


PS-001

Quantification d'histamine et de son métabolite majeur Ila
1-methylhistamine par dérivatisation pré colonne suivi d'une analyse
HILIC-MS/MS. Application & une étude non clinigue de microdialyse

cérébrale chez le rat.
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Introduction @

Lors du développement de médicaments du systéme
nerveux central, il est important de mesurer la
concentration de neurotransmetieurs comms
Fhistamine dans le bouide cérépral extracellulalre.
La micradialyse est actuellement une methods
couramment utilisée pour I'échantilionnage des nlveaux
extracellulaires de neurctransmetteurs sur les anlmacs
de laboratodre. L'ohjectif de notre &tude a été de mettre
au point une méthode HILIC-MS/MS sensible permettant
la guantification d'nistamine et de son métabolite
maeur la Fmethylhistamine dans des echantillons de
microdialyse, Une simpie étape de derivatlsation pré-
colonne utllitsant Fanhydride proplonigue esl proposée
comme procédure  de  préparation  d'echantillons,
Malgré les fortes concentrations en sel (> 150 mM) des
microdialysats, la méthode proposée de dérlvation pré
colonne coupiée ala separation HILIC a permis le dosage
de I'histamine et de son métabalite a des concentrations
de I"ordre du pgfml,

Méthodes ;

Suite & Mimplantation de |8 sonde de microdizlyse dans
fe cortex préfrontal du rat, les fractions de microdialyse
ant ete preleves toutes ies 15 min pendant 8 heures et
congelés 4 -20 © C dans I'atlente de leur analyse par
HILIC-MS/MS, La dérivatisation des amines primalres
des neurctransmettewrs a été obtenw 3 'aide d'anhydride
propionigue {50 mM)  dissous  dans: Pacetonitrile
Aprés 2 heures a 4°C, les échantilloms gérivés ont ébé
directement injectes sur une colonne analytique Atlantis
HILIC {150 x 21 mm, 3.5—~M) en utilisant un gradient
maute pression, Les phases moblles dtalent composdos
d'acétonitrite et formate d'ammanium 20 mM en miliey
acqueux. La détaction par spectrométrie de masse a élé
réaliseée par SRM sur un triple guadripole APFS000 (ABf
Sciex, Concord, Canadal en mode electrospray positif,
Résultats:

Les malécules présentant des groupes amines sont
facilement protonés en miliel acide et sont dés fors
adapies i une analyse par electrospray-M5. Toutelots, la
ponme séparation de I'histamine et de ses métabolites,
composes polaires et basiques, par chromatographie
en phase |nverse est difficile. Mous avons supposé
que association dérivation pré-colonne suivl d'une

PR, Wrapar "ATTpaed, Belgujue ® (2ilat, fe s v

chromatographie HILIC améliorerait la guantification
de ['histamine par LC-MS5/MS. Cette association
permet, sur des colenmes HILIC, une séparation
des neurotransmetledrs  dérivatisés  des  grandes
guantités de sels inorganiques: des: microdialysats
suite a l'augmentation du poids moléculaire et de leur
lipophilicita, La dérivatisation des amines primaires
par l'anhydride prepionique dissous dans un sclvant
organique comhbinée a l'approche HILIC présente
l'avantage d'éliminer trofs alapes longues el laborieuses
en chromatographie en phase inverse, le transfert de la
phase organigque, I'évaporation et Ia reconstitution des
échantillons. La formation d'amides proplonigue a été
réalisée dans des condlitions douces et nexigent aucum
autre prétraitement supplémentaire de "échantiilon.
La réaction de dérivatization esl sloechiomélrigue.
La méthode a étd validéde, en utilisant un aliguot de 10
=L, Ellz est lingaire sur plus de 2.5 ordres de grandeur
el permet d'atteindre une limite de guantilication de
60 et BO pg / mL respectivement pour I'histamine
et 1-méthylhistamine. Ces limites de guantification
permetlent d'évaluer la  cinétigue de [libération
d'histamine et est compatible avec un échantilonnage
de microdialysat toutes les 15 min webit de 2 —~L/min).
La méthode a ébé ulilisde avec succés au cours d'une
étude nen clinigue. Au cours de cette étude, précision et
exactitude de I'histaming, calculées 3 partir de contrides
qualités sur 3 nlveauy (O1&7, 1,04 et 15.6 ng /mln = 14)
ont étd retrouvé a 847 et 108% respectivement. Pour
la -méthylhistaming, |a précision et Pexactitude ant £te
mesuré 4 7,33 et 108% respectivernent, Cette méthoda
avalt la sélectivité, |la sensipliité, |'exactitude et |a
précision requise pour evaluer la cinétique de libération
d'histamine et de 1-méthylhistamine sur  plusieurs
ceniaines de microdialysats de cerveau de rat aprés
perfusion intra veineuse de composes de recherche du
sysléme nerveus central,
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Etude de la résistance de la vigne au mildiou (Plasmopara viticela)

par une approche métabolomique
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La witiculture représenta un intér8t économigue,
gastronomigue et culturel en France. Sa préservation
est un souci majeur face aux differentes agressions
auxguelies efle est scumise. Actuellerment, les solulions
apportées pour combattre les attagues blotigues ne
sant pas sans effels sur 'environnement, le terrair et
le développement de nouvelles souches plus agressives.
Cependant, tous les cépages ne présentent pas la
méme sensibifité au pathogéne et par conséguent, la
salection par crodsement de nouvelles varigtés peut
constituer une pste alternative au traltement abondant
par des produits phytosanitaires. Dans ¢2 contexte.
alin de mieux comprendre les mécanismes de délense
di la vigne mis en jed lors de Pinfection par e mildiow
{Plasmopara witicola), nows avens enirepris I'étude
metabolique par spectrometrie de masse & trés hauts
résolution d'une population d'hybrides présentant des
degres de resistance varies,

La populstion étudidée a &1& oblenue par crolsement
variétal entre” des cépages trés sensibles (Caberpet
sauvignony ef  des especes  frés  résistantes Au
pathogene (Muscadinia rotundifolial. Lanalyse d'extrails
methanoligues de feullles issues de ces 97 hybrides a
éte realisée par électrospray (E31 en mode negatify
couplée & la spectromélrie de masse & frés haule
résolution (FTICEMS: 9.4T), En paralléle, des feuilles
fssues de la population ont été mises en cantact avec
e palhogéne puis analysées suivant le méme protocols
que celul applique aux fewllles temoin.

Dams un premier temps, nous nous sommes attaches a
ientifier la plupart des espéces détectdes su moyen de
fa spectroméltrie de masse en tandem par la méthode
SORI-CID, Différentes familles de molécules susceptibles
d'élre impliguéss dans la réponse de la vigne ont
alnsl pu étre dentifiées cormme des dérives dacldes
hpdrowycinnamiques, des sucres et des flavonoides.
L'évplution de 'abondance de 23 ions 2 ainsi &té suivie
sur l'ensemble de |a population en présence ou nen du
pathagéne, Par comparaison des spectres de masse, des
différences ont pu mizes en évidence. Comple tenu du
grand nombre d'échantillons & comparer, nous avons
opté pour une analyse de domnees par la methode
d'Analyse an Composante Principale (ACP). Celle-ti fous
a permis d'observer une ségrégation des échantilions
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en fonction de la présence du pathogéne. Cependant,
cetbe étude n'a pas permis pour Vinstant de dégager
une tendance nette entre les degrés de résistances des
ditférentes varigtés. Les compasss relenus fors de cetle
étude devront &tre par conséguent associés o d'autres
metabolites et correles aux etudes gensliques de |z
population.
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Protéomique quantitative ciblée en haute résolution : identification
de biomarqueurs dans un modéle murin transgénigue de myopathie
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Ce travail apporte la preuve de principe que ia mesure
de masse 4 haute résofution permet lMidentification
de candidats biomarqueurs mais aussi une analyse
quantitative ciblée. La mesure précise du myz, le temps
de rétention du peptide et tes informations relatives &
plusieurs isotopes el etats de charge sonk utilisés pour
la guantilication ciblée et la valigation de fidentité du
peptide masurd, £n paraliede, les spectras MS/MS acquls
en mode « data dependant » permetient egalement
une |dentification des peplides par les slgorithmes
clazsigues de  recherche en bangques de données
{Sequest, Mascot...) ou par corréiation avec des librairies
de spectres MS/MS, La méme plateforme analytigue est
aimsl utilisée pour les approches de recherche et de
quantification ciblés de biemangueyrs,

Dans cette &tude, nous avons utilizé un moddle
murin  transgénigue (IMHC) despression  Inductible
itet-offi de la protéine H-EZKb du complexe majeur
d'histocompatibilite de classe | (IMCH-) dans-le muscle,
inducticn qui entraine dans ce moddle le ddveloppement
d'une myopathie grave, Deux echantillons temains
el trois échantillons IMHC ont &té analysés par LC-
ME/MS sur un LTC-Orbitrap Welos (Thermo Fisher
Scientificy, Une recherche en banque de données avec
Sequest a permis d'identifier 1471 protéines aved un
taux de faux positifs <%, Parmi celles-cl, $15 protéines
identifiées avec aw moins 5 peptides uniques ont alors
élé sdlectionndes pour une analyse guantitative clblée
3 l'aide du loglciel Plapaint (Thermo Fisher Scientific),
Ce travail a permis d'établir upne liste finale de protéines
candidal biomargueur parmi lesguelies on ientilie
des margueurs du stress du réticulum endoplasmigue
témpignant de la physiopathologie de la myopathie
induite,
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Analyse de la tétrabioptérine et de ses produits d'oxydation par LC-
MS
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La létrahydrobioptérine (BH4) esl synthétisée in vivo
a partir de la quanosine triphosphate. La BH4 est
e cofacteur de plusisurs hydrowylases  intervenant
dans la blosynthése des madiateurs chimigues et des
neurctransmetteurs, notamment la  phénylalanine-
hydrosylase, la tyrosine-hydroxylase et la tryplophane-
hydreylase Pendant 'hydroxylation de laphénylalanine,
par exemple, ka forme active BH4 est oxydde an un dérivé
quininoide instable, la dihydrobioptérine (BH2), gui est
immediatement réduit par des reductases speciliques
en BH4 pour lul permetire de retrouver son activibé
biclogique. Les déficits en BH4 entrainent des troubles
neurslogiques trés graves, mais gui peuvent étre dans
la- plupart des cas corrigés par supplémentation. Les
deéfauts de synihese en BH4 sont plus fréquents gue
les défauts de régeénération, Le deépistage des déficits
en BH4 est actuellement réatisé par HPLC couplée &
la détection fluorimétrique, aprés oxydation chimigue
différentieile des deux formes réduites circulantes
. En effet, seule la forme oxydée est flucrescente. De
ce fait, les méthodes actuslles ne peuvent deser gus
les ptérines o totales ». Or , & dosage differentiel des
dews formes rédultes, BHZ et BH4 est essentlel au
diagnostic différentiel des défauts de synthése des
neurclransmelleurs,

Selon a littérature, Maxydation par Viode en milieu acide
transforme les deux formes réduites en bioptérine. En
milieu basique la BH4 serail transformee en ptering
et la BH2 en bloptérine. Par allleurs, de nombreuses
publfications  mettenf en  &vidence des résuttats
contradictoires gquant & Mefficacité de ['adminisiration de
la 8H4 chez les patients atrteints d'un déficit congénital.
Clest pourquei nous avons decidé, dans. un premisr
ternps, de verifier les méthodes de dosage de la BH4 par
oxydalion chimigue.

Les résultats gque nous avons obtenus, par LC-SM.
confirment gue |"oxydation de la BH4 et de la BH2
par 'lode en miliey acide conduit & fa bicptérine, en
moins de 30 minutes, En miliew basique, cependant, les
resultats restent ambigus,
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Peptide choice for MRM3 quantification in clinical evaluation of

biomarkers

Multiple Reaction Manitoring Mass Spectrometry (MRM-
M5 coupled to Stable 1sctope Dilution (SI00 carried gut
in & triple quadrupole instrument has emerged a5 a
possible core lechnology for targeted guantification ol
protaing In complex Bological media, Wide multiplexed
assays are of greal interest for the  deciphering of
regulation nodes within biclogical systems and for
clinical evaleation of putative plomarkers, We recently
documented a new method, namely MREM3, dedicated
1o the evaleation al putative protein biomarkers ol
very weak abundance In non-depleted serum, Im the
present waork, we describe the influence of the choice
af the peptide on the overall signal-lo-noise ratio of
MEM3 chromatagrams and provide some rules for
the optimized selection of highty sensitive MRM3
proteatypic peptides,

Developed on the last generation of hybrid triple
guadrupole linear ion trap mass spectrometer, the
method consists of: 1) @1 selectlon at unlt resclutlon of
3 proteotypic peptide ion; i) G2 CID activation of the
sefected proteotypic peptide fam; [y Q3 trapping al
unit reselution of the most intense fragment ion that
defines the SEM transition: iv activation of this species
to generate fragment ions af the second generation;
vl mass selectlve scan of the second generation
fragment jons; vi) extraction of specifically defined
second generation fragmenl ions Lo reconstruct a
chromatogran.

Recombinant  bacterial, wviral and human proteins
were splked Into human plasma at concentrations
ranging from low nanograms to fow micrograms/ml.
MRM3 calibration curves were gemerated from M5E3
recanstruected chromatograms selecting, elther the
most intense fragment lon that defines the optimal
SRM channel, or a priori non-optimal lransitions for a
glven proteotypic peptide. MEM3 callbratlon curves
were similarly drawn for other peptides that were not
idenlified as the best responding proteclypic peptide
candidates.

The comparison between the limits of quantification/
detectlon (LOG/LOD) cabculateg for each MRM3E
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curve shows that: i) the most sensitive SEM fragment
ion trapped in Q3 for MS53 experiment does not
systematically provide the optimal s/m ratio for MRM3
guanlification;: i} lhe most sensitive and specific
protectypic peptides for MRM3I experiments may differ
from those Identified as the best candidates during the
development of an MRM assay.
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Characterization of N-linked glycans from human serum by lon
Mobility Time-of-Flight Mass Spectrometry (IMS-TOFMS)
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Studies ol serum giycans using IM3-MS instrumentation
have shown thal contral and diseased samples can be
distinguished on the basis of the drift time distribution
of a single glycan. Sdch resulis afe Intriguing because
diagnosis of cancer at an earlier (asymptotic) stage
is vital to ensure the best survival rate, In this study,
a glycomic approach tor the discovery of cancer
biomarkers |5 adopted, Serum glycans from poaled
human male AB plasma have beeén characterized,
N-linked glycans released from a pooted 10 ul
aliguat of human serum have been analyzed using
multi-dimensional ign  makility  Hime-oi-flight mass
spectrometry  (IMS-TOF-MS}  techmlgues.  Mobilily
selection of specific lons by fon activation allows the
distinguishing of gas-phase conformers and separate
iomers in drift time distributions. High-throughput
IM5-IMS-M5 i5 currently Deing used to resolve a greater
number of glycans in human serum samples. A goal in
characterizing a complete set of N-linked glyeans from
biood serum samples from population studles |s the
discovery of disease-specific glycan isomers.
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Essai de mise au point pour la séparation des cofacteurs et des
nucléotides dans les plantes
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L'optique du présenl Lravail el de melire au paint
e protocole dextraction et de guantification: des
cofackewrs et des pyridines-nuciéotides des plantes, par
le biais d'une séparation par chromatographbie Hguide
couplée & un spectromiétre de masse & temps de vol.
Catte mise au point technique a pour objectif biclogique
de pouveir rdaliser des profiis métaboligues {tensurs
relatives en cofacteurs) et ainside comparer des groupes
d'echantilions ou des lignées de planies (sauvage et
mutants par exemple). La préparation des echantillens
met bout d'abond en jeu une extraction perchlorigue, puls
la purification sur des colonnes SPE afin de separer fes
cofacteurs des sucres, présents en quantité importante
dans les achantilions wégétauy. Cette étape vise certes
3 prépurifier les cofacteurs mais aussi a éliminer les.
sucres de l'extrait, gui pourraient altérer la source du
spectroméire de masse. Les colacteurs sont séparés par
chromatograpghie liguide, sur une colonne Acguity UPLC
sulvant un gradient acélale dammaonium/méthanal,
couplée & un spectromitre de masse micro TOF (1 (Bruker
Dattonicsy, Bien que présentant un avantage évident
{urs seul appareitlage de datection et de guantification
pour tous les colacteurs : le spectrométre 3 temps de
voly, les difficultés inhérenies au couplage LCTOF sont
nombréuses @ gépération dadduits, fragmentations,
ipnisaticen plus ou mains difficiie, etc. Ces ditficultés ainsi
gue ies limites de cette technologie sent succintemeant
EEPOSSRS.
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Comparaison des sources APPIl, ES| et APCI| en couplage LC-MS
en vue de réaliser une étude lipidomique sur des promastigotes de

Leishmania donovani
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Les lipides sont des molécuies de grande importance
dans le fonctlonnement cellulaire. La  majorité des
lipides constitue la membrane cellulaire dont Pintégrité
est vitale pour l1a cellule, mais interagit egalement avec
des protéines, en plus d'étre unme réserve d'dnergie
rapidement accessibie, Lanalyse des lipides peut se faire
dedeux principales manigres:saitenchromatographieen
phase Inverse, ol les espbees moldculaires apparienant
a différentes classes de llpldes sont analysées par
interactions avec leurs chaines hydrophobes | soit en
chromatographie en phase normale, ol le< lipides sont
sépards par classe par interactions avec leurs téies
pofaires, Cette dernmigre, couplés & la spectrométrie de
masse, permet une exploration approlendle du lipideme.
Mous présentons ici e couplage d'une séparation en
phase normale, faisant intervenir une phase stationnaire
en silice monalithique, avec un spectrometre de masse
afin d'anatyser finement les espéces mokéculaires de
chague classe. Motre. objectif final est d'etudier la
distribution des lipides membranaires de promastigotes
de Leishmanla donovanl soumis & un traitement par
ta miltefosine, Ce meédicament constitue le premier
trailement oral des leishmanioses, || est également
actif contre les souches résistantes aux antimoniés.
Son mecanisme daclion reste encore peu connu, et
des dudes ont précédemment mantré linlluence de |a
miitéfosine sur les lipides, notammment |es phospholipldes.
Le spectromeétre de masse 3 notre disposition est un
triple quadripdle muni des trais sources, elecirospray
(ESIL lonisation chimigue & pression atmosphérigue
(APCl) et photo-ionisation a pression atmosphérigue
CAPPIY La premibre élape de nos bravau constitue une
comparaison de ces sources en terme d'ionisation et de
sensibilité sur les classes lipidiques que nous sEparcns en
chromatographie, afin de chaisir idéalement la meilleurs
source pour lanalyse des lipides de parasites; en
effectuant un traitement statistique des données a l'aide
d'outils chimlométrigues. Ces ravaux sont réalises sur
un mélange de standards : squaléne, chalestéral, triacyl-
glycerol, acides gras libres, cerebrosides, phosphatidyl-
glyceral, -ethanclamine, -nositol, -sering, -choling,
Iysophosphatidyl-ethanclaming, ~chaline, cardiolipide et
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sphingomyelinge. L'analyse fait intervenir deux colonnes
monclithiques, avec un gradient de solvants ternaire,
censtitué d'un mélange d'heptane, acétate dethyle
acétone, isopropanal et eau ultrapure supplémentées
de faibles quantités dacide acétigue el d'éthanclamine.
Cette technique permet fa séparation de I'ensemble des
classes lipidigues précédemment décrites en 38 minutes:
Les paramétres de chague source ont été optimisés
en polarité positive et négative, et une moyenne a été
réalisée, sur plusieurs segments si nécessaire. Puis nous
avans analysé une gamme allant de 0,05 & 100ug/fml
pour chague lipide sur les trois sources. Mous. awons
ainsd pu déterminer 'adéquation d'un modele lingaire
pour déerire la réponse du spectromélre, la sensibilite,
les limites de datection et de guantificabion (LOD ek
LOG), 13 repetabilite el reproductibilite intermediaire
pour chague lipide sur chagque source. Les trois sources
présentent une réponse lindaire pour foutes 1es classes
de tipicles. LAPP] est le mode d'ionisation le plus sensible
sauf pour les lipldes les plus polaires. Les specires
spurce opbtenus en APPI présentent pour certaines
classes de lipides des fragmentations impaortantes,
rendant difficile la quantification et e traltement de
données par chimiométrie. LESH est le mode dionisation
le.moins sensible excepte pour les fipidEE polaires:
L'APCY, gquant & elle, ofire des perlormances mayennes
poar tous les lpides. En ES1 et APCI les lans majoritaires
sont principalement des ions [M+H]+ et [M-H]-.Las trois
sources ont une répétabilité ainsi gu'une reproductibilité
Iintermédiaire satisfaisantes dnférieures & 20%) sur
I'ensembls des lipides,

LAPC] peut done étre uotilisée pour une premiéne
apprache lors d'une étude lipidomigue, afin d'explorer
un echantillon pas ou pew connu, Dans notre cas, de
précédents lravaux au sein du laboratoire oot mantré
une forte Infiuence de 1a miltéfosine sur la distribution
des especes maléculaires. de lipides polaires, et de
cerlains lipides apolares. La complémentarité entre log
sources ESI et APPI augmente le volume de données
et permet une évaluation plus pertinente des profils
lipldiques lers de lanalyse chimiométrigue des données
LC/MS,
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Approche metabonomique pour I'obtention des signatures urinaires
des différents xenobiotiques par LC-MS
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Le dopage est un phénoméns géndralisé & loutes les
disciplines et tous les nlveaus, [ est aujourd hui reconnu
comme un danger pour la socigté et 1a sanké des
athletes, Lamplitude et Févalution de ce phénoméns
demantde le développement urgent des techniques de
détection plus rapides et plus fiables, Une des principales
difficultés des laboralaires de contrdie est I"émergencs
continue des substances et des miéthodes dopantes. Les
NOUVEAUE COMPOses présentent ies mémes propriétés
dopantes, mais feur structure st 1&gerement modilids
et, par conséguent, s ne peuvent pas dtre détectés par
les movens traditionnels

Afin de relever ce déli, nous avans choisi une appraches
métabonomique. Contralrement auy méthodes utilisées
& I'heure actuelle, cette approche mest pas axée sur
la détection des substances ilbcites, mais sur leurs
effets sur e métabolisme de I'athibte. Les empreintes
moiéculzires des échantilions d'urine oni été abtenues
par UPLC-TOF en mode positil el négatif. Avant
I'amalyse, les paramétres de détection itempératures de
déspivatation, tension capillaire et tension de céne) ef les
conditions chromatographiques {la pente du gradient, la
température ot |a taille des particules) ont été optimisés
pour abtenir les signatures moléculaires les plus riches
en informations, Les effets des modilicaleurs de phasa
(formate  dammonlum. acétate dammonium, acide
trifluorozceétigue et ammeniac) sur - Vefficacité de
Iipnisation posilive ont &l également teslés. Ensuite,
auatre technlgues de préparation de "échantillon ant
até évaluges: la précipitation des proféines, 'infusion
directe, la centrilizgation et la filtration. Une fois que
les conditions ont 6té optimisées. 45 échantillons dont
20 provenant d'athlétes testés pasitifs par 'AFLD ont
ét& analysés dans une méme série. Les empreintes
moléculalres obtenues ont ensulte &té traltées par
analyse muitivaride (APC et OPLS-DA) en utilisant |e
logicial MarkerLyny (Waters) afin de sélectionner des
biomargueurs potentiels. Un systeme de contrdle de (3
qualité a k¢ mis en seuvre afin de traquer toute deérive
due aux instruments, Les resullats ont montre gue
I'utilizatlon de facide formique et un long gradient sont
favorables 3 l'obtention ces empreintes maléculaires
el gue I3 filtration des echantillons avant I'injection est
cruciale afin d'éviter la dégradation de la colanne.

LEET T NS, Soavace, Franer ® (21A gewen Frampnise dee |

wekte evantry v Dopage ( AFLD), Ddgantamerwt

La comparaisan des signalures urinaires a monire que la
métabonomique pourrait &tre un outll complémantaire
pour cbtenir ¢es informations et des prefils riches a
partiic de Purine. Les biomarqueurs polentiels sont
actuellement & |'dtude. Cette méthode pourralt &tre, &
I'avenir, adaptée aux guestions de dopage ....
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Development and evaluation of an accurate mass LC/MS/MS spectral

library for metabolomics

Steve Fiscler » Theodore Sana ® Cindy Fai » Stefan Jenlking » Frederic Metral

Agthernt Tocbnrbaer Tnr, Savta Clame, CA. T4

Introduction

The dgetermination of compaund identities |s-a crucial
analytical problem for metabolomics scienkists using
LC/MS detection. Without compound dentities b is
impossible te make blological sense of study results:
Many compounds observed to  be  differentially
expressed in metabolomics studies are Known primary
metabolites, Easily identifying these known metabolites
wosld facilitate metabolomics analysis, One accepted
way to identily compounds is to compare observed M5/
MS spectra of the unknown to a library of M5/MS spectra
of metabolite standards. In this poster we present the
crealion of an accurate mass MS/MS library of comman
metabolites using three different collizsion emergies and
test the library's wiility by analyzing M5/MS spectra of
unknown metabolites in plasma, urine and yeast sample
extracts.

Method

The MS/MS spectral library was created by analyzing
metatolite standards on a O-TOF by either flow injection
analysis or chromatography. An elecirospray source
was used and data was collected on all molecules in
positive and negative lon mede. Cnly Ehe [M+H]+ or [M-
H]- ion was used to produce MS/ME spectra. Targeted
MS/MS- analysis was performed an each ion at three
collision erergies; 10, 20 and 40 eV, Coltected spectra
were filtered, only ions in the spectrum that meet
both @ minimurn reguired absalute count threshold
and a minimurn percentage of the strongest ban signal
threshold were incleded in the spectral library entry, lon
values enterad into the library were sal bo the calculated
acourate mass value based on empirical formula,
Preliminary data

An initial MS/MS library has been built following the
above described method. Data for the library was
acquired with the quadrupole filter set fo transmit-a peak
width of 1 amu; only the isotope =electad i lransmitted
and not the adjacent naturally cecurring isatopes. As
ane would expect not all compounds [onize in positive
and negative ion mode, In addition, some compounds
fonize by APCI but not electrospray. Only spectra
acquired from E51 are included in this library. The use
of three collision energies is due o the reality that no
single collision energy will fragment all metabolites and

wiedd a wselul jon pattern.

For example, dihydrosphingosine {302.3053%) in positive
made, 10 eV yields six observable ions (302.30526.
28429453, 266.28392, 254.28393, 60.04525), Al 40 oV
the six largest ions are (BL.OTO02, 6207039, 6T.05468,
6004504, 5505486, 43.05446). Clearly these iwo
spactra have dramatically  differenl  fragmentation
patterns, ard In the case of @0 eV there is refatively
littie useful information for compound structure. A
negative lon example s 4-Chloro3-sulfamoylbenzoic
acld {22396280% The 20 eV collision energy setting
produces two major ions (M218359 68.99535). At
40 eV, the major ions are (B9.994793, T93BO0S&B). The
two collision: energles bath give useful but different
infarmation, Clearly there is no singie energy for all
molecules,

The companion M5/MS library search routine is capable
of ferward (match all ions in wnknown spectra} and
reverse (match only ions in library speclral searches. We
have found that even on standards the reversa search
gives a better match score because background ians in
the unknown specira lower the forward maltch score.
Setting proper spectral filter threshelds can help with
this issue, This prohiem is made worse when MS/MS
spactra from complex: matrices are searched, We will
show this effect by searching data from plasma, uring
and yeast sampie extracts,

Mowval Aspect

A theoe collislon energy, accurabe mass . LC/MSS
M5 spectral fibrary for metaboiite identification for
metabolomics s developed and evaluated.
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Caractérisation des lipides cutanés de surface par HT-GC/MS
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Le: lipides cutanés de surface (LCS) résultent de
l'activité des glandes sebacées et de la desquamation de
I'épiderme, D'une part, les glandes sébacées produlsent
du sébum composé de trols classes lipidiques : squaléne,
cires. ot triglycdrides. D'autre part,  "élimination
continueile des cellules cornfes de 'épiderme libére,
a la surface de la peau, des stérols libres ou estériliés,
et des triglycérides qul sublssent ensuite l'action des
lipases de la flore de surface ou des esterases libérees
par la kératinisalion Les LCS participent au malntient
du bon fenctlonnement de ka barriére cutanée et & la
protection de |z peau contre le vieillizsemeant.

Mobre objecti! est d'oblenir une empreinle de la
compaosition  du  film hydrolipldique  afin d'établir
des comparaisens inter zones corporelles ouw inber
individuelles. La premigre élape consisle & caracteriser
priccisément les LCS, ot donc développer un protocole
analytigue permettant d'identifier individueilement e
mazimum de composés en préservant leur structure
initlale.

La technigue analytigue choisie est la chromatographie
el phase gazeuse, 4 haule lempéralure, couplée & |3
sppectrométrie de massa,

Les LCS sont recueillis sur le front des volontaires par
absorption sur des papiers fillres. Apres estraction
4 I'éther, ils sont sliylés 3 froid puls repris dans le
solvant d'injection, L'echantillon est injecté en mode «
On-eelumn @, el les compoesés sonl séparés dans upe
colonne & phase statlonnaire peu polaire.

La plepart des composés ont pu 8tre identifiés
précisément en utilizant la spectromeéirie de masse en
impact électronique. Pour deux classes de molécules,
fes esters de chalestéral et les trighcérides, Mlonlsation
chimigue & l'ammonlac g'esl avérée nfcessalre pour
déterminer [a masse malécubaine

Les composés identifiés appartiennent & cing classes
lipidiques:

= Les acides gras hbres: saturés et insaturds ge C10
jusgu’a C20,

- Les hydracarbures: & squaléne (matgueur de l'activite
sébacée) et ses prodults d'oxvdation,

- Lessiérols: le chofestérol imargueur de I'épiderme) ef
ez esters de cholestérol présentant des chaines d'acides
gras saturees et insaturdes de 014 a C20

- Les cires @ salurées el insalurées (dans lesguelles
linsatyration peut étre poriée par la chaine acide,
Iz chaine alcool ou les deuxy de C2BHEE0Z jusqu'a
CA40HBOD0Z.

- Les glycérides, répartis en trois sous-classes |

a) monoglycérides: monomyristine, monopalmitine,
monoolgine, monostéarine

b diglycérides; satures et insaturds, de C34H&E05
jusqua CIFHTEO5

el triglycérides: saturés el insaturés. de CASHTOOE
jusau's CoAHI0406, gémdralement mixtes,

Les acides gras dominants dans les différentes classes
lipidiques identifiées sont lacide palmitigue (C156:0) et
l'ackde sapienlgue (C1&1A6) qul présente une activibeé
antibactérienne importante dans Féquilibre du film
physinlogique de la peau,

Dans un deusiéme temps, une étude quantitative des
LC3 en utifisant la normalisation interne a été effectués.
Les LCS ont été prédeves & partir de six zones corporelies
duy méme yvolontalre. Le pourcentage de chague ciasse
lipidique dans le film hydrolipidique a été déterminé
pour chague rone corporelle étudide, La réponze de
chague classe a éié appréhendée par des facteurs de
réponse abtends a l'zide de standards représentatifs.
La methode mise au point permel de comparer ies
profits de LCS et de determiner les classes lipldigues gui
présentent des différences marquées. Les Informations
oblenuses poufralent etre utiles dans la prévention el le
traitement de certaines maladies cutandes,
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Quantitative IC-MS/MS analysis of nitrogen

mustard hydrolysis

products as ethanolamines in water samples
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Introduction:

Ethanalamines have been used as blological and
environmental markers for nitregen mustards (HMI,
HMZ amd HN3} to measure potential exposures.
Mitrogen mustards readily react with bBlomolecuies
such as DMNA and proteins and are found in urine as
hydralysis products: N methyldiethanolamine (MDEA), N
etnyldiethanotamine, and triethanalamine.

Feported methods for ethanoiamines analysis include
GC or LC separation and M5 detection. GC-M5 melhods
involve fabor Intensive derivatization which  limits
througnput, and reported LC methods suffer from poor
retention with reverse phase (RP) columns,

This study describes an  IC-MS/MS  method  for
guantitative analysis of ethanolamines in water samples.
len exchange columns overcome Lhe poor retention ol
RP columns and tandemn mass spectrometry was used
io provide sensitive and selective detection. Isctope
labeled intermal standards were employed to ensure
guantification accuracy.

Method;

A caticn exchange column was used lor Lhis analysis
providing sufficient retention for ali target analytes and
atdequate separation of amalybes from interferences
Chromatographlc  separation was  achieved by
applying a muiti step methansulfonic acid {MSA)
gradient, The MSA mobile phase was efectrolytically
suppressed and converted lo water before entering
the mass spectrameter. Matrix components, such
as sodium and pokassium, were diverted to waste to
malntain M5 Interface cleanliness. Selected reaction
manitoring (SEM) was used for selective and sensitive
detection. Each analyte SRM was tuned and evaluated
for specificity of quantification. A stable-labeled
ethanclamine standard, diethanolamine-d8, was added
to all water samples to serve both as a surregate for
recavery and a5 an internal standard for guantification.
Praliminary Data:

Chromatographic separation of all apalytes from
makrix ons (6 common cabions) was achieved within
18 minutes. Method performance was evaluated with
respect to linearity, accuracy, precision and detection
limits. Amalysis of a simulated matrix containing 20
ppm sodlum and potassiem was used to evaiuate

matrix effects and showed no significant alteration
of retention time or debection sensitivity, Correlation
of determination was achieved for all analytes from 5
ppb o 200 ppb with R2 *0.999, Precision measured
by %eRSD was within 3.64% to &1%. Method detection
limizs were statistically calculated and were less than 1
ppb (0.57 ppb to 0.96 ppbi,

Mol Aspects:

First 1IC-MS/MS method with improved separation and
sensitivity Tor guantitative ethanoiamines analysis.
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Metabolomic signature of the dietary exposure of poultry to a

brominated flame retardant, hexabromocyclododecane (HBCD).
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The aim of thls work was to study n laying hens the
feasibility of the detection of previous animal exposure
to pollutants, particularly through feeding, Anemergent
poellutant.  hexabromocyclododecans  (HBCDY,  was
sefected for this study because this molecule has been
increasingly used in recent years as a flame retardant
as a substitute for other prohlbited molecules (PCBs,
PBDES). The acute toxicity of HBCD Is low and Its
chranic foxicity is poorly documented, hence the lack of
loxicatogical reterence value and thus of gulde values
for enviranment and foods, The fate and the toxicity of
HBLD inthe food chain should thus be studied. A target
tissue (adipose tissue) from laying hens was analysed
to |gentify velatile erganic compounds (WVOCs) which
are generally produced by animal metabolism and to
measure the wvariations of their ¢oncentration in the
animal fissue In response to pollutant exposure. The
potential of these variations to constitute a metabolomic
slgnature of this exposure was evaluated, These WOCs
have also been used to manltor the kinetics of fissue
HBCD contamination and decontamination,

To test these hypolheses, 2 groups of laving hens
were fed a similar feed elther non contaminated
fcontrol group) or confaminated with HBCD. For
this second group af |ayers, the protocol incleded a
contamination phase with HBCD (21 days) followod
by a decontamination phase without HBCE (18 days)
Abdominal fat of animals Segquentially siaughtered
throughout the experiment was collected and analysed
by SPME-GC-MS for VOCs and by LC-M5-M5 for HECD,
The results show that VOC metabolic slgnatures could
discriminate the non contaminated layers from the
layers contaminated with HB8CD, V0L hiomarkers of
the contamination were followed during the phases of
contamination and decontamination, These results are
discussed in view of the actual levels of HBCD found in
the adipose tissue by the current reference analytical
technigues. In the context of the regulatory control
of meat products safety, the metabolomic signatures
obtained by VO analysis could be used o screen and to
sefect the most relevant pollutants commonly Tourd in
animal preduction chains prier to their quantification by
reference analytical methods,

This study was supported linanclally by the European
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at http/ fwwwsigmachain.eu)



P34

Prélevement, préparation et stockage des urines :

impacts sur

I'analyse métabolomique par spectrométrie de masse.
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La métabolomique est une méthode d'exploration trés
générale des crganismes vivants qul décrit de fagom
exhaustive les différents métabolites (molécules de
faible -poids moléculaire) pedsents dans les fluides
blolaglgues ou dans les tissus, Utilisée dans différents
contextes d'ebudes physiclogigues, elle permet de
comprendre impact des perturbations éludides, tant
sur le plan géneétigue guenvironnemental (nutrition,
toxicafogie, pharmacologie...),

Pour des analyses toxicologiques ou pharmacoiogigques
par exempte, 'urine est plus particulibremant utilisde
car glle correspond a |a fin de la chaine de détoxification
gl d'elimination de l'organisme et son recusil est aisé
et non Invasif, &n peut ainsl réaliser des prélbvements
ponciuels ou sur un laps de femps déterming pouvant
aller jusqu'a 24h ou 48h. Cependant |‘urine sl un
fluide Dologique complexe dont les conditions de
prelevement et de stockage peuvent modifier |z
compasition (contamination bactérienne, degradation
des métabolites..). Il a #té alnsl démontréd gue les
empreintes protéiques [1] ef métaboliques [2. 3] {par
RMN) des urines sont affectées par les conditions de
préparation etfou de stockage des urines, aboutissant
ainsi & des recommandations pour ces etapes critiques
de l'analyse du protéome [4] ocu du métabolome [5]
par RMM. Or actuellement. la spectrométrie de masse
est une technigue d'analyse de plus en plus ulilisée en

métabolomigue, eb NMimpact de ces différents facteurs

m'a pas @té démontré sur des empreintes métaboliques
obtenues par cette methade,

Le but de cette &tude est de déterminer les meilleures
conditions de prédéverment, préparaticn et stockage
pour les analyses métabolomiques par spectromeirie
de masse, b de mesurer limpacl de la contamination
pactérienne sur les concentrations de différents
metabolites, Paur ce faire plusieurs aliquots ont éfe
prepard a partir d'un pool d'urines humaines [raiches,
alin de tester plusieurs concentrations en conservateurs
{azide de sodium  MaN3 & 01, 1 e 10 mM et acide
borigue & 2, 20 et 200 mM) et plusieurs températures
(température ambiante et 4°C), Des prélévements ont
&€ réalises toutes les 4h pendant 24b puis analyses par
UPLC/MS et spectramétrie UV & 6200m pour évaluer |a
contamination bactérlenne el la mettre en corrélation
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avec les variations des différents métabolites. Mous
présenteront lors du congrés les résultats de cetke
Eturde
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Analyse des Sphingolipides d'extraits d'Arabidopsis thaliana par LC-
ESI-MS-MS
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Les sphingaolipides sont des composants structuraus
essentiols des membranes. Ce sont des blorégulateurs
de nombreus processus intra ou inter celiulaires comme
fa profiferation, la dilfférentiation. la signalisation et la
mort celflulalre.

Lewr squelette de base est un amide, appels céramide,
cbtenu entre un aminc-alcoal & langue chaine
{18 atomes de carboned ef un acide gras a lengue
chaine (1& a 26 carbones), Chez les plantes, les
céramides subissen! ensuite de nombreuses réaclions
enzymatiques igreffage de sucres etfou de phosphates,
hydrovylation, insaturation) pour condulre & une
grande diversité de composds {(plus de 160 identifids
actuallement) regroupds en 4 classes, les céramides, les
hydroxycéramides, les glucosylcéramides et les glycosyl
inositol phosphoryicéramides.

Les sphingolipides sont généralement analysds aprés
hydrolyse, puls derivation des chaines, amine et acide,
libérées, Depuls récemment. les bislogistes de natre
unité s'intéressent 3 leurs voles de bicsynbhése, || était
donc essentiel de développer au sein de notre plate-
{orme de chimie du végétal, une analyse perlormante
de g5 composes dans leur intégrite, Elle est effectude
par  LC-ESI-MS-MS 1.2}, Comme la plupart des
sphingolipides sont présents en laible quantité, nous
utilisons le mode MREM (Multiple Reaction Monitoringl.
Leur identification repose sur ia chainge aming gui
possede quatre structures différentes, chacune donnant
un bon spécifique. La guantification est réalisée par un
étalon interne différent pour chague classe,

Mous yous mentrarons nos premiers résultats obtenus
sur I'étude d'une lignée sauvage darabidopsis thaliana
comparde & une lignée mutée dans une voie de
biosynthése des céramides,

STI A Alaebbgren Ly B Cadstian il L lieenendes, ) i, Chp, 2008
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Application de la Source DESI sur PK Analysis Utilisé DBS
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Lapplication de |la methode dred blood spolts (DBS,
spots du sang séché) a défa montré de nombreux
d'avantages aux analyses en pharmacokinetic (PR,
pharmacocinétique). Contrairement aux  méthodes
classiques Gtilisées, la méthode DBS exige um petit
volume de sang preéleve gui est ensuite dépose sur
un papier absorbant donc la vaniation de mesures
d'anlmal & animal peut &ire dvitée en prenant une série
d'échantillons du méme animal, et ainsi ameéliores les
résultats de P, De plus, la préparation, e stockage
ot le transport des échantilons sont  largement
facilites. Actueilemant, le DBS est analyse par LC-MS
aprés plusieurs étapes dextraction. Pour avgmenter
la rapldité d'analyse et son débit, de pombreuses
technigues permettani 'analyse directe de DBS se sont
développés, Ici, nous allons présenter Manalyse direcks
de DES par desorption electrospray lonisation (BESI.
DES! &5t un meode dlionisation ambiante qui permet
d'analyser les dchantillons solide ou liquide déposé sur
lasurface sans préparation des dchantiilens. Dans notre
cas, nous pouvons analyser les echantillons de DBS
avec comme surlace le papier absorbant donc loutes
dtapes de préparation (punch, extraction, HPLCY sont
£vités, Les erpériences sont conduites sur un support
et source DESI (Prosolia) couple awvec LTO-Orbitrap
{Therma Fishier) en trés haute résolution (HEMSL Notre
éfude préliminaire, menée sur un médicament courant
el un médicament synthétize par Sanoll, se focalise sur
les préparations des échantilions DBS, l'optimisation
des parametres de DESI (choix du selvant et etalon
interne {EN), les diftérentes tagons d'incerporer P'EL
pour terminer des courbes d'étalonnage pour analyse
semi-quantificative. Les résultats préliminaires de semi-
guantifications ont montré que les facteurs limitants de
quantification scnt les problémes de répétabilité dus
aus variations dans la préparation des dépits manuels,
ou des conditions expérimentales de DESL La courbe
d'étalonnage est tracée pour la concentration de 1 ng/
jul @ 50 gl



