et en mode négatif pour les PE, PS,
PA, PI, PG. L'identification des lipides s'est faite par le mode « precursor jon scan » (PIS)
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permettant de choisir les transitions a suivre. Par exemple, le lipide PE (36:4) posséde une
masse de 738,5 Da. Lors de sa fragmentation il va donner deux fragments spécifiques :
255,2 Da correspondant a la perte d'un AG 16:0, et un autre 3 303,2 Da caractéristique de

'AG 20:4 (Tableau 14). L’analyse en LC-

ces deux transitions.

MS/MS sera calibrée pour suivre spécifiquement

S ie D N d
amp'e PIS (m/z) Polarité om v (ScanName)
(m/z) lipide
738,5 255,2 Négative PE 36:4 (FA 16:0)
L 738,5 303,2 Négative PE 36:4 (FA 20:4)

Tableau 14 ; Exemple de transition possible pour le PE(36:4) en infusion en mode négatif

RP-HPLC-MS/MS
L’analyse en LC-MS/MS va permettre de séparer dans un premier temps les phospholipides,
puis dans un second temps les fragmenter. Ainsi, cette méthode permet une double
sélectivité par le temps de rétention et la transition en masse de chaque lipide. L'analyse

s'est d’abord faite sur les standards puis sur les lysats des organes (Annexe 4-8).

11.4.3.2.2. Quantification des lipides

La méthode LC-MS/MS permet de quantifier les lipides au sein des &chantillons. Pour cela,
une méthode de standardisation interne a été choisie. Un mix de standards (PA, PC, PE,
PG, Pl et PS) a étée incorporé dans les échantilions & une concentration connue. Les
résultats ont &té obtenus sur I'étude t8s.

Cette analyse montre que dans le cerveau, les phospholipides les plus abondants sont les
PS et les PC. On retrouve également en pius faible quantité des PA et des PE. Cependant,
au cours du processus d'obésité, la quantité de PS diminue (Figure 48). Cette ciasse de
phospholipide est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, notamment dans les
phénomenes d'apoptose. Cette variation pourrait induire des dysfonctionnements cognitifs.
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Figure 48 : Etude comparative de Ia quantite de phospholipide par classe dans e cerveau apres huit
semaines de régime enrichi en graisse

L'étude sur le rein montre Ia présence d'une grande quantité de PS, mais également de PC,
PE et PA. Chez le sujet obése, I3 quantité de PS est significativement augmentée. De méme
pour le ceeur, la classe de PS est majoritaire et augmentée dans le cas d'un régime enrichie
en graisse. La quantité de PC est quant a elle diminuée (Figure 49).
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Figure 49 : Etude comparative de la quantité de phospholipide par classe dans le rein et le cceur aprés
huit semaines de régime enrichi en graisse

Au niveau de lintestin cette étude montre une différence trés significative entre les deux
populations (Figure 50). En effet, dans le duodénum les phospholipides majoritaires sont les
PA et les PC. Cependant, chez les individus obéses, nous constatons une forte
augmentation de la proportion de PC et une forte diminution de PA. Dans le jéjunum témoin,

les PA sont les phospholipides les plus abondants. Aprés huit semaines de regime gras, les
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autres classes de lipides augmentent significativement. Dans I'léon les PA et les PS sont les
espéces majoritaires a I'état sain, mais aprés une prise de poids, cette répartition est
nettement inversée. Enfin, dans le colon, on retrouve principalement des PS et des PA, mais
au cours de l'obésité cette derniére classe augmente fortement.

L s -
Duodénum Jejunum
B duodenum Témoin = duodenum FAT B jejunum Témoin  ® jejunum FAT
S0 | T £ 100 A
o l °
Se0 E®
= ' R 60
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Figure 50 : Etude comparative de la quantite de phospholipide par classe dans l'intestin aprés huit
semaines de régime enrichi en graisse

l11.4.3.3 Comparaison des deux méthodes d’identification des lipides

Les analyses ont été réalisées sur une gamme de masse de 300 & 1000 Da en MALDI-IMS
et de 400-900 Da en LC-MS/MS. Par conseéquent, les petites molécules de masse inférieure
a 400 Da (lysophospholipides) n'ont pas été détectées en MS/MS. L'identification en
imagerie MALDI s'est accompagnee d'une comparaison a une banque de donnée
(LipidMaps®). En LC-MS/MS, la méthode de standardisation nous a permis d'identifier
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directement, grace a la double sélectivité de la méthode, les lipides présents au sein des
mémes organes. L’ensemble des lipides d'intéréts sont retrouvés dans le tableau ci-dessous,
selon la méthode utilisée.,

MALDIIMS LC-MS/MS
10 t8s Identification
492.98 641787-130‘; LYSOPC
722.99 : 722.99>PC 303
REIN 640.191 °
778.68 AL Na
844.48 ez 780.96 -> PC 365
57322?’229 477.34 LYSOPG
CCEUR 7202 616.73 723.24 SPC 30:3
oo s 640.65 , Nat
o 656.20 70.48 > PC 36:10
733,536
722.536 734.957 734.957 > PC 32:0
748.758 748758 748.758 > PG 347
CERVEAU 772.680 760.719 760.719 > PC 341
798.442 772.680 772.680 -> PC 369
798.442
592,488 595.488
DUODENUM 781.0669 781.0669 LYSOPC
495.3531 495.3531
574.7368 574.7368
JEJUNUM 733.2847 733.2847 LYSOPC
787.486 787.486
461.1808 451.1808
ILEON 572.3422 572.3422 LYSOPC
630.4916 630.4916

Tableau 15 : Comparaison des lipides identifies en MALDI-IMS et en LC-MS/MS

Pour le rein, le cerveau, et le ceeur, Fimagerie MALDI a mis en évidence certains lipides
identifiés également par la méthode LC-MS/MS.

Pour l'intestin, l'dentification par la méthode LC-MS/MS n'a pas pu se faire, car il s'agit de
phospholipides hydrolysés nommeés lysophospholipides (LYSOPC) de masse inférieure au
seuil de détection choisie,

il1.4.4. Conclusion

Lors de ce projet, le laboratoire venait d*acquérir le logiciel permettant de réaliser 'imagerie
moléculaire par spectrométrie MALDI-TOF/T OF. Il s'agit ici, d'une prise en main de la
methode, ce qui nous a permis de comparer la répartition lipidique entre les différents
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organes. Lors de ce travail, nous nous sommes rendu compte de certaines difficultés liées 3
la coupe des organes, notamment le cerveau et Tintestin. En effet, pour le cerveau il est
important de réaliser des sections de coupe a la méme profondeur de rorgane, par ailleurs,
une etude plus approfondie sur les zones impliquées dans I'obésité serait intéressante afin
de définir les sections a observer. Malgré ces difficultés, cette méthode 2 permis une
ébauche de cartographie des zones d'intéréts dans lesquelles une différence au niveau de la
répartition des lipides a pu étre observée,

Depuis cette thése, le laboratoire s'est équipé d'un logiciel de traitement d'images et
d'analyses statistiques permettant une segmentation des zones d'intérét au niveau de
chaque organe (comme présenté ici pour le rein).

Il est a noter que mise de coté Fimportance des sections et de Fapplication de la matrice,
l'approche par imagerie molécuiaire reste jusqu'a présent une approche qualitative qui aide a
visualiser les modifications en surface d'organes des différentes molécules cibles. Il est donc
important d’associer cette approche qualitative & une analyse quantitative plus précise
comme la LC-MS/MS ce qui permet de corréler les modifications au niveau des images &
une identification et quantification des molécules.

Les premiers résultats de cette etude laissent penser la possibilité de modifications
structurales des suites de linstallation de I'obesité. L'analyse par LC-MS/MS quant 4 elle a
permis d'identifier les lipides qui montreraient une différence significative entre la souris
normale et 'obése.

Dans le cerveau, les classes de phospholipides impliguées semblent étre les
phosphatidylsérines et les phosphatidylcholines. il faudrait néanmoins reprendre les images
pour avoir une meilleure visibilité des zones concernees du cerveau (ce travail est par
ailleurs actuellement repris par un étudiant en thése). Comme explique précedemment, la
section des coupes est ici trés importante pour pouvoir effectuer une comparaison entre

deux cerveaux.

Dans le ceeur, les résultats sont en faveur d’'une augmentation des PS et une diminution des
PC. Cependant, nous avons constaté au cours des analyses en imagerie MALD! un biais
potentielle da a la préparation des analyses. En effet, le cosur agissant comme une pompe, il
peut se trouver gorgé de sang au moment du sacrifice. Aussi, l'analyse pourrait étre
compromise par la plus grande présence de lipide circulant chez les souris obéses. Il serait
donc intéressant de réaliser une circulation extra-corporelle avant le sacrifice des animaux
afin de s’affranchir de ce biais potentiel (par ailleurs, Fanalyse sur e coeur a été reprise dans
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le cadre d’une autre étude et ol iIs sont perfusés avant sacrifice pour s'affranchir de ce
biais).

Dans le rein, Ia répartition lipidique entre les deux échantilions est modifise au cours de
I'obésité. On constate également une proportion de PS augmentée, et une diminution des
PE et des PC. Cette différence de proportion entre les organes sains et obéses affecte donc
Fintégrité des membranes plasmiques.

AU niveau intestinal, e profil lipidique observe correspond & la famille des
phosphatidylcholines. Ces observations ont par ailleurs été confirmées par d'autres
investigations réalisées par la suite. Une quantité moindre de ces lipides est observée sur la
paroi intestinale des souris ayant subis un régime gras. Les phosphatidylcholines

apparaissent alors comme un biomarqueur potentiel de I'obésite au niveau de lintestin.
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Conclusion générale et perspectives

L'imagerie moléculaire par spectrométrie de masse {MALDI-IMS) est une nouvelle approche
prometteuse pour détecter les biomolécules. Elle offre la possibilité de visualiser les lésions
et les modifications structurales au niveay moléculaire dans différents organes. Cette
technique est en plein essor, notamment dans I'étude des protéines et des peptides avec le
développement de Fimagerie utilisant des sources d'ionisation & pression atmosphérigue tel
le DESI qui permettrait dans e futur une analyse in vivo de certaines pathologies.

L'étude lipidomique que nous avons menee, était la premigre etape permettant d'observer
des différences entre des organes. Celle-ci a permis de mettre en evidence les lipides
susceptibles d’étre impliqués dans ies mecanismes de 'obésité. Ainsi, des profils lipidiques
au sein de différents tissus ont été obtenus avec une matrice standard (HCCA). La répétition
des résultats pré-confirme cette méthode, et représente donc Ia premiére étape d'un
processus qui devrait valider I'utilisation de cette technique pour un diagnostic précoce de
certaines pathologies,

Au cours de ces travaux, de nombreuses difficultés se sont présentées fonction de l'organe
etudié. L'étude sur le cerveau a montré la nécessité de réaliser des coupes strictement
identiques entre deux cerveaux afin de pouvoir comparer les images. Les analyses MALDI
du ceeur ont mis en évidence un biais non négligeable de par sa fonction de pompe. Les
intestins ont mis en avant la difficulta de réaliser des coupes et Fimportance de délimiter 13
zone a observer.

Bien que prometteuse, cette méthode analytique nécessite donc une bonne préparation des
échantillons du prélévement jusqu'a la coupe. Par ailleurs, le choix de la matrice et son
mode de dépdt conditionnent €galement les résultats. Il serait donc intéressant de refaire les
analyses en utilisant une autre matrice, en observant les mémes classes de molécule, afin
de verifier si une tendance se degage, validant les résultats obtenus. Par ailleurs, il est
important de préciser qu'une absence de détection d’'une molécuie ne signifie pas son
absence au sein de I'échantillon. En effet, des phénoménes de compeétition & la désorption et
a lionisation existent. Ainsi, la capacité d’ionisation de [a molécule va dépendre de ces
caractéristiques mais également de son abondance et de son environnement. C'est pourquoi
en imagerie MALDI on ne peut pas comparer deux zones différentes. La cemparaison doit
en effet se faire sur deux coupes trés similaires, dans une méme zone.
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En outre, une identification et une quantification sont nécessaires pour déterminer I'impact
des phospholipides comme biomarqueurs. Dans ces circonstances, la méthode LC-MS/MS
apporte une contribution non négligeable. En effet, la double sélectivité de cette technique
fait de cette analyse une méthode complémentaire de choix. Cependant, cette technique
nécessite un broyat préalable de Féchantillon et donc une perte de la localisation des
analytes d'intéréts. Dans ce contexte, l'imagerie MALDI apporte donc un support
d'identification permettant de déterminer les zones d'intéréts ou de cible thérapeutique.
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Annexe 1. Table de Quételet (116}
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Annexe 2. Tour de taille en fonction des ethnies d’aprés I'International Diabetes
Federation (IDF) 2006

Tour de taille ]
Pays/Ethnie

Hommes Femmes
_Caucasiens z94 cm z 80 cm
A5|at_|q_ues du Syd (pf)p.uiatlon chinoise, > 90 em > 80 em

malaisienne et indonésienne)
Population chinoise z 90 cm z 80 cm
Population japonaise 290 cm 2 80 cm

Ethnies d’Amérique du Sud et d’Amérique | Utiliser les recommandations sud-
centrale asiatiques jusqu'a ce que des données
plus spécifiques soient disponibles

Origine ethnique africaine subsaharienne | Utiliser les données européennes jusqu'a
ce que des données pius spécifiques
soient disponibles

Utiliser les recommandations sug- Utiliser les données européennes jusqu’a
asiatiques jusqu'a ce que des données ce que des données plus spécifiques
plus spécifiques soient disponibles soient disponibles
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Annexe 3. Courbe de corpulence chez les filles de 0 3 18 ans
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Annexe 4. Identification des Phosphatidylcholines

B IC ot «WAM (14 pars) Exp 2, frotn Sample 1 frx, Py 1 1RE208_(C_std witf {Turbe Spray)
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S'Mi f PC(18:0/18:2)
3267 }
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2607 |
2.4e7- ' PC(34:0) (10.28min)
2274 i
2 20071 _f ‘z
& 1.8e7] :
§ ’-6‘5‘?; | ;1::..».9
e - ) pegra:omg:)
1.2e74 L
we?-j PC(24:0) B
80081 'V PCs0)
69&61 | i = PC{3
0081 | £ ”p“c(aezm PC(48:0)
2,006y ; ] '
00" 2 T B ; r 1‘;-4 18 s 20 @ 34 @ e x
Tirne, min
ID Temps de ID Temps de
échantillon | PIS (m/z) réte:tion N?n_q du échantillon | PIS (m/z) réte:tion N?n,‘ du
(m/z) (min) lipide (m/z) {min) fipide
706.5 1841 7.94 PC30:0 784.6 184.1 9.88 PC36:3
704.5 184.1 8.01 PC30:1 782.6 184.1 8.00 PC36:4
7205 184.1 848 PC32:7 780.5 184.1 8.09 PC 36:5
718.5 1841 8.48 PC32:8 7745 184.1 8.03 PC36:8
760.5 184.1 7.96 PC34:1 772.5 184.1 7.98 PC36:9
753.5 184.1 7.92 PC34:2 8185 184.1 7.96 PC38:0
756.5 184.1 7.95 PC34:3 314.5 184.1 8.12 PC38:2
748.5 184.1 7.85 PC 34:7 813 184.1 7.89 PC38:3
746.5 184.1 7.91 PC34:8 805 184.1 7.90 PC38:7
744.5 184.1 7.84 PC34:9 838.8 184.1 7.82 PC40:4
770.5 1841 7.80 PC36:1 836.6 184.1 7.75 PC40:5
788.7 184.1 7.77 PC36:1 834.6 184.1 7.86 PC40:6
786.8 184.1 7.83 PC3e6:2 8325 184.1 7.29 PC40:7
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Annexe 5. Identification des Phosphatidylsérines
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L o3 g 10 12 N 1€ 8 20 2 24 2 28 32 £V
Time, min
ID échantillon Tf-:mps-de Nom du
(m/2) PIS {m/z) retethnon lipide
{min)
760.5 255.2 8.16 PS34:1
760.5 281.3 8.16 PS34:
788.5 281.3 9.31 PS 36:1
783.5 283.3 9.31 PS36:1
786.5 281.3 8.54 PS 36:2
784.5 279.2 8.13 PS 36:3
784.5 281.3 8.13 PS36:3
810.5 283.3 5.25 PS 38:4
810.5 303.2 5.25 PS38:4
834.5 283.3 8.64 PS 40:6
834.5 327.2 8.74 PS40:6
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Annexe 6. Identification des Acides Phosphatidiques
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b 36 32 ]

1D échantillon Tt'emps_ de Nom du

(m/2) PIS (m/z) reterrtlon lipide
{min)

673.5 255.2 9.22 PA34:1
673.5 2813 9.32 PA 34:1
701.5 281.3 9.28 PA 36:1
701.5 283.3 5.26 PA 36:1
699.5 281.3 8.57 PA 36:2
7235 283.3 4.76 PA 38:4
7235 303.2 4,76 PA 38:4
755.5 309.2 12.53 PA 40:2
751.5 283.3 6.87 PA 40:4
751.5 331.2 6.87 PA 40:4
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Annexe 7. Identification des Phosphatidyléthanolamines
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(m/2) PIS (m/z) rétention lipide
{min)
716.5 255.2 9.83 PE 34:1
716.5 281.3 9.88 PE 34:1
746.5 283.3 9.99 PE 36:0
7445 281.3 11.15 PE 36:1
744.5 283.3 11.18 PE 36:1
738.5 255.2 9.3 PE 36:4
738.5 303.2 9.31 PE 36:4
770.5 281.3 9.20 PE 338:2
770.5 309.2 11.5 PE 38:2
766.5 283.3 11.45 PE 38:4
766.5 303.2 10.60 PE 384
764.5 281.3 10.68 PE 38:5
764.5 303.2 9.67 PE 38:5
762.5 255.2 9.76 PE 38:6
762.5 327.2 9.15 PE 38:6
790.5 283.3 9.14 PE 40:6
790.5 327.2 10.4 PE 40:6

Ludivine MILHORAT | Thase tevercics

{ Université de Limoges | 2017




Annexe 8. ldentification des Phosphatidylglycérols
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Tume, min
ID échantillon T?mps_ de Nom du -’
(m/z) PIS (m/z) rétention lipide
{min) P
747.5 253.2 8.28 PG 34:1
7475 255.2 8.15 PG 34:1
747.5 281.3 8.13 PG 34:1
747.5 283.3 8.15 PG 34:1
7455 255.2 9.44 PG 34:2
745.5 270.2 0.06 PG 34:2
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Serment de Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculié et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui mont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle 3 Jeur enseignement ;

- d'exercer, dans Pintérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles de I'honneur, de Iz
probité et du désintéressement ;

-de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers Je malade et sa dignité
humaine, de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele 3 mes promesses.

Que je sois couvert d'opprobre et méprisé de mes confréres, si j'y manque.
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Contribution of mass spectrometry and MALDI-TOF imaging in the study of the impact
of obesity on the organism

| 'obésité est 'un des plus graves problémes de santé publique dans le monde, qui affecte
aujourd’hui 13% de la population mondiale. Cette pathologie chronique créée des
complications telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete, I'arihrose et le cancer,
entrainant la mort d’au moins 2.8 millions de personnes chague années.

L'imagerie MALDI offre la possibilité de visualiser les modifications structurelles et spatiales
des molécules a la surface de différents organes. Aucune préparation d’'échantilion n’est
nécessaire pour réaliser cette analyse, une simple microsection & l'aide d'un cryostat et
I'application d’une matrice sont a réaliser avant I'analyse. L'étude en imagerie MALDI-TOF a
permis d'obtenir des images de profils lipidique de quatre organes différents, potentiellement
impactés par 'obésité : le cerveau, le cosur, le rein et I'intestin. Ces profils correspondent a la
famille des phospholipitles et mettent en évidence la difference moléculaire entre les tissus
sains et obéses. Cette évaluation analytique représente la premiére étape d'un processus
qui devrait étre validé par la suite en optimisant les différents paramétres et rendre ainsi
I'utilisation de I'imagerie moléculaire une méthode de routine dans la pratique clinique. 1 est
a noter qu'une identification et une quantification sont nécessaires par LC-MS/MS pour
déterminer le réle des phospholipides identifiés comme biomarqueurs.

Mots-clés : Obésité, Imagerie par spectrométrie de masse, MALDI-TOF, matrice HCCA,
Phospholipides, LC-MS/MS

Contribution of mass spectrometry and MALDI-TOF imaging in the study of the impact
of cbesity on the organism

Obesity is one of the most serious public health problems in the world, which today affects
13% of the world's population. This chronic pathology creates complications such as
cardiovascular disease, diabetes, osteoarthritis and cancer, resulting in the death of at least
2.8 million people each year.

MALDI Imaging offers the possibility to visualize structural and spatial changes of molecules
on the surface of different organs. No sample preparation is necessary to carry out this
analysis, a simple microsection using a cryostat and the application of a matrix are to be
carried out before the analysis. The MALDI-TOF imaging study resulted in images of lipid
profiles from four different organs, potentially affected by obesity : the brain, heart, kidney,
and intestine. These profiles correspond to the Phospholipid family and highlight the
molecular difference between healthy and obese tissues. This analytical evaluation
represents the first step in a process that should be validated later by optimizing the different
parameters and thus making the use of molecular imaging a routine method in clinical
practice. Note that identification and quantification are required by LC-MS/MS to determine
the role of phospholipids identified as biomarkers.

Keywords : Obesity, Mass spectrometry imaging, MALDI-TOF, HCCA matrix, Phospholipids,
LC-MS/MS




