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Chimiste de formation, j’ai acquis durant ma thése des compétences sur l'analyse multi—résidus
guantitative de pesticides et dantibiotiques dans des matrices agroalimentaires. Lors de mon
post—doctorat, j’ai pu étoffer mon savoir—faire en étudiant I’analyse des acides—aminés soufrés dans des
matrices complexes animales (foie, plasma,urine...). L’ensemble des connaissances acquises m’ont
permis de devenir experte en analyse métabolomique. J’ai ensuite été directement recrutée a I'Institut de
Biologie Moléculaire des Plantes (IBMP), en tant qu'lngénieur de Recherche, afin de mettre en place et
développer une plateforme d’analyse métabolomique. Les analyses réalisées a I’IBMP portaient
principalement sur la détection, la caractérisation et la quantification de molécules biologiques type
flavonoides, acide salicylique, herbicides, dérivés de spermidines, susceptibles d’étre présentes dans des
extraits végétaux (feuille, graine pollen...).

Forte de cette nouvelle expertise, j’ai été recrutée en 2009 a I'Institut de Pharmacologie
Moléculaire et cellulaire (IPMC), en tant qu’Ingénieur de Recherche, co—responsable de la plateforme
protéomique. Depuis 2016 j’ai également développé au sein de notre plateforme toute 1’expertise en
analyse métabolomique que nous réalisons maintenant quotidiennement.

La plateforme d’analyse des Biomolécules (PAB) fait partie du réseau CAPABIO regroupant
les plateformes d’analyses par spectrométrie de masse et RMN de Nice et Sophia-Antipolis.

La plateforme d’analyse des biomolécules de I’'IPMC, savoir-faire et expertise :
présentation d’un exemple d’application en analyse lipidomique.

La plateforme d’analyse des biomolécules de I'IPMC a une expertise de plus de 15 ans en analyse
protéomique et de 5 ans en analyse métabolomique en particulier en analyse lipidomique non ciblée et
analyse de métabolites ciblés. Aprés une courte introduction pour vous présenter les activités principales
de la plateforme, je vais vous exposer un projet d’analyse lipidomique que nous avons réalisé sur la
plateforme et qui porte sur I’importance de la composition membranaire dans les mécanismes
d’infiltration bactérienne.

Mots clés
Spectrométrie de masse Haute Résolution, Analyse lipidomique, CapaBio, Cellules, phospholipides
polyinsaturés
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Présentation de la plateforme d’analyse des
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biomolécules (PAB) :

Métabolomique/ Protéomique

La plateforme d’analyse des biomolécules de I'Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire est
spécialisée dans I'analyse par spectrométrie de masse des protéines, lipides et métabolites.
La plateforme dispose de différents systémes de spectrométrie de masse pour répondre au mieux aux
analyses :

-Une chaine nano2D couplée a un Spectrometre de masse Exploris 480 (R=480000) pour les
analyses protéomiques.

-Une chaine pUPLC couplée a un spectrométre de masse Qexactive plus (R=280000) Pour les
analyses métabolomiques.
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Domaines d’expertises

La plateforme d’analyse des biomolécules de I'lPMC est organisée en 2 p6les principaux
- I’analyse métabolomique
- I’analyse protéomique

Les projets d’analyses métabolomiques réalisées sur la plateforme s’orientent autour de deux
domaines : i) I'analyse globale en lipidomique dans des mélange complexes, ii) I'analyse de métabolites
ciblés et notamment des analyses qualitatives et quantitatives avec pour objectif la comparaison
d’expression entre deux états.



Les principaux objectifs sont d’identifier des métabolites impliqués dans des problématiques liées au
domaine de la santé et plus particulierement dans la compréhension a I'échelle cellulaire et
moléculaire des processus physiopathologiques aboutissant a des maladies du systéme nerveux
comme la maladie d’Alzheimer, I'autisme, la dépression ou encore certains cancers et méme I'obésité.
L’'ensemble des analyses métabolomiques sont réalisées sur un grand nombre de matrices biologiques
différentes telles que : cellules, sérum, salive, urine, tissus comme I"hippocampe, I'"hypothalamus, les
muscles.

Les projets d’analyses protéomiques menés sur la plateforme sont eux aussi divisés en différents axes
qui sont : i) I'identification non ciblée et ciblée de protéines présentes dans un mélange complexe, ii)
la quantification relative globale et ciblée de protéines dans des mélanges complexes, iii)
I'identification de modifications post-traductionnelles.

Ici encore la plateforme travaille principalement sur des projets liés a des problématiques de santé et
plus précisément dans les domaines des neuropathologies et en cancérologie.

Implication de la plateforme : de la conception a la valorisation

Le travail réalisé sur notre plateforme se situe a l'interface de la biologie avec la chimie. Nous
apportons une grande importance au dialogue avec les différents collaborateurs afin de comprendre
leurs attentes et de pouvoir leur proposer des approches analytiques correspondant a leurs attentes.

Nous étudions ensemble la faisabilité du projet, déterminons une stratégie expérimentale adaptée au
projet, aux échantillons et a la question biologique posée.

Dans le cas des analyses métabolomiques et notamment en analyses lipidomiques les lipides sont
extrais sur place en pratiquant une extraction liquide/liquide en utilisant majoritairement via la
méthode d’extraction Bligh and Dyer, ou Bligh and Dyer modifiée. Dans le cas de I'analyse de
métabolites nous demandons aux équipes de réaliser eux-mémes les extractions par des méthodes
d’extraction liquide/liquide ou d’extraction sur phase solide (SPE). Evidemment notre expertise, dans
ce domaine, est partagée avec les utilisateurs.

Par la suite les analyses des échantillons sont réalisées sur un systéme LC-HRMS couplant une chaine
chromatographique de type chaine micro-HPLC (U3000, Thermo Fisher) avec un spectre de masse a
haute résolution (Q-exactive plus, ThermoFisher). Les séparations chromatographiques sont adaptées
selon la nature des échantillons a analyser. Nous travaillons notamment sur des colonnes de types :
C18, C8, PFP, HILIC... Les analyses par spectrométrie de masse peuvent étre ensuite faites selon
plusieurs modes d’acquisition : Full scan, PRM ou ddMS2 en mode positif et/ou négatif, et ceux-ci en
accord avec le projet, les molécules étudiées et la question biologique posée.

En analyses protéomiques nous travaillons principalement sur des extraits complexes de protéines
issus de cellules, tissus, fluides biologiques... Avant analyse, les échantillons protéiques doivent subir
une digestion enzymatique pour transformer les protéines en peptides plus adaptés a I'analyse par
spectrométrie de masse. Selon la quantité et la provenance des échantillons nous pouvons digérer les
protéines en solution et/ou a partir des gel SDS-PAGE. Les peptides ainsi générés sont ensuite analysés
avec notre systeme nano-chromatographique (RSLC-U3000, ThermoFisher) couplée avec un



spectrometre de masse a haute résolution de type orbitrap (Exploris480, ThermoFisher). Les méthodes
séparatives et d’acquisition sont adaptées en accord avec les projets et les différentes problématiques.

En analyses métabolomiques ou protéomiques, le retraitement des données est réalisé par les
ingénieurs de la plateforme en utilisant différents logiciels adaptés comme : i) LipidSearch, skyline,
Excel, R, prism pour la partie lipidomique , ii) skyline, xcalibur-quan pour la partie analyse de
métabolites ciblés, iii) Proteome Discoverer 2.5, MaxQuant, Perseus, LFQ-Analyst pour la partie
protéomique. Les ingénieurs de la plateforme mettent au service des utilisateurs leur savoir-faire dans
les études de bio-analyse et de bio-statistique (ProteoRE, STRING, Python...) afin de valoriser les
résultats obtenus apres retraitement des données issues d’analyses par spectrométrie de masse.

Quelques résultats

Torrino et al . Elife. 2021

Le récepteur a I'EGF (EGFR) est une glycoprotéine transmembranaire de la famille des tyrosine
kinases indispensable a la signalisation induite par le facteur de croissance épithélial (EGF).
Outre, son role essentiel dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire, I'EGFR

est un oncogene fréquemment muté ou sur-exprimé dans de nombreux cancers. En
combinant des approches de protéomique et de lipidomique avec des analyses fonctionnelles,
nous avons montré que la protéine UBTD1 a pour réle de coordonner 2 étapes essentielles de
la signalisation de I'EGFR, son activation et sa dégradation. L’analyse lipidomique a permis de
démontrer qu’UBTD1, en régulant la quantité de céramides contenue dans les membranes
cellulaires, contréle I'auto-activation de I'EGFR. De plus, I'analyse protéomique ciblée nous a
aidé a disséquer les processus moléculaires par lesquels UBTD1 régule la quantité de
céramides membranaires et la dégradation lysosomale de 'EGFR. Ces travaux nous ont permis
de démontrer le role important d’UBTD1 dans la coordination de la voie de signalisation de
I'EGFR et le contréle de la prolifération cellulaire.

Cancell et al Glia 2020

proportion of total triglycerides (TG) containing (E) saturated (pTGO) and (F) mono-unsaturated (pTG1)
fatty acids of 8-week-old C57Bl/6J male mice exposed for 1h, 3h and 6h to either standard diet (SD) or
high-fat diet (HFD) at the onset of the dark period.
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D'Ambrosio JM J Cell Sci. 2020
Lipidomic analysis of total cellular content of PC, PE, Pl and PS species in WT, osh6A osh7A and ist2

mutant cells
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Tarification et Contacts

La PAB dispose d’une politique de tarification a plusieurs niveaux selon que vous dépendiez d’un
laboratoire académique ou privé. Cette tarification est adaptée a la nature de votre projet
(identification, quantification, contréle ...) ainsi qu’au type de collaboration souhaitée (collaboration,
prestation de service). La PAB propose également une tarification sous forme de forfait
développement/étude de faisabilité selon votre questionnement et les mises au point nécessaire.
Pour travailler avec nous vous pouvez contacter les responsables de la Plateforme d’Analyse des
Biomolécules.

Dr. Delphine Debayle et Dr Anne-Sophie Gay

IPMC, UMR 7275 CNRS

Université Cote-d’Azur

660 route des lucioles

06560 Valbonne, France

& :+33(0)493957752

E : debayle@ipmc.cnrs.fr, gay@ipmc.cnrs.fr
https://www.ipmc.cnrs.fr?page=ressource_caracterisation_P_C

REGION
SUD J
ot (M s

Financements

UNIVERSITE :7g: @ @DEPARTEMENT
COTED'AZUR "=~ & DES ALPES-MARITIMES


mailto:debayle@ipmc.cnrs.fr
mailto:gay@ipmc.cnrs.fr
https://www.ipmc.cnrs.fr/?page=ressource_caracterisation_P_C

	Fiche_IPMC_DEBAYLE
	DelphineDEBAYLE_Plateforme_IPMC

