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Résumé

L’adénocarcinome pancréatique ductal (PDAC) est une des tumeurs solides les plus
malignes retrouvées dans la population humaine actuelle. Plusieurs chercheurs s’intéressent
donc a trouver un nouveau traitement efficace pour ce type de cancer. Les biguanides, souvent
utilisés comme antidiabétiques, intéressent de plus en plus les chercheurs par la découverte de
leurs propriétés antiprolifératives. Dans notre groupe, une variété de nouveaux biguanides a été
synthétisée et étudiée pour leurs propriétés antiprolifératives des cellules cancéreuses du
pancréas. Nous avons identifié¢ un biguanide avec une chaine de phényléthynylbenzyle, appelé
composé A, comme un composé de choix par son activité 800 fois plus élevée que celle de la
metformine et 10 fois plus élevée que celle de la phenformine, deux biguanides
commercialement disponibles. Des études in vivo ont été effectuées en greffant des cellules
PDAC humaines dans 1’espace sous-cutané de souris et laissées croitre pendant 28 jours jusqu’a
une taille de 100 mm?. Différents groupes de souris ont recu des doses quotidiennes de 50 mg/kg
de metformine, phenformine ou du composé A. Par la suite, les souris ont été sacrifiées afin de

recueillir les organes et les tumeurs pour des analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Le développement d’une méthode d’analyse par MALDI-TOF a permis de localiser et
quantifier les biguanides dans les organes et tumeurs. Différents parametres, tels que le choix
de matrice et la méthode de dépot, ont été optimisés afin d’obtenir des courbes d’étalonnage par
IMS des trois composés biguanides. Une accumulation du composé A est observée dans le foie
et le rein. Avec une régression linéaire, les concentrations approximatives du composé A dans
le rein et le foie sont de 16,8 pg/mL et 4,1 pg/mL respectivement. De plus, pour en apprendre
davantage sur le mécanisme d’action des biguanides dans le traitement du cancer, une étude
différentielle d’expression de certaines biomolécules a été effectuée sur les foies des différents
groupes de souris traitées. Des différences d’expression de certaines biomolécules ont été
observées par rapport aux foies des animaux non-traités, notamment pour le signal a m/z 558
qui montre une grande abondance de ce phospholipide seulement dans les foies traités au
composé A. Bref, le mécanisme d’action des biguanides dans le traitement du cancer demeure

a I’étude pour de futurs travaux et développements.

Mots-clés : Biguanides, cancer, spectrométrie de masse, MALDI-TOF, imagerie



Abstract

The development of new therapies against pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC),
one of the most malignant and deadly tumors, has become of great interest for finding effective
treatment. Many research groups have studied different types of biguanides in cancer treatment
which inspired our group to synthesize a library of biguanide analogs. These new compounds
can inhibit the tumor growth and show a great selectivity. We identified a biguanide with a
phenylethynylbenzyl side chain as our hit compound, designated as compound A, which is 800
times more active than metformin and 10 times more active than phenformin, two commercial
biguanide compounds used as antidiabetics. /n vivo studies have been performed where human
PDAC cells have been grafted in the subcutaneous space of mice and let to grow for 28 days to
about 100 mm®. Different groups of mice were exposed to daily doses of 50mg/kg of metformin,
phenformin or compound A. The tumors and organs of the treated mice were recovered to

analyze their mechanism of action by MALDI-TOF mass spectrometry.

A method of analysis by MALDI-TOF was developed in order to locate and quantify the
biguanide compounds in the treated organs and tumors. Various parameters, such as the choice
of matrix and the deposition method were optimized to obtain IMS calibration curves for each
biguanide compound. The analyzed organs and tumors showed accumulation of compound A
in the liver and kidney. With linear regression, this semi-quantitative method allowed to
determine a concentration of 16.8 pug/mL in the kidney and 4.1 pg/mL in the liver. Another
objective to understand the mechanism of action of biguanides in cancer therapy is to detect
molecular patterns of biomolecules that correlate with the diagnostic, the prognostic and to the
response of the therapy. The livers from mice treated with compound A showed differences of
expression of certain phospholipids compared to the other livers, namely at m/z 558. In short,
the mechanism of action of biguanides in cancer therapy is still a work in progress for future

developments.

Keywords: Biguanides, cancer, mass spectrometry, MALDI-TOF, imaging
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1 Introduction

1.1 Le cancer

Avec les technologies récentes en mati¢re de diagnostic et de traitement du cancer, les
progres dans la lutte contre cette maladie sont encourageants. Toutefois, les défis demeurent
encore nombreux en maticre d’améliorer 1’efficacité et la sélectivité de ces innovations. Il existe
un grand nombre de chercheurs qui s’intéressent au cancer et a la recherche d’un traitement
potentiel de cette maladie, qui pose un réel probléme dans la société, en raison des nombreuses
causes et conséquences éventuelles. En effet, le cancer est la deuxiéme cause de mortalité au
monde!, responsable d’environ un déces sur six.> Au Canada, le cancer demeure la principale

cause de décés selon les données statistiques canadiennes sur le cancer de 2018

Cette maladie provient d’une perturbation du matériel génétique des cellules, entrainant
une prolifération de cellules mutantes, appelées tumeurs, qui peuvent étre bénignes ou malignes.
Les cellules malignes sont celles responsables de I’apparition d’un cancer. Cette maladie peut
provenir d’un facteur génétique ou d’un facteur externe qui favorise la mutation des cellules. 11

existe différents types de cancer, communs, ou plus rares, affectant tous les organes du corps.

Les cancers sont classifiés en stades afin de pouvoir apporter un pronostic sur 1’état
clinique des patients atteints. Ces stades sont déterminés par un systétme TNM, qui prend en
considération la taille primitive de la tumeur (T), le nombre de nceuds lymphatiques (N) et s’il
y a présence de métastases (M).>*> La combinaison de ces critéres permet de classifier les
cancers selon différents stades allant de 0 a IV (Figure 1). Plus le stade est élevé, moins le

pronostic et le taux de survie sont favorables.



Stade 0 ' Stade I ! Stade Il StadellI I Stade IV

Forme primitive de Tumeur localisée a Tumeur localisée et Tumeur étendue vers Propagation vers

cellules anormales une parfie du corps plus volumineuse | les tissus voisins d’aufres organes
et présence de
métastases

Figure 1. Description globale des différents stades de cancer selon le systéme TMN.?

Les cancers des organes internes tel que 1’estomac, 1’cesophage et le pancréas sont plus
susceptibles d’étre diagnostiqués a un stade plus avancé, car ils ne présentent pas de signes ou
de symptomes d’alerte. Etant constatées & un stade avancé, ces tumeurs des organes internes
présentent les plus faibles taux de survie. Le cancer du pancréas est un des plus mortels puisqu’il

présente un taux de survie de 8 % sur 5 ans au Canada.*®

1.1.1 Le cancer du pancréas

Le pancréas est un organe vital qui posseéde plusieurs fonctions, dont la principale est de
produire et libérer dans le sang une série d’hormones qui sont nécessaires au métabolisme du
glucose. Cet organe est constitu¢ de deux types de cellules majeures : les cellules endocrines et
exocrines (Figure 2).”® Les cellules endocrines forment des agglomérats, appelés ilots de
Langerhans, dispersés dans 1’ensemble de 1’organe. Ces derniers sont responsables de la
fabrication de certaines hormones, telles que I’insuline ou le glucagon, qui sont essentielles au
métabolisme du glucose. Les cellules exocrines forment le canal pancréatique. Elles
comprennent les cellules ductales, qui forment les parois, et les cellules acineuses, qui forment
les glandes terminales des canaux. Les tumeurs du pancréas affectent principalement les cellules

exocrines ductales et se développent alors dans le canal pancréatique. Ce dernier sécrete les



enzymes digestives essentielles dans le duodénum.® L’adénocarcinome ductal pancréatique

(PDAC) est considéré comme une des formes de tumeur solide la plus maligne qui soit.’
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Figure 2. Schéma général de I’anatomie du pancréas.

Etant un des plus néfastes, le cancer du pancréas occupe le douziéme rang du type de
tumeur le plus diagnostiqué au Canada.!” Les données de mortalité sont cependant plutot
sombres en occupant le quatrieme rang des principales causes de déces par le cancer au Canada
et le septiéme rang dans le monde.'"!? Parmi les différents types de cancer, les tumeurs du
pancréas font partie des tumeurs les plus difficiles a diagnostiquer en raison de la localisation
profonde du pancréas dans I’abdomen, ce qui rend la tiche invasive et complexe.”'* De plus, la
plupart du temps, les symptomes liés au cancer du pancréas n’apparaissent pas dés la formation
des premieres tumeurs. Il y a souvent une confusion entre des symptomes gastro-intestinaux

plutét bénins, ce qui retarde le stade de diagnostic.'* En effet, 56,7 % des cas de cancer du



pancréas au Canada sont découverts au stade le plus avancé, ce qui réduit considérablement les

chances de survie de ces patients.’

Aucun facteur externe spécifique n’est connu comme principale cause du cancer du
pancréas. Toutefois, plusieurs facteurs comme le tabagisme, 1’obésité ou 1’hérédité sont
fréquemment observés chez les patients atteints de ce cancer.’” Le risque d’apparition du cancer
du pancréas augmente également avec 1’age. Les ¢tudes montrent que 80 % des cas
diagnostiqués au Canada sont des personnes de plus de 60 ans.'” Bien que certains facteurs
externes puissent étre controlés pour diminuer 1’apparition de cancers, dans certains cas il n’est
pas possible de limiter ce risque. Il est donc capital d’avoir un suivi constant afin de détecter

rapidement la présence de tumeurs.

1.1.2 Voies de traitements pour le cancer du pancréas

Le traitement du cancer du pancréas présente un défi, car il ne réagit que tres faiblement
a la chimiothérapie ou a la radiothérapie et présente de forts risques de récidive.!> L efficacité
des nouvelles méthodes de détection ou de traitement n’a pas beaucoup augmenté au fil des

années, '

ce qui n’améliore pas les statistiques de mortalité associé a ce cancer. Tel que
mentionné précédemment, un diagnostic tardif complique 1’obtention d’un remede puissant,
sans risque de rechute, car la tumeur du pancréas se retrouve souvent en phase trop avancée ou

métastasique.

Afin d’augmenter la force du traitement, il est possible de combiner la chimiothérapie
avec la radiothérapie pour décimer les cellules malignes du pancréas.'® Cependant, les
recherches montrent que les patients ayant obtenu la combinaison des deux thérapies n’avaient
pas une meilleure réponse au traitement que les patients ayant eu recours a la chimiothérapie

seule.10

Une autre voie de traitement possible est la combinaison de plusieurs agents
anticancéreux connus pour leur efficacité dans d’autres types de cancers. Une des combinaisons
d’agents chimiothérapeutiques les plus utilisées pour traiter le cancer du pancréas est connue

sous I’abréviation « FOLFIRINOX » et est composée d’oxaliplatine, d’irinotecan, de 5-



fluorouracil ainsi que de la leucovorine.!” Il est ainsi possible d’observer un effet plus efficace
et un taux de survie plus long qu’en utilisant un seul agent anticancéreux, tel que le gemcitabine,
qui était devenu ’option de choix pour traiter les tumeurs avancées du pancréas.!” Cependant,
la combinaison de plusieurs agents anticancéreux alourdit les effets secondaires, sans tout de

méme assurer une destruction compléte de la tumeur en place. '8

Enfin, la voie de traitement la plus prometteuse demeure 1’ablation chirurgicale de la
tumeur.'>! Lorsque la tumeur est retirée du pancréas, les patients survivent en moyenne entre
une et deux années supplémentaires. Malheureusement, il y a un fort taux de récidive.?%?!
Cependant, seulement 20 % des patients peuvent obtenir cette chirurgie d’ablation puisque la
plupart des tumeurs diagnostiquées sont a un stade trop avancé.!> Cette chirurgie demeure
complexe et invasive puisque le pancréas est un organe abdominal interne difficile d’acces. Elle
comporte habituellement un risque élevé de complications par la suite. Des études sont en cours
pour un traitement néoadjuvant, qui consiste a réduire partiellement la taille de la tumeur du
pancréas par chimiothérapie avant de procéder a I’ablation totale.?? Cependant, pour connaitre
le traitement le plus adapté, il reste a évaluer la réponse chimiothérapeutique, la meilleure

maniére d’administrer cette voie de traitement ainsi qu’a vérifier si le taux de survie est

prolongé.?

1.2 Les biguanides

1.2.1 Généralités

La découverte des biguanides remonte aux années 1920, ou des molécules, formées de
deux groupements guanidines, ont été extraites du lilas frangais (Galega officinalis).> Par la
suite, les biguanides ont été identifiés comme agents biologiquement actifs. La metformine
(Figure 3) est le dérivé biguanide avec deux groupements méthyles sur ’amine tertiaire
terminale. Elle est actuellement grandement utilisée dans le traitement du diabete de type /1. En
effet, les extraits du lilas frangais ont été utilisés durant le Moyen Age en France pour traiter les

gens souffrant de syndromes urinaires provenant de cette maladie.?* Ce n’est qu’au début des



années 1950 que le médecin francais Jean Sterne s’est penché sur les propriétés
hyperglycémiques des biguanides, et notamment de la metformine.?® C’est sous le nom commun
de « Glucophage » que les premiers comprimés de metformine ont été utilisés en Europe pour
le traitement du diabéte et ensuite dans le reste du monde au début des années 1960.%
Aujourd’hui, celle-ci est prescrite a environ 120 millions de patients autour du monde souffrant
du diabéte de type /1.2’ La metformine compense, entre autres, le déréglement du métabolisme
du glucose chez les patients diabétiques, ce qui aide a pallier aux complications. La phenformine
(Figure 3) est également un biguanide, utilis¢ comme agent hypoglycémique dans les années
1960 et ayant montré une meilleure efficacité¢ que la metformine. Cependant, elle a rapidement
¢été retirée des marchés pharmaceutiques au début des années 1970 en raison de sa production
d’acidose lactique aigué et de complications cardiaques.?® La buformine (Figure 3), tout comme
la phenformine, possede les mémes effets biologiques, mais sa toxicité lui a valu d’étre retirée

du marché également.?*

NH NH )NJ\H )NJ\H <J\A NH NH
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Buformine Metformine Phenformine

Figure 3. Composés de type biguanides communément utilisés en pharmacologie
comme agents antidiabétiques.

1.2.2 Epidémiologie des biguanides

La metformine, prescrite comme agent antidiabétique, a attiré I’attention des chercheurs
sur le cancer en raison de résultats assez surprenants a la suite de récentes études
épidémiologiques. Ces derniéres ont dévoilé que les patients atteints de diabete de type /1, traités
avec la metformine, présentaient moins de risque de développer certains cancers.?® En effet, les
patients diabétiques sont aussi plus propices a développer un cancer a long terme, notamment
des cancers du colon, du pancréas ou du foie, qui sont les plus communs en raison de la

résistance a l’insuline, ce qui engendre une prolifération plus importante des cellules



anormales.?’ De plus, I’Association Américaine du Diabéte et 1’Association Américaine du
Cancer ont publi¢ un rapport conjoint montrant les liens entre ces deux maladies et en indiquant
les mécanismes physiologiques pouvant étre associés a ces conditions.>® Ce qui ressort
davantage chez les patients atteints de diabéte de type /7 et ceux atteints du cancer est qu’ils
partagent de multiples facteurs de risque qui augmentent I’apparition de ces maladies, soient

I’age, I’obésité et les mauvaises habitudes de vie.

L’effet de la metformine comme agent anticancéreux n’est pourtant pas prouve. Il existe
encore beaucoup de débats dans la littérature concernant le mécanisme d’action de la
metformine, afin d’expliquer son effet antiprolifératif ciblant les cellules tumorales. Différentes
hypothéses seront proposées dans la prochaine section. Plusieurs études décrivent 1’effet des
biguanides sur la réduction du cancer, notamment avec les cas de cancer de la prostate,’! du
sein®? ainsi que du foie et pancréas.’® Bien que les résultats de ces recherches montrent que
I’utilisation de la metformine permet un meilleur pronostic suite au diagnostic, le lien direct

entre la metformine et la diminution du taux de mortalité n’a pas encore été établi.>*+3>-3

1.2.3 Mécanismes d’action de la metformine comme médicament

antidiabétique et anticancéreux

Bien que plusieurs études aient été effectuées sur I’effet de la metformine associé avec
la prévention et le traitement de certains cancers, son mécanisme d’action, autant comme
antidiabétique ou anticancéreux, est encore a 1’étude. Afin de comprendre son action dans la
cellule, les chercheurs se sont intéressés a son transport a travers la membrane cellulaire. Ce
médicament est trés hydrophile, ce qui ne permet pas son passage par diffusion directe a travers
la bicouche lipidique, dont l’intérieur est majoritairement hydrophobe.’” La metformine
s’introduit dans la cellule par des transporteurs de cations organiques (OCT-1 et OCT-3), qui
sont présents en grand nombre aux parois des membranes cellulaires de cellules hépatiques et

intestinales.?%*°

Le diabete est associé a une augmentation de la glycolyse, du taux de glucose sanguin et

du taux d’insuline dans le sang.*® Ainsi, la metformine permet d’avoir un contrdle glycémique



grace a ces effets antidiabétiques. Elle diminue, entre autres, le taux d’insuline et aussi d’autres
hormones, comme IGF-1 (en anglais : Insulin-like Growth Factor 1), ce qui se traduit en une
diminution du taux de glucose dans le sang. Ces hormones sont aussi des agents qui jouent un
role important dans la croissance, le développement et le métabolisme des cellules, ce qui peut

influencer la prolifération cellulaire.*!

Une des hypothéses pour son action anticancéreuse propose une cible intracellulaire,
impliquée dans la modification de la quantité d’énergie produite sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP). En effet, certains chercheurs ont proposé comme cible le complexe 7 de la
chaine respiratoire mitochondriale. Ce dernier permet de former deux électrons par oxydation
du NADH en NAD", générant ainsi un gradient électrochimique le long de la chaine respiratoire

).42

(Figure 4).”” Le complexe / assure le bon fonctionnement des autres complexes, notamment le

complexe V qui permet de former I’ATP.

Intermembrane Space

Succinate Fumarate

NADH NAD+H+ ADP+Pi  ATP
Matrix

Figure 4. Représentation générale de la chaine respiratoire mitochondriale.
Reproduction autorisée et crédit aux auteurs de I’article en citation.*?

Cette source d’énergie (ATP) provient de 1’adénosine monophosphate (AMP). Par
conséquent, la conversion de ’AMP en ATP se fait par I’ATP synthase (complexe V). Un
disfonctionnement du complexe / induit une accumulation de I’AMP. L augmentation du taux
AMP/ATP vient activer I’AMPK (en anglais : AMP-Activated Protein Kinase), une enzyme qui

intervient lorsque le niveau d’ATP de la cellule diminue. L’enzyme AMPK activée vient alors



inhiber un ensemble de voies métaboliques nécessaires au maintien de 1’homéostasie de la

cellule.?®

Le stress énergétique, causant I’activation de I’enzyme AMPK afin de diminuer les voies
nécessitant de I’ATP, vient aussi inhiber la cible de la rapamycine chez les mammiferes, mTOR
(en anglais : Mammalian Target of Rapamycin). Cette enzyme régule en majeure partie la
croissance, la mobilité et la prolifération cellulaire.*! Ainsi, I’inhibition de mTOR provoquerait

un effet antiprolifératif des cellules cancéreuses.

A I’heure actuelle, d’autres cibles potentielles de la metformine et des dérivés biguanides
en général sont a I’étude. La chaine respiratoire mitochondriale est particuliérement étudiée afin
d’expliquer la diminution de la production d’énergie de la cellule.** Donc, la metformine

pourrait avoir un effet antiprolifératif en affectant les autres complexes de la chaine respiratoire.

1.2.4 Synthése d’analogues de metformine dans le groupe Schmitzer

Les biguanides sont des molécules présentant des propriétés chimiques de base forte en
raison des deux groupements de guanidine, qui détiennent une grande capacité a capter un
proton. De cette fagon, ils sont polaires et hydrophiles, par la présence des guanidines qui
peuvent créer des liaisons hydrogeéne. Les biguanides peuvent étre fonctionnalisés sur les

différents atomes d’azote, excepté I’azote centrale, par des groupements apolaires, entre autres.

Ris -Re
I
R, R
2NN N
I H I
R, Ry

Figure 5. Structure générale d’un biguanide et ses sites de fonctionnalisation (R :
hydrogene, alkyle, aryle).



Ces fonctionnalisations changent les propriétés physico-chimiques des biguanides et les
rendent ainsi plus lipophiles. De cette fagon, en fonctionnalisant le biguanide, il est possible de
modifier ses propriétés et ainsi obtenir une nouvelle activité biologique. La metformine est le
biguanide le plus simple commercialement disponible. Tel que mentionné, la metformine a
besoin de transporteurs spécifiques pour entrer dans la cellule car elle n’est pas assez lipophile
pour diffuser a travers la bicouche lipidique. En fonctionnalisant ce type de molécule avec des
groupements apolaires, il est alors possible d’augmenter la lipophilie de la molécule favorisant
ainsi une meilleure pénétration des membranes cellulaires. Une plus grande biodisponibilité de

la metformine peut alors se traduire par un changement au niveau de I’activité cellulaire.

Au cours des dernieres années, le groupe Schmitzer a élaboré de nouveaux composés
perturbateurs de membranes cellulaires en étudiant leurs propriétés biologiques dans différents
modéles, soit des liposomes, des bactéries ou des globules rouges.* Plus récemment, le groupe
a étudié la perméabilisation membranaire des sels d’alkyles biguanidiums.*® Ainsi, en
s’inspirant de la metformine, les biguanides synthétisés avec de nouvelles chaines alkyles ont
démontré de nouveaux effets perturbateurs de membrane. Il était donc intéressant d’optimiser
I’activité transmembranaire de dérivés de metformine en observant I’influence de la structure
sur la perméabilité. Pour cela, différents paramétres ont été étudiés, comme la nature des
substituants R (chaine aliphatique ou cycle aromatique), la présence d’un espaceur ainsi que le

nombre et la nature d’un contre-anion X" (Figure 6).
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Figure 6. Structures générales des composés biguanides synthétisés.

La synthése d’une librairie des composés biguanide a été effectuée en majeure partie par
Audrey Hébert, étudiante au Ph.D. du groupe Schmitzer. Les dérivés de biguanide avec une
chaine phényléthynylbenzyle (Figure 6) ont montré une meilleure diffusion transmembranaire,
selon des essais de transport d’ions de chlorure et de dépolarisation membranaire de liposomes.
Afin de comparer I'effet des composés biguanides sur la croissance de cellules saines et
tumorales du pancréas, des études in vitro ont ét€ menées. Le criblage in vitro (Figure 7) montre
le taux de croissance de cellules du pancréas saines et tumorales afin d’illustrer si le composé
est sélectif envers les cellules saines ou cancéreuses. Certains dérivés ont été identifiés comme
étant extrémement actifs in vitro, dont le composé R3OTf de la Figure 6, qui montre la plus
grande inhibition de croissance de cellules tumorales, et évalué a une activité 800 fois plus
¢levée que la metformine (Figure 7). Ce dernier sera renommé comme le composé A. La
structure du A (Figure 8) est constituée du groupement biguanide reli¢ a une chaine de
phényléthynylbenzyle (PEB) par un espaceur d’un carbone avec un contre-anion de
trifluorométhylsulfonate (TfO"). Par la suite, ce nouveau composé¢ a été retenu pour des études

in vivo.
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Figure 7. Criblage in vitro des analogues de la metformine sur des cellules
pancréatiques saines (IMR90) et cancéreuses (NB508). Le controle positif est le DMSO.
Travaux effectués par Audrey Hébert du groupe Schmitzer.
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Figure 8. Structure du composé A retenu pour les essais in vivo.

12




1.2.5 Etudes in vivo du composé A

Afin d’étudier la capacité du biguanide A a inhiber la croissance de cellules tumorales,
des études ont été effectuées pour déterminer la dose maximale tolérée par un organisme. Ces
essais ont été réalisés en se conformant aux normes et directives prescrites pour
I’expérimentation animale. En plus du composé A, les mémes études in vivo ont été réalisées
avec la metformine et la phenformine, commercialement disponibles, afin de les comparer au
nouvel analogue synthétisé. Ces études ont été effectuées par Maxime Parisotto, agent de
recherche dans le groupe Schmitzer du département de chimie travaillant en collaboration avec

le groupe du professeur G. Ferbeyre du département de biochimie de I’Université¢ de Montréal.

En résumé, des xénogreffes de cellules PDAC humaines ont été greffées dans I’espace
sous-cutané de souris nudes, qui sont des souris génétiquement modifiées résultant en un
systéme immunitaire déficient. La tumeur a été laissée pour se développer pendant 28 jours
jusqu’a atteindre une taille homogeéne d’environ 100 mm?. Par la suite, les souris ont été réparties
en plusieurs groupes et exposées a différents biguanides (metformine, phenformine, composé
A), a des doses de 50 mg/kg. Ces traitements ont été effectués par des injections intrapérinéales
quotidiennes durant cinqg jours consécutifs. Un des groupes de souris était un groupe de contrdle
(véhicule), c’est-a-dire qu’il recevait une injection saline quotidienne pour cinq jours
consécutifs. Aprés une pause de sept jours, un deuxieme traitement d’une durée de cing jours a
¢té administré aux groupes de souris ayant recu une premicre dose de biguanides, et de méme
pour le groupe contrdle avec une injection saline. Un arrét complet de la prolifération tumorale
a la suite du deuxiéme traitement du biguanide A a été¢ observé (Figure 9), suggérant une
meilleure activité anticancéreuse de ce composé€. De plus, des échantillons de ces tumeurs et des
différents organes ont été prélevés dans chacun des groupes de souris afin de les analyser par

imagerie en spectrométrie de masse, une technique qui sera présentée dans la section 1.3.
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Figure 9. Courbe de croissance des cellules tumorales (PDAC) aprés les traitements
des composés biguanides. Le nombre de souris par groupe sont n=6 souris pour la
phenformine, n=17 souris pour le R3OTF et n=10 souris pour le groupe véhicule. Les
barres d’erreurs correspondent a 1’écart-type standard. Travaux effectués par Dr.
Maxime Parisotto.
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1.3 La spectrométrie de masse

1.3.1 Théorie et instrumentation

La spectrométrie de masse est une technique analytique courante utilisée dans plusieurs
secteurs de recherche, notamment, dans les domaines pharmaceutiques, environnementaux et
agro-alimentaires, pour n’en nommer que quelques-uns. Cette technique permet d’obtenir des
informations qualitatives et quantitatives sur la structure moléculaire de composés organiques
ou inorganiques par mesure de leur masse. Ainsi, cela peut permettre différentes applications
comme une analyse structurale détaillée pour mener a une identification d’une molécule, ou la
quantification d’une molécule ainsi que 1’imagerie d’une surface. Souvent, la spectrométrie de
masse est couplée a une technique de séparation moléculaire, telle que la chromatographie

liquide, ou a une technique spectroscopique pour analyser des mélanges complexes.

Le principe de la spectrométrie de masse est de former des ions pour ensuite effectuer
leur séparation selon leur rapport de masse sur charge (m/z). 1l est ensuite possible d’évaluer
qualitativement et quantitativement les signaux détectés. Le spectre de masse généré représente
I’intensité du courant d’ions en fonction de leur rapport de masse (en Daltons) sur leur charge
¢lémentaire. De maniere générale, le spectrométre de masse posséde quatre composantes
distinctes, soit un systeme d’introduction de I’échantillon, une source d’ionisation, un analyseur

et un détecteur avec un systéme de traitement de données (Figure 10).
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Figure 10. Composantes de base d’un spectromeétre de masse.
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Apres avoir introduit 1’échantillon dans 1’appareil, selon une injection directe ou a la
suite d’'une méthode de séparation, les molécules se font premi¢rement ioniser. Différentes
sources d’ionisation avec différentes caractéristiques existent selon le type de molécule a
analyser.***4% Les ions générés se font entrainer par un champ électrostatique vers un analyseur
qui va séparer ces ions selon leur rapport m/z. Les nouvelles technologies ont permis de
développer une grande variété d’analyseurs, tel que le quadripole,® 1’Orbitrap>! ou I’analyseur
par temps de vol,’> qui sont les plus courants et qui permettent différentes séparations a
différentes résolutions. Pour terminer leur trajet, les ions arrivent a un détecteur en induisant un

courant €lectrique, converti par un systeme informatique en données d’analyse.

Pour les travaux de recherches présentés dans ce mémoire, la spectrométrie de masse par
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) et a analyseur par temps de vol (TOF)
sera présentée plus en détails. Cette méthode d’ionisation est qualifiée comme étant douce et
permet ainsi d’analyser des molécules avec une grande variété de poids moléculaires et trés peu
de possibilités de fragmentation. Les spectres générés par cette méthode sont majoritairement
des ions mono-chargés, ce qui facilite davantage 1’interprétation. Le MALDI permet d’analyser
par masse la plupart des larges biomolécules, telles que les protéines,>® les nucléotides™ ou les
lipides.>® Par ailleurs, I’analyse de petites molécules pharmacologiques s’est développée au fil

des années,® ce qui rend cette technique trés polyvalente.

1.3.2 La désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI)

Le MALDI est une technique qui permet d’analyser des composés immobilisés sur une
surface conductrice de manicre rapide et précise. Le principe de cette technique se base sur des
impulsions laser focalisées sur 1I’échantillon provoquant la sublimation d’ions et de molécules
neutres.”’ La matrice, qui est un composé organique, est ajoutée a I’analyte et aide a ioniser ce
dernier, sans qu’il ne se dégrade en absorbant 1’énergie du laser (Figure 11). La matrice est soit
ajoutée a la solution d’analyte ou appliquée en couche mince sur la surface. Lorsque la matrice
séche, elle forme des cristaux et des co-cristaux avec 1’analyte qui seront ainsi sublimés par
I’énergie libérée sous forme de chaleur apres I’impulsion laser. Durant la phase gazeuse,

différents processus de transfert réactionnel ou de fragmentation moléculaire se produisent pour
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former les ions, selon le type d’analytes et la matrice organique.’’ Les ions formés sont par la

suite accélérés par un champ électrostatique pour étre dirigés vers 1’analyseur en masse.

Analyzer

¢$ To Mass

A Y
Analyte/Matrix

@ Mixture e

Figure 11. Représentation schématique de I’ionisation de molécules par désorption
laser. Reproduction autorisée et crédit aux auteurs de I’article en citation.*®

Il existe une grande variété¢ de matrices utilisées en MALDI capables de s’adapter a
certains types de molécules pour faciliter leur ionisation. Le choix d’une matrice appropriée a
I’analyte étudié est une étape cruciale dans 1’analyse. Différentes matrices sont présentées dans
le Tableau I présentant les principales familles de biomolécules couramment analysées en
MALDI. Ces composantes de matrice présentent une grande absorption dans I’infrarouge (IR)
ou dans I’ultra-violet (UV) en raison de la présence de chromophores ou de systémes conjugués,
ce qui facilite 1’absorption de I’irradiation du laser. En effet, la longueur d’onde, la durée du
pulse, le diamétre d’impact et I’intensité du laser sont d’autres parametres a prendre en
considération lors de I’analyse. Les lasers présents dans les appareils de spectrométrie de masse
MALDI peuvent aller du lointain UV au lointain IR. Dans le cas d’expériences d’imagerie en
spectrométrie de masse, ce sont des lasers a 1’azote (Agmission337 Nm) ou au grenat d'yttrium-

aluminium dopé au néodyme (Nd :YAG) (Agmission355 nm) avec un pulse de moins de 3 ns
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pour une meilleure sensibilité.>>® Une fois les ions formés suite a I’impulsion laser, ceux-ci

sont dirigés vers |’analyseur en masse.

Tableau L. Principales matrices utilisées en MALDI selon la classe privilégiée de molécules
a analyser.®!

Matrice Structure Poids Classe de molécules

Moléculaire (Da) privilégiée

Acide a-cyano-4-

N
HO Il Protéines, Peptides,
hydroxycinnamique A oH 189,17 -
rogues
O

(CHCA)
NH,
1,5-Diaminonaphthaléne o i
OO 158,20 Lipides, Protéines
(DAN)
NH,
2,5- o}
Dihydroxyacetophénone Ho\(:f‘\ 152,15 Lipides
(2,5-DHA) OH
Acide 2,5- o} .
HO Drogues, Lipides,
Dihydroxybenzoique OH 154,12 )
Peptides
(DHB) OH
2-Mercaptobenzothiazole S o
©: )—SH 167,24 Lipides
(MBT) N
NH,
9-Aminoacridine (944) O \ 194,24 Lipides, Drogues
—
N
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1.3.3 L’analyseur en masse par temps de vol (TOF)

Un type d’analyseur les plus courants dans les instruments MALDI est I’analyseur en
masse par temps de vol (TOF pour Time-Of-Flight en anglais) (Figure 12). Le principe est
relativement simple. Les ions sont séparés selon le temps qu’ils prennent pour traverser un tube
d’espace défini, libre de champs électrostatiques et magnétiques.’’ Tel que mentionné
précédemment, suite a I’irradiation laser, les ions sont accélérés vers I’analyseur en appliquant
un champ électrostatique de 1’ordre de 20-25 kV.>> Les ions vont voyager a différentes vitesses
dans I’analyseur selon leur rapport m/z. L’énergie potentielle étant la méme pour tous au départ,
la taille des ions fera ainsi varier la vitesse de ceux-ci selon le principe de 1’énergie cinétique.

Ainsi, les ions avec les plus petits rapports m/z seront les premiers a se rendre au détecteur.

electrostatic field
field free region(flight tube)

le |
¥ I

——@eo © ® ..

electrodes torks
Laser desorption/ ] ? )
ionization Time-of-Flight (
intensit “
miz

Figure 12. Représentation schématique d’un analyseur a temps de vol (TOF).
Reproduction autorisée et crédit aux auteurs de ’article en citation.®
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Le temps de vol d’un ion (?) dans un espace libre de champ dépend de son rapport m/z,

et donc de I’énergie qu’il aura emmagasinée selon 1’équation suivante :

== (w) * t2 (Equation 1,1)

z L2

La distance parcourue (L) et le potentiel d’accélération a la source (Vi) sont des
parametres connus et fixes de I’appareil, e étant la charge ¢élémentaire. Les analyseurs TOF n’ont
pas de limites de masses a analyser, ce qui rend les appareils MALDI-TOF trés répandus dans
le domaine d’analyse de biomolécules a hauts poids moléculaires.”> Cependant, un des
inconvénients provient de sa géométrie linéaire et du fait qu’il existe une dispersion au niveau
de la distribution spatiale, temporelle ainsi que de ’énergie cinétique des ions.** En effet, au
cours de I’ionisation par le laser, il arrive que les ions de méme ratio m/z ne soient pas ionisés
simultanément ou qu’ils soient dispersés dans I’espace en raison des irrégularités des cristaux
de matrice.** Ceci induit donc une variation de I’énergie cinétique des ions qui traversent
I’analyseur et produit une résolution spectrale inférieure. Grace aux avancées technologiques,
des améliorations sont possibles pour les analyseurs en masse pour contrer cet effet et ainsi
augmenter la résolution spectrale. Il s’agit de ’extraction retardée,’> qui consiste a accorder un

court dé¢lai entre la formation d’ions et leur accélération, ou a ajouter un réflectron.

1.3.4 L’analyse en mode réflectron

Afin de permettre une meilleure résolution spectrale, 1’utilisation d’un réflectron (ou
miroir électrostatique) est devenue une des grandes avancées dans le monde de la spectrométrie
de masse.®> Le réflectron est situé a la fin de ’analyseur TOF. Il est composé d’une série
d’¢lectrodes qui appliquent un champ électrostatique retardant les ions qui y pénétrent. La forme
courbée de ce dispositif permet de réduire la dispersion des énergies cinétiques des ions de
méme m/z et les dirige vers le détecteur placé a la fin du parcours co-axial (Figure 13). En
pénétrant dans le réflectron, les ions de méme especes qui ont une plus grande énergie cinétique,
vont pénétrer plus profondément dans le dispositif afin d’étre tous mis au méme niveau
d’énergie cinétique avant d’arriver au détecteur.®> Tous les ions qui y pénétrent se font ralentir

jusqu’a I’arrét complet pour étre ensuite €jectés a la méme vitesse.
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Figure 13. Représentation schématique de I’analyse en mode réflectron.

Le réflectron permet donc de corriger la dispersion temporelle des ions en augmentant
leur distance de parcours dans I’analyseur, c’est-a-dire leur temps de vol. Le faisceau d’électrons
est ainsi focalis€ au point final ce qui améliore la résolution spectrale (Res). Ce parametre peut

étre relié au temps de vol selon 1’équation suivante :

m t 2 .
Res = pea v (Equation 1,2)

Am et At correspondent a la largeur du pic a la mi-hauteur sur un spectre de masse avec

soit une mesure en masse (Am) ou en temps de vol (At).

1.3.5 L’analyse par spectrométrie de masse en tandem TOF/TOF

La technique d’analyse de spectrométrie de masse en tandem permet d’obtenir davantage
de renseignements sur la structure moléculaire de 1’analyte a des fins d’identification,
notamment pour des protéines ou des molécules a plus petits poids moléculaires.®® Les différents

groupements fonctionnels présents dans la molécule vont se fragmenter pour générer des ions
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fragments qui leur sont caractéristiques. Il est, par la suite, possible de comparer les ions
fragments obtenus expérimentalement avec ceux d’une banque de données ou avec une

molécule standard.

Il existe une grande variét¢ de combinaisons d’analyseurs possibles pour permettre
différents types d’analyses. Celle qui a été utilisée au cours de ce projet de recherche est la
combinaison TOF-TOF. Le principe consiste a coupler deux analyseurs (dans ce cas-ci, a temps
de vol) I’'un a la suite de 1’autre pour sélectionner un ion d’intérét dans le premier analyseur, et
le fragmenter pour suivre son parcours dans le deuxiéme analyseur.®’ (Figure 14) Dans le
premier analyseur TOF, I’ion précurseur est sélectionné par une trappe ionique située a
I’extrémité de 1’analyseur, qui va isoler I’ion choisi. Par la suite, I’ion précurseur est fragmenté

par son instabilité a la suite de I’augmentation de I’énergie laser a cet endroit.®

Lorsque la
fragmentation se produit dans le premier TOF, les ions fragments possédent la méme vitesse
que I’ion parent. Une trappe ionique pourra alors sélectionner ces ions selon leur temps de vol

afin de permettre leur analyse dans le deuxieéme TOF.

Post Lift
Metastable erid Reflect
Timed Suppressor ess Reflector
Sample Target | lon Selector Sotr;e 2 (PLMS)
S) (Lift)
/ 4 /
/ /
¥ —
I\
Gridless DE \
MALDI Source ) el
Collision Detector
Cell Detector Analyzer
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Figure 14. Représentation schématique d’un spectrometre de masse en tandem TOF-
TOF. Reproduction autorisée et crédit aux auteurs de Darticle en citation.®
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1.4 L’imagerie par spectrométrie de masse (IMS)

1.4.1 L’imagerie par spectrométrie de masse MALDI-TOF

La spectrométrie de masse offre une technologie assez impressionnante en termes de
précision, d’efficacité et de sensibilité dans la détermination de composition moléculaire. Avec
I’apparition de I’imagerie par spectrométric de masse dans le début des années 90, cette
technique permet d’effectuer la cartographie de certaines molécules, notamment sur des tissus

biologiques.*’

Les résultats des expériences d’imagerie sont une recomposition offrant des informations
sur la distribution et I’intensité d’un composé¢ sur une surface a deux dimensions (2D), ce qui
peut étre représenté comme une photo des molécules présentes. C’est une technique qui permet
de visualiser la répartition de divers composés en suivant leur masse dans une région délimitée.”
Elle présente un avantage, comparée a la spectrométriec de masse conventionnelle, car de
nombreux spectres de masse peuvent étre enregistrés a plusieurs points sur une surface afin

d’établir une reconstitution en 2D selon la coordonnée et I’abondance du signal.

Différentes techniques d’ionisation et de désorption sont utilisées pour effectuer de
I’imagerie, soit en SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry)’', DESI (Desorption ElectroSpray

73,74,75 et

Ionization)™> ou MALDI, qui est la technique la plus courante dans plusieurs domaines
celle utilisée au cours de ce projet de recherche. Avec le MALDI, tel qu’expliqué plus haut, une
couche de matrice est appliquée uniformément sur 1’échantillon. Une impulsion laser vient

désorber la matrice et I’analyte de la surface, induisant I’ionisation durant la phase gazeuse.

I1 est possible d’effectuer une analyse de la distribution spatiale de plusieurs composés
tel que des drogues pharmaceutiques, des polyméres, des lipides, des protéines et plus encore.>
Ce qui rend cette technique attrayante est qu’elle combine la précision de la spectrométrie de

masse, la détection de plusieurs analytes a la fois et des analyses sans marqueurs.>’
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1.4.2 L’analyse de tissus biologiques par IMS

Une des applications les plus communes de 'IMS-MALDI est I’identification de
composés présents dans des tissus biologiques afin d’en apprendre davantage sur leurs
mécanismes d’action dans des processus biologiques ou dans certaines maladies.”® L’IMS-

MALDI continue d’évoluer afin de pouvoir diversifier I’étendue des tissus a analyser tel que les

9

organes,’’ les tumeurs,’® et jusqu’a un organisme entier.’
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Figure 15. Schéma du protocole général pour une expérience d’imagerie par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Reproduction et modifications autorisées et crédit
aux auteurs de Darticle en citation.*

Pour des tissus biologiques a analyser, ces derniers sont tranchés finement (10 a 20 um)
a I’état congelé. Les tranches sont appliquées sur une surface conductrice, qui est souvent une
lame de microscope recouverte d’une couche conductrice d’oxyde d’indium-étain (ITO). La
matrice choisie est ensuite déposée de maniere uniforme par un systeéme automatisé avec des
parametres optimisés. La région d’analyse est ensuite délimitée et les spectres obtenus suite a
I’ablation par le laser sont combinés. En sélectionnant le poids moléculaire d’intérét, il est
possible de former une image en deux dimensions avec les coordonnées de plan cartésien

recueillies (Figure 15).
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1.5 Objectifs de recherche

Les objectifs de ce projet de recherche en collaboration avec le professeur P. Chaurand
consistent a développer une méthode d’analyse par spectrométrie de masse des organes et
tumeurs prélevés des groupes de souris ayant regu des doses de biguanides, suite aux essais in
vivo. Cette méthode d’analyse en imagerie par spectrométrie de masse permettra de construire
une image en 2D pour visualiser les signaux en masse des biguanides dans les organes et
tumeurs, afin de comprendre davantage le mécanisme d’action anticancéreux. En effet, la
technique d’imagerie par MALDI-TOF peut permettre différentes analyses afin de localiser et
de quantifier une drogue présente dans des tissus biologiques en suivant I’intensité de son signal

m/z.

Pour ce faire, une optimisation du signal des biguanides en solution sera effectuée en
¢tudiant diverses matrices organiques. Puis, pour effectuer I’imagerie sur les tissus biologiques,
les parameétres de dépdt de matrice seront optimisés afin d’obtenir de bonnes intensités pour les
signaux désirés. Pour effectuer une courbe d’étalonnage sur tissus biologique, il suffira de
déposer une goutte des solutions de drogues a différentes concentrations connues sur un tissu et
appliquer les parameétres optimisés de dépot de matrice. En connaissant et en sélectionnant le
signal m/z respectif des trois biguanides recherchés, il sera possible d’effectuer des images des
organes et tumeurs traités avec les biguanides afin de localiser le composé. Enfin, grace a la
courbe d’étalonnage, il sera possible de déterminer la concentration approximative des
biguanides dans les tissus prélevés.

Ces résultats permettront dans un premier temps d’examiner dans quels organes les
biguanides s’accumulent a la suite des traitements. Il sera aussi possible de comparer les
différences au niveau de I’accumulation des trois biguanides dans les organes de méme que dans
les tumeurs prélevées, et observer si le nouveau biguanide A possede un comportement similaire

ou différent des deux autres biguanides étudiés (metformine et phenformine).
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2 Partie expérimentale

Ce chapitre présentera les protocoles expérimentaux suivis pour chacune des étapes du
développement de la méthode d’analyse par spectrométrie de masse. Tous les appareils utilisés

ainsi que les matériaux seront détaillés dans cette section.

2.1 Préparation des homogénats de foies de souris

Les foies de souris utilisés pour la préparation d’homogénats ont été obtenus avec le
consentement du comité éthique de 1’Université de Montréal. A I’age de 30 jours, les souris sont
sacrifiées par asphyxie, en augmentant la concentration en CO, dans leur cage. Elles sont
disséquées pour en recueillir les organes d’intérét, qui sont par la suite congelés avec de 1’azote
liquide. Les organes sont enveloppés dans du papier d’aluminium, identifiés et entreposés dans

un congélateur réglé a -80°C jusqu’a leur utilisation.

La méthode de préparation des homogénats de foie a été inspirée par le protocole élaboré

par Groseclose et Castellino®! et retravaillée par les membres du groupe de Pierre Chaurand.

Deux foies de souris congelés sont tranchés en petits morceaux avec une lame de rasoir
et placés dans une fiole de plastique (type Eppendorf® de 15 mL). La fiole contenant les
morceaux de foie est conservée dans un bécher rempli de glace afin d’éviter que la fiole
n’atteigne la température picce. Par la suite, un volume équivalent de petites billes métalliques
préalablement lavées a I’éthanol est ajouté au contenu de la fiole. Celle-ci est manuellement
agitée a 1’aide d’un vortex pendant 30 secondes et remise au bécher de glace pour 30 secondes.
Cette procédure est répétée pour une période d’environ 20 minutes, ou jusqu’a temps que tous
les morceaux de foie soient bien homogénéisés. Les billes sont ensuite retirées a 1’aide d’un
aimant. Par la suite, le mélange de foie obtenu est centrifugé dans la fiole pendant 30 secondes
a 2000 rpm avec un rayon de rotor de 10,0 cm. Suite a la centrifugation, I’émulsion présente sur
le dessus du mélange est retirée a I’aide d’une pipette Pasteur. La fiole avec le mélange de foie

est ensuite placée dans un bécher de glace et mis au bain a ultrasons (Bransonic, Branson



Ultrasonics Corporation, CT, USA) pour 30 minutes. Si I’homogénat n’est pas utilisé le jour

méme, celui-ci est identifié et entreposé a -80°C.

Afin de pouvoir couper des sections d’homogénats, un moule est confectionné avec un
polymeére visqueux a température piece et solide sous 0°C, soit du polyéthyléne glycol (PEG-
400). Celui-ci est déposé dans une fiole de plastique d’environ 1 cm de diamétre. Une tige de
métal de 5 mm de diamétre est ensuite insérée dans le polymere liquide et le tout est placé au
cryostat a -25°C afin de figer dans cette forme pendant au moins 1 heure. La tige est ensuite
retirée délicatement toujours a -25°C. L’homogénat de foie dégelé peut ensuite étre transféré
délicatement dans le moule froid a 1’aide d’une pipette Pasteur, tout en évitant de former des
bulles d’air. Le moule avec ’homogénat est ensuite mis a -80°C pour au moins 12 heures avant

[’utilisation.

2.2 Préparation et coupe des tissus biologiques

Toutes les coupes des tissus ont été effectuées a I’aide d’un cryostat de type microtome
(Thermo Fisher Scientific Microm™ HMS550, MI, USA). La température de I’enceinte ainsi que

de la téte de coupe a été réglée a -25°C.

Les organes et tumeurs recueillis provenant des expériences in vivo sont conservés au
congélateur a -80°C jusqu’a leur utilisation, tout comme les moules d’homogénats de foie. Ils
sont ensuite sortis et placés rapidement dans I’enceinte du cryostat. L’échantillon peut étre coupé
apres 30 minutes afin que celui-ci atteigne la température du cryostat, ce qui facilite la découpe.
Les organes, tumeurs ainsi que les homogénats sont chacun fixés sur un support amovible a
I’aide d’une goutte de polyéthyleéne glycol (Figure 16). Ces derniers sont placés sur la téte de
coupe et taillés afin d’enlever la couche de glace qui peut se former. Ensuite, les tissus sont
coupés a une épaisseur de 14 um et a I’aide d’un pinceau a poils longs, les tranches minces sont
transférées sur une lame de microscope recouverte d’une couche conductrice d’ITO (Delta
Technologies, Loveland, CO, USA). Lorsque toutes les coupes sont effectuées, la lame avec les

tranches de tissus est tranquillement réchauffée a I’aide d’un objet a température piece afin de
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faire fondre et fixer les tissus en place. Enfin, la lame est placée dans un dessiccateur a vide pour

un minimum de 30 minutes.

Figure 16. Montage de 1’échantillon biologique pour la coupe au cryostat. L’organe a
découper (A) est fixé par du polyéthyléne glycol (B) sur un support amovible (C) afin
d’étre placé sur la téte de coupe (D) du cryostat.

2.3 Déposition de la matrice

Deux méthodes de dépdt de matrice ont été effectuées pour deux types d’analyses. La
premiére méthode est un dépdt de gouttes concentrées de matrice pour les expériences de
profilage et d’analyses préliminaires. La deuxiéme est un dépdt par nébulisation a I’aide d’un
appareil automatisé TMSprayer® de 1°® génération (HTX Technologies, Chapel Hill, NC, USA)

pour les expériences d’imagerie par MALDI.

Pour la premiere méthode de dépot, les solutions de matrices ont été préparées de la
méme maniére dans des fioles de 1,5 mL avec différentes proportions de solvants organiques et
aqueux (proportions indiquées dans le Tableau II, Section 3.2). Chaque solution a été agitée a

I’aide d’un mélangeur vortex et passée au bain a ultrasons.
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Pour ce qui est de la méthode par un systeéme automatisé, les solutions de matrices sont
préalablement préparées et mélangées. La solution de matrice est prélevée dans une seringue de
5 mL et placée sur un pousse-seringue. Le contenu va ainsi circuler dans un capillaire jusqu’a
I’expulsion sur la lame (Figure 17). La lame comprenant les tissus est fixée au centre de la
chambre de I’appareil TMSprayer a 1’aide de ruban adhésif. La porte de la chambre est ensuite
fermée afin de conserver une température et pression constante, ainsi que d’éliminer I’humidité.

Les parametres optimisés de dépot sont choisis avec le logiciel ordinateur.

Figure 17. Montage du TMSprayer 1% génération. La lame est déposée sur la plaque
amovible (A) ou son trajet est programmé par le logiciel. La matrice est graduellement
injectée dans la chambre par un pousse-seringue (B) et traverse un capillaire (C) pour se
rendre a la sortie de nébulisation (D) ou la température, la pression, le trajet de la plaque
et la vitesse d’expulsion sont programmeées par le méme logiciel.
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2.4 Méthode de quantification des biguanides sur tissus
biologiques

Afin de quantifier les composés biguanides dans les organes et tumeurs traités, des
courbes d’étalonnage des 3 composés ont été effectuées en suivant un protocole optimisé pour
chaque composé. Les homogénats de foies sont couramment utilisés lors des expériences de
quantification de composés pharmaceutiques en MALDI, en raison de leur distribution plus

homogeéne d’espéces moléculaires présentes par rapport a d’autre organes.®?

Pour chacun des composés biguanides analysés, une série de 5 tranches d’homogénats
de foie a été coupée a I’aide du cryostat a une épaisseur de 14 um. Les tranches sont déposées
et fixées sur une lame de microscope recouverte d’une couche d’ITO, tel que mentionné
précédemment. Sur chacune des lames, 2 rangées de 5 tranches d’homogénats de foie sont
apposées. Ensuite, la lame est séchée a I’aide d’un dessiccateur sous-vide pour 30 minutes.
Apres, avec un des biguanides a analyser, une goutte de 0,5 uL. d’une solution a concentration
connue est déposée sur chacune des tranches (Figure 18).%* Le solvant est un mélange 50/50
d’eau Milli-Q/ méthanol. Les concentrations utilisées sont situées entre 50,0 et 1,0 pg/mL. La
goutte de solution de biguanide est laissée a sécher a I’air ambiant avant de déposer la couche
de matrice a I’aide du systéme automatis¢é TMSprayer. Les solutions de matrice utilisées pour

le dépot pour I’analyse de chacun des composés sont les suivantes :
- Metformine : CHCA 7,0 mg/mL dans un ratio 70/30 ACN: H,O avec 0,1 % TFA
- Phenformine : CHCA 4,0 mg/mL dans un ratio 80/20 ACN: H>O avec 0,1 % TFA

- Composé A : CHCA 4,0 mg/mL dans un ratio 80/20 ACN: H»O avec 0,1 % TFA
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Pour les composés analysés, les parameétres optimisés du TMSprayer sont les suivants :
- Débit (mL/h) : 13,5

- Vitesse d’expulsion (mm/min) : 1170,0

- Température du jet (°C) : 45,0

- Pression du jet (PSI) : 10,0

- Espacement entre les passages (mm) : 7,0

- Nombre de couches de matrice : 15

La lame recouverte de la couche de matrice est marquée aux 4 coins avec un crayon
blanc et numérisée a I’aide d’un scanner (Epson®V500 Photo) afin d’utiliser cette image dans
le logiciel d’imagerie. Enfin, la lame est insérée dans le spectrométre de masse MALDI pour
effectuer I’image des gouttes de biguanides sur les homogénats. Ce protocole de quantification

est répété en triplicata pour chacun des biguanides analysés.

A

Figure 18. Exemple d’une lame ITO pour une expérience d’imagerie. Les tranches
d’homogeénats de foies (A) sont déposées sur une lame ITO. Les gouttes de biguanides
(B) sont déposées sur les homogénats avant d’appliquer la couche uniforme de matrice

(C) par le TMSprayer. Les dimensions de la lame sont de 75,0 mm x 25,0 mm.
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2.5 Comparaison de la composition lipidique des organes

Afin d’analyser le mécanisme d’action des biguanides par spectrométrie de masse, une
¢tude comparative de la composition lipidique des foies de souris traitées et véhicules a été

effectuée.

A T’aide du cryostat, des sections de 14 pm d’épaisseur ont été tranchées pour chacun
des foies analysés. Les tranches sont déposées et fixées sur une lame de microscope recouverte
d’une couche d’ITO. Sur chacune des lames, 3 coupes de chaque échantillon sont placées.
Ensuite, la lame est séchée au dessiccateur sous-vide pour 30 minutes. Apres, la matrice 1,5-

diaminonaphthaléne (DAN) est déposée par le systéme automatisé TMSprayer. Cette matrice

1.84

est couramment utilisée pour I’analyse des phospholipides en MALDIL®* Les paramétres

optimisés de dépot de matrice sont les suivants :
- DAN 10,0 mg/mL dans un ratio 50/50 ACN: H>O avec 0,1 % TFA
- Débit (mL/h) : 8,0
- Vitesse d’expulsion (mm/min) : 1170,0
- Température du jet (°C) : 55,0
- Pression du jet (PSI) : 20,0
- Espacement entre les passages (mm) : 4,0

- Nombre de couches de matrice : 16
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2.6 Analyse par MALDI-MS

Les expériences de spectrométrie de masse (MS) et d’imagerie MALDI ont été
effectuées sur un appareil UltrafleXtreme MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA) équipé d’un laser SmartBeam II Nd:Yag/355 nm opérant & 1 kHz avec un diamétre de 20
um. L’acquisition de données a été réalisée en mode positif avec la géométrie linéaire et
réflectron de I’analyseur. Les logiciels utilisés pour acquérir les données sont flexControl 3,4 et

flexImaging 4,1 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).

Le potentiel d’accélération des ions a été réglé a +25 kV et les parameétres de I’instrument
(extraction retardée, potentiel a la source, énergie du laser etc.) ont ét¢ optimisés afin d’obtenir
le maximum signal/bruit (S/N) pour chaque biguanide. Pour les expériences IMS, la résolution
spectrale enregistrée est a 75 pm. Un étalonnage de I’appareil est effectué en utilisant les signaux
de matrices et d’une solution standard de CsI pour obtenir 5 points d’étalonnage dans la gamme

de masse étudiée.

Les données statistiques ont été analysées avec le logiciel RStudio (version 3,4,4). Afin
de calculer I’intensité des biguanides, des codes ont été¢ congus en utilisant MALDIquant

(version 1,19,3) pour les expériences MS et Cardinal (version 2,1) pour les expériences IMS.
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3 Développement de la méthode d’analyse par

spectrométrie de masse MALDI

3.1 Parametres d’ionisation des biguanides

Les composés utilisés lors des essais in vivo sur les especes murines sont des analogues

de biguanides commercialement disponibles ou synthétisés afin d’apporter de nouvelles

propriétés de perméabilisation des membranes cellulaires. Pour débuter les analyses en

spectrométrie de masse MALDI, des échantillons des composés sont mis en solution dans un

mélange méthanol/eau (50/50). Ces solutions ayant une concentration de 1,0 mg/mL ont ensuite

¢été analysées en masse par désorption/ionisation laser (LDI), sans matrice organique, afin de

connaitre leur capacité d’ionisation. Les spectres obtenus montrent les ions moléculaires

[M+H]" respectifs des trois biguanides, montrant un signal plus intense pour le composé A (m/z

292,15 Da) par rapport a la metformine (m/z 130,11 Da) et la phenformine (m/z 206,14 Da)

(Figure 19).
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Figure 19. Spectres de masse des biguanides obtenus par ionisation laser (LDI).
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Les spectres de spectrométrie de masse en tandem MS/MS des trois composés ont été
effectués en utilisant la méthode de MALDI LIFT-TOF-TOF,% afin de suivre les ions fragments
pertinents aux ions moléculaires des biguanides. Il sera ainsi possible de confirmer I’identité
d’un biguanide en connaissant les valeurs m/z des ions fragments. Dans un milieu complexe, tel
que des cellules cancéreuses, cette confirmation est nécessaire lorsque les autres molécules du

milieu peuvent interférer avec 1’analyte.

; xigd
. 2&_

ul

60.070

Intens. [@
o=

0.5+ 45.927 5477

| 7111 h l
29509 1 100228
el | I |

oo

; x105
- 4

Intens. [a.u]
=

164.882

27.910 42210 f62 B4889 105055 122451  147.004 T 1@37m 206163
ol—/— 3 T e — L
= x104
= 58634
::'. 25+
g m
204
154
104
051 84300
41471 '
aan ?mgl 100,581 138.944 173.209
0n . s y e :
50 100 150 200 250 300

Figure 20. Spectres MS/MS des trois biguanides en solution MeOH/H>0 (50/50)
suivant la méthode de fragmentation d’ions parents MALDI-LIFT-TOF-TOF.
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Les analyses MS/MS ont ét¢é effectuées en solution de MeOH/H>O (50/50) afin d’obtenir
des signaux fiables. Un fragment commun a été¢ observé pour les trois composés, ce qui
correspond a la partie terminale du biguanide (Figure 20). Un autre pic intense (m/z 191,18 Da)
est présent pour le composé A ce qui correspond a la partie PEB et va permettre de confirmer la

présence de ce composé.

3.2 Choix de la matrice et méthode de dépot

Afin de déterminer les meilleures conditions d’ionisation des biguanides, différentes
matrices organiques ont été testées. La spectrométrie de masse MALDI utilise 1’aide d’une
matrice organique afin de faciliter I’ionisation d’un analyte. Ces matrices, tel que mentionné,
viennent dissiper 1’énergie du laser avant d’aider a ioniser 1’analyte, réduisant ainsi le risque de
fragmentation de 1’analyte. En plus, les matrices permettent d’ioniser tout type de molécules.
C’est un des avantages de la technique du MALDI puisque cela permet d’analyser des molécules
et biomolécules ayant une large gamme de poids moléculaires, sans qu’il y ait de fragmentation
prédominante. Les matrices organiques aident aussi a la formation d’ions mono-chargés, ce qui
vient faciliter I’interprétation des spectres de masses. Ces matrices sont en trés grand exces par
rapport a I’analyte (~5000 :1) afin de pouvoir absorber et dissiper le surplus de 1’énergie laser.
En revanche, un des inconvénients du MALDI est de déterminer la meilleure méthode d’analyse
pour le type d’analyte. Celle-ci est différente selon chaque type d’analyte par son choix de
matrice pour la meilleure ionisation, la méthode de préparation de I’échantillon ainsi que la
méthode de dépdt de la matrice. Cette étape est une étape cruciale pour obtenir des résultats

fiables et reproductibles.
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Les matrices utilisées en MALDI sont généralement des petites molécules organiques
composées d’un ou plusieurs cycles aromatiques (Tableau I, p.18). Ces derniers sont capables
d’absorber 1’énergie des lasers a 1’azote, qui sont les plus courants dans les appareils MALDI.
De plus, les molécules de matrices portent des groupements fonctionnels qui sont soit donneurs
ou accepteurs de protons, afin de favoriser leur capacit¢ d’ionisation. Des groupements
hydroxyles sont souvent présents par leur grande affinité¢ avec diverses analytes, tel que les

peptides, les glucides, et les petites molécules pharmaceutiques.®®

Les matrices sont généralement dissoutes avec I’analyte dans des proportions de solvants
organiques et aqueux. Ce systéme de solvants permet, entre autres, de dissoudre 1’analyte avec
la matrice afin de favoriser la désorption et I’ionisation de 1’analyte. Lorsque le solvant
s’évapore, il se forme ainsi un réseau de cristaux avec 1’analyte et la matrice, qui pourront étre
ionisés par le laser. Dans les solvants de matrice, un acide fort comme le TFA est souvent ajouté
afin d’aider a générer des ions [M+H]" par son fort caractére donneur de protons. Le TFA
augmente davantage 1’efficacité d’ionisation des petites molécules,?® qui est le type d’analyte
d’intérét dans ce projet. Pour les composés biguanides en solution, différentes combinaisons de
matrices et de solvants ont été préparées et testées. Toutes les solutions de matrices ont été
préparées de la méme manicre, selon une concentration et solubilité spécifique a chacune
(Tableau II). Les combinaisons de solvants essayées pour chaque matrice sont couramment

utilisées pour d’autres analyses et ont effectivement permit de dissoudre les biguanides.
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Tableau II. Préparation et intensités des signaux des biguanides des différentes matrices
organiques.

Concentration de

Matrice matrice (mg/mL)

Acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique
(CHCA)

1,5-Diaminonaphthaléne 10,0
(DAN)

2,6- 10,0
Dihydroxyacetophénone
(2,6-DHA
Acide 2,5- 30,0
dihydroxybenzoique
(DHB)

2-Mercaptobenzothiazole 10,0
(MBT)

Acide 3,5-diméthoxy-4- 13,0
hydroxycinnamique (SA)
5-Chloro-2- 10,0
mercaptobenzothiazole
(cMBT)

9-Aminoacridine (9AA) 10,0

Systéme de

solvants

50/50 ACN: H20
+0,1 % TFA

50/50 ACN: H,0O +
0,1 % TFA
50/50 ACN: H.0 +
0,1 % TFA

50/50 MeOH: H>0O
+0,1 % TFA

50/50 ACN: H.0 +
0,1 % TFA
50/50 ACN: H20 +
0,1 % TFA
50/50 ACN: H.0 +
0,1 % TFA

70/30 EtOH: H20

Intensité du signal
des biguanides a
une concentration
de 1,0 mg/mL

Excellent

Moyen

Pauvre

Bien

Bien
Pauvre

Moyen

Pauvre

Ainsi, trois candidates ont révélé les meilleures intensités et formes de pics pour les trois

biguanides, soit I’acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB), le 2-mercaptobenzothiazole (MBT) et

I’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA). En se référant aux signaux des biguanides sans

matrice, le CHCA montre un signal trés élevé pour chaque biguanide a une concentration de 1,0

mg/mL (Figure 21). Le CHCA est souvent utilis¢é pour I’analyse de petites molécules
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87,88

pharmaceutiques en plus de présenter aucune interférence au niveau des ratios m/z des

biguanides. C’est donc le CHCA qui sera utilisé pour les analyses de profilage et d’imagerie.
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Figure 21. Intensités relatives des biguanides avec les trois meilleures matrices
déterminées par spectrométrie de masse MALDI.

Pour ce qui est de la méthode de dépdt de la matrice, deux méthodes de dépot ont été
utilisées. La premiére est par dépdt de gouttes concentrées de solutions de matrices directement
sur le milieu a analyser. Cette méthode permet une analyse rapide de profilage afin de
caractériser et comparer globalement les signaux présents. Ces solutions de matrice sont les

mémes que préparées dans le Tableau I1.

La deuxiéme méthode consiste a nébuliser la matrice par un systéme automatisé
(TMSprayer). Le dépdt de matrice par le systeme automatisé permet une couche homogene sur
les sections de tissus, ce qui est favorable pour les expériences IMS afin d’obtenir des images
de haute qualité. Plusieurs parameétres entrent en jeu lors de la nébulisation de la matrice afin
d’obtenir une couche homogene et idéale pour la détection des analytes a diverses
concentrations. Les parametres optimisés montrés dans la section 2.4 ont €té obtenus sur des

concentrations de chaque biguanide allant de 50,0 a 5,0 ug/mL. L’objectif de I’optimisation des
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signaux est d’avoir une méthode capable de détecter les biguanides a plus hautes concentrations

comme a plus basses concentrations.

La température a 45°C et la pression a 10 PSI permettent une évaporation lente du
solvant lors du dépot de 1a matrice sur la lame. Ceci permet a la solution de matrice d’humidifier
la surface de I’échantillon afin de bien extraire les signaux de 1’analyte. Ensuite, avec le solvant
qui s’évapore, les cristaux de la matrice se forment sur I’échantillon avec I’analyte extrait. Le
ratio des solvants d’acétonitrile et d’eau joue entre 70/30 pour la metformine (Figure 22) et
80/20 pour la phenformine et le composé A. Une solution plus aqueuse permet une meilleure
extraction de la metformine, tandis que la phenformine et le composé A, qui ont un caractére
plus hydrophobe, utilisent des solutions de matrice moins aqueuses. Le nombre de passages
déterminé est un des facteurs les plus importants car une couche trop mince ou trop épaisse
influence davantage I’extraction de 1’analyte et ainsi ’intensité des pics. Ainsi, 15 passages de
matrice ont été évalués comme étant le nombre idéal pour le composé A (Figure 23) de méme

que les deux autres composés.
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Figure 22. Comparaison de ’intensité du signal de la metformine (m/z=130,11 Da)
selon le solvant de la matrice de CHCA. Une goutte de 10,0 pg/mL de la metformine
dans 50/50 MeOH/H-O est déposée sur une coupe d’homogénat de foie. La matrice est
appliquée avec le TMSprayer.
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Figure 23. Comparaison de I’intensité du signal du composé A (m/z=292,15 Da) selon
le nombre de passages de matrice CHCA avec le TMSprayer. Une goutte de 10,0 pg/mL
du composé A dans 50/50 MeOH/H>O est déposée sur une coupe d’homogénat de foie.
Le solvant utilisé pour la matrice est un mélange 80/20 ACN/HO.

3.3 Limites de détection des biguanides en MALDI

En vue d’analyser les organes et tumeurs traités avec les biguanides, les limites de
détection par MALDI de ces composés ont été effectuées en solution et sur tissu homogene de
foie. Une série de dilutions successives des biguanides dans du MeOH/H,O (50/50) a été
analysée en appliquant une goutte de ces solutions sur une plaque MALDI suivi d’une goutte de
CHCA concentrée pour chaque solution a analyser. Tous les pics ont été confirmés par
spectrométrie de masse MALDI MS/MS. Une meilleure intensité de signal est observée par
rapport aux résultats par LDI (Figure 19) en raison de la présence de matrice qui facilite
d’ionisation. De plus, tel que vu précédemment, le composé A est le biguanide qui s’ionise le
mieux, montrant toujours un signal jusqu’a une concentration de 1,0 fg/mL (Figure 24). La
metformine et la phenformine présentent des limites de détection légerement plus élevées, soit

autour de 10,0 pg/mL.
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Figure 24. Limites de détection des biguanides en solution de MeOH/H2O (50/50). Les
intensités enregistrées sont une moyenne de 10 acquisitions par concentration.

La limite de détection en solution fournit une idée générale de la capacité de détection
par MALDI des concentrations tres faibles. Pour les expériences d’imagerie (IMS), les analyses
seront effectuées sur des coupes de tissu, ce qui engendre de nouveaux signaux qui peuvent
interagir avec 1’analyte ou la matrice. Ainsi, pour effectuer les limites de détection sur tissu, le
méme principe qu’expliqué précédemment est effectué. La seule différence est que les solutions
diluées des biguanides sont chacune appliquées sur le dessus ou en dessous d’une tranche
d’homogénat de foie finement coupée et apposée sur une lame ITO afin d’observer s’il y a une
différence d’intensité du signal. En appliquant la goutte de biguanide sur le dessus, cela permet
une meilleure reproductibilité et sensibilité. Les spectres enregistrés sont montrés en Annexes

(Figure A1).
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Tableau III. Limites de détection des biguanides (en pg/mL) obtenues sur des homogénats
de foie.

Composé A Metformine Phenformine

Au-dessus 0,01 2,5

O’O 1 5’0 1 ,O

Ces résultats ne permettent pas de prédire la qualité de la quantification, mais montrent

0,5

qu’il n’y a pas de différence majeure entre la limite de détection obtenue par le dépot de
biguanide au-dessus et en dessous du tissu. Ainsi, pour 1’élaboration des courbes d’étalonnage
et par soucis de facilité, le dépot de la solution de biguanide a été fait sur le dessus du tissu. Pour
les trois composés, il y a une différence d’environ 10° entre les limites de détection en solution
et sur tissu, ce qui est attendu avec la composition complexe du milieu de 1I’échantillon. De plus,
il est normal d’obtenir des limites de détection plus élevées sur tissu qu’en solution en raison de
la complexité et de la suppression ionique qui peut se produire. Cette suppression ionique est
causée par plusieurs facteurs de I’échantillon et sa préparation, notamment les lipides présents
qui peuvent réduire le pouvoir d’ionisation de I’analyte.®>*° Ces essais ont été effectués sur des
tissus homogenes, ou les signaux parasites sont réduits et permettent une fiabilité et

reproductibilité des résultats.

3.4 Courbes d’étalonnage pour la quantification des biguanides

Des courbes d’étalonnage pour les trois biguanides ont été obtenues sur des tissus
homogenes de foies. Tel que mentionné dans la partie expérimentale (Section 2,4), les
homogénats de foies permettent un milieu biologique uniforme et sont couramment utilisés en

quantification par spectrométrie de masse.
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La méthode de quantification par MALDI développée consiste a déposer une goutte de
solution a concentration connue sur une section de tissu homogene. Par la suite, la matrice est
appliquée en couche uniforme pour ensuite effectuer I’'image MS de la région de la goutte. Cette
méthode réduit les variations encourues lors des étapes de la préparation de 1’échantillon et tient
en compte les effets d’interactions de la matrice avec 1’analyte. Cette technique simple
d’approche a souvent été utilisée dans la quantification de composés pharmaceutiques.
Notamment, un groupe du chercheurs a employé cette méthode pour la quantification de la
pirfénidone, un immunosuppresseur utilis¢é dans le traitement de la fibrose pulmonaire
iodoathique.”! Ils ont utilisé la méthode de dépdt d’une goutte de solution a concentration
connue sur des sections de tissus pulmonaires véhicules afin d’établir des courbes d’étalonnage
pour quantifier ce médicament et ces métabolites dans différents organes (foie, rein,

poumon).®2

Les paramétres de dépot de matrice ont été optimisés pour chaque biguanide en raison
des différences de capacité d’ionisation, tel que mentionné précédemment. Les résultats obtenus
sont ainsi uniformes et linéaires sur la gamme de concentrations déterminées. Afin de respecter
la gamme de linéarité pour chaque biguanide, la plus faible concentration évaluée est [égerement
supérieure a la limite de détection sur tissu obtenue précédemment. La variation des intensités
est trop prononcée pour une concentration pres de la limite de détection, ce qui n’est pas optimal

dans I’¢élaboration d’une méthode de quantification par IMS.

La Figure 25 présente un exemple des triplicatas obtenus pour chacun des biguanides
analysés. Cinq solutions a concentrations différentes pour les différents biguanides sont
préparées et disposées sur les homogénats de foie avant de déposer la matrice. L’image de
chacune des gouttes est enregistrée selon une méthode d’acquisition de données optimisée au
MALDI-TOF avec une résolution latérale a 75 um. Ceci représente que dans la région d’analyse,
un spectre de masse est enregistré a chaque 75 um. Les valeurs m/z pour le composé A, la
metformine et la phenformine sont sélectionnées afin d’obtenir une représentation 2D de chaque

région. Ensuite, les valeurs d’intensités maximales pour chaque solution sont analysées en

conservant les signaux avec un S/N supérieur a 10.

Les résultats des images sont ensuite normalisés selon la méthode Total Ion Current

(TIC), qui stipule que Iintensité totale se doit d’étre proportionnelle a la concentration totale.”
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Ainsi, cette méthode consiste a multiplier a 1’aide d’un facteur de normalisation les valeurs
d’intensités dans chaque spectre afin qu’elles soient similaires dans tous les spectres enregistrés.
A la suite de ces manipulations statistiques, les courbes d’étalonnage sont construites en tragant
un graphique de la moyenne obtenue des intensités normalisées en fonction des concentrations

des solutions.

01:29215Da +0.50Da

Intensité maximale normalisée
(s.u.)
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Figure 25. Courbes de régression linéaire de I’intensité maximale normalisée en
fonction de la concentration des biguanides — A (composé A m/z=292,15 + 0,5 Da), B
(metformine m/z=130,11 + 0,5 Da) et C (phenformine m/z=206,14 = 0,5 Da). Les
courbes sont tracées en utilisant la moyenne (n = 3) des intensités ioniques.
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La méthode de quantification des biguanides par IMS-MALDI-TOF montre des résultats
concluants pour les trois composés biguanides. La régression linéaire simple est utilisée pour
I’analyse de ces courbes. Ce type de régression lin€aire a permis de corréler la variation de
I’intensité du signal obtenu avec la variation de la concentration des solutions de biguanides.
Les coefficients de corrélation linéaire (R?) sont de 0,9982 pour le composé A, 0,9547 pour la
metformine et 0,9813 pour la phenformine, ce qui représente une trés bonne linéarité des
courbes. Les écart-types montrés sur les graphiques sont cependant tres €levés. Il est difficile de
contrdler le volume de la goutte déposée sur les homogénats de foie afin qu’elle soit uniforme,
ce qui peut influencer la reproductibilité. Cette technique se doit d’étre répétée a plusieurs
reprises (n > 3) afin d’¢éliminer statistiquement les valeurs aberrantes. Somme tout, la méthode
développée pour la quantification des biguanides est simple et reproductible. Les courbes
d’étalonnage obtenues par IMS permettront de quantifier les biguanides dans les organes et

tumeurs traités.
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4 Résultats d’imagerie par spectrométrie de masse (IMS)

MALDI

4.1 IMS et quantification des biguanides dans les organes et

tumeurs traités

Un des objectifs de I’imagerie par spectrométrie de masse est de déterminer de manicre
quantitative la distribution spatiale d’une molécule, soit dans des organes et tumeurs ayant été
traités avec des biguanides, dans le cadre de ce projet. Cette méthode de quantification par
imagerie MS permet d’obtenir des informations sur la localisation de la molécule d’intérét dans
un organe. C’est, entre autres, le principal avantage par rapport aux autres méthodes de
quantification, telle que la LC-MS. Ainsi, de maniére générale, les données recueillies par I’'IMS
permettent d’obtenir de I’information qualitative et quantitative fiable sur la localisation d’une

molécule dans différents tissus ou types de cellules.”

A la suite des essais in vivo, les souris ont été sacrifiées aprés une période de 28 jours de
traitement ou les organes et tumeurs ont été recueillis. Il est possible de remarquer une différence
visible au niveau de la taille des tumeurs suite aux différents traitements de biguanides (Figure
26). Les tumeurs des souris traitées a la metformine et phenformine n’ont pas réduit en taille

lors de la période de 28 jours, par rapport a celle traitée avec le composé A.

Figure 26. Photos des tumeurs PDAC recueillies. La taille indiquée (mm) représente le
plus court diameétre approximatif des tumeurs. A (véhicule), B (metformine), C
(phenformine) et D (composé A).



Dans I’intérét d’en apprendre davantage sur le comportement du nouveau composé A,
un essai de quantification de ce composé dans les organes et tumeurs a ét¢ effectué¢ avec la
procédure développée. Etant un nouveau composé synthétisé dans le groupe, son mécanisme

d’action n’est pas connu, mais montre des effets anticancéreux trés intéressants.

h_'l :- o~

25,0 pgfmL

Figure 27. Localisation du composé A (m/z=292,15 £+ 0,5 Da) dans les organes et la
tumeur PDAC acquis a une résolution spectrale de 75 pm. Les valeurs sont normalisées
par TIC et comparées a une solution standard de 25 pg/mL du composé A dans
MeOH/H:0 50/50. Crédit a Ethan Yang du groupe de Pierre Chaurand pour la
collaboration et 1’obtention de cette IMS.

Le controle utilisé est une goutte du composé A (25,0 pg/mL dans une solution 50/50
MeOH/H>0) déposée sur une coupe d’homogénat de foie. Une région carrée de 100 mm? au
centre de la goutte a été sélectionnée comme région d’intérét afin d’obtenir une image uniforme
pour le contrdle. Les résultats qualitatifs de I’'IMS des organes et tumeur (Figure 27) montrent
que le m/z 292,15 Da se retrouve en grande quantité dans le rein, en raison de 1’élimination
naturelle du médicament par 1’urine. Il est aussi possible de remarquer une accumulation au
niveau du foie et une trés faible accumulation dans un muscle. A long terme, une accumulation
du biguanide dans le foie va engendrer de la toxicité qui peut s’étendre au reste de 1’organisme.
Selon le Tableau IV, dans la tumeur PDAC, le m/z 292,15 Da se retrouve qu’en tres faible
intensité, stipulant que le composé A ne reste pas dans la tumeur. Pour la section de cerveau,

aucun signal du composé A ne se retrouve dans la région analysée.
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Tableau IV. Valeurs de I’intensité moyenne (u.a.) du composé A sur ’aire totale de la région.

Région Moyenne Ecart-type |Nombre de pixels
Cerveau 0,0 0,0 12290
Rein 100,5 49,2 3736,0
Foie 29,8 124 1429,0
Muscle 6,8 3,7 1949.,0
Tumeur PDAC 32 1,0 598.0
Contréle 25,0 pg/mL 192,5 714 80,0

Pour ce qui est de la quantification, les valeurs des intensités ioniques du composé A
dans les sections de tissus ont été analysées en suivant le méme protocole que pour les courbes
d’étalonnage. Pour ce faire, trois réplicas de chaque tissu biologique ont été effectués dans le
but de quantifier le composé A. Dans les équations de régression linéaire de la courbe
d’étalonnage, les valeurs de la pente, I’ordonnée a 1’origine ainsi que I’intensité ionique sont
connues. Il est ainsi possible de trouver la concentration inconnue correspondant a la valeur de
I’intensité ionique en isolant cette valeur dans 1’équation. Ainsi, les valeurs obtenues
correspondent a la concentration moyenne approximative sur toute la surface du tissu et sont

normalisées en utilisant le contrdle de 25,0 pg/mL.
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Figure 28. Concentrations approximatives (ug/mL) du composé A dans les organes et
tumeur évaluées par la méthode de quantification IMS-MALDI-TOF. L’équation de
régression linéaire utilisée est y = 0,4583x + 0,7598. L’écart-type standard est calculé
sur les trois réplicas de chaque tissu biologique.
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Par rapport a la concentration de la solution standard du composé A a 25,0 ug/mL, le
rein présente une concentration approximative de 16,8 ug/mL, ce qui correspond a son intensité
ionique ¢élevée observée dans I’IMS. L’accumulation dans le foie est approximativement a 4,1
pug/mL, environ le quart de ce qui est présent dans le rein. Dans le muscle et la tumeur, les
concentrations approximatives sont inférieures a 1,0 ug/mL, ce qui est aussi représentatif de
leurs distributions ioniques observées par IMS. Cette faible quantité calculée du composé A
dans la tumeur permet de soutenir le fait que le composé n’agit pas directement dans la tumeur

car il est trés peu présent.

La méthode développée permet effectivement de quantifier le signal m/z 292,15 Da du
composé A dans les organes et tumeur PDAC recueillies. Ces résultats sont ainsi encourageants
pour la quantification des autres organes et tumeurs traités avec les autres composés biguanides
en utilisant les parameétres optimisés au préalable. La quantification par imagerie en
spectrométrie de masse permet d’obtenir des résultats fiables et reproductifs avec des
informations qualitatives et quantitatives sur la distribution du nouveau composé synthétisé dans

notre groupe.

4.2 Comparaison de la composition lipidique des foies de souris

par IMS

L’imagerie par spectrométrie de masse permet d’analyser une variété de molécules et
leur distribution dans des tissus biologiques. Le MALDI permet d’ioniser et analyser des
molécules ayant des larges poids moléculaires, telles que des protéines ou des lipides. Dans le
cas de ce projet, une comparaison de la distribution des lipides dans les différents foies traités
et véhicules a été réalisée afin de déterminer les différences majeures d’expression ou
d’inhibition.

Le métabolisme des lipides lors du développement d’une tumeur est affecté, en
produisant ou en inhibant la formation de nouveaux lipides.” Les lipides sont des biomolécules
qui sont responsables de plusieurs fonctions cellulaires, telles que la formation de la membrane

cellulaire, la communication cellulaire ainsi que I’homéostasie.?**> L’analyse par IMS-MALDI
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des lipides est une pratique courante en raison de 1’abondance d’une variété¢ de lipides qui
composent la membrane cellulaire, telle que les phospholipides, les sphingolipides et le
cholestérol. De plus, ces molécules sont présentes sous formes d’ions positifs ou négatifs, ce qui
rend leur ionisation et analyse par spectrométrie de masse encore plus efficace. Les lipides
présentent des masses majoritairement inférieures a 1000 Da, ce qui est dans la gamme de

détection idéale de la spectrométrie de masse MALDI. 3¢

Comme ils peuvent étre présents comme ions positifs ou négatifs, il est possible
d’effectuer I’analyse MALDI en mode positif [M+H]" ou négatif [M-H]". Ces deux modes
permettront d’obtenir des informations complémentaires sur la composition lipidique des tissus
de foie analysés. En mode positif, il est possible de détecter toute la famille des
phosphatidylcholines (PC) ainsi que les sphingomyélines (SM) en raison de la présence d’une
amine quaternaire qui apporte une charge positive permanente. En mode négatif, ce sont
majoritairement des phospholipides qui peuvent étre analysés, tels que les phosphatidylglycérol

(PG) et les phosphatidylserines (PS).5*%7

Les résultats ont été obtenus en coupant des sections de foie de tous les groupes de souris
traités et véhicules. La matrice utilisée dans I’analyse des lipides est le DAN, qui a été déposée
en utilisant une méthode optimisée avec le systéme automatisé. Les images ont été enregistrées
avec une résolution spectrale de 75 um et avec les mémes parameétres de traitement statistique
que les IMS des solutions de biguanides. Puisque les lipides sont présents en trés grande variété
selon leur degré d’insaturation et la longueur de leurs chaines carbonées, il est possible de
sélectionner une étendue de ratio m/z afin de comparer leur intensité dans les différents organes.
Les valeurs obtenues sont comparées a celles d’une base de données (Lipid Maps ® Lipodimics

Gateway) afin d’obtenir une identification primitive des composés analysés.

Les plus grandes différences en mode positif ont ét€¢ observées a des m/z de 558, 760,
818 et 848 Da (Figure 29). Le composé a m/z 558 est présent avec une intensité beaucoup plus
¢levée dans le foie traité avec le biguanide A. Cette molécule ne semble pas étre présent en
abondance dans les autres foies, ce qui pourrait expliquer un mécanisme de réaction unique du
nouveau biguanide synthétisé. Le composé a m/z 760 est tres abondant dans le foie véhicule, et
moins dans les foies traité€s aux biguanides, suggérant une inhibition de cette biomolécule suite

aux traitements avec les biguanides. L’inverse est observé pour le composé a m/z 848, ou les
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foies traités aux biguanides présentent une plus grande abondance. Finalement, a m/z 818 il y a
une différence de composition avec le foie traité a la metformine versus les autres foies, ce qui

suggérerait un mécanisme unique a la metformine.

Mode positif

Vi
Véhicule |"

Phenformine

Metformine

Composé A

558,4826+0,5Da 760,5974+0,5Da $18,4668+ 0,5 Da $48,4414+ 0,5 Da

Figure 29. IMS en mode positif des foies de souris véhicules et traités aux différents
biguanides. Les données sont normalisées par TIC avec une résolution spectrale de
75pm.

Pour I’analyse en mode négatif des lipides (Figure 30), le foie traité avec le compos¢ A
présente un signal a m/z 757 qui a une intensité plus élevée que dans les autres foies, supposant
encore un mécanisme propre au traitement du biguanide A. A m/z 744, ce composé est plus
abondant dans le foie véhicule que dans les foies traités. A m/z a 714, I’expression de cette
biomolécule est altérée dans les foies traités a la metformine et au composé A. Enfin, pour les
foies traités a la metformine et phenformine, il y a une abondance du signal a m/z 790, suggérant
une abondance de ce composé a la suite de ces traitements. Somme tout, dans les analyses des
lipides en mode positif et négatif, les signaux sont localisés uniformément dans les tissus. Afin
d’approfondir et de confirmer I’identité des signaux observés, des analyses par spectrométrie de

masse en tandem (MS/MS) pourront étre effectuées.
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Mode négatif

Veéhicule

Phenformine

Metformine

Composé A
o

714,4102+0,5Da 744,5555+0,5Da 757,6558+£0,5Da 790,4914 + 0,5 Da

Figure 30. IMS en mode négatif des foies de souris véhicules et traités aux différents
biguanides. Les données sont normalisées par TIC avec une résolution spectrale de
75um.
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5 Conclusion et perspectives

5.1 Conclusion

En conclusion, les travaux réalisés et discutés dans ce mémoire présentent le
développement d’une méthode d’analyse de composés biguanides par spectrométrie de masse
MALDI dans un traitement pour le cancer du pancréas. Cette méthode a permis d’analyser des
organes et tumeurs pancréatiques a la suite d’expériences sur des souris ayant recu des
traitements avec des composés biguanides. Ces composés sont la metformine, la phenformine
et le composé A, qui est un analogue biguanide synthétisé dans le groupe afin d’augmenter la
perméabilité membranaire. Les résultats ont permis de localiser et quantifier les biguanides
présents dans les organes et tumeurs, en plus de comparer la composition de biomolécule suite

aux différents traitements.

La méthode d’analyse des biguanides a été optimisée en déterminant la meilleure matrice
permettant des intensités ioniques €levées pour chacun des biguanides, soit I’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique (CHCA). Les images en spectrométrie de masse ont été enregistrées afin
d’élaborer des courbes d’étalonnage pour chaque biguanide avec des coefficients de corrélation
linéaire supérieurs a 0,95. L’IMS a permis de quantifier le composé A présent dans les organes
et tumeur, pour montrer une accumulation dans le rein et foie de 16,8 et 4,1 pg/mL
respectivement. Le composé A est faiblement présent dans la tumeur et ne s’accumule pas dans
le cerveau. Une étude comparative des lipides a montré qu’il y avait effectivement des

différences d’expression de certains lipides, surtout pour les organes traités au composé A.

Pour terminer, la méthode développée pourra s’appliquer pour 1’analyse des autres
biguanides commerciaux dans les organes et tumeurs traités. Avec les mémes bases et une
optimisation adéquate, il serait aussi possible d’analyser de nouveaux composés biguanides pour
de futurs essais dans le développement d’un agent anticancéreux. Bien que le mécanisme
d’action des biguanides dans le traitement du cancer demeure toujours un mystere, ce sont les
progres dans différentes branches de recherche qui vont permettre d’obtenir les réponses

nécessaires.



5.2 Perspectives

Avec ces premiers travaux réalisés dans le cadre de ce projet et avec les avancées dans
la littérature, plusieurs portes s’ouvrent afin d’améliorer et d’approfondir la méthode d’analyse.
En effet, pour en apprendre plus sur la distribution du médicament, les organes et tumeurs
pourraient étre recueillis a différents intervalles de temps suivant leur injection afin d’en suivre
la pharmacocinétique par spectrométrie de masse. Les expériences d’IMS permettraient

simultanément de localiser et quantifier les biguanides a différents temps dans divers organes.

Une autre méthode de quantification par dopage d’homogénats d’organes est de plus en
plus utilisée dans la littérature, ce qui améliorait la méthode de quantification.’® Afin de produire
les courbes d’étalons, un moule avec plusieurs sections pourrait accueillir les homogénats
d’organes dopés avec différentes concentrations de biguanides a analyser. En limitant la taille
de ce moule, il serait possible d’effectuer ’IMS des homogénats dopés avec les échantillons
d’organes traités sur la méme lame d’analyse, réduisant ainsi les variations lors de la préparation

de 1’échantillon.

Spike Layer Section Mount Augquire & analyze
Spike series of tissue Serially freeze each Mount the tissue plug Thaw-mount mimetic Construct and apply a
homogenates with spiked homogenate and cryosection at the model tissue section on calibration curve by relating the
small volume (<z=. ww) of into a cylindrical mold same thickness as the the same slide as the average ion intensity for each
standard of known to give a plug of sample tissue(s) sample tissue(s) layer with its corresponding
concentration tissue homogenate concentration
with a stepped

gradient of standard

¥=1E + Ofx - 136423
R = 0884 -8

¢ 20 40 &0 B0 100
Caoncentration (a'ah

Figure 31. Représentation schématique d’une nouvelle méthode de quantification par
IMS avec des homogénats d’organes dopés. Reproduction autorisée et crédit aux auteurs
de I’article en citation.”®
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Avec les développements récents dans le domaine de 1’imagerie par spectrométrie de
masse, cette branche de recherche permet d’offrir de plus en plus d’informations sur la
distribution moléculaire de nouveaux composés lors des phases de développement. Cette
nouvelle méthode de quantification et de localisation de composés pharmaceutiques offre un
environnement mimétique et représentatif de 1’échantillon biologique a analyser. Les matrices
biologiques sont souvent la source de fluctuation et de variation en analyse par spectrométrie de
masse. Ainsi, avec ce modele, I’activité du composé pharmaceutique dans le milieu biologique
complexe est mieux représentée et permet une meilleure précision de la quantification par IMS.
De plus, pour limiter les écarts de linéarité avec cette nouvelle méthode d’analyse, il serait
intéressant d’ajouter un étalon interne ayant la méme concentration a chaque solution étalon et
¢chantillon. L’étalonnage interne utilise une molécule de référence qui a une structure et des
propriétés apparentées a la molécule d’intérét. Ainsi, I’élaboration des courbes d’étalonnage se
fera en fonction du rapport des concentrations de 1’analyte et de la substance d’étalon interne,

augmentant alors la précision de I’étalonnage.

Finalement, pour les études comparatives des biomolécules, les travaux porteront sur
I’indentification des lipides d’intéréts. En utilisant la spectrométrie de masse en tandem MS/MS,
il sera possible de suivre les ions fragments clés et les associer a une section de la structure pour
I’identification. De plus, pour explorer davantage le mécanisme antiprolifératif par les
biguanides, les futurs travaux porteront sur I’analyse comparative de 1’expression des protéines
dans les organes et voir ’altération de leur composition au travers les organes. L’activation ou
I’inhibition de certaines protéines est induite par des voies métaboliques spécifiques qui

pourraient nous en apprendre davantage sur le mécanisme d’action des biguanides.
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Figure A-1. Spectres de masse des biguanides lors des expériences de limites de
détection sur tissu homogene de foie de souris. Les solutions sont dans un mélange
de MeOH et H>O 50/50.
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