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-~ Introduction de\ s Materiels et methodes [1] ™

Les analyses meétabolomiques non ciblées sont souvent confrontées a la présence /@/\A/\/\
métabolites de contaminants, ce qui complique l'identification des biomarqueurs d'effets HO

significatifs dans les échantillons humains. La rareté des composés commerciaux rend oH, =N

également difficile la confirmation de l'identité structurale de ces métabolites par spectrométrie + R + Q O#Nﬁ -

de masse. ) ¢ = . .

Ainsi, la creation d'une base de donneées combinant les temps de rétention UHPLC et les Fraction S9 Systemes O Incubations AnalvsesUHPLc-HRMSV
spectres MS/MS se révele essentielle. Cette démarche facilitera considérablement générateurs H /N_o!'%_a 3h, 37°C UHPLC systéeme ACQUITY (Waters)
'identification de ces composés dans diverses matrices. OO_Q_@% . Sous agitation 1 5pitrap (Thermo Scientific)

. ESI positif et négatif
Objectif : Produire in-vitro des meétabolites de standards de xénobiotiques (biocides Six xenobiotiques dont : Colonne : Hypersil Gold C18

. ; . . . . ot . . pe . Tensioactif -> 4-octylphénol
domestiques, désinfectants, tensioactifs...) afin de faciliter leur identification lors d’analyses B?Q;'gzs § '\Tap::;p:n‘;i deeno (2,1x100mm, 1,9 pm)
. ) ’ Phase A : H,O/MeOH/CH,COOH 95/5/0,1
de matrices complexes. Tepraloxydime Phase B’ I\ZeOH/C/H CBE)OH 100/{) {
Analyses UHPLC-HRMS Base de données e : : , : . | ? '
S y Echantillons de plasma, d’urine » Utilisation de fractions subcellulaires S9 hépatiques humaines.
’ Prélevements cutanées . . L. . , L, e
ey . Bar - » Enrichissement en protéines et systemes générateurs spécifiques (enzymes + co-facteurs
o /E/;N > > | S— ”‘\Jijg?e?r > ) biOlogiqueS).
] T N . , . , . -
j o rits B e o » Screening de métabolites suspectés selon expertise et selon le logiciel Metasense.
chbations in-vitro Screening de suspects Identification facilitéy \> Identification des métabolites par UHPLC-MS/MS. /
' | ]
e Resultats et discussions ~
/ Principe du métabolisme des xénobiotiques \ Meétabolites de phase |
S Elimination difficil Les enzymes, notamment le cytochrome P450, alterent chimiquement la structure des xénobiotiques par le biais
[Xenoblothues apolaires liposolubles ] Elimination dirficile de réactions d'oxydation, de réduction ou d'hydrolyse.
Spectre de masse en tandem
i , , MS/MS du métabolite M+0
Métabolites de phase | 4-Octylphenol
. . Fonctionnalisation Tensioactif utilisé dans les peintures, les desinfectants 100 | 7y o £51Full ms2 221 15901250 (300023115 2“
Biotransformation pour améliorer la miscibilité des liquides

grace aux enzymes

] *OH

v

Position hydroxyle non déterminé o4 77
[ Xénobiotiques polaires hydrosolubles] - Elimination facilitée HO Qso """" 160"" """ 70" e e0 éoo’"""'éio """" 220/
\ / Métabolites produits pour les six xénobiotiques
Métabolites de phase ll
. . Metabolite 4-nonylphénol | 4-octylphénol | Napropamide | Tépraloxydime | Thiaclopride Icaridine
Les enzymes de cette phase ajoutent des groupements fonctionnels tels que
'acide glucuronique (GlcA), le sulfate (SO;) aux xénobiotiques modifiés par la Parent 219,1751 205,1597 X 340,131/ X X
X y . e s . M+O 235,1701 221,1543 X X 267,0105 X
phase |. Ce processus confere aux composés une meilleure solubilité dans |'eau
. e M+S05 299,1317 285,116 X X X X
et facilite leur élimination.
_ _ . . M+04S0; X 301,1107 366,1007 X X X
Napropamide : Desherbant efficace contre les graminees et les mauvaises herbes m/z M+GIcA 395,2067 381,1915 X X X 04,1917
3 -
o — [M-H] M+0+GlcA X 397,1859 462,1757 X X X
CHa Q s DE-NPAM*+0+GlcA 434,1444
O
Q OiN/_ DE-NPAM*+0+50; 338,0697
N —y S o DP2* 248,1287
10 -+ Phasell DP6* 251,1283
" Phase | (+0O) - (+ Acide glucuronique) I Retrouvé dans les échantillons * Nom trivial spécifique du xénobiotique O : Hydroxyle
§ X , , . correspondant [2] SO; : Sulfate
. Non retrouvé dans les échantillons GlcA : Acide glucuronique
/ Comment implémenter ces données de références dans PeakForest ? N

Regroupement de toutes ces

) |dentification des isotopes et des adduits de |'ion cible ) Obtention des fragments de Ia ) informations dans un tableau

) Génération des identifiants uniques Inchl et InchlKey ,
a partir du spectre de masse grace au logiciel Mzr—nﬁ%z molécule par analyse MS/MS

Exemple du Tepraloxydime et de ses métabolites DP2 et DP6 e 0 1322 [V-H]"35C) e ek s i e oy soo s 5404320
1001 Précurseur visible
O Minimum 10 a 20% d’abondance
\ W/\ Spectre de masse du Tépraloxydime
DP2 © " e .
oH ’ Massif isotopique caractéristique

de la présence de chlore .
P 3y Importation dans la base

de donnée PeakForest :

InChl=1S/C14H19NO3/c1-2-13-15... 50 1

CHs  H OH [M-H]".37Cl

O
\Z
/g/
O
O
Abondange relative
Abondance relative

@) DP6 342.1287
Parent O [M‘HL;;IS;E!I-BC Au moins un fragment visible
5 .
i 248.1290
InChl=1S/C17H24CINO4/c1-2-14... 5 [M-H]".37Cl.13C
343.1322
InChl=1S/C14H2004/c1-2-11(15)... o \ S T—

LA AR RAAN RARI RN RARN ALY RARE RARS AR AR AR RAA LA RARN RARN RALE RAAN LRARNAARN RARE IRRAN AARA RARD 1A M I M L
338 339 340 341 342 343 60 100 140 180 ; 220 260 300 340
miZ

m/z

\\
e Conclusions N

» Production de 16 métabolites a partir de six standards de xénobiotiques.

» Lutilisation de cette approche de génération de métabolites permet de palier au manque de standards pour de nombreux composés tels que les biocides, les tensioactifs, les plastifiants...

» La détection de ces métabolites dans différentes matrices biologiques sera rapide et permettra de se concentrer sur les biomarqueurs d'effets pertinents.
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