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Introduction & Problématique

Introduction Problématique
Les phospholipides (PLs) sont des molécules biologiques complexes, de structures trés variées, et représentent % Avanti Polar Lipids ©
une classe de métabolites d’intérét pour I'étude des relations entre I'alimentation et le développement des La disponibilité commerciale des standards :
maladies métaboliques. Cette classe de composés peut donner lieu a la formation d’'un grand nombre de de PLs-Ox: 60
produits d'oxydation. Ainsi, les phospholipides oxydés (PLs-Ox) sont de plus en plus reconnus comme des zz
marqueurs de différentes pathologies associées a l'inflammation, telles que l'athérosclérose et le diabéte. Peu de standards de lipides oxydés et de PLs-Ox " @
L'objectif de ce travail était d’acquérir des nouvelles connaissances sur les PLs-Ox afin de proposer une stratégie sont disponibles... 20 I I
analytique pour leur analyse. .
" oxydzz PG Céramides
‘= | Groupement ' @l ® I = ] .
‘g shosphate | fHo/\/N\_ HO/\/NH3 ~ Les connaissances sur les PLs-Ox et leurs fragmentations:
-:%_Glycérol — s Choline 1o, on  Ethanolamine o Réaliser une base de données, associée a un workflow d’aide a I'identification des PLs,
%’ Ho%}on implémentée dans la plateforme web Galaxy : W4M
5 - CHIOM % 0 > (http://workflow4metabolomics.org).
S CHOH HO ¢ oy , : , : . :
> \/ &HLOH /\C(OO- o Enrichir la méthode de profilage d’extraits de lipides totaux plasmatiques par LC (ESI)-MS
- Acides gras _ Glycérol Serine MS par l'intégration de |la détection des PLs-Ox.

Structure d’un glycérophospholipide

Appareillage & Méthodes

Synthese des PLs-Ox Systeme hybride UHPLC/SFC couplé a la spectrométrie de masse Optimisation de la phase mobile:
PE PC:_
La préparation des PLs auto- Solvants utilisés: =
oxydés a été faite a partir des - ( Hexane/Chloroforme/Isopropanol/H20) i % o
standards de PLs non oxydés /ég’ - Cette phase a eté ’Supp|ementee par il
(exposition & lair libre 3 7 12.5 mM de formate d'ammonium. L
température ambiante) pendant . | Optimisation de la méthode LC-MS MS: M b\f\ s
differents t,empsl. \ I - Optimisation des parametres dépendants / JLJ;/L\ S R
Les PLs eétudiés possedent un des composés et des paramétres I \ i
nombre et une position des « Source Electrospray ESI » en (+) et (-). J\M
insaturations différents: - Optimisation des conditions M aad ey
PC(16:0/20:4), PC(16:0/22:6), PC(18:0/20:4), Agilent 1260 Infinity SFC/UHPLC System in AB SCIEX QTRAP® 5500 System chromatographiques.
PC(16:0/18:1), PC(16:0/18:2) UHPLC mode (Chemstation®) (Analyst®) - Optimisation de la méthode MS et MSMS.

Résultats

Exemple: Identification des formes oxydées d’une espece moléculaire PAPC [ PC (16:0/20:4 (5Z, 82, 11Z, 14Z)) ]
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- lon lons fils (PI) (AF2°=0,250) (AF2°=0,500) Annotation
- >0 w 184 1,3949°6 8,2062°6 1,84 1,6667°4 Téte polaire
. St . 478 - - 7,3%4 7,8667¢4 PAPC-Sn2-H20
Temps d'oxydation (jours) T 1 2 s a4 s e 1 s gag 2% 2,99¢4 2,4214¢°5 2,44 2,44 PAPC -Sn2
. ,. 1 o X . . Temps d'oxydation (; ] ] 12267¢ 8e -
Evaluation de l'intensité de I'ion majoritaire des 5 espéces moléculaires de PC (variant _ - _ ey a on o _ . o 663 R R 1 2267e5 7.8 4e [PAPC+OOH)2] - 183
en nombre et position des insaturations et en longueur de chaines ) en fonction du Rapport de I'intensité de certaines formes oxydées sur plusieurs espéces moléculaires de PC en 810 2,2°4 1,4327°5 6,0333% 9,6667°4 [PAPC+(OOH)2] - 2(H20)
temps d’oxydation. Mode d’acquisition: Précurseur d’ion de 184 (+) fonction du temps d’oxydation. Mode d’acquisition: Précurseur d’ion de 184 (+). 828 2,2°4 2,0126°5 9,667°4 1,7033° [PAPC+(OOH)2] - H20
’ ) ) 846 9,8¢4 7,3287¢5 1,4¢4 - PAPC

Exemple: Comparaison de l'identification des ions fragments de |'ion 846
[PAPC+(OOH)2] par plusieurs modes d’acquisition.

* AF2 = L'énergie d'excitation

Conclusion & Perspectives

Ce travail a abouti a |la mise en place d’'une méthode de synthese des PLs-Ox (PC oxydés) a partir de standards de PLs non oxydés. La méthode
d’analyse développée en LC (ESI) - MSMS par l'usage du QTRAP 5500 a permis la caractérisation de produits divers d’oxydation, a chaines courtes et
a chaines longues. La formation des produits d’oxydation est fonction de la structure des PLs. Le rapport de formes oxydées varie au cours du
temps.

En perspectives: Ce travail sera poursuivi afin de séparer et d’identifier des produits d’oxydation de PLs sur d’autres classes phospholipidiques, et
aussi dans les matrices biologiques. De méme, l'identification des produits d’oxydation des PLs pourrait enrichir les bases de données de PLs.
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