»

\ esure non ciblee de type métabolomique (couplage LC-HRMS ) pour
., ts groupes de composés bioactifs accumulés dans les mollusques bivalves

* “*

juer™, Jean-Philippe Antignac?, Yann Guitton®, Fabrice Monteau?, Sabrina Le Borgne?, Philipp Hess*

. \*‘
- - . >

1 Ifremer - Laboratoire PF OTOXINES. - 44311 Nantes Cedex3 E-mail : florence.mondequer@ifremer.fr fre m e r
2 LUNAM, Oniris, LABERCA - 44307 Nantes Cedex3 E-mail : jean-philippe.antignac@oniris-nantes.fr | f
3 Laboratoire SADV, IFR147 USTL, 59655 Villeneuve d'Ascq E-mall : yann.quitton@univ-lillel.fr

RESUME
. - el . . . . 1-Prise b pY= . I M I
La bioactivité des toxines du phytoplancton qui s’accumulent dans les coquillages est presque toujours : ) 2-Davzloppameant de: 3-Ratraitemeant des -Nlise au point d
. , . : . , 7 . : d’empreinte conditions (LC/MS) donnees «SCript»
evaluée sur modele animal (test souris). Malgre ses avantages, la capacité de ce test a expliquer la nature de
cette bioactivité reste limitée. Par ailleurs, le controle sanitaire actuellement basé sur une méthode ciblee E T % La séparation chromatographique B Normalisation : «raw data» vers “““
. . . - - . . 2 - . CIEoxigue réalisée avec une pompe HPLC fichiers NetCDF EEEROEEE
d’identification et de quantification d’un ensemble de toxines connues ne permet pas de détecter des toxines : i Rl 1200 (2 Al EE
. . , N . , . . . . N E Répartition des données selon leur E;EE%EEDEiééiézgi_gzﬁdﬂwn for Statistical computing
encore inconnues. Afin de répondre a ce besoin de caracterisation de substances toxiques inconnues, une USA) sur une colonne HypersilGold - o nce a 1 groupe (Tox/non
: .. e, . - , i -y , (Thermofisher): e e e
nouvelle approche de profilage chimique différentiel et non ciblé, de type métabolomique, a été proposee. oy e
: F 1,9pmC18-10 Omm x 2,1 mm - e e oL e scations
L 2 t .t A I t- A t t t A t 1 -t A .t- h I 1 I b t & 20 i . Data ProceSSIng: R-xcms Tapez 'cxema(]l'J pour de:démanstramans, ‘hElp(]'ppaur l'alde.
€S Z extralts selectionnes sont ceux ayant montre une toxXIicCIte positive CheZ 1a SOUrls, Sans que 1es substances . B Volume d'injection:5 L T et it L
i ] . ; ; ; ; } ] ; | versus: = " o - ChO|X des p|CS :‘apEZ 'g{)' pour guitter R.
w potentiellement responsables de cet effet toxique n’aient éte revelées par des mesures ciblees. . . | m Débitet température: 0.4 et ettt
o " Echantilloti Non Toxique b ’ - o — )
. 2 CHANTIONESEH Oquue i H B Regroupement des pICS El?l'gﬂ;.nfremrrcar-zmzuaaumﬂ.cdf' “CRiifremasicdf- 2020407075 cdf"
o o mL.mIn-l et 40 C. :?Z;’Yﬁi’fuﬁs]tfﬂes( ath="CuRfifremericdf-2" pattermn="cdf" 211 files=FALZE, tve=FALSE fill names=TRIE, ignore case=FALSE)
= : : - Alignement des ChromatogrammMes o o i s e et oo ek 180 e oot
< 1— Le Phyto p | an Cto n 2- PrOd u Ctlo n EE - T . La’phase mOblle' Eau (A) et . (Rt)g g :u::;‘ﬂj'ccr:f\f\eﬁ;ic\ffiel:;p:ﬂ,ppm:ﬁ,sr:amrangs:c(122,258?),311(}\125}\:1D,peakmdlh:c(10,22),m1§e=1DDD,ﬁIng:TRUE,iI\IEngE:1,m2r1iff=12)
=3 ;: Acetonitrile (B), contenant P e
L - - chacun 0,1% d'acide acétique. » Intégration des pics S
o Premier maillon o . eL. < . s _ P o st 120 2004006070509 00
wv ) i ) 6% de la flore phytoplanctonique peut libérer des toxines! & -z B Le gradient d'élution utilisé (A:B, DO i
%2 de Ia Chalne allmentalre' CH, . A ’ 2 ‘ s e E R TRETET AT V / V) 955 de O a 2’4 mln, 7525 ;gn;\;sh“iéglgfsuausuauvuaugu1uu
€0 Quelques 5000 espéces d’algues unicellulaires "N e | X 213 s 7A05ef 21 2L il (RTED s
B LG A e de 14 & 16,5 min, et de 95:5 de s e e e s s
¥ . e @ - i »' ‘ 20 & 25 min
= ) 2T Production : Structures des biotoxines
~ £ o i . Y “’iﬁ” marines les plus abondante Description des signaux, indicateurs stat. Abondances dans les différents échantillons analysés
) ARV : - N -+
%0 ""%d /HO pourChacun des cinq 1 name fold tstat pvalue mzmed  mzmin mzmax rtmed rtmin rtmax 190511-80 190511-83 190511-86 190511-81
= H.n'ﬂ W H syndromes responsables 5-Génération de 2 1 M665T61S  99.656071 55887694  1.36E-10 66549654 66549562 66549721 61504802 6149233 61517773 86937512 86580693 86581240 680738.54
g. P”" o » N des principales > 3 2 M819T874 45696353 -15209071 1.39€-08 819.06321 819.06265 819.06358 873.78885 87295726 874.13343 18601223 18839344 17882620 83703533
8 “' fr(_\\ o tp . pt' d rapports = - 3 M5877891 58741264 58741404 89124669 89098306 89184108 26728503 26523379 27227402 67924760
HOOC ™™, contamination ge NS & M9527868 & 95214518 95214633 86848436 868.13093 86882548 17712701 IniiumonD ISDUUDUSI =SU=Dos
n ‘(\ : CH, -‘\/ G ~ 2437563 5 AL OA3E 242 242 5 79374 234 1837 P,
2 . N\ II"(}“” 0 coquillages : contenantles | B AN Fys Goi1615 S5iiio sseries s6s1es skssasa sioic
c A A e 8 7 877745 49734288 497,344 74473571 7444725 74508994 | 210855208 2130 ] 21444 :  8812239¢
3 i‘“’ e (a) la saxitoxine (PSP), (b) I'acide okadaique (DSP), (c) la brévétoxine resul_tats du % 9 NQm 29519208 29519277 61804376 617.83795 61808709 | 78500291\ hpre] ARICES 1747045:
1 e @ ) . . 9 10 9 M244T562 4 28428641 24429126 56226391 556.79374 567.75074 ) 1092E+09 1078E+09 1084E+09 56203868
o (NSP), (d) I'acide domoique (ASP), (e) I'azaspiracide (AZP) retraitement NOREE M12227903 1222284 12222855 903.02154 90256622 903.09236 | 88316188 ¢ ‘
:2- ! _: 12 M2167564 21631929 216.33564 56395053 55803098 570.15738
E— = 13 2 M3297592 3 & 329.17214 329.17367 59214175 591.82253 592.60322 LlZoool s L e sio0s S22838
g ¥ : é 14 13 M2837646 3.841309 -66.623371 6.53€-07 283.19079 283.19026 283.19083 646.16125 6457181 646.78156 10449157 11324609 11727042 43459306
P o 3- Accumulation oo 15 14 M487T638 46550298 -117.40128  7.46E-07 487.38963 487.38862 487.39026 638.02382 637.90648 638.03765 1231200 21173738 1249969.1 72058126
= e l @ 16 15 M9317866  2.5632715 -58.909365 7.48E-07 931.13654 9311355 931.13718 865.96624 86561895 866.10303 20552921 19179673 20158853 50536330
'S_ - )'“ $ 17 16 MA96T745  2.2998214 84314385 7.54E-07 496.34027 496.33956 496.34054 74478288 7444725 745.08994 814213669 827189464 828779099 352985655
@] g \ © 18 17 M11397907 54918414 -53.36715 7.59€-07 1139.1893 11391868 1139.1896 90694987 9069099 90695391 23613832 25551236 28784698 143572213
9‘ (@] . _8 19 18 M656T945 3.7265758 -52.969944 8.40E-07 655.51372 65551284 65551487 94493713 94479976 945.11208 2693295.1 2964985 26624613 10508287
: : o0 w020 19 M12277903 7.3613575 -67.561737 9.46E-07 1227.2419 12272398 12272421 903.02154 90256622 903.09236 8568867.3 9230519.1 10330695 70458196
‘g \E — 21 20 M3497727 2.0819054 -66.035989 1.02E-06 34927403 3492736 34927419 727.01922 72667216 727.7912 75379859 72146166 74722161 154893040
@] = 4 22 21 M3157626 19640231 61.553006 107€-06 315.1958 31519539 31519589 6255027 625.25545 625.61471 148228602 144980769 146732078 75563605
D g— qo—"- 4 I ) ) 23 22 M5027636 4.6781715 48.557091 1.09€-06 502.18516 502.18515 502.18522 636.17966 636.08562 636.29068 19635136 18908248 19114726 44355144
= - Intoxication
S = . .
+ T alimentaire
g Résultats du retraitement: La
] 7 . .
m g selection desions Modes d’ionisation: ESI+ Modes d’ionisation: ESI-
O
S - : -
= Cuits ou crus tonToiove N Tosave o T | YRR NenTorase NenTovae
Z '§ Groupes d’échantillons comparés vs Toxcité vs Toxcité vs Toxcité " connue StvoiaUe Pr——
I:- connue (AZAs) atypique 2009 atypique 2010 —[AZAs] _YM_2009 M_ZOIO
]
Nombre total de signaux détectés 2076 2121 1968 764 898 902
Mollusques bivalves filtreurs " . Nombre de signaux de p<0.05 et R>1.5 553 696 624 605 650 591
I Nombre de signaux de p<0.01 et R>10 100 72 33 318 105 90
L es ou t| |S d U con tro | e san |ta| re < f:ili\:::spresents uniquement dans les échantillons 8 - ; 5 . -
) Signaux présents uniquement dans les échantillons 9 6 6 13 6 9
m 1-Test de depistage I non toxiques =
. . . . . . \ . Extracted lon Ch t 1 625.37 -625.5 m/ Extracted lon Ch t : 909.65 - 909.66 m/
LIJ Test souris : Injection d’un extrait de glande digestive de moule a un lot de 3 souris D e e i e "
o, o o o, 7/ . . . — MNontoxique e} — MNon toxique
Z (Test positif si mortalité d’au moins 2 souris en moins de 24h) m — Tode ] — Tole
— =
m - Test de TOX|C|té GIObaI \I I I @ Extracted lon Chromatogram: 167.55 - 167.55 m/z o
< ” - Relativement Rapide D: : 8] — Nontoique | | 0
‘i - Non identification des toxines presentes ) = ;
2 - Non Ethigue (standards actuels de bien étre animal) ® o
m 2-Test de confirmation i1 — LL : : l — l
I I I 500 550 600 650 i . 600 650 7o
. 5 ) . . . Retention Time (seconds) § Retention Time (seconds)
Z Analyse LC-MS/MS : Mesure ciblée d’'un nombre fini de toxines de structure connue
—— v i S J L Aﬁf‘-\:w\\“" !
; . . T ° Ry
— - Détection Sensible et Spécifique . . . . .
-50 0 50 100
>< - Quantification Précise des concentrations en présence Retenton Tme (seconcs)
O e- Nombre significatif de toxines connues non suivies Analyse statistiques des données | o] I
. ofe ’ Vé . . . 20T
I— - Pas de possibilité de détection de toxines encore inconnues o
(A): Score plot résultant de 'Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée a partir 105
U) des profils métabolomiques générés par: 51
I I I Les Echantillons: Notation 2 o
5+
I E Echantillon non toxique: C aml
B Echantillontoxique contaminé par des toxines connues ( les Azaspiracides) AZA s
B Echantillontoxique contaminé par des toxines inconnues (2009) T1 L
B Echantillontoxique contaminé par des toxines inconnues (2010) T2 ! W S N VN S W A e S S S N O VI
-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
t[1]
4 lons discriminants pour I’échantillon
non toxique « C » \015
Frotoco | €5 d evel O p p €5 (B):Loading plot résultant de I'’Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée a 0.107
(f) , : partir des profils métabolomiques . ‘
1-Preparation des _ - _ _ \ - ;LA
I I I , : Les 4 ions repérés dans le cercle sur la Figure B ont une influence tres forte sur la ||
echantillons 100% composante verticale qui discrimine les toxiques des non toxiques. Ces signaux ) & ‘
D correspondent donc a des substances plus particulierement présentes dans =
. ee s ) o I’échantillon non toxique, et dont I'abondance est plus faible, voire nulle, dans les
Echantillon de moules certifié 80% - rerilfane s, 0057 A
O * Acide okadaique 60% Bien que non-attendu, ce résultat qui permet de différencier I'échantillon non toxique i ]
o Dinophysistoxine 1 de l'ensemble des trois échantillons toxiques met en évidence une signature I A
I . J 40% intéressante dans l'optique de caractériser une « non toxicité » générique, i.e. AN NENSNEE DLV L L L]
/ \ indépendante du type de toxines présentes dans I'échantillon. 006  -004 002 000 002 004 006 008  0.10
0 S pl1]
I (- o N\ ([ : ) 0% o
Extraction liquide-liquide (DCM) SPE: / extracted on Chromtogram 86545 - 865
\ T o) ’ ’ . UI‘.:I/ I
LIJ Difficultés de séparation e phase normale : ) e —
E Pureté insuffisante . phase inverse ) AQ DTX1 E A partir des 4 échantillons (C, AZA, T1,T2) sur des extraits indépendants ’
\. J — afl 8F) ©F3 nouvellem_ent prepares, six series d’essais ont éte realisées sur une période de Un seul ion (m/z=665, Tr=10,1 min)
= — —> plus de trois mois est donné comme caractéristique
I— 4 ) 4 B A partir de 10 échantillons variés (régions, dates, toxicités) de matrices de glandes de [Péchantillon non toxique
Colonne SiOH Colonne C18 digestives de moule rassemblés de maniére hebdomadaire tout au long de 1’année sur (abondance, reépétabilité )
I I I .. . . Il tout le littoral par la surveillance sanitaire liée au dépistage des toxines lipophiles dans i} J_L
Difficultés & récupérer Optimisation des conditions d’élution:. les coquillages. 1 —
L > F1:5 mL de MeOH/H,0 10/90 o )
I L les composés d’intérét d >  F2:10 mLde MeOH/H,0 80/20 Standard d’acide okadaique
. [0)
k> F3 :5 mL de MeOH 100% . - WC\%
LU . : H CONCLUSION
I— . . WL 5 . , - - T o : - e .
2-Optimisation des & b N ad ™ Les premiers résultats obtenus indiguent la possibilite de mettre en évidence des biomarqueurs exprimes de facon différentielle dans

parametres de source

les échantillons controles et toxiques, avec la présence d’ions discriminants tres marqués, caracteristiques d’un groupe d’échantillons

Hy
Mi = 804.45 Da — : : s , . : ) - : ;
particulier (toxique ou non toxique). Nous avons ainsi pu mettre en evidence I’existence d’une signature associée aux échantillons

v
»

A

MS: Hybride trappe linéaire - trappe e Pt « conformes ». En particulier, I’ion m/z=665 pourrait étre particulierement intéressant en tant que marqueur d’une absence de toxicité. Ce
orbitale (LTQ-Orbitrap, Thermoscientific) : résultat est tres prometteur car, au-dela d’une detection de toxines particulieres, ce composé ne semble pas dépendant de la nature exacte de la
Acquisitions: (ESI+) et (ESI-) - L M L (MNal? toxine impliquée dans la contamination. Ce biomarqueur potentiel pourrait donc correspondre a une molécule présente de fagcon endogene
Résolution de 30000 (fwhm, : I dans la glande digestive de la moule et serait donc un marqueur assez générique des moules non toxiques.

m/z=400) ) o Détection ion [,\ﬁs:l]_ : | Détection [Mf,\]c';]t Ces premiers résultats obtenus par cette approche donnent un nouvel éclairage aux phénomenes toxiques de type atypique. Ce concept permet
Balayage complet (Full Scan) - m/z=803.45 - WEyyR Ll | de mettre en evidence une signature biologigue associée a cette toxicité et demontre I’intérét de caractériser des biomargueurs qui sont des
de m/z=65 a m/z=1000 | B T 1 candidats potentiels a la mise en place d’une nouvelle stratégie de controle. La validité et la robustesse de cette approche restent toutefois a

confirmer a plus large échelle.
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