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Contexte et réesumé

Consortium
 Certaines microalgues produisent des toxines pouvant contaminer les bivalves exploités g Analyses LC-HRMS/MS et retraitement de
* Des réseaux de surveillance (REPHY-REPHYTOX) et de veille d’émergence (EMERGTOX) ont été mis en place = analyses donnees

ciblées par LC-MS/MS d’un nombre prédéfini de toxines
 Une autre stratégie pourrait consister a considérer non pas les causes mais les conséquences d’'une contamination des
bivalves par les phycotoxines = intérét de la métabolomique ?

« Analyse de 'ensemble des métabolites contenus dans un systeme biologique, qui caractérisent son état physiologique en LABERCA
tant qu’ultime réponse a un stress » e ‘
PEramer LABERCA

Innover pour I'évaluation de la salubrité des bivalves via une double approche : métabolomique et réseaux moléculaires

Mettre en évidence des BIOmarqueurs de « Santé » caractéristiques d'une (non-)exposition aux phycotoxines dans les

coquillages -~ N

- S’appuyer sur les derniéres générations d’outils de spectrométrie de masse et de bioinformatique, avec la plate-forme de Analyses Culture des
métabolomique d’un partenaire leader dans la sécurité chimique de l'aliment (LABERCA). LC-MS/MS de moules et huitres

— Stratégie issue de résultats préliminaires suggérant des métabolites caractéristiques d’'une non-exposition dans des ‘ 44 toxines lipophiles en conditions controlees
(Mondeguer et al., 2012) et sur la mise en place d'une méthode de surveillance basée sur des biomarqueurs issus \_ j k %

d’analyses métabolomiques non ciblées par le LABERCA (accréditée 1SO17025)

Approche métabolomique

1) Echantillons et design expérimental 2) Analyses LC-HRMS/MS

] Echantillons :
S’appuyer sur :

< - Le dispositif EMERGTOX : & FNETER
e 459 échantillons (glandes digestives) collectés e Comparaison Q-TOF et Q-Exactive Q-TOF 6550
@ Bdv GrandcampQus e oo Ouest entre 2018 et 2021 (73% de‘ ) - ~ - ~ (Agilent, Ifremer)
Mouliéres dAgon @  Quantification de 44 phycotoxines High Resolution
GIRUEronipEes o —> Des organismes « naifs » maintenus en UPLC Mass spectrometry T
Le Scoré @ conditions controlées dans la station de Bouin . - (N J
ervoyal @ ’ (= matrices blanches) Kinetex® C18 Electrospray (+ et -MS)
France (100 x 2,1 mm, 1,7 pum) Full scan
x Design expérimental : Gradient: ACN/eau/2 mM Auto-MS/MS (5 précurseurs)
Y s de loup (o) @> Comparaison « blanc » vs. contaminé (toutes formiate d'ammonium et Q-Exactive

50 mM acide formique

toxines confondues) (Thermo, LABERCA)

@ Moules .
‘: Huitres P Ao e 2>1000 ug/kg pOurs
Palourdes -, |
> Bulots - * 2 200, ug/kg.pour o En suivant les bonnes pratiques de métabolomique (Broadhurst et al., 2018)
B cevic. P e 2 Repres?ntatlfs des contaminations naturelles * Blancs analytiques, procéduraux (i.e. méme traitement que les échantillons)
Diana cfitre observees * Controles qualité (QC = pool d’échantillons) de conditionnement et injectés
. o P - Tentative de prise en compte des stades tous les 6 échantillons, QC dilués
m : : ;. : !
o | P phy5|olog|qu§s théoriques .(repos, maturation,  Mélanges de référence (mix 4 acides aminés marqués et mix 10 phycotoxines)
ponte, engraissement maximal) * Ordre aléatoire d’injection des échantillons

Sites d’échantillonnage mensuel du dispositif EMERGTOX
* Analyses auto-MS/MS sur échantillons et auto-MS/MS itérative sur QC

Sélection ‘pertinente’ d’extraits méthanoliques de glandes digestives :

25 contaminées et 25 « blanches » pour ‘ et ™
3) Data processin 4) Analyses statistiques et identification des Scyl d
P Ing Yy g Résultats attendus
biomarqueurs (exemple)
- N 5 précurseurs fragmentés/scan  Mettre en évidence des biomarqueurs candidats
ilv M‘Ild *l'**hhi"“‘*‘:fg'“‘w? x105 |+ESI Scan (rt: 467,5 sec) ) o, o e, o
O | ccan Mg FT e (d’exposition ou de non-exposition) en utilisant les
Pour passer des chromatogrammes... :%f GNPS e aéi matrices blanches vs. contaminées
4 Hﬁ"’“g[ oo | 9220098 - @ —> Confirmation des résultats préliminaires ?
Peak detectlon x1o:-+ESI P:o;lét;lgré(sn;:GZS)sec) ‘ - = ‘ ‘ Réseau de Slml|arltéS @ @ & . . .
. Wm Auto-MS/MS o - spectrales * Eprouver cette liste de biomarqueurs candidats
Peak matching spectre
Retention time alignment . Réseau MS/MS @ —> selon nature contamination / complexité / reproductibilité dans
Fill peaks moléculaire B | R s le temps / sites d’échantillonnage
. 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 PR . t ete. s
Annotation & Counts vs. Mass-o-Charge (mi2) e Essayer d’apprécier la « persistance » et |la sensibilité
Batch correction ; UH—«—_ — |dentification ? de détection des biomarqueurs
Filtrations , » . : . 2,
I Metabolomique « Comparer biomarqueurs entre‘ et
o . o | Full scan i e Vérifier les performances individuelles et
... a une matrice de donnée filtrée utilisable pour les stats - High , . .
| . @% vescrrs BN i complémentaires de 2 instruments HRMS
Echantillons Log transformation —_ Analyses - ‘%%O S Sélection M211153 - . . . . ,
e e rme e o aws N 2 - v e  Tenter d’identifier les biomarqueurs ou a défaut leur
label B M424T406
L e e P e Pareto scaling stats | g Sg | Biomarquewrs o SR classe chimique
$ M267T31_1 2461.711419¢ 1428.663337¢ 1442, 186785 19711.32786: 20418, 11919 ) “ (e.g. VIP SCOI‘E) M926T444 1 Bl
S | M289T32 |767.0863572(1293.710746: 1245.864005¢ 16654.17778¢ 20500.006681 T> ¢ © m820T742 I I
3 M175T33 0 0 0 9560.011187:16595.88503. é M884T682_1 -- Low
(O | M203T34 0 0 0 18078.75090: 21308.78630.
L vizr36 0 0 0 12407.17742¢11975.02015 10 i ; :
i e e e ] OPLS-DA appropriee
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