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RESUME

Analyse comparative du métabolome de I'air exhalé
de patients de réanimation, intubés ventilés en état de choc
et de patients programmeés de bloc opératoire

Problématique : L'état de choc et les dysfonctions d’organes qui lui sont associées sont une cause
importante de morbidité et de mortalitt en réanimation. De nombreux signaux moléculaires sont
impliqués dans la pathogénese de ces dysfonctions, notamment la dysfonction respiratoire. La prise en
charge optimale de ces patients va nécessiter une meilleure compréhension des mécanismes
responsables de l'infection et de I'inflammation. L'analyse métabolomique qui combine chromatographie
en phase liquide et spectrométrie de masse est en plein essor. Elle permet d’appréhender I'ensemble
des métabolites, qu'ils soient substrats, produits ou cofacteurs impliqués dans les réactions
enzymatiques ou chimiques, et de définir un profil métabolomique spécifique d’une population.
L’analyse métabolomique peut étre ciblée sur la recherche d'un biomarqueur connu ou conduite de
fagon plus globale a la recherche de molécules d'intérét différenciant deux populations.

Objectif: Le but de cette étude prospective était de démontrer une différence de profils
métabolomiques entre des patients ventilés, programmés au bloc opératoire pour une chirurgie réglée
et des patients de réanimation en état de choc avec dysfonction respiratoire.

Matériel et Méthode : Les condensats d’air exhalé sont recueillis puis analysés en chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (mode d'ionisation positif et négatif). Nous
avons utilisé une analyse multivariée en OPSL-DA et utilisé R2 (> 40 %) pour expliquer la variance du
modéle et Q2 (> 50 %) pour la capacité prédictive du modele.

Résultats : Nous avons inclus 26 patients, 12 patients en état de choc et 14 patients de bloc opératoire.
Nous mettons en évidence une différence significative sur les analyses multivariées : en mode positif,
R2 =78 % et Q2 =75 % ; pour le mode négatif, R2 = 72 % et Q2 = 50 %. Ces analyses ont également
permis de mettre en évidence des métabolites d'intérét (VIP).

Conclusion : Le profil métabolomique des condensats d’air exhalé de patients sains ventilés au bloc
opératoire pour une chirurgie programmée est différent de celui de patients de réanimation en choc
avec une défaillance respiratoire. Cependant, la différence de profil métabolomique entre ces deux
populations n'est pas surprenante. L'étape suivante est d'identifier les métabolites d’intérét qui les
différencient. Ces métabolites pourraient étre des biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques. Grace
a son caractére non invasif, le recueil des condensats d’air exhalé peut étre répété sans risque, de la
phase aigué a la résolution de l'agression pulmonaire. L'analyse métabolomique globale pourrait
permetire une meilleure compréhension de la mécanistique de I'inflammation pulmonaire et permettre la
mise en évidence de nouvelles voies métaboliques.



Metabolomics Applied to Exhaled Breath Condensate of Ventilated Patients:
Comparison between an Operating Room Population
and an Intensive Care Unit Population with Shock and Respiratory Failure.

Rationale: Shock and associated organ dysfunctions is a major cause of morbidity and mortality in
intensive care. Many molecular signals involved in the pathogenesis of these dysfunctions, including the
respiratory one. Optimal care of patients with respiratory associated failure and shock will require a
better understanding of mechanisms underlying response to infection and inflammation. The application
of metabolomic profiling on biofluid is an emerging approach that provides biochemical profiles of low-
molecular-weight endogenous metabolites. The extreme sensitivity of this technique combining liquid
chromatography and mass spectrometry allows analysis of new biofluids such as exhaled breath
condensate (EBC). Metabolomic analysis can be conducted in a targeted way (search for metabolites
already known as biomarkers) or global (search for Variable Importance Parameters that may offer a
more relevant, amplified signature).

Objective: The aim of this prospective study was to demonstrate a difference in EBC metabolomic
profile between ventilated shocked patients and healthy ventilated patients of operating room.

Methods: EBC were collected during mechanical ventilation and analyzed by UPLC coupled with a Q
Exactive Mass Spectrometer using an electrospray ionization in both positive and negative modes. We
performed multivariate data analysis (OPLS-DA) using R2 (>40%) and Q2 (>50%) values as
representative of the model quality (model's variance and predictive ability respectively).
Results: We included 26 ventilated patients, 12 patients in shock and 14 patients of the operating room.
We found a significant difference in multivariate analyzes and a correct predictability of our models (Q2
= 75%, R2 78% and Q2 = 50%, R2 = 72% for positive and negative electrospray ionization
respectively). These analyze also highlight distinct metabolites of interest between the 2 populations.

Conclusion: The metabolomic profiles of EBC collected from intubated healthy patients ventilated in the
operating room or from shocked patients with a respiratory failure are different. However, a difference in
metabolomics between healthy individuals and those with critical illness is not surprising. The next step
is to identify metabolites of interest that discriminate the 2 populations; metabolites that could be
diagnotic or prognostic biomarkers. Thanks to its non-invasive nature, EBC collection can be renewed
from acute phase to resolution of the respiratory associated failure of shock. Global metabolomic
analysis could provide a better understanding of the pathogenesis of pulmonary inflammation and pave
the way for new ways of regulation.



Analyse comparative du métabolome de l'air exhalé de
patients de réanimation, intubés ventilés en état de choc

et de patients programmeés de bloc opératoire.



Introduction

L’état de choc et la dysfonction d’organes associée est une cause majeure de mortalité et de morbidité
en réanimation. De nombreux signaux moléculaires sont impliqués dans la pathogénése de ces
dysfonctions entrainant une altération profonde du métabolisme cellulaire. L'état initial est une activation
immunologique excessive par les médiateurs et les cytokines pro-inflammatoires entrainant une
dysrégulation systémique et des défaillances organiques multiples. Les atteintes rénales et respiratoires
sont les plus fréquentes. Le mécanisme spécifique de ces atteintes n'est pas encore élucidé, bien que
de nombreuses cytokines et antigénes solubles aient été mis en évidence dans les lavages broncho-
alvéolaires. Toutefois, ces marqueurs biologiques isolés ne permettent pas d’évaluer 'ensemble de la
réaction pulmonaire et, par la méme, de comprendre le mécanisme de cette défaillance respiratoire.
L’analyse métabolomique, décrite en 1998 1 et actuellement en plein essor, pourrait nous permettre
d’appréhender 'ensemble de ces modifications.

Derniére-née des approches « omiques », c'est-a-dire génomique (étude de I'ensemble des génes),
transcriptomique (étude de I'ensemble des ARN messagers) et protéomique (étude de I'ensemble des
protéines), I'analyse métabolomique évalue par chromatographie et spectrométrie de masse le
métabolome, c’est-a-dire le spectre de 'ensemble des métabolites contenus dans un fluide biologique :
urine, plasma, liquide cérébro-spinal (LCS), lavage broncho-alvéolaire, broyat cellulaire 2. Les
métabolites sont des substrats, produits ou cofacteurs de réactions enzymatiques ou simplement
chimiques, impliqués dans les processus métaboliques. Le terme métabolite inclut par conséquent
toutes les molécules de faible masse moléculaire (< 1500 Dalton), telles que les acides organiques, les
sucres, les acides gras, les métabolites conjugués, les acides aminés mais aussi certains peptides
(glutathion), les vitamines, les stéroides, les xénobiotiques et d’autres molécules 3. Ainsi, I'analyse
métabolomique permet de mesurer les modifications de I'ensemble des métabolites d’une cellule, d’'un

tissu, d'un organe ou d’un organisme, secondaires a une variation de I'état physiologique, quelle qu’en



soit la cause (Figure 1) 4 5. Elle permet donc a la fois une analyse globale (métabolome), mais aussi

ciblée sur un métabolite particulier.

Concernant la pathologie pulmonaire, I'analyse métabolomique a été I'objet de nombreuses publications
pour le suivi des patients asthmatiques 6, atteints de BPCO 7, exposés a des substances toxiques ou
environnementales 8, atteints de pathologie néoplasique 9, ou de patients de réanimation avec une
atteinte pulmonaire. Mais ces analyses, réalisées sur des condensats d’air exhalé ou de liquide de
lavage broncho-alvéolaire, ne s'intéressaient qu'a certains métabolites déja référencés (interleukine,
récepteur soluble de Trem1) 0. Il n'existe pas de donnée concernant le métabolome dorigine
pulmonaire dans I'état de choc. Pourtant son analyse pourrait étre informative. Il a été montré, par
rapport a des sujets sains, des métabolomes différents chez les patients atteints de sclérose latérale
amyotrophique (analyse du LCS) ', avec une atteinte coronarienne tri-tronculaire (analyse du
plasma) 12 et chez des enfants atteints d'autisme (analyse des urines) '3. Des métabolomes différents
ont été mis en évidence chez des patients atteints de pneumopathie (analyse plasma) 4 ou avec un
sepsis (analyse urine) 15 en fonction du pronostic et de la mortalité a Jgo.

Nous avons émis I'hypothése que I'analyse métabolomique globale et ciblée du condensat d'air exhalé,
non invasif par rapport au lavage broncho-alvéolaire, pourrait nous permettre d'étudier le mécanisme de
I'atteinte pulmonaire associée aux états de choc. Toutefois, la premiére étape est de mettre en évidence

un métabolome différent du condensat entre des patients en état de choc et des sujets contréles.

C’est pourquoi, I'objectif de notre étude prospective a été de comparer le métabolome du condensat
d’air exhalé de patients intubés ventilés en état de choc a celui de patients bénéficiant d’'une chirurgie

programmée sous anesthésie générale.



Figure 1: représentation des différents processus entre ADN et métabolite, exploration ciblée
globale et objectif de I'analyse des métabolites.

ou



Matériel et Méthodes

Patients

Aprés information des patients ou de leur personne de confiance, 26 patients majeurs (dont 7 femmes
non enceintes), non sous protection et ne recevant pas de gaz halogéné, ont été inclus. lls étaient
répartis en 2 groupes : 14 patients dans le groupe bloc (Grp b) et 12 dans le groupe réanimation
(Grp ).

Les patients du Grp b bénéficiaient d'une chirurgie programmée sous anesthésie générale
intraveineuse continue (propofol, rémifentanil) et d’'une ventilation en oxygéne-air. Le monitorage
peropératoire était conforme aux bonnes pratiques pour le type de chirurgie et adapté aux antécédents
du patient. En cas de pathologie pulmonaire préopératoire décompensée et d’hémodynamique instable
peropératoire (nécessité d’amine pressive 1V a la seringue électrique), les patients n’étaient pas inclus.
Le condensat d’air exhalé était collecté dans I'heure suivant l'intubation, avant le début de la chirurgie.
Les patients du Grp r étaient hospitalisés en réanimation pour un état de choc. lls bénéficiaient tous
d’'une sédation intraveineuse continue (midazolam, sufentanil) et d’'une ventilation en oxygéne-air. Le
monitorage en réanimation était conforme aux bonnes pratiques et adapté a la pathologie du patient et
a ses dysfonctions d’'organes. En cas de syndrome de détresse respiratoire aigué avec une pression
artérielle en oxygéne / fraction inspirée en oxygéne (PaFi) < 100, le patient n’était pas inclus.

Dans les deux groupes, I'air et 'oxygéne étaient délivrés sans polluant externe grace au systéme des
fluides hospitaliers ; les tuyaux du respirateur et la sonde d’intubation étaient identiques. Par ailleurs, les
prélevements de condensat étaient effectués dans la matinée pour éliminer un éventuel impact du

rythme nycthéméral.



Condensat d’air exhalé

Le condensat d'air exhalé était recueilli grace a un condensateur Ecoscreen™ (Viasys HealthCare,
Hoechberg, Germany). Il est composé a 99,9 % de vapeur d’eau et contient des gouttelettes du liquide
de revétement épithélial, aérosolisé par la turbulence de I'air dans 'arbre bronchique lors de l'inspiration
et de I'expiration 13.14, La condensation du flux d'air expiratoire s'effectue a —20°C dans un systéme de
manchon réfrigéré avec valve a double voie anti-retour permettant le recueil du condensat dans une

cupule en polypropyléne préalablement stérilisée (Viasys Healthcare, Hoechberg, Germany) (Figures 2

et 2bis).
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Figure 2 : Condensateur. Figure 2 bis : Cupule de recueil du condensat.



Le condensateur était positionné sur les branches inspiratoire et expiratoire du circuit du respirateur ; le
filtre antibactérien était placé a la fin de la branche expiratoire. Le manchon était connecté directement
a la sonde d'intubation aprés clampage de celle-ci, afin d’éviter le dé-recrutement alvéolaire. Ce
branchement permettait de recueillir 'aérosolisation pulmonaire (la vapeur d’eau des voies aériennes)
directement, sans contamination oropharyngée. La durée de recueil était de 20 minutes, permettant de
récupérer 3 ml de condensat répartis en 3 aliquots de 1 ml dans des Eppendorfs de 1,5 ml en
polypropylene. A lissue du recueil, le condensateur était retiré du circuit de ventilation sans dé-
recrutement alvéolaire. Tout au long du recueil, la sécurité des patients était préservée par les
précautions décrites en annexe 1.

Les trois aliquots étaient stockés dans un congélateur a — 80°C. Pour I'analyse métabolomique, les
condensats étaient transportés au laboratoire dans un conteneur isotherme rempli de carboglace. Ce
mode de conservation assurait la stabilité des échantillons (études de stabilité extraites de données sur

le stockage du LCS) 5.

Analyse métabolomique

L’analyse métabolomique des condensats était réalisée par chromatographie liquide UHPLC Ultimate
3000™ (Dionex Corporation, Sunnyvale, Californie, USA) couplée a la spectrométrie de masse par un
spectrométre Orbitrap Q Exactive™(Thermofischer Scientific, San Jose, Californie, USA). Un mélange
d’étalons internes a été ajouté a raison de 5 pL pour 195 pL d’échantillon biologique pour permettre un
contréle de stabilité de I'analyse. Pour la chromatographie liquide, I'analyse des échantillons a été
encadrée par l'injection de 2 pools identiques pour permettre d’éliminer une modification d’ionisation. Le
temps d’acquisition en mode positif était choisi a 20,5 min et a 10,3 min en mode négatif (annexe 3)
avec un gradient comprenant une phase A aqueuse contenant 0,1 % d’acide formique et une phase B
organique contenant de I'acétonitrile et 0,1 % d’acide formique (gradients représentés en annexe 2). Le

débit d'ionisation était maintenu a 250 uL/min et le volume injecté était de 20 pL.



Les données obtenues par LC-MS était analysé par le logiciel SIEVE 2.0® (Thermofischer Scientific,
San Jose, Californie, USA) qui permettait d’effectuer un alignement chromatographique, d’extraire une

liste d'ions selon le rapport de leur masse sur leur charge (m/z), le temps de rétention et l'intensité des

ions. SIEVE 2.0% (Thermofischer Scientific, San Jose, Californie, USA) réalise une matrice Excel®

(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) complexe. Aprés une analyse manuelle

permettant d’éliminer les signaux parasites correspondants aux bruits de fond, les données étaient

analysées par le logiciel Xcalibur® (Thermofischer Scientific, San Jose, Californie, USA). Ce logiciel

permettait de vérifier que les pics correspondaient a des ions.

Données

Outre les données issues de I'analyse métabolomique, pour chaque patient, il était colligé les données
suivantes : age, sexe, motif d’hospitalisation, antécédents, traitements regus sur les 24 derniéres
heures, délai depuis l'intubation. Les parametres ventilatoires (VT, PEEP, FiO,, pression de plateau), la

température oesophagienne du patient et de la piéce étaient notés.

Analyse Statistique

Données patients
Les résultats sont exprimés en médiane [extrémes]. Pour les comparaisons, un test de Mann et Whitney

a été réalisé. Un p < 0,05 était considéré comme significatif.

Données de I'analyse métabolomique
L’ensemble des données a été soumis a des analyses statistiques multivariées grace aux logiciels

SIMCA® (Soft Independent Modelling by Class Analogy) (Umetrics, Umea, Suéde). L'analyse comportait



deux temps. Un premier temps descriptif, appelé analyse en composante principale (ACP), permet de
décrire les données et de visualiser leur répartition spontanée selon les individus. Il ne nécessite pas
d’information « a priori » sur la nature des échantillons. Le second consistait en une analyse explicative
multivariée appelée OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Square — Discriminant Analysis). Un modele de
régression permet de séparer les individus inter- et intra-groupes, et de détecter les métabolites
discriminants en fonction de leur puissance. Appelés VIP (Variable Importance Parameters), ces
métabolites sont définis par leur rapport m/z.

La puissance de nos modéles était confirmée par des tests statistiques multivariés R2 (coefficient de
détermination) et Q2 (paramétre de préediction). Nous considérons le modéle robuste avec R2> 50 % et

Q2 >40 %.M.



Résultats

Patients et prélevements

Les principales caractéristiques des vingt-six patients inclus, 12 dans le Grp r et 14 dans le Grp b sont
résumés tableau 1. Les motifs d’hospitalisation étaient, en réanimation: 9 chocs septiques
(7 secondaires a des péritonites et 2 a des pneumopathies), 1 choc anaphylactique, 1 choc
hémorragique et 1 choc cardiogénique ; au bloc opératoire : 7 actes chirurgicaux sur l'artére fémorale
(endartériectomie ou pontage), 6 interventions sur l'aorte et 1 phlébectomie. Ainsi, du fait de la
pathologie, du type de chirurgie et des antécédents, les traitements regus par les patients étaient

différents en intra- et inter-groupe.

Pendant tous les prélevements, nous n’avons noté aucune complication liée a la procédure de
collection des condensats (cf. annexe 1). La technique de recueil a été jugée simple, reproductible et
efficace, ne conduisant a aucune exclusion. Le volume de condensats d’air exhalé récolté en 20 min

variait de 2 a 3 ml.

Analyse métabolomique

Les données de la LC/MS, aprés vérification de la stabilité des étalons internes, ont été analysées par
le logiciel SIEVE 2.0® (Thermofischer Scientific, San Jose, Californie, USA). Ce logiciel a permis
d’identifier 10.972 pics chromatographiques pour le mode positif et 1.468 pics chromatographiques pour
le mode négatif exprimés en ligne Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Aprés
analyse manuelle des chromatogrammes, 1.762 ions en mode positif et 545 ions en mode négatif était
retenus. Aprés traitement de ces derniers par le logiciel XCalibur® (Thermofischer Scientific, San Jose,
Californie, USA) et la recherche de I'enrichissement isotopique des ions, le nombre d'ions retenus était

de 1.345 en mode positif et de 460 en mode négatif.
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L’analyse multivariée OPLS-DA, effectuée par le logiciel SIMCA® (Thermofischer Scientific, San Jose,

Californie, USA) sur la totalité des 1.345 ions retenus en _mode positif, permettait d’obtenir une

différenciation des 2 groupes. La robustesse de ce modéle de représentation des données est validée
par la bonne valeur de R2 (R2 = 0,70) indiquant que 70 % de la variance des données est expliquée par
ce modele ; Q2 = 0,42 représente la capacité prédictive du modéle. La répartition des Grp b et r est
illustrée par la Figure 3. Le groupe p (Grp p) correspondait aux patients groupés en pools pour
I'analyse. Le regroupement en pool permettait de confirmer la fiabilité de I'analyse. Aprés élimination
des pools et des ions avec faible variation et ayant un faible pouvoir de discrimination entre les groupes,
29 ions présentant un coefficient de variation > 1, appelés VIP (Variable Importance in Projection), ont
été retenus et sont représentés Figure 4. La robustesse de ce modéle de représentation des données
est validée par la bonne valeur de R2 (R2 = 0,78) indiquant que 78 % de la variance des données est

expliquée par ce modéle ; Q2 = 0,75 représente la capacité prédictive du modeéle.

L’analyse multivariée OPLS-DA sur la totalité des 640 ions retenus en mode négatif permettait d’obtenir
une différenciation des 2 groupes. La robustesse de ce modéle de représentation des données est
validée par la bonne valeur de R2 (R2 = 0,72) indiquant que 72 % de la variance des données est
expliquée par ce modele ; Q2 = 0,50 représente la capacité prédictive du modéle. La répartition des
groupes b et r est illustrée par la Figure 5. Apres élimination des pools et des ions avec faible variation
et ayant un pouvoir faible de discrimination entre les groupes, 60 ions présentant un coefficient de
variation > 1, appelés VIP (Variable Importance in Projection), ont été retenus et sont représentés
Figure 6. La robustesse de ce modéle de représentation des données est validée par la bonne valeur
de R2 (R2 = 0,61) indiquant que 61 % de la variance des données est expliquée par ce modéle ;

Q2 = 0,45 représente la capacité prédictive du modéle.
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Que ce soit en mode positif ou négatif, 3 patients (GJ, FL, DS) se situent en dehors de leur groupe.
L’analyse du dossier clinique ne retrouve pas de caractéristique particuliére pour les patients FL et DS ;
pour le patient GJ, une maladie inflammatoire (sclérodermie) avec poussée datant de moins de 10 jours

par rapport a l'inclusion est retrouvée.
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Tableau 1 : Caractéristiques des patients. La donnée PaFi n'est pas documentée pour les patients du
groupe bloc car ils ne bénéficiaient pas d’'une gazométrie artérielle peropératoire.

Groupe bloc Groupe réa

(Grp b) (Grpr) 0

(n=14) (n=12)
Femme 1 6
Homme 13 6
Age (années) 62 [49-83] 71 [53-89] 0,22
Parametres respiratoires
PEEP (cmH:0) 5 [0-8] 55 [5-8] 0,018
Volume (L/min) 6,1  [4,0-7,6] 9,15 [6,9-11,6] 0,000914
FiO2(%) 60 [50-60] 50 [33-80] 0,04
PaFi (mmHg) 232 [126-415]
Durée de ventilation (h) 0,75 [0,3-2,0] 20 [12-384] 0,00001
Pression de plateau (cmH20) 16,5 [14-20] 18 [16-28] 0,105
Température (°c)
Patient 36  [35,7-36,6] 37,9 [36,3-39,9] 0,00003
Piece 20 [20] 25 [24-26) 0,00012
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Figure 3 : Carte des similarités (« Score Plot ») aprés une analyse discriminante par OPLS-DA (losange
bleu=Grpb; carré rose =Grpr; = pools)

Un symbole correspond a un patient. Les 3 patients identifiés par leurs initiales sont des patients sortant
de leur groupe.

II'n’y a pas d’unité sur les axes ; c’est un cercle entourant 95 % des projections des données.

Figure 4 : Carte des similarités (« Score Plot ») apres une analyse discriminante par OPLS-DA (losange
bleu=Grp b ; carré rose = Grp r)

Un symbole correspond a un patient. Les 3 patients identifiés par leurs initiales sont des patients sortant
de leur groupe.

Il n’y a pas d’unité sur les axes ; c'est un cercle entourant 95 % des projections des données.
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Figure 5 : Carte des similarités (« Score Plot ») aprés une analyse discriminante par OPLS-DA (losange
bleu=Grpb; carré rose =Grpr; = pools)

Un symbole correspond a un patient. Les 3 patients identifiés par leurs initiales sont des patients sortant
de leur groupe.

II'n’y a pas d’unité sur les axes ; c’est un cercle entourant 95 % des projections des données.
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Figure 6 : Carte des similarités (« Score Plot ») aprés une analyse discriminante par OPLS-DA (losange
bleu = Grp b ; carré rose = Grp r)

Un symbole correspond a un patient. Les 3 patients identifiés par leurs initiales sont des patients sortant
de leur groupe.

II'n’y a pas d’unité sur les axes ; c’est un cercle entourant 95 % des projections des données.
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Discussion

Notre travail est, a notre connaissance, la premiere étude de métabolomique globale sur les condensats
d’air exhalé, comparant des patients intubés ventilés de bloc opératoire aux patients de réanimation en
état de choc. Elle confirme que le recueil de condensats d'air exhalé de patients ventilés est applicable
facilement au sein d’'un service de réanimation. Elle met en évidence un métabolome différent des
condensats entre les 2 groupes. Par ailleurs, ces métabolites d'intérét, différents entre les 2 groupes,
suggeérent que cette méthode pourrait aider a la compréhension des mécanismes de I'agression

pulmonaire du patient de réanimation.

Pour I'analyse métabolomique du systeme pulmonaire, nous avons utilisé le recueil du condensat d’air
exhalé. Il est composé a 99,9 % de vapeur d’eau contenant des gouttelettes du liquide de revétement
épithélial des voies aériennes avec les composés hydrosolubles 7. L'aérosolisation du liquide qui revét
les voies aériennes (airway lining fluid) se fait par la turbulence de I'air dans I'arbre bronchique lors de
linspiration et de I'expiration 6. La recherche en pneumologie a beaucoup utilisée cette technique chez
le patient en ventilation spontanée 6789, Sa réalisation chez le patient intubé permet d'éviter la
contamination par la sphére oro-pharyngée et ainsi d'augmenter sa pertinence. L'utilisation de fluides
médicaux normalisés et d’'un matériel identique chez tous les patients (sonde d'intubation, circuit du
respirateur), comme cela a été le cas dans notre étude, permet encore de diminuer la variabilité
interindividuelle. Ces deux précautions permettent d’augmenter la probabilité que les métabolites

d’intérét mis en évidence ne soient pas secondaires a la seule différence des matériaux.

L’analyse métabolomique du lavage broncho-alvéolaire n'a pas été choisie, comme cela a déja été
rapporté 17 : cette méthode est plus invasive, parfois difficile chez le patient instable, peut modifier le

comportement de la barriére alvéolo-capillaire et, par Ia méme, les résultats de 'analyse. Le recueil de
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condensat est non invasif : il peut donc étre répété pour permettre un suivi du systéme pulmonaire et

étre interprété sans réserve.

L’analyse métabolomique des condensats requiert une grande rigueur durant toutes les étapes du
processus. La sensibilité importante de la technique et la complexité de I'analyse peut biaiser les
résultats. Des recommandations concernant le recueil (asepsie, standardisation des cupules), le
stockage (- 70°) et I'analyse des condensats d’air exhalé ont été éditées par The American Thoracic
Society (ATS) et de 'European Respiratory Society (ERS) en 2005 '7. Notre méthode standardisée, qui

n’impliquait que deux expérimentateurs, était conforme a ces recommandations.

L’empreinte métabolomique des condensats chez les patients de bloc ou de réanimation était différente.
De nombreuses différences opposent ces groupes (durée de ventilation, motif d’hospitalisation et
traitements regus). Le choix d'une approche métabolomique globale imposait la comparaison de
groupes les plus semblables possibles. Ainsi, nos 2 groupes sont identiques sur toute la partie
technique liée a la ventilation. lls different par les traitements regus dans les 24 heures précédant
linclusion et dont on pourra tracer I'empreinte métabolomique. lis différent enfin par la défaillance
hémodynamique et ventilatoire qui n'existe que dans le groupe réanimation. Notre hypothése est que,
une fois isolé ce qui dépend des traitements regus, les métabolites d'intérét retrouvés ne seront liés qu'a
la pathologie respiratoire et hémodynamique. L'absence d’étude similaire rend difficile une discussion
plus précise de ces résultats. Cependant, I'analyse métabolomique globale a déja été réalisée pour la
separation de deux populations ne différant que par l'existence ou non d'une pathologie. En effet, une
analyse métabolomique globale sur le LCS, de patient atteint ou non de SLA, a permis d'isoler les deux
populations. L’analyse excluait 60 % et 80 % des chromatogrammes et obtenait des représentations

OPLS-DA avec des seuils de R2 = 0,60 et Q2 = 0,39 ''. Une analyse globale sur le plasma a permis
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également de séparer une population avec atteinte coronarienne tri-tronculaire de celle a coronaire
saine avec des scores de sensibilité et spécificité de 90 %12.

Ces premiers résultats chez les patients de réanimation ouvrent de vastes champs d'investigations,
d’autant que le métabolome des patients de chaque groupe semble similaire, hormis pour 3 patients.
Les caractéristiques cliniques du patient GJ de bloc opératoire pourraient expliquer que son empreinte
métabolomique soit proche des malades du groupe réanimation. Sa sclérodermie avec une poussée
récente se rapproche peut-étre des états inflammatoires des patients de réanimation. Pour les deux
autres patients, nous n‘avons pas d’explication. Un effectif plus important permettrait peut-étre de
proposer des variables explicatives.

Quatre-vingt-neuf métabolites d'intéréts ont été mis en évidence. Pour une compléte validation de ces
métabolites VIP présents dans chaque groupe, il faut identifier leur formule chimique afin de savoir si le
métabolite VIP est le témoin d'une voie métabolique (physiologique ou non) ou le produit de
dégradation d’'un des médicaments administrés. Cette identification permettrait de connaitre le

retentissement de I'état de choc au niveau de la membrane alvéolo-capillaire.

Nous avons noté plusieurs limites a notre étude. Certes, nous avons mis en évidence une différence
des métabolomes entre les deux groupes avec un faible effectif de patients mais la grande sensibilité de
I'analyse métabolomique, le risque de biais a chaque étape de la technique et du traitement des
données nécessitent un nombre plus important de patients par groupe. Si le traitement des données est
effectué avec des logiciels de traitement adaptés, la sélection manuelle des chromatogrammes pour
I'élimination du bruit de fond peut étre imparfaite et modifier les résultats du métabolome ou des
métabolites d'intéréts. Dans notre étude, la réduction des données par ce traitement manuel était de
65485 %, comparable aux autres études de métabolomique globale ''. Par ailleurs, les analyses

multivariées en OPLS-DA sont également variables en fonction de la significativité des métabolites
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selectionnés. Dans notre étude, les seuils de significativité R2 et Q2 supérieurs respectivement a 50 et

40 % témoignent d’une puissance correcte pour des données biologiques.

En conclusion, notre étude montre que I'empreinte métabolique de condensats d’air exhalé chez des
patients intubés de réanimation en état de choc est différente de 'empreinte métabolomique de patients
sous anesthésie générale de bloc opératoire. L'étape suivante est d'identifier les métabolites d'intérét
qui différencient ces deux populations. Ces métabolites pourraient étre des biomarqueurs diagnostiques
ou pronostiques. Grace a son caractére non invasif, le recueil des condensats d'air exhalé peut étre
répété sans risque, de la phase aigué a la résolution de I'agression pulmonaire. Nos résultats doivent
toutefois étre confirmés par un collectif de patients plus important. Ainsi, I'analyse métabolomique
globale pourrait permettre une meilleure compréhension de la mécanistique de [linflammation

pulmonaire et permettre la mise en évidence de nouvelles voies métaboliques.
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Annexe 1.
Sécurité

L'innocuité du systéme a été rapportée dans la revue de Stewart en 2011 qui n’identifie aucun incident
sur les 10.000 prélevements recensés 19, les risques possibles sont :
- I'extubation du fait du manque de souplesse du bras ;
- les problemes de ventilation, de fuite du systéme ou de difficultés expiratoires liés a la valve a
double courant ;
- les infections par la manipulation de la sonde.

Les deux premiers sont prévenus par la présence constante auprés du patient d’'un membre de I'équipe
soignante. Aucune extubation et aucun probléme ventilatoire n’est a déclarer (fuites systéme < 50 mi).
Le troisieme est limité par :

- le respect des conditions d’hygiéne et du protocole de service lors des soins des patients ;

- I'utilisation de matériel a usage unique (tuyau et filtre) ;

- la désinfection rigoureuse du matériel ;

- la désinfection du dispositif et des cupules aprés chaque utilisation.
Cette stérilisation se fait en trois étapes selon un processus validé par le CLIN du CHU de Tours pour le
bio-nettoyage des dispositifs médicaux invasifs non usage unique (cf. Figure 7).
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Figure 7 : Protocole CLIN pour la décontamination du matériel souillé non a usage unique.
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Annexe 2.

Sur les Figures 8, sont exposés le choix du gradient et I'élution de la phase mobile en mode positif et
négatif. Le gradient est choisi pour une élution correcte tout en gardant un temps d'acquisition

acceptable.

A

1004

I 1
00 25 50 15 LT - T 1/ 09 a 13 ] 38 0

Figures 8 :
A : Gradient choisi en mode positif ; dans cet exemple, le temps d’acquisition choisi était de 20,5 min.

B : Gradient choisi en mode négatif ; dans cet exemple, le temps d’acquisition choisi était de 10,3 min.

25



Annexe 3.
Analyse métabolomique

L’analyse du métabolome est une approche multidisciplinaire mettant en jeu la chimie analytique, le
traitement du signal et I'analyse statistique.

L’analyse se déroule selon les étapes décrites sur les Figures 9 et 10 :
- lerecueil;
- le traitement pré-analytique ;
- l'analyse des échantillons ;
- le traitement des données ;
- lanalyse statistique.

PREPARATION DE ACQUISITION DES DONNEES TRAITEMENT ET ANALYSE
L'ECHANTILLON , STATISTIQUE DES DONNEES

‘ ‘ ECHANTILLONS
—_—

‘ | I | "ll‘

&
"

| | Le
EXTRACTION | L | z 2
o] L ALY T | I <s
\ DILUTION... j \* 'f-,".‘-"ﬂ'*_;* LueSi AL y Z
CONFIRMATION ET IDENTIFICATION DES METABOLITES
QUANTIFICATION

BASES DE DONNEES, MS/MS...

- &
= 104p* T i\ }’? k| . ; -
; T (I ‘ ~CIHION 5
 — J_ '  sicoon et
‘$ : H2O]| ] rrrrr -u |_ T

Figure 9 : Représentation des différentes étapes de I'analyse métabolique.
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TRAITEMENT DES DONNEES

DONNEES BRUTES PRE-TRAITEMENT DETECTION ET
MS. HRMS. MS/MS - Validité des données brutes ALIGNEMENT
LC/MS ou GC/MS - Conversion si nécessaire -Correction de |a ligne de
1 | (fo.rmat constructeurou base et du bruit de fond
} | universel) -Détection des pics
LN AN T (déconvolution...)
\ m ) MATRICE DE RESULTATS - Alignement des pics
(Liste des pics) - Correction des temps
n individu 6 rétention /
—
ANALYSE DES ¢ P -
DONNEES Eemn
S B
- Analyses statistiques x| B E x VERIFICATION DES
multivariées et -% { 1= DONNEES
univariées -g i = S -
- Identification (bases = | B . — X lmputan?n desvaleurs
de données. ) . = ok
\ / \ / -Normalisation )

Figure 10 : Schématisation du traitement des données pour I'analyse métabolomique .
MS = spectrométrie de masse
HRMS = spectrométrie moléculaire haute résolution
MS/MS = spectrométrie de masse en tandem
LC/MS = chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
GC/MS = chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Le traitement pré-analytique

Le condensat, de par sa nature et sa composition, est une matrice biologique qui ne nécessite aucune
préparation chimique, contrairement a dautres substrats (urines) qui doivent bénéficier de
déprotéinisation et/ou de dérivations. Ces échantillons peuvent donc étre injectés de fagon directe dans
I'analyseur. Les conditions de conservation des condensats destinés a étre analysés en métabolomique
(stockage dans des tubes en polypropyléne, conservation a < - 70°c) et I'absence d'intervention sur les
échantillons permet une détection optimale des métabolites et une comparabilité.

Un mélange d'étalons internes ajouté a raison de 5 uL pour 195 uL d’échantillon biologique permet un
contréle de stabilité de I'analyse.

L’analyse des échantillons

Les techniques analytiques utilisées pour la métabolomique sont des techniques de pointe, a haut débit
et riches de leur complémentarité. Les plus couramment utilisées sont la spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire (RMN), la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MS) et la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS). La RMN est peu
sensible, mais présente l'avantage majeur d'étre une technique non destructive, spécifique et
permettant d’accéder relativement aisément a lidentification des métabolites. La GC/MS est une
technique nécessitant une étape plus longue de préparation de I'échantillon mais est trés spécifique et
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dispose de banques de données informatives pour l'identification des métabolites. Enfin la LC/MS est la
plus sensible et résolutive de toutes, mais souffre d’'un manque d’outils fiables pour l'identification des
composés d'intéréts et reste trés colteuse.

Spectrométrie

La chromatographie liquide est une méthode de séparation des constituants d’'un mélange qui emploie
un solvant comme phase mobile et un solide comme phase stationnaire (Figure 11). Les composants
sont séparés sur une colonne apres avoir subi une ionisation par la source d’électrospray. Une source
d'ionisation peut étre utilisée soit en mode positif par génération d'ions positifs, soit en mode négatif en
formant des ions négatifs. La spectrométrie est une technique analytique qui consiste a mesurer le
rapport masse sur charge (m/z). Elle est sensible et permet la détection d’espéces a des concentrations
de l'ordre du femtogramme (fg).

Figure 11 : Représentation schématique des étapes de la spectrométrie.

Réglage du spectrometre - lonisation

Des essais préliminaires sont habituellement effectués sur un mélange de tous les échantillons (pool)
pour permettre une optimisation de l'ionisation. L'analyse des échantillons encadrée par l'injection de 2
pools identiques permet d’éliminer une modification d'ionisation.

Source et Gradient

Le temps d’analyse peut étre optimisé en choisissant l'intensité du signal, en prenant en compte
lionisation des étalons internes, I'élution des signaux du chromatogramme et en choisissant un gradient
adapté a 'échantillon.

Traitement des données

L’analyse par LC/MS conduit & I'obtention de chromatogrammes présentant des pics correspondant aux
différents composés présents dans le milieu biologique. Ces données sont analysées par le logiciel
SIEVE 2.0® (Thermofischer Scientific, San Jose, Californie, USA) qui permet d’effectuer un alignement
chromatographique, d’extraire les spectres selon leur rapport m/z, le temps de rétention et l'intensité
des ions. Le but est d'effectuer des études statistiques et d’obtenir ainsi une matrice Excel complexe
avec de trés nombreux signaux. Le chromatogramme représente l'intensité du courant ionique total en
fonction du temps de rétention ; il existe une troisieme dimension qui correspond a la résolution en
m/z des métabolites détectés pour chaque spectre (un exemple de chromatogramme est illustré par la
(Figure 12).

La sensibilité de la technique impose une analyse manuelle des chromatogrammes en fonction de la
qualité du signal (intensité du pic, largeur du chromatogramme). Cette étape permet d'éliminer les
signaux correspondants aux bruits de fond. Le logiciel Xcalibur® (Thermofischer Scientific, San Jose,
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Californie, USA) permet d’'analyser ces chromatogrammes et de vérifier que les pics correspondent a
des ions. Cette vérification manuelle s’effectue en recherchant I'enrichissement isotopique des ions.

La difficulté de I'analyse est donc de gérer et de comparer ces empreintes qui contiennent de nombreux
signaux correspondant a plusieurs centaines, voire plusieurs milliers de métabolites. En pratique, il est
difficile de comparer visuellement I'ensemble de ces données.

“J‘l—

intensité

Intensité

Figure 12 : Représentation schématique d'un chromatogramme obtenu par LC/MS.

L’analyse statistique

L'ensemble des données est soumis a des analyses statistiques multivariées grace aux logiciels
SIMCA® (Soft Independent Modelling by Class Analogy) (Umetrics, Umea, Suéde). Ces analyses
permettent de synthétiser rapidement une grande quantité d’informations, ceci en projetant les données
initiales dans un espace de dimensions réduites qui permet une visualisation plus aisée. Pour cela, un
changement de coordonnées est effectué afin de définir de nouveaux axes, appelés composantes
principales, qui concentreront la plus grande partie de la variabilité des échantillons. La premiere
composante extrait la plus grande source de variance, la seconde composante, orthogonale a la
premiére, extrait la plus grande source de variance de ce qui reste a expliquer. Les données sont
présentées sous forme de cartes factorielles des individus ou « score plots », c'est-a-dire les
coordonnées des échantillons dans le nouveau repére. Les individus appartenant & un méme groupe
sont proches les uns des autres. Le « score plot » est représenté par un cercle entourant 95 % des
projections des données.

Cette analyse statistique descriptive multivariée, appelée analyse en composante principale (ACP), ne
nécessite pas d'information « a priori » sur la nature des échantillons. Elle permet de décrire des
données et de visualiser la répartition spontanée des individus (Figure 13).
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Figure 13: Exemple de présentation des données lors d'une analyse multivariée en composante
principale.

Une deuxiéme analyse statistique explicative multivariée appelée OPLS-DA (Orthogonal Partial Least
Square — Discriminant Analysis) permet de construire un modéle qui maximise la séparation entre les
individus. Ce modele mathématique de régression permet la séparation inter- et intra-groupe des
individus (Figure 14).

Au final, cette analyse multivariée permet de détecter les métabolites discriminants en fonction de leur
puissance ; ils sont appelés VIP (Variable importance parameters) et sont définis par leur rapport m/z
permettant, dans un second temps, une identification de la masse et une identification précise du
métabolite.

La puissance de ces modeles est confirmée par des tests statistiques multivariés R2 (coefficient de

détermination) et Q2 (paramétre de prédiction). Le modele est considéré comme robuste lorsque R2 >
50 % et Q2> 40 %.".

Scores (répartition des échantillons)
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Figure 14 : Exemple de présentation des données en analyse OPLS-DA.
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Résumé :

Problématique : L’état de choc et les dysfonctions d’organe qui lui sont associés sont une cause importante de morbidité et
de mortalité en réanimation. De nombreux signaux moléculaires sont impliqués dans la pathogénése de ces dysfonctions,
notamment la dysfonction respiratoire. La prise en charge optimal de ces patients va nécessiter une meilleure
compréhension des mécanismes responsables de linfection et de l'inflammation. L’analyse métabolomique qui combine
chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse est en plein essor. Elle permet d’appréhender I'ensemble des
métabolites qu'il soit substrats, produits ou cofacteurs impliqués dans les réactions enzymatiques ou chimiques et de définir
un profil métabolomique spécifique d’une population.

L’analyse métabolomique peut étre ciblée sur la recherche d'un biomarqueur connu ou conduite de fagon plus globale a la
recherche de molécules d'intérét différenciant deux populations.

Objectif : Le but de cette étude prospective était de démontrer une différence de profils métabolomique entre des patients
ventilés, programmés au bloc opératoire pour une chirurgie réglée et des patients de réanimation en choc avec dysfonction
respiratoire.

Matériel et Méthode : Les condensats d’air exhalé sont recueillis puis analysés en chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution (mode d'ionisation positif et négatif). Nous avons utilisé une analyse multivariée en
OPSL-DA et utilisé R2 (> 40%) pour expliquer la variance du modéle et Q2 (>50%) pour la capacité prédictive du modele.
Résultats : Nous avons inclus 26 patients, 12 patients en état de choc et 14 patients de bloc opératoire. Nous mettons en
évidence une différence significative sur les analyses multivariées. En mode positif R2 = 78 % et Q2= 75%, pour le mode
négatif R2=72% et Q2=50%. Ces analyses ont également permis de mettre en évidence des métabolites d'intérét (VIP).
Conclusion : Le profil métabolomique des condensats d’air exhalé de patients sains ventilés au bloc opératoire pour une
chirurgie programmée est différent de celui de patients de réanimation en choc avec une défaillance respiratoire. Cependant
la différence de profil métabolomique entre ces deux populations n’est pas surprenante. L'étape suivante est d'identifier les
métabolites d'intérét qui les différencient. Ces métabolites pourraient étre des biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques.
Grace a son caractére non invasif, le recueil des condensats d’air exhalé peut étre répété sans risque de la phase aigue a la
résolution de I'agression pulmonaire. L'analyse métabolomique globale pourrait permettre une meilleure compréhension de
la mécanistique de I'inflammation pulmonaire et permettre la mise en évidence de nouvelles voies métaboliques.
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