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Titre : Développement de méthodes chromatographiques sur gouttes de sang séché (DBS) pour l’étude du dialogue tissu adipeux–foie et la modélisation de la lipolyse adipocytaire
Contexte
L’obésité constitue un facteur majeur de développement du diabète de type 2 et de la maladie hépatique associée à un dysfonctionnement métabolique (MASLD/MASH). La lipolyse adipocytaire conduit à la libération d’acides gras non estérifiés et de glycérol, captés par le foie où ils alimentent la β-oxydation, la cétogenèse et l’accumulation de triglycérides. Malgré leur rôle central dans la physiopathologie métabolique, les cinétiques des échanges entre tissu adipeux et foie demeurent insuffisamment caractérisées. L’utilisation du CL316,243, agoniste β3-adrénergique induisant spécifiquement la lipolyse adipocytaire chez la souris, constitue un modèle pertinent pour étudier ces mécanismes. Parallèlement, les méthodes de micro-prélèvement sur gouttes de sang séché (Dried Blood Spots, DBS) offrent l’opportunité de réaliser des prélèvements répétés à partir de très faibles volumes sanguins, facilitant l’étude de la cinétique des réponses métaboliques. Ce mode de prélèvement ouvre 

Objectif du projet
L’objectif du projet est de développer des méthodes chromatographiques (LC-MS/MS et GC-FID) pour quantifier les substances impliquées dans les flux métaboliques du dialogue tissu adipeux–foie lors de la lipolyse adipocytaire.
Sur le plan analytique, le projet vise à valider une méthode LC-MS/MS (Shimadzu 8045) multiparamétrique pour la quantification simultanée du CL316,243, du glycérol et du couple β-hydroxybutyrate/acétoacétate. Cette approche sera complétée par la détermination des acides gras circulants non estérifiés par GC-FID (Shimadzu Nexis 2030), avec une attention particulière portée aux acides gras saturés, mono-insaturés et polyinsaturés libérés lors de la lipolyse. Ces mesures seront confrontées aux méthodes colorimétriques déjà en place dans le laboratoire. Les validations analytiques seront réalisées conformément aux recommandations EMA.
Les méthodes analytiques développées seront ensuite transposées à une matrice DBS. Cette approche autorise des prélèvements répétés à intervalles rapprochés chez la souris afin de caractériser les cinétiques des biomarqueurs de la lipolyse. Les performances analytiques de la méthode appliquée au DBS seront évaluées pour l’ensemble des analytes étudiés. L’intégration d’un paramètre physiologique endogène pour améliorer la fiabilité des dosages sur DBS sera également explorée. Concernant les acides gras, le projet visera à déterminer, en explorant la phase d’extraction, si le DBS distingue les variations des acides gras plasmatiques circulants non estérifiés, induites par lipolyse (intervalle 1-2h), des acides gras estérifiés (i.e. triglycérides) et des profils érythrocytaires, stables sur des intervalles de temps courts (demi vie ~100 jours).
Les données générées seront intégrées à des approches de modélisation pharmacocinétique/pharmacodynamique afin de décrire les relations entre exposition au CL316,243, activation de la lipolyse et production hépatique de corps cétoniques. Les plateformes analytiques (LC-MS/MS et GC-FID) ainsi que les premiers développements méthodologiques sont déjà disponibles au laboratoire, assurant une mise en œuvre rapide du projet.

Profil recherché
Étudiant(e) de Master 2 avec une première expérience en laboratoire, intéressé(e) par la chromatographie, la spectrométrie de masse et l’analyse de données. Le stage sera réalisé principalement au sein de l’équipe AdipoLive (I2MC, INSERM, Toulouse) avec des interactions régulières avec le laboratoire hospitalier de biochimie du CHU de Toulouse.
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