Caractérisation du métabolome secondaire de Penicillium par marquage isotopique et spectrométrie de masse haute résolution 
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Les moisissures sont des champignons filamenteux capables de produire de nombreux métabolites secondaires. Ces molécules peuvent présenter des propriétés bénéfiques et sont couramment utilisées en industrie, ou présenter des propriétés pathogènes. La caractérisation du métabolome des moisissures présente donc des intérêts économiques et sanitaires majeurs. Dans ce contexte, une méthode permettant de caractériser l’ensemble du métabolome secondaire de moisissures en croissance sur substrat marqué avec des isotopes stables a été développée, et appliquée à la caractérisation du métabolome secondaire de Penicillium nordicum et Penicillium verrucosum.


Le substrat représentant l’unique source de carbone et d’azote des moisissures, P. verrucosum et P. nordicum ont été mis en culture sur des grains de blé différemment marqués: (i) grains naturels, (ii) grains marqués à 97% de 13C, et (iii) grains marqués à 53% 13C et 97% de15N. Les extraits de chacune des trois cultures ont été analysés par HPLC couplée à un spectromètre de masse haute résolution LTQ-Orbitrap XL, équipé d’une ionisation par Electrospray opérant en mode positif ou négatif. Puis les métabolites secondaires ont été spécifiquement détectés grâce à la reconnaissance de massifs isotopiques particuliers pour chacun des enrichissements. La comparaison des rapports m/z entre les différents marquages a ensuite permis la détermination du nombre d’atomes de carbone et d’azote présents dans la molécule. L’unique formule brute a ainsi été caractérisée pour chacun des métabolites détectés. La consultation d’une base de données spécifique (Antibase) a permis de suggérer la production de métabolites secondaires connus. La validation de ces derniers a nécessité une analyse MS/MS et une comparaison avec leur standard. Concernant les métabolites secondaires inconnus, certains d’entre eux ont pu être annotés grâce à l’utilisation de réseaux moléculaires de similarités MS/MS.


L’étude de P. verrucosum et P. nordicum a permis de détecter 176 métabolites secondaires. 16 d’entre eux sont suspectés comme étant connus d’après la base de données utilisée. Dans l’objectif d’identifier de nouveaux métabolites secondaires, des modélisations de réseaux moléculaires ont été utilisés. Ainsi, un groupe de 17 métabolites inconnus se fragmentant de façon similaire a été détecté. La détermination des structures de ces composés sera réalisée après analyses structurales approfondies (MSn, RMN…).
