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Liste des abréviations
4MU = 4-Méthyl-Umbelliferone
4AMUG = 4-Méthyl-Umbelliferone-Glucuronide
4MUS = 4-Méthyl-Umbelliferone-Sulfate
ANSES = Agence Nationale de la Sécurité Sanitaire, de I'Alimentation, de 'Environnement et du Travail
BPA = Bisphénol A
BPA-G = Bisphénol A Glucuronide
BPA-S = Bisphénol A Sulfate
CAD = Collision Gas
CAS = Chemical Abstracts Service
CD =Compact Disc
CE = Collision Energy
CEP = Cell Entrance Potential
CHU = Centre Hospitalier Universitaire
CIXBPA = Dérivés chlorés du Bisphénol A
COOH = Groupes carbonyles
CUR = Curting Gas
CV = Coefficient de Variation
CXP = Cell Exit Potential
Cyp450 = Cytochrome P450
DcBPA = Bisphénol A di-chloré
DL50 = Dose létale pour 50% des sujets
DP = Declustering Potential
DVD = Digital Versatile Disc
E.Coli = Escherichia Coli
El = Etalon Interne
EP = Entrance Potential
GS1 = lon Source Gas 1
GS2 = lon Source Gas 2
HPLC = High Performance Liquid Chromatography (Chromatographie Liguide Haute Performance)

HPLC-UV = High Performance Liquid Chromatography coupled to Ultra-Violet detector (Chromatographie liquide
haute performance couplée a un détecteur ultra-violet)



IARC = International Agency for Research on Cancer
ID = Identification molécule

IHE = Interface Heater

IS = lon Spray voltage

LC/MS = Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (Chromatographie Liquide couplée a une
Spectrométrie de Masse)

LC-MS/MS ou LC/MS/MS = Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry (Chromatographie en
phase liquide couplée a une spectrométrie de masse en tandem)

McBPA = Bisphénol A mono-chloré

MRM = Multiple Reaction Monitoring

NAD = Nicotamide Adénine Dinucléotide
NADP = Nicotamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NH2 = Groupes amines

OH = Groupes hydroxyles

OMS = Organisation Mondiale de la Santé
PAPS = Phosphoadénylylphosphosulfate
PE = Perturbateurs Endocriniens

Q1 = Quadripdle 1

Q3 = Quadripdle 3

QSP = Quantité Suffisante Pour

RPM = Rotation Par Minute

SFc = Solution Fille de Contréle

SFd = Solution Fille de Dosage

TcBPA = Bisphénol A tri-chloré

TEM = Température

TR = Temps de Rétention

TtBPA = Bisphénol A tétra-chloré
UDP-Glucuronyltransférase = Uridine-Di-Phosphate-Glucuronyltransférase
UE = Union Européenne

ULC/MS = Ultraperformance Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (Chromatographie Liquide
Ultraperformante couplée a une Spéctrométrie de Masse)

Xi = Produit Irritant

Xn = Produit Nocif
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Introduction

Un perturbateur endocrinien (PE), est, selon I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), « une substance ou un mélange exogene, possédant des propriétés
susceptibles d’induire une perturbation endocrinienne dans un organisme intact,
chez ses descendants ou au sein de (sous)-populations » (OMS, 2002). Plus d’une
centaine de produits chimiques produits par ’homme ont montré qu'ils perturbaient le
systéme endocrinien de I'animal et de 'homme dont le bisphenol A (BPA). Le BPA
est utilisé comme monomere dans la fabrication de plastiques polycarbonates et de
résines epoxydes. Le BPA est retrouvé dans I'environnement a I'état de traces et

notamment dans 'eau.

Lors de I'étape de chloration des eaux dans les usines de traitement d’eau
potable, il se forme des sous-produits du BPA, ce sont les dérivés chlorés du BPA
(CIXBPA). Il en existe 5, qui sont le BPA-mono-chloré (McBPA), deux isomeres du
BPA-di-chloré (DcBPA), le BPA-tri-chloré (TcBPA) et le BPA-tétra-chloré (TtBPA).

Dans les matrices biologiques comme le plasma et l'urine, les micropolluants
comme les perturbateurs endocriniens ou certains médicaments apparaissent en
formes conjuguées et non conjuguées. La forme non-conjuguée (également appelée
a tort forme « libre ») est la forme qui peut avoir une action et/ou s’accumuler dans
certains tissus humains du fait de leur nature lipophile. La conjugaison durant le
métabolisme dans le foie est considérée comme un mécanisme de détoxification, la

forme conjuguée, hydrophile, étant éliminée dans les urines.

Ainsi au sein de l'organisme, le métabolisme du BPA entraine des
conjugaisons qui produisent du BPA-Glucuronide (par une Uridine-Di-Phosphate-
Glucuronyltransférase ou UDP-Glucuronyltransferase) et du BPA-Sulfate (par une

Sulfurotransferase).

Le meétabolisme des dérivés chlorés du BPA dans l'organisme n’est pas
encore parfaitement connu. Pour étudier ce métabolisme, il faut pouvoir doser les
dérivés chlorés du BPA a la fois sous forme non conjuguée et a la fois sous forme
conjuguée. Actuellement, il est possible de doser les dérivés chlorés du BPA sous

forme non conjuguée, mais le dosage de la forme conjuguée pose probleme, car il

11



faudrait avoir les produits conjugués purs pour pouvoir réaliser un dosage, or pour le
moment ces produits ne sont pas disponibles. L’alternative est de déconjuguer la
fraction conjuguée par action d’'une enzyme, ce qui permet d’obtenir les dérivés
chlorés du BPA totaux (forme non-conjuguée a laquelle s’ajoute la forme conjuguée
hydrolysée). La quantité des CIXBPA conjugués est égale a la quantité des CIXBPA
totaux a laquelle on soustrait la quantité des CIXBPA non conjugués.

L’enzyme la plus utilisée et la mieux adaptée selon la littérature est la B-
glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia, car elle posseéde a la fois une action
sulfatase et une action glucuronidase (Calafat et Al., 2010 ; Carrasco-Correa et Al.,
2015 ; Chen et Al., 2012 ; Cunha et Fernandes, 2010 ; Garcia-Prieto et Al., 2008 ; Ito
et Al., 2009 ; Kawaguchi et Al., 2008 ; Kawaguchi et Al, 2008 bis ; Liao et Kannan,
2012 ; Ouchi et Watanabe, 2002 ; Schoringumer et Cichna-Markl, 2007 ; Shirai et Al,
2013 ; Vela-Soria et Al., 2014 ; Vela-Soria et Al, 2014 bis ; Zhou et Al., 2012).

Afin de vérifier que la déconjugaison par cette enzyme est compléte, il faut
utiliser un marqueur qui dans la littérature est le plus souvent la 4-Méthyl-
Umbelliferone (4MU) et ses conjugués glucuronide  (4-Méthyl-Umbelliferone-
Glucuronide ou 4MUG) et sulfate (4-Méthyl-Umbelliferone-Sulfate ou 4MUS)
(Carrasco-Correa et Al., 2015 ; Chen et Al., 2012 ; Frederiksen et Al., 2013 ; Genuis
et Al., 2012 ; Vela-Soria et Al., 2014 bis ; Zhou et Al., 2012).

Cependant, les articles sélectionnés utilisant la 4MU et ses conjugués
n’apportent aucune information sur la méthode le dosage de ce dernier, ni ne citent

de références de dosage.

L’objectif de ce travail est de développer et valider une méthode d’analyse du
4MU, 4MUG et 4MUS en utilisant une chromatographie liquide ultraperformance

couplée a une spectrométrie de masse en tandem.

La premiére partie aborde les généralités sur le métabolisme des

perturbateurs endocriniens et en particulier du BPA.

La deuxieme partie est dédiée aux travaux réalisés pour la mise au point et la
validation du dosage du 4MU, 4MUG et 4MUS.

12



| — Généralités

1) Perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont définis comme « une substance ou
un meélange exogene, possédant des propriétés susceptibles d'induire une
perturbation endocrinienne dans un organisme intact, chez ses descendants ou au

sein de (sous)- populations » (OMS, 2002).
2) Geénéralités sur le métabolisme (Ciccolini, 2010 ; Loichot et Grima, 2004)

Le métabolisme est la transformation par réaction enzymatique d'une
substance en un ou plusieurs composés appelés des métabolites, qui peuvent soit

avoir une action pharmacologique, soit étre inertes ou encore étre toxiques.

Le métabolisme conduit le plus souvent a la formation de substances
hydrosolubles qui sont plus facilement éliminées dans les milieux aqueux tels que
I'urine ou la bile. La transformation chimique des xenobiotiques est essentiellement
catalysée par des enzymes qui fonctionnent avec des co-facteurs endogénes
(INSERM, 2011).

Selon la substance, le métabolisme peut avoir lieu dans de nombreux organes

ou tissus, notamment le foie ou les reins.

Le métabolisme est divisé en 2 phases, les réactions de phase | et les
réactions de phase Il. Ces réactions prennent en charge a la fois les xénobiotiques et
a la fois les composés endogénes tel que les stéroides, les prostaglandines,
certaines vitamines... (INSERM, 2011).

Phase | R -0H Phase li

R-H———5 R-COOH » R - conjugué
R - NH2
Réactions : oxydation Conjugaison / agents endogenes
réduction
Hydrolyse

Figure 1 : Récapitulatif des réactions de phase | et Il.
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Les réactions de phase | sont des réactions de fonctionnalisation avec ajout
ou modification d’'un groupement fonctionnel sur la molécule. Les différentes

réactions de phase | sont :

- L’oxydation : qui correspond a une perte d’électron(s).
- La réduction : qui est un gain d’électron(s).

- L’hydrolyse : qui est la rupture d’'une liaison covalente par une molécule d’eau.

Les réactions d’oxydation et de réduction se produisent en simultanée, c’est
ce que l'on appelle une oxydoréduction, ainsi le réducteur gagne un ou plusieurs
électron(s) provenant(s) de l'oxydant. Dans le corps humain les couples oxydo-
réducteurs les plus souvent rencontrés sont : NAD+/NADH,H+ (Nicotamide Adénine
Dinucléotide) et NADP+/NADPH (Nicotamide Adénine Dinucléotide Phosphate).

Dans l'organisme, le principal complexe responsable de réaction de phase |
est le cytochrome P450 constitué d’'une hémoprotéine (Cytochrome P450 ou

Cyp450), d’'une enzyme (NADPH cytochrome P450 réductase) et d’'un phospholipide.

Les monooxygénases a Cyp450, enzymes membranaires localisées dans le
reticulum endoplasmique, jouent un réle majeur dans le métabolisme des
xénobiotiques (INSERM, 2011).

CYP 450 réductases
R-H + O, + NADPH + H* » R-OH + H,O + NADP*
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Il existe de nombreuses réactions d’oxydation, de réduction, et d’hydrolyse

dont voici une liste non exhaustive :
*Oxydation

Hydroxylation aromatique :

Hydroxylation aliphatique :

Cyp450

R-CH3 T > R-CH20H

N-Hydroxylation :

Cyp450

R-NH2 T > R-NHOH

N-Désalkylation :
Cyp450
R-NH-CH3 > R-NH2+HCOH

O-Deésalkylation :

R-O-CH3 [———> R-OH+HCOH

S-Désalkymation :
R-S-CH3 [——> R-SH+HCOH

15



Désamination, S-Oxydation...
*Réduction

Azoréduction :

Cyp450

R-N-N-R° [——> R-NH2+R’-NH2

Nitroréduction :

R-NO2 > R-NH2

Carbonylréduction :

Cyp450
R-C-R’ I:> R-CH-R"’
i L
*Hydrolyse
Hydrolyse d’un ester :
Cyp450
R-C-O-R"’ I::> R-C=0 +R'-OH
] L
Hydrolyse d’'un amide :
Cyp450
R-C.NH2 [——> R-C=0 +NH3
j by
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Ces réactions engendrent des métabolites qui possedent des groupes
hydroxyles (OH), amines (NH2) ou carbonyles (COOH). Ces derniers sont soit
éliminés, soit subissent des réactions de phase Il. Toutefois, les réactions de phase |
ne sont pas obligatoires, et il est possible qu’'une substance subisse directement une

réaction de phase Il

Les réactions de phase Il, sont des réactions de conjugaison avec formation
de liaisons covalentes entre la substance exogene et une molécule endogene. Les

réactions de phase Il rencontrées sont :

- Glucuro- ou glucurono- ou encore glycuro-conjugaison : c’est I'addition d’acide

glucuronique a une molécule grace a une glucuronyl-transférase.
COOH COOH

o o]
OH q OH
HO HO

- Sulfo-conjugaison : c’est I'addition d’'un sulfate a une molécule grace a I'action
d’'une sulfotransférase, par exemple la Phosphoadénylylphosphosulfate (PAPS)

dans le foie.

E
R —- R—O0—S0;H

ATP + SULFATE

17



- Acétylation : c’est I'ajout par une acétyltransférase d’un groupement acétyle sur

une molécule a la place d’'un hydrogéne.

R—NH, q R_NH_E—CHS

ﬁ‘ q R_lcCI,_NH NH
R—C—NH—NH, o
CH,

Les réactions de phase Il sont un transfert d’'un composé sulfate, glucuronide,
méthyl ou autre, sur un groupe OH, NH ou COOH. Elles permettent la formation de
substances conjuguées, et plus hydrosolubles, et par conséquent facilement

éliminées dans l'urine.

3) Bisphénol A (ANSES, 2011 ; ANSES, 2013)

Les informations sur le BPA proviennent de '’Agence Nationale de la Sécurité

Sanitaire, de I’Alimentation, de 'Environnement et du Travail (ANSES).
a) Généralités

Le Bisphénol A ou BPA, dont la formule est C;sH360,, est, selon de
nombreuses études publiées, un composé perturbateur endocrinien oestrogéno-
mimétique. Il appartient a la famille des diphénylalcanes hydroxylés ou bisphénols.

Sa masse moléculaire est de 228,29 g.moL™,

18



CHa
HO OH
CHs

Figure 2 : Structure chimique du Bisphénol A.

Le bisphénol A est utilisé comme monomeére dans la production de plastiques

de type polycarbonates et de résines époxy (INSERM, 2011).

b) Utilisations

Les polycarbonates sont utilisés dans l'industrie du plastique pour fabriquer un
trées grand nombre d’objets tels que les CD (Compact Disc), les DVD (Digital
Versatile Disc), les lunettes, les bouteilles plastiques, les toits et phares de
voitures,...

Les résines époxydes se retrouvent majoritairement dans le revétement
intérieur des canettes et boites de conserve.

Il existe d’autres usages du BPA :
- révélateur dans les papiers thermiques, comme les tickets de caisse ;
- fabrication de retardateurs de flamme tel que le tétrabromobisphénol A et le
bisphénol A bis ;
- agent antioxydant dans le secteur automobile ;
- additif dans la fabrication de polyamides.
Enfin, quelques utilisations ont été identifiées en dehors de la France tels que
composant de fluides caloporteurs et de lubrifiant, agent de traitement pour le
resurfacage du béton, formulant de fongicides (ANSES, 2011).

c) Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action du BPA connu est un effet agoniste faible des
récepteurs aux cestrogénes a et B (ERa et ERB) et PPARy (ANSES, 2011).
Cependant I'ensemble des mécanismes d’action du BPA ne sont pas tous

clairement définis.
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d) Effets indésirables

Les effets « avérés » chez I'animal sont selon TANSES (ANSES, 2011 ;
ANSES, 2013) :

- Une augmentation de la survenue de kystes ovariens.
- L’apparition d’hyperplasie de 'endométre.

- L’'avancement de I'age de la puberté lors d’expositions prénatale et post-
natale.

- Des effets sur I'axe hypothalamo-hypophysaire-gonadotrope.
- L’altération de la production spermatique lors d’expositions a I'age adulte.

- Des modifications histologiques sur la neurogenése lors d’expositions pré ou
périnatale.

- Des effets sur la lipogenese suite a une exposition prénatale, périnatale ou a
'age adulte induisant une augmentation de la lipidémie, une tendance a la
surcharge pondérale et une activation de la lipogeneése.

- Des effets sur la glande mammaire dont I'accélération de la maturation
architecturale de la glande mammaire a I'dge adulte et développement de
Iésions hyperplasiques intracanalaires en lien avec une exposition pré ou
périnatale au BPA.

Toutefois, ces effets n'ont pas tous été démontrés chez ’'Homme et a ce jour
'’ANSES considére que :

- L’insuffisance de données disponibles ne permet pas de conclure a un effet
« avereé ».

- Sur la base des données disponibles, les effets du BPA sur le systeme
reproducteur masculin sont considérés comme « controverses ».

- Sur la base des données disponibles, les effets suivants sont considérés
comme « suspectés » : anomalies de la maturation ovocytaire dans un
contexte de procréation médicalement assistte ; pathologies
cardiovasculaires et diabéte.

- Le groupe de travail a considéré que les données humaines disponibles
étaient insuffisantes a ce jour pour conclure sur les effets suivants : effets sur

'endometre (endométriose, hyperplasie), ovaires polykystiques et issue de la
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grossesse (fausse-couches et prématurité) ; troubles du comportement chez

I'enfant ; effets sur la thyroide ; cancer du sein.

4) Dérivés chlorés du Bisphénol A

a) Formation des dérivés chlorés

Les dérivés chlorés du BPA sont des sous-produits du BPA formés
notamment pendant I'étape de chloration lors du traitement de I'eau potable dans les
usines. Il en existe 5, qui sont le BPA-mono-chloré (McBPA), deux isoméres du BPA-
di-chlorés (DcBPA), le BPA-tri-chloré (TcBPA) et le BPA-tétra-chloré (TtBPA).

Figure 3 : Structure chimique du BPA.

HO OH

Figure 4 : Structure chimique du McBPA ou 2-chloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenol.

Figure 5 : Structure chimique du 2,2’ DcBPA ou 2-chloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxyphenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenol.

HO OH

ﬂ
- : [=]

Figure 6 : Structure chimique du 2,6 DcBPA ou 2,6-Dichloro-4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-

phenol.
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cl Cl

* O Q ”

o
Figure 7 : Structure chimique du TcBPA ou 2,6-Dichloro-4-[1-(3-chloro-4-hydroxyphenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenol.

=]

[
Figure 8 : Structure chimique du TtBPA ou 2,6-Dichloro-4-[1-(3,5-dichloro-4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenol.

b) Effets des dérivés chlorés

Il apparait que parmi les CIXBPA, le 2’2-DcBPA possede une affinité pour les
récepteurs ostrogéniques in-vitro plus importante que le BPA (Hu et Al., 2002), et il
possede également une activité oestrogénique supérieur au BPA et aux autres

dérivés chlorés (Takemura et Al., 2005).
5) Toxicocinétique
a) Bisphénol A

a. Absorption

Le BPA est intégralement absorbé par voie digestive tandis que I'absorption

par voie cutanée ne serait que de 10% de la dose appliqguée (INSERM, 2010).
b. Métabolisme

Le BPA subit une résorption digestive de 100%, puis sous I'effet d’'un premier
passage hépatique, 1 a 8% du BPA reste sous forme non conjuguée, et 92 a 99% du
BPA se conjugue principalement sous forme glucuronide (BPA-Glucuronide ou BPA-
G), sous l'action d’'UDP-glucuronyl-transférase ; et sous forme sulfate (BPA-Sulfate

ou BPA-S), grace a une sulfotransférase (INERIS, 2010). De plus, d’autres
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métabolites minoritaires se forment dans l'organisme comme [I'Hydroxy-BPA-

Glucuronide ou encore le Catéchol-BPA-Glucuronide.

Ainsi, le BPA est majoritairement éliminé sous forme BPA-G dans l'urine aprés
un passage dans le sang. Le BPA-S et le BPA non conjugué, sont également

retrouvés mais a des concentrations inférieures (Liao et Kannan, 2012).

Le BPA non conjugué, va soit se lier aux protéines plasmatiques (90 a 95%),

soit étre sous forme de BPA libre (5 a 10%) distribué dans les tissus.

CHz

BPA o (';_QOH
1-8% |
BPA CHz

Phase | Paso lEi NADPH Phase | minoritaire,
inexistante ? pour le BPA
Ho o> NADP P

LG

BPA  CHy

Phase Il i UDPGA ¢\
UDP-glucuronyltransférase E?

BPA-G
92-99%

U

Figure 9 : Métabolisme du BPA.

c. élimination

L’élimination se fait par voie urinaire, ou le BPA est retrouvé a I'état conjugué

et non conjugué.

b) Dérivés chlorés du Bisphénol A

A ce jour, le métabolisme des CIXBPA n’est que trés peu connu. Une étude
(Riu et Al., 2010) de biotransformation de plusieurs dérivés chlorés du BPA dans des
hépatocytes de rat, montre qu’ils subissent une oxydation P450-dépendante

entrainant leur coupure et la formation de chlorophénol hydroxylé.
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6) Etude du métabolisme

Pour explorer le métabolisme, deux approches complémentaires sont

envisagées :

1 — Approche in-vitro avec des microsomes hépatiques par ajout de BPA et
CIXBPA ainsi que de substrat dans le milieu réactionnel. Puis identification et dosage

des conjugués formés dans le milieu.

2 — Approche in-vivo, avec identification et dosage des conjugués formés dans
I'urine de volontaires. Les conjugués sont en effet éliminés dans les urines ou on va

les rechercher.

Pour cela, on peut réaliser, soit :
- Un dosage direct : des conjugués ce qui nécessite de disposer des produits purs.

- Un dosage indirect : déconjugaison non enzymatique a I'acide chlorhydrique (Mao
et Al, 2004) ou enzymatique (B-glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia, [-
glucuronidase d’Escherichia Coli...) pour doser la somme des dérivés conjugués et
non conjugués auquel on soustrait le non conjugué. Dans le cas d'une
déconjugaison enzymatique, pour prouver que lI'enzyme a bien transformé les
conjugués en non-conjugués, il faut utiliser un marqueur de transformation. C’est le
cas de la 4-Méthyl-Umbelliferone (4MU) et de ses conjugués 4-Méthyl-
Umbelliferone-Glucuronide (4MUG) et 4-Méthyl-Umbelliferone-Sulfate (4MUS), mais
il existe d’autres marqueurs comme le p-Nitrophenyl-B-D-glucuronide et le
phenolphtalein-B-D-glucuronide (Fishman et Al, 1967 ; Rao et Flynn, 1990 ;
Szasz, 1967).

7) Principe de la déconjugaison enzymatique

A Tlinverse d’une réaction de conjugaison, une enzyme peut induire une
réaction de déconjugaison. Celle-ci produit donc une séparation entre la substance
et le conjugué (glucuronide, sulfate...). Un produit sous forme non-conjugué est

obtenu, identique a sa forme avant de subir une réaction de phase II.
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8) Marqueur de la déconjugaison : 4-Méthyl-Umbelliferone

Ce marqueur permet ainsi de vérifier que l'action de I'enzyme est compléte
(action glucuronidase et sulfatase), et que celle-ci transforme bien les dérivés
glucuronide et sulfate (4MUG et 4MUS) en 4MU.

Grace a cela, nous pourrons conclure que les conjugués du BPA (le BPA-
Glucuronide ou BPA-G et le BPA-Sulafte ou BPA-S) et des CIXBPA ont bien été
transformés en BPA et CIXBPA.

Le principe que nous allons mettre en ceuvre est le suivant :

Beta-Glucuronidase/Sulfatase (Helix

Pomatia)

4 Méthyl-Umbelliferone 4 Méthyl-Umbelliferone
Glucuronide Sulfate
CHs
HO.__O /@fi CHg
00 0”0 Y Kt 0 O x
oH o O Méthyl-Umbelliferone O.g
2 70 o~ o
OH OH 0
CHs

jon!
HO O "0

Figure 10 : Schéma simplifié de I'action de I'enzyme sur les conjugués de la 4MU pour provoquer la

déconjugaison.

o Quelques informations sur la 4-Méthyl-Umbelliferone utilisée, produite
par Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich 4MU)

= |dentification des dangers

La 4-Méthyl-Umbelliferone provoque des irritations cutanées, des irritations
oculaires, des toxicités spécifiques a certains organes cibles apres exposition

unique.
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Ce produit est donc classé selon les directives de I'Union Européenne (UE)
67/548/CEE ou 1999/45/CE comme produit irritant (Xi).

= Composition / informations sur les composants

La substance est un produit naturel, les synonymes pour la caractériser sont

4MU, B-Methylumbelliferone ou encore 7-Hydroxy-4-methylcoumarin.

Sa formule chimique est C;0HgOs3, et son poids moléculaire est de 176,17

g/mol.

CHg

N

HO O "0
Figure 11 : Structure chimique de la 4MU.

*= Manipulation et stockage

Lors de la manipulation, il faut éviter les contacts avec les yeux et la peau, de
plus il faut éviter la formation de poussiéres ou d’aérosols qui pourraient étre inhalés.

L’idéal étant d’avoir une ventilation adéquate lors des manipulations.

Le produit doit étre stocké au frais, dans un endroit sec. Le récipient doit rester

fermé.
= Propriétés physiques et chimiques

Il s’agit d’'une poudre de couleur beige, qui posséde une point/intervalle de
fusion de 190 — 192°C.

= Stabilité et réactivité
La substance est stable dans les conditions recommandées de stockage.

Les matieres incompatibles sont les oxydants forts et les bases fortes.
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» Informations toxicologiques

Tableau 1 : Informations toxicologiques sur la 4MU.

Type de Espece Dose Voie Conséquences

toxicité d’administration

Toxicité aigué | Rat 3,850 mg/kg DL50

Toxicité Rat Orale Modification

reproduction de la
croissance du
nouveau-né

Souris Orale Mort & la

naissance

Toxicité pour le | Souris Orale Foetotoxicité

développement

Toxicité Exposition Inhalation Irritation des

spécifique pour unique voies

certains respiratoires

organes cibles Exposition Pas de

répétée donnée

disponible

La dose létale pour 50% des sujets (DL50) correspond a la dose létale

médiane, qui est la dose d’'une substance causant la mort de 50% d’une population

animale expérimentale.

Concernant la cancérogénicité, aucun composant de ce produit présent a des

concentrations plus grandes que ou égales a 0,1% n’a été identifi€é comme

canceérigéne probable, possible ou reconnu pour 'Homme par I'International Agency

for Research on Cancer (IARC).
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9) B-Glucuronidase d’Helix Pomatia (Sigma-Aldrich B-Glucuronidase/Sulfatase

d’Helix Pomatia)

a) Actions

Cette enzyme posseéde une action glucuronidase supérieure a 100 000

unités/mL, ainsi qu’une action sulfatase inférieure a 7 500 unités/mL.

Cette enzyme possede donc une double action, qui en fait 'enzyme de choix,
comparé a la B-glucuronidase d’Escherichia Coli (E.Coli) qui elle ne posséde qu’une

action glucuronidase.

b) Quelques informations sur la B-glucuronidase d’Helix Pomatia utilisée,

provenant de Sigma-Aldrich

La substance est la B-Glucuronidase de Helix Pomatia, qui provient de
Sigma-Aldrich Chimie S.a.r., L’lsle D’Abeau Chesnes F-38297 ST. QUENTIN
FALLAVIER.

= |dentification des dangers

Cette substance provoque une sensibilisation respiratoire et une
sensibilisation cutanée. Elle est donc classée selon les directives de 'UE dans les

produits nocifs (Xn).
= Manipulation et stockage

Lors des manipulations, il faut éviter les contacts avec les yeux ou la peau, de
plus il faut éviter de respirer les vapeurs ou les brouillards.

Pour le stockage, le produit doit étre entreposé dans un endroit frais et sec. Le
récipient doit étre maintenu fermé lors du stockage. La température idéale de

conservation est entre 2 et 8°C.
= Stabilité et réactivité
La substance est stable dans les conditions de stockages recommandées.

Les matieres incompatibles sont les oxydants forts.
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» Informations toxicologiques

Une exposition prolongée ou répétée peut provoquer des réactions allergiques
chez les individus sensibles.

Concernant la cancérogénicité, aucun composant de ce produit présent a des
concentrations plus grandes ou égales a 0,1% n’a été identifi€ comme cancérigéne
probable, possible ou reconnu pour ’'Homme par I'International Agency for Research
on Cancer (IARC).

10) Mise au point du dosage 4MU, 4MUG et 4MUS dans l'urine par
Chromatographie en phase liquide couplée a un spectrometre de masse
en tandem (LC-MS/MS)

Aprés recherches dans la littérature (Brock et Al., 2001 ; Calafat et Al., 2010 ;
Carrasco-Correa et Al., 2015 ; Casas et Al., 2013 ; Chen et Al., 2012 ; Cunha et Al.,
2010 ; Frederiksen et Al., 2013 ; Frederiksen et Al., 2013 bis ; Garcia-Prieto et Al.,
2008 ; Geens et Al., 2009 ; Genuis et Al., 2012 ; Herrero et Al., 2015 ; Inoue et Al
2003 ; Ito et Al., 2009 ; Jing et Al., 2011 ; Kang et Al., 2013 ; Kawaguchi et Al., 2008 ;
Kawaguchi et Al., 2008 bis; Leng et Al., 2014 ; Meeker et Al., 2013 ; Ouchi et
Watanabe, 2002 ; Quiros-Alcala et Al., 2013 ; Schoringhumer et Cichna-Markl, 2007 ;
Shirai et Al., 2013 ; Smith et Al., 2012 ; Tsukioka et Al., 2003 ; Vela-Soria et Al., 2014
bis ; Wolff et Al, 2010 ; Zhou et Al., 2012), aucune des publications retenues
n’expliquent comment le dosage de la 4MU a été réalisé, et aucune méthode en LC-
MS/MS n’est décrite. L’objectif du travail était de mettre au point une méthode de
dosage de la 4MU et de ses conjugués dans l'urine et le plasma, afin de pouvoir

I'utiliser comme marqueur de la déconjugaison.

» Recherches bibliographiques

Une recherche dans la littérature a été effectuée dans PubMed pour trouver
des articles en lien avec le sujet et pour pouvoir définir la méthodologie de la

déconjugaison (enzyme utilisée, temps d’incubation, température, marqueurs...).

Apreés recherche sur PubMed, 29 articles ont été retenu. Parmi ces articles, 23
expliqguent une déconjugaison enzymatique en précisant la méthode. 13 articles

utilisent la glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia (Calafat et Al., 2010 ; Carrasco-
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Correa et Al., 2015 ; Chen et Al,, 2012 ; Cunha et Fernandes, 2010 ; Garcia-Prieto et
Al., 2008 ; Ito et Al., 2009 ; Kawaguchi et Al., 2008 ; Kawaguchi et Al., 2008 bis ;
Ouchi et Watanabe, 2002 ; Schoringhumer et Cichna-Markl, 2007 ; Shirai et Al.,
2013 ; Vela-Soria et Al., 2014 bis ; Zhou et Al., 2012) et 6 (Carrasco-Correa et Al.,
2015 ; Chen et Al., 2012 ; Frederiksen et Al., 2013 ; Genuis et Al., 2012 ; Vela-Soria
et Al., 2014 bis; Zhou et Al, 2012) utilisent la 4MU comme marqueur de la
la pB-

glucuronidase/sulfatase d’'Helix Pomatia et la 4MU (Carrasco-Correa et Al., 2015

déconjugaison enzymatique. Au final, 4 articles utilisent a la fois

Chen et Al., 2012 ; Vela-Soria et Al., 2014 bis ; Zhou et Al., 2012).

Le protocole de déconjugaison a été initialement déterminé selon cette

littérature et adapté en fonction des résultats expérimentaux obtenus.

Tableau 2 :

Synthése bibliographique de la déconjugaison des perturbateurs

endocriniens.

Matrice Quantité enzyme Temps Marqueurs (ex
(Volume (conc./ Tempé- d'incuba- | 4MUG/4MUS/
Articles échantillon) Enzyme volume) rature tion 4MU)

Brock et Al,
2001 Urine (1mL) B-Glucuronidase d'E.Coli 5 ul a 200U/mL 37°C 90 min
Ouchi et 20 pL a 10 000 U/mL
Watanabe, glucuronidase et 5000
2002 Urine (0,5mL) | B-Glucuronidase d'Helix Pomatia type H2 U/mL de Sulfatase 37°C 3h
Inoue et Al.,
2003 Urine (ImL) B-Glucuronidase d'E.Coli 10 uLa 89 UmL-1 37°C 3h

Solution de 1% de B-Glucuronidase par

dissolution de B-Glucuronidase dans 1M
Tsukioka et Al, d'acétate ammonium ajusté par acide
2003 Urine (2mL) acétique glacial a pH6,5. 37°C 90 min

50 pL de 4MUG +
4MUS + C4-4-MU

Zhou et Al. Urine ou B-Glucuronidase/ a 500 ng/mL
2005 Sérum (50uL) | Sulfatase d'Helix Pomatia type H1 50 pL 37°C 4h chacun
Schoringhumer 315uLa43 mg
et Cichna- B-Glucuronidase/ protéines
Markl, 2007 Urine (10mL) | Arylsulfatse d'Helix Pomatia /mL 37°C

B-Glucuronidase d'Helix Pomatia type H1 >

ou =a 300 000 U g-1. Préparation d'une

solution a 20 mg/mL en diluant 0,1g
Garcia-Prieto d'enzyme dans 5mL de tampon de
et Al,, 2008 Urine (7mL) d’acétate d’'ammonium a 400 U mL-1 37°C La nuit

E.Coli B-Glucuronidase (25 000

unites/0,4mL, 62 500 units mL-1) ET Helix
Kawaguchi et Pomatia Sulfatase (3 540 units mL-1) +
Al., 2008 Urine (1mL) 0,1M acétate ammonium 37°C 3h
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Kawaguchi et

E.Coli B-Glucuronidase (25 000
unites/0,4mL, 62 500 units mL-1) ET Helix
Pomatia Sulfatase (3 540 units mL-1) +

10 pL d'E.Coli B-
Glucuronidase a 10
000 units mL-1 + 10 pL
d'Helix Pomatia
Sulfatase a 3540 units

Al., 2008 bis Urine (1mL) 0,1M acétate ammonium mL-1 37°C 3h
Sérum (1mL)
Geens et Al., ou Urine 50 YL + 750 pL de Na-
2009 (3mL) B-Glucuronidase/Arylsulfatse acetate (1M) a pH4,5 40°C 30 min
10 pL d'E.Coli B-
Glucuronidase a 10
000 units mL-1 + 10 pL
E.Coli B-Glucuronidase (25 000 U 0,4 mL- d'Helix Pomatia
Ito et Al., 1) ET Helix Pomatia sulfatase (3650 U mL- | Sulfatase a 3640 units
2009 Urine (1mL) 1) + 0,1M acétate ammonium mL-1 37°C 3h
Calafat et Al., B-Glucuronidase/Sulfatase d'Helix
2010 Urine (100uL) | Pomatia type H1
Cunha et B-Glucuronidase d'Helix Pomatia de type
Fernandes, 1> ou =300 000 U/g solid glucuronidase
2010 Urine (5mL) et > ou = 10 000 U/g solid sulfatase. 37°C La nuit
Wolff et Al,
2010 Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE
B-glucuronidase/sulfatase (B-
Jing et Al, glucuronidase 30 U/mL, Arylsulfatase
2011 Urine (1mL) 60U/mL) 10 pL 37°C 3h
Chen et Al., B-glucuronidase/sulfatase from Helix
2012 Urine (200uL) | Pomatia H1 20 pL 37°C 3h AMU et AMUG
Genuis et Al., Sang / Urine /
2012 Sueur B-glucuronidase d'E.Coli K12 10 pL 37°C La nuit 4MU et AMUG

Smith et Al,
2012 Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE
Casas et Al.,
2013 Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE
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Frederiksen et

AMU/4MUG/4

Al.,, 2013 Urine (100pL) | B-glucuronidase d'E.Coli K12 10 pL 37°C 2h MUS
Frederiksen et
Al., 2013 bis Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE
Kang et Al.,
2013 Urine (100pL) | B-glucuronidase/sulfatase 10 pL 37°C 4h
Meeker et Al.,
2013 Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE
Quiros-Alcala
et Al., 2013 Urine PAS DE PRECISION SUR LA METHODE

B-Glucuronidase/Sulfatase from Helix

Pomatia type HP2 (activité glucuronidase
Shirai et Al., > 100 000 unités/mL et activité sulfatase >
2013 Urine (1mL) 7 500 unités/mL) 50 pL 37°C 4h - 4h30
Leng et Al.
2014 Urine (1mL) B-Glucuronidase d'E.Coli K12 10 pL 37°C La nuit
Vela-Soria et B-Glucuronidase/Sulfatase from Helix AMUG/4MUS/C
Al., 2014 bis Urine (5mL) Pomatia type H1 100 pL 37°C 24h 4-4-MU 125 pL
Herrero et Al., B-Glucuronidase from E.Coli (140
2015 Urine (0,5mL) | unités/mL) 5,3 uL 37°C 2h
Carrasco- Sérum (1mL)
Correa et Al., ou Urine B-Glucuronidase/Sulfatase from Helix 50 pL avec sérum et 4MUS/4MUG/C
2015 (5mL) Pomatia type H1 100 pL avec urine 37°C 24h 4-4-MU
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Il - Partie expérimentale

1) Matériel & Méthode

a) Réactifs

Les réactifs utilisés sont :

De l'eau de qualité HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance)
LC/MS (Chromatographie Liquide Couplée a une Spectrometrie de Masse)
Grade de chez VWR Prolabo Chemicals (Chemical Abstracts Service ou
CAS : 7732-18-5).

Du méthanol (Absolute) de qualité ULC/MS (Chromatographie Liquide
Ultraperformante couplée a une spectrométrie de Masse) de chez Biosolve
(99,98%)

(CAS : 67-56-1).

De l'acétonitrile de qualité LC/MS de chez Dasit Group Carlo Erba Reagents
(99,95%)

(CAS : 75-05-8).

De l'acide formique de chez Sigma-Aldrich (95%)

(CAS : 64-18-6).

Du formiate d’ammonium de chez Sigma-Aldrich (99,995%)

(CAS : 540-69-2).

De l'acétate d’ammonium de chez Sigma-Aldrich (99,999%)

(CAS : 631-61-8).

De l'acide acétique glacial de chez Carlo Erba Reagents (99,7%)

(CAS : 64-19-7).

Du 4-Méthyl-Umbelliferone de chez Sigma-Aldrich (98%)

(CAS : 90-33-5)

Du 4-Méthyl-Umbelliferone-BD-glucuronide hydrate de chez Sigma-Aldrich
(99%)

(CAS : 881005-91-0).

Du 4-Méthyl-Umbelliferone potassium salt de chez Sigma-Aldrich

(CAS : 15220-11-8).
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- De l'umbelliferone (Etalon Interne) de chez Sigma-Aldrich (99%)
(CAS : 93-35-6).

- De I'enzyme B-Glucuronidase Helix Pomatia de chez Sigma-Aldrich
(CAS : 9001-45-0).

- De l'urine de donneurs volontaires a été utilisée.

- Du plasma de donneurs volontaires a été utilisé.

b) Préparations communes aux dosages dans l'urine et le plasma

= Préparation du formiate d’ammonium a 1M

La solution du formiate d’ammonium a 1M est préparée par dissolution de 6,3
g de poudre de formiate d'ammonium (63,06 g/mol) dans 100 mL d’eau distillée.

La solution est conservée 6 mois a température ambiante.

» Préparation des phases mobiles

Préparation de deux phases mobiles A et B.
La phase A est préparée a partir d’eau distillée, de 0,2% de formiate d’ammonium
1M et de 0,2% d’acide formique.
Soit :

- 498 mL d’eau

- 1 mL de formiate d’'ammonium 1M

- 1 mL d’acide formique

La phase B est préparée a partir d’acétonitrile, de 0,2% de formiate

d’ammonium 1M et de 0,2% d’acide formique.
Soit :

- 498 mL d’acétonitrile
- 1 mL de formiate d’ammonium 1M

- 1 mL d’acide formique
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= Préparation des solutions meres

Préparation de 4 solutions-meres individuelles :

Solution-mere de 4-Méthyl-Umbelliferone a 1 mg/mL (5676,34 nmol/mL) :
Peser 10 mg de poudre de 4MU, puis les placer dans une fiole de

10 mL, complétée par du méthanol.

Solution-mere de 4-Méthyl-Umbelliferone-Glucuronide a 0,2 mg/mL
(567,71 nmol/mL) :
Peser 11,5 mg de poudre de 4MUG (car la poudre est sous forme
hydratée), puis les placer dans une fiole de 50 mL, complétée par de

I'eau.

Solution-mere de 4-Méthyl-Umbelliferone-Sulfate a 1 mg/mL (3921,5
nmol/mL) :
Peser 11.5 mg de poudre de 4MUS (car la poudre contient des sels de
potassium), puis les placer dans une fiole de 10 mL, complétée par de

I'eau.

Solution-mere d’umbelliferone (Etalon Interne ou EI) a 1 mg/mL (6163,71
nmol/mL) :
Peser 10 mg de poudre d’Umbelliferone, puis les placer dans une fiole

de 10 mL, complétée par du méthanol.

Toutes les pesées sont effectuées avec une balance Excellence XS204 Delta

Range de Mettler Toledo.

= Préparations des solutions filles

Préparation de trois solutions filles :

Solution-fille de dosage SFd :

Dans une fiole de 5 mL : préparer la solution fille SFd a 200 nmol/mL de
4AMUG ; 200 nmol/mL de 4MUS et 400 nmol/mL de 4MU :
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- 1750 pL de solution de 4MUG a 0,2 mg/mL (567,71 nmol/mL)
- 250 pL de solution de 4MUS a 1 mg/mL (3921,5 nmol/mL)
- 350 uL de solution de 4MU a 1 mg/mL (5676,34 nmol/mL)

Complétée avec de I'eau (Quantité Suffisante Pour ou QSP 5 mL).

Solution-fille de contrdle SFc :
Dans une fiole de 5 mL : préparer la solution fille SFc a 200 nmol/mL de
4MUG ; 200 nmol/mL de 4MUS et 400 nmol/mL de 4MU :
- 1750 pL de solution de 4MUG a 0,2 mg/mL (567,71 nmol/mL)
- 250 pL de solution de 4MUS a 1 mg/mL (3921,5 nmol/mL)
- 350 pL de solution de 4MU a 1 mg/mL (5676,34 nmol/mL)

Complétée avec de I'eau (QSP 5 mL).

Solution fille d’étalon interne (EI) a 100 pg/mL (616,37 nmol/mL) :
Dans une fiole de 10 mL, mettre :

- 1 mL de solution d’'umbelliferone a 1 mg/mL (6163,71 nmol/mL)
Complétée avec de I'eau (QSP 10 mL)

» Préparation de la solution de référence

Il est nécessaire de préparer une solution de référence (10/10/20 nmol/mL de
4AMUS/AMUG/4MU) passée en premier sur la LC MS/MS, afin de vérifier la réponse
et le bon fonctionnement de la LC MS/MS.

La solution de référence comporte :
- 50 pL de SF de 4MUS/4AMUG/4MU (200/200/400 nmol/mL)
- 950 uL d’eau.

c) Préparations spécifiques a la méthode de dosage dans 'urine

» Préparation de I'enzyme inactivée

L’enzyme utilisée est la 3-glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia.

Pour la préparer, on pése :
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3,76 mg de glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia

1,54 g d'ammonium acétate (afin de tamponner la solution)

Dissolution de I'enzyme et de 'ammonium acétate dans 20 mL d’eau, puis
ajustement du pH a 5 avec de 'acide acétique.

La préparation est ensuite chauffée a 100°C pendant 10 minutes avec un
bain-marie (Isotemp 210 de Fisher Scientific) tout en fermant le tube.

La concentration de l'enzyme est de 0,188mg/mL (56,4 U/mL de
glucuronidase et 1,88 U/mL de sulfatase).

= Préparation de la gamme

Préparation d’'une gamme en 6 points (incluant le point blanc).
Réalisation dans un premier temps d’une dilution géométrique de SFd, jusqu’a
SFd/16 (12,5/12,5/25 nmol/mL de 4MUS/4AMUG/4MU).

L’objectif étant d’obtenir une gamme avec des points allant de 0,625 a 10
nmol/mL pour la 4MUG et 4MUS ; et de 1,25 a 20 nmol/mL pour la 4MU.

Les points de gamme sont préparés dans des tubes a hémolyse en verre, en

ajoutant les composeés de la facon suivante :

Tableau 3 : Préparation des points de gamme dans l'urine.

Nom du tube 10 5 2,5 1,25 0,625 0
4AMUS/4AMUG 10 nmol/mL 5 nmol/mL 2,5 nmol/mL 1,25 0,625 blanc
nmol/mL nmol/mL
4MU 20 nmol/mL 10 nmol/mL 5 nmol/mL
2,5 nmol/mL 1,25
nmol/mL
Urine 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Eau 600 uL 600 uL 600 uL 600 pL 600 pL 600 pL
AMUS/4MUG/4MU 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
SFd = SFd SFd/2 SFd/4 SFd/8 SFd/16
200/200/400nmol/mL
El (umbelliferone) 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Eau (blanc) 50 pL
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Préparation des controles

Trois points de contréles sont réalisés, d’'une part avec de I'eau et de l'autre

avec de I'enzyme inactivée.

Les contréles sont préparés de la maniéere suivante :

Réalisation d’'une dilution géométrique de la solution-fille de contréle (SFc),

jusqu’a SFc/16 (12,5/12,5/25 nmol/mL de 4MUS/4MUG/4MU).

Les 3 concentrations souhaitées de point de contrble sont :

7,5 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG - 15 nmol/mL de 4MU
5 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG - 10 nmol/mL de 4MU

0,625 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG - 1,25 nmol/mL de 4MU

Les points de contrdle sont réalisés selon le tableau suivant :

Tableau 4 : Préparation des controles avec de I'eau et avec de I'enzyme inactivée

dans l'urine.
Nom du tube C7,5 Eau C5 Eau C0,625 C7,5Enz C5 Enz C0,625 Enz
Eau
AMUS/4AMUG 7,5 5 nmol/mL 0,625 7,5 5 nmol/mL 0,625
nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
4MU 10 nmol/mL 10 nmol/mL
15 nmol/mL 1,25 15 nmol/mL 1,25
nmol/mL nmol/mL
Urine 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Eau 600 pL 600 pL 600 pL
Glucuronidase/sulfatase 600 pL 600 pL 600 pL
inactivée
4AMUS/4MUG/4MU 37,5 L 50 pL 50 pL 37.5 L 50 pL 50 pL
SFc = 200/200/400 SFc SFc/2 SFc/16 SFc SFc/2 SFc/16
nmol/mL
El (umbelliferone) 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Eau (blanc) 12,5 uL 12.5 uL

38




= Préparation finale des échantillons

Avant d’analyser les échantillons par LC MS/MS, ceux-ci sont passés au
vortex (Genie 2 de Scientific Industries), puis placés dans des inserts mis dans des
vials. Ces derniers sont placés dans le portoir de I'injecteur automatique au niveau
du 3200 QTRAP a une température de 8°C ou 30 uL sont injectés.

d) Préparations spécifiques a la méthode de dosage dans le

plasma

» Préparation de I'enzyme inactivée
L’enzyme utilisée est la 3-glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia.
Pour la préparer, on pése :

- 7,52 mg de glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia

- 1,54 g dammonium acétate (afin de tamponner la solution)

Dissolution de I'enzyme et de I'ammonium acétate dans 20 mL d’eau, puis

ajustement du pH a 5 avec de 'acide acétique.

La préparation est ensuite chauffée a 100°C pendant 10 minutes avec un
bain-marie (Isotemp 210 de Fisher Scientific) tout en fermant le tube avec du papier

d’aluminium.

La concentration de l'enzyme est de 0,376 mg/mL (112,8 U/mL de

glucuronidase et 3,76 U/mL de sulfatase).

= Préparation de la gamme
Préparation d’'une gamme en 6 points (incluant le point blanc).

Réalisation dans un premier temps d’une dilution géométrique de SFd, jusqu’a
SFd/16 (12,5/12,5/25 nmol/mL de 4MUS/4AMUG/4MU).

L’objectif étant d’obtenir une gamme avec des points allant de 0,52 a 8,33
nmol/mL pour la 4MUG et 4MUS ; et de 1,04 a 16,67 nmol/mL pour la 4MU.
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Les points de gamme sont préparés dans des tubes a hémolyse en verre, en
ajoutant les composés de la fagon suivante :

Tableau 5 : Préparation des points de gamme dans le plasma.

Nom du tube 8,33 4,17 2,08 1,04 0,52 0
4AMUS/4AMUG 8,33 4,17 2,08 1,04 0,52 blanc
nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
4MU
16,67 8,33 4,17 2,08 1,04
nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
Plasma 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Eau 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
4AMUS/4MUG/4MU 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
SFd = SFd SFd/2 SFd/4 SFd/8 SFd/16
200/200/400
nmol/mL
El (umbelliferone) 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Eau (blanc) 50 pL
Acétonitrile 600 pL 600 pL 600 pL 600 pL 600 pL 600 pL

» Préparation des controles

Trois points de contréles sont réalisés, d’'une part avec de I'eau et de l'autre
avec de I'enzyme inactivée.

Les contréles sont préparés de la maniére suivante :

Réalisation d’'une dilution géométrique de la solution-fille de contréle (SFc),
jusqu’a SFc/16 (12,5/12,5/25 nmol/mL de 4MUS/4AMUG/4MU).
Les 3 concentrations souhaitées de point de contrble sont :
6,25 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG — 12,50 nmol/mL de 4MU
4,17 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG - 8,33 nmol/mL de 4MU
0,52 nmol/mL de 4MUS et de 4 MUG — 1,04 nmol/mL de 4MU
Les points de contrble sont réalisés selon le tableau suivant :
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Tableau 6 : Préparation des contréles avec de I'eau et avec de I'enzyme inactivée

dans le plasma.

Nom du tube C6,25 Eau C4,17 Eau | C0,52 Eau | C6,25 Enz C4,17 Enz C0,52 Enz
4AMUS/4AMUG 6,25 4,17 0,52 6,25 4,17 0,52 nmol/mL
nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
4MU 1,04 nmol/mL
12,50 8,33 1,04 12,50 8,33
nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
Plasma 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Eau 300 pL 300 pL 300 pL
Glucuronidase/sulfatase 300 pL 300 pL 300 pL
inactivée
4AMUS/4MUG/4MU 37,5 uL 50 pL 50 pL 37.5 L 50 pL 50 pL
SFc = 200/200/400 SFc SFc/2 SFc/16 SFc SFc/2 SFc/16
nmol/mL
El (umbelliferone) 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Eau (blanc) 12,5 uL 12,5 pL
Acétonitrile 600 pL 600 L 600 pL 600 pL 600 pL 600 pL

Préparation finale des échantillons

Avant d’analyser les échantillons par LC MS/MS, ceux-ci sont passés au

vortex (Genie 2 de Scientific Industries), puis placés dans la centrifugeuse (CR3i de

Jouan) a 3000 RPM (Rotation Par Minute) pendant 10 minutes. Le surnageant est

ensuite récupéré (500 pL), puis placé dans un nouveau tube a hémolyse en verre.

Ces tubes sont de nouveau placés dans la centrifugeuse a 3000 RPM pendant 10

minutes. Le surnageant (400 uL) est de nouveau récupéré et placé dans un troisieme

tube a hémolyse. Cette derniere série de tube a hémolyse est évaporée sous azote a

37°C (Liebisch Labortechnik), jusqu’a évaporation compléte.

Le culot est réecupéré avec 1 mL de la phase mobile A, puis agité par vortex.

Enfin 150 pL sont prélevés puis placés dans un vial pour linjection. 30 pL sont

injectés.
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e) Conditions chromatographiqgues et spectrométriques

L’appareil d’analyse utilisé est une chromatographie liquide ultra performante
couplée a un spectrométre de masse en tandem, qui est un modele 3200 QTRAP
LC/MS/MS system par Applied Biosystems MDS Sciex.

Le logiciel pour piloter le spectrométre de masse est Analyst version 1.5.2
Software (du 02/2011).

= Chromatographie

La chaine (Shimadzu) est utilisée avec une colonne Synergi 4um Fusion RP

80A colonne de type C18 de chez Phenomenex chauffée a 40°C.

Le gradient des phases mobiles évolue de la facon suivante au cours du

temps.

- Au temps 0, le gradient est composé de 100% de phase A et de 0% de
phase B.

- Entre 0 et 5 minutes, le gradient passe a 0% de phase B a 25%. (et donc
de 100% de phase A a 75%)

- Entre 5 et 7 minutes, le gradient évolue jusqu’a 60% de phase B. (et 40%
de phase A)

- Puis a partir de 7 minutes 30, le gradient retourne a I'état initial, c’est-a-dire
100% de phase A et 0% de phase B. Ces conditions initiales sont

maintenues jusqu’a 12 minutes.

Le débit de phase mobile est de 0,4 mL/min tout au long du run de
chromatographie.
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Figure 12 : Evolution du gradient au cours du temps (min).

= Conditions du spectromeétre de masse

Les conditions du spectrométre de masse ont été mises au point et optimisées

en amont par méthode d’infusion.

Un spectrométre de masse sélectionne des espéces ionisées, positivement ou
négativement, selon leur masse moléculaire. Apres élution dans la colonne, le
composé d’intérét arrive au niveau de la source, ou il subit son ionisation par
application d’'une tension électrique. L’ion parent formé se retrouve alors au niveau
d’un premier quadripble (Q1) pour y étre sélectionné selon sa masse. Puis par la
suite, au niveau d’'un second quadripéle qui correspond a la cellule de collision, ou il
se retrouve fractionné en différents fragments fils. L’ion fils d’intérét est enfin

sélectionné selon sa masse par un troisieme quadripble (Q3) et quantifié.

Le spectrometre fonctionne en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) en
ionisation négative, en utilisant 2 transitions par composé a détecter.
Pour chacun des composés, la premiére transition (4MUS1, 4AMUGL1 et 4MU1) sert a
la quantification, tandis que la seconde (4MUS2, 4AMUG2, 4MU2) est utilisée pour

confirmer la nature du composé parent quantifié.
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Les parametres du 3200 QTRAP sont :

Tableau 7 : Réglages du spectrometre de masse.

Q1 Mass | Q3 Mass Time ID DP EP CEP CE CXP
(Da) (Da) (msec) (Volts) (Volts) (Volts) (Volts) (Volts)
254,86 174,9 100 4MUS 1 -30 -4 -26 -32 0
254,86 118,9 100 4MUS 2 -30 -4 -26 -58 0
174,8 118,97 100 4MU 2 -55 -3,5 -16 -34 0
174,8 132,99 100 4MU 1 -55 -3,5 -16 -30 -2
350,87 175,06 100 4AMUG 1 -25 -6,5 -38 -34 -2
350,87 112,96 100 4AMUG 2 -25 -6,5 -38 -24 -2
160,86 132,92 100 U -45 -2,5 -18,132 -26 -2

(Q1 pour Quadripble 1 qui est le premier filtre de la masse / Q3 pour Quadripdle 3 qui est le second filtre de la
masse / ID pour identité de la molécule / DP pour Declustering Potential au niveau de l'orifice / EP pour Entrance
Potential / CEP pour Cell Entrance Potential / CE pour Collision Energy /CXP pour Cell Exit Potential)

Les parametres de la source sont les suivants :
- Curting gas (CUR) : 20,0 PSI

- Collision gas (CAD) : High

- lon Spray Voltage (IS) : -4000,0 Volt

- Temperature (TEM) : 500,0°C

- lon Source Gas 1 (GS1) : 40,0 PSI

- lon Source Gas 2 (GS2) : 70,0 PSI

- Interface Heater (ihe) : On

2) Validation

Les criteres de validation ont suivi la littérature (Bressole et Al., 1996 ;
Krouwer et Rabinowitz, 1984 ; Peters et Al., 2007).

a) Spécificité

La spécificité est la capacité de pouvoir visualiser I'analyte souhaité, sans

interférence par d’autres substances présentes dans [I'échantillon. Elle est
déterminée par I'absence de pic dans les blancs a I'exception de celui de I'étalon

interne.
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b) Linéarité

La gamme est réalisée avec 5 points en excluant le point zéro, soit 6 points de
gamme. Il est possible d’exclure un point en cas de valeur aberrante a condition qu’il
ne s’agisse ni du point de gamme le plus haut, ni du point le plus bas. L’objectif pour
notre gamme est d’obtenir un coefficient de détermination (r2) compris entre 0,995 et
1. Le type de régression choisi pour notre étude est de type linéaire, pondérée en
1/x. Les concentrations calculées ne doivent avoir qu’'un écart de 15% avec les

concentrations théoriques, excepté le point le plus bas ou un écart de 20% est toléré.

c) Fidélité

La fidélité comprend les études de répétabilité et de fidélité inter-series. La
fidélité correspond a l'obtention de résultats proches les uns des autres. C’est-a-dire
gue chaque échantillon a une méme concentration doit avoir un écart acceptable

avec les autres de la méme concentration.

» La répétabilité

L’étude de répétabilité consiste a effectuer 'analyse d’'un méme échantillon
dans des conditions standardisées, ce qui signifie, le méme opérateur, le méme

matériel, les mémes réactifs et le méme jour.
Les niveaux de concentrations étudiées dans 'urine sont :

- 0,625 nmol/mL de 4MUS et de 4MUG associé a 1,25 nmol/mL de 4MU.
(Qui correspond a la limite de quantification.)

- 5 nmol/mL de 4MUS et de 4MUG associé a 10 nmol/mL de 4MU.

- 7,5 nmol/mL de 4MUS et de 4MUG associé a 15 nmol/mL de 4MU.

Les niveaux de concentrations étudiées dans le plasma sont :

- 0,52 nmol/mL de 4MUS et de 4AMUG associé a 1,04 nmol/mL de 4MU.
(Qui correspond a la limite de quantification.)
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- 4,17 nmol/mL de 4MUS et de 4MUG associé a 8,33 nmol/mL de 4MU.
- 6,25 nmol/mL de 4MUS et de 4AMUG associé a 12,50 nmol de 4MU.

Les répétitions de chacun des niveaux de concentrations sont au nombre de

La mesure de la répétabilité de la méthode consiste a calculer le coefficient de

variation (CV).

Ecart Type
cV = (—W

100
Moyenne ) *

Le CV maximum admissible est de 15%, a I'exception du contrdle le plus bas

pour lequel le CV est accepté jusqu’a 20%.
» La fidélité inter-séries

L’étude de fidélité inter-séries consiste a effectuer I'analyse d’'un échantillon &
la méme concentration dans des conditions standardisées a des jours différents, afin

de s’assurer que le résultat est reproductible plusieurs fois.

Pour la fidélité inter-séries, ce sont les mémes niveaux de contrdles qualités

que pour I'étude de répétabilité qui sont utilisés.
Le coefficient de variation acceptable est identique a celui de I'étude de
répétabilité.

d) Justesse

La justesse comprend les études de répétabilité et de reproductibilité.
La justesse est I'obtention de résultats proches de la valeur théorique. C’est-a-dire,
gue chaque résultat obtenu a une concentration donnée, ne doit pas étre éloigné de
fagcon significative de la valeur théorique.

La justesse est exprimée par le biais en pourcentage (%).

o (Valeur experimentale — Valeur cible)
Biais = - x 100
Valeur cible
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Le biais est admissible, si celui-ci n’est que de 15% au maximum, a

I'exception du point le plus bas, pour lequel un biais allant jusqu’a 20% est toléré.

= Limite de détection

La limite de détection correspond a la valeur de la concentration la plus basse
pour laquelle le spectrometre donne un signal. Cette limite est basée sur I'analyse de

la différence observée entre les signaux du blanc et ceux des échantillons.

Pour cette étude la limite de détection n’est pas définie, car des résultats

inférieurs a la limite de quantification ne seront pas interprétables.

* Limite de quantification

La limite de quantification est la plus petite valeur exprimée en concentration

acceptable, c’est-a-dire avec un CV et un biais inférieurs a 20%.

e) Effet matrice de 'enzyme

L’effet matrice est I'influence du milieu analysé sur I'élément dosé. Cet effet
matrice est particulierement important a de faibles doses, et peut conduire a de tres
fortes erreurs par exces ou par défaut si 'on ne les prend pas en compte (Pinta et
Riandey, 1968)

Celui-ci est évalué en calculant :

1 (signal echantillon avec enzyme) 100
signal echantillon sans enzyme x

Les effets matrice sont considérés comme négligeable s’ils sont compris entre
-20% et 20%.
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Il - Résultats

1) Spécificité et Chromatogrammes

a) Dans l'urine

Le chromatogramme du blanc, laisse apparaitre le pic de I'étalon interne qui
possede un temps de rétention (TR) de 5,62 min. Il n’'y a pas de pic aux temps de
rétention des analytes (4MU, 4MUG et 4MUS).

6.4e5
6.0e5
El (Umbelliferone)
5565 | TR :5.62
5.0e5-
4,565
4.0e5
- 3565

3.0e51

Intensité

25651

2065

15651

10e5

5.0e4

h 4

00 T T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 6‘.0 70 80 90 100 110
Temps (min)

Figure 13 : Chromatogramme du blanc dans l'urine.
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Sur le point correspondant a la limite de quantification, les pics correspondant
au 4MUG, 4MUS et 4MU se distinguent du bruit de fond.

22651
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1665+

- 14eb
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125+
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TR:5.62
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temps (min)

Figure 14 : Chromatogramme au point de gamme le plus bas (4MUG et 4MUS 0.625 / 4MU 1.25

nmol/mL).

Les temps de rétention pour les 3 molécules étudiées, c’est-a-dire la 4AMUG, la
4MUS et la 4MU sont respectivement de 5,14 min, 5,92 min et 6,66 min. (Figure 14

et 15).
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Figure 15 : Chromatogramme au point de gamme le plus haut (4MUG et 4MUS 10/ 4MU 20

nmol/mL).
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b) Dans le plasma

Le chromatogramme du blanc, laisse apparaitre le pic de I'étalon interne qui
posséde un temps de rétention (TR) de 5,40 min. Il n’y a pas de pic aux temps de
rétention des analytes (4MU, 4MUG et 4MUS).
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Figure 16 : Chromatogramme du blanc dans le plasma.
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Figure 17 : Chromatogramme au point de contréle le plus bas avec enzyme inactivée (4MUG et 4AMUS
0,52 / 4MU 1,04 nmol/mL).
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Figure 18 : Chromatogramme au point de contrdle intermédiaire avec enzyme inactivée (4MUG et
4MUS 4,17 / 4AMU 8,33 nmol/mL).
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Figure 19 : Chromatogramme au point de contréle le plus haut avec enzyme inactivée (4MUG et
4AMUS 6,25 / 4MU 12,50 nmol/mL).

Dans le plasma, les analytes ainsi que I'étalon interne se détachent bien du
bruit de fond également. Nous pouvons noter une légére variation des temps de
rétention entre les points dans l'urine et ceux dans le plasma.
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2) Linéarité.

Aucun point de gamme sur 'ensemble des gammes et pour tous les analytes,

a) Dans l'urine
Linéarité 4AMUG

gue ce soit dans le plasma ou dans l'urine, n’a été exclue.

Tableau 8 : Résultats de linéarité pour la 4MUG dans I'urine. (n=5)

4MUG slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,019 0,999 0,999 0,001 1/x weighting
écart type 0,0087 0,0006 0,0011 0,0008 1/x weighting

1,80E-01

1,60E-01 -

1,40E-01 -

1,20E-01

1,00E-01

8,00E-02 |

6,00E-02 |

4,00E-02 -|

Aire de I'analyte / Aire de I’étalon interne

2,00E-02 |

Y =0.016x + 0.001
R%=0.999

0,00E+00

Concentration (nmol/mL)

4

6

Figure 20 : Courbe de calibration de la 4AMUG (19/06/2015).
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La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MUG sont de

0,999 dans l'urine, le r2 le plus bas étant & 0,997 et le plus haut a 1.

Tableau 9 : Résultats de linéarité pour la 4MUS dans l'urine. (n=5)

Linéarité 4MUS

4MUS Slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,242 0,997 0,995 0,261 1/x weighting
écart type 0,0085 0,0004 0,0008 0,057 1/x weighting

3,00E+00 -

2,50E+00

2,00E+00

1,50E+00

1,00E+00

Aire de 'analyte / Aire de I’étalon interne

5,00E-01

0,00E+00

Y =0.249x + 0.277
R?=0.996

4

6

Concentration (nmol/mL)

Figure 21 : Courbe de calibration de la 4MUS (19/06/2015).

10

La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MUS sont de

0,995 dans l'urine, le r2 le plus bas étant a 0,994 et le plus haut a 0,996.
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Linéarité 4MU

Tableau 10 : Résultats de linéarité pour la 4MU dans l'urine. (n=5)

4MU slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,031 0,999 0,998 0,012 1/x weighting
écart type 0,0016 0,0003 0,0007 0,002 1/x weighting

Aire de I'analyte / Aire de I'’étalon interne

0,998 dans l'urine, le r2 le plus bas étant a 0,998 et le plus haut a 0,999.

8,00E-01

7,00E-01

6,00E-01

5,00E-01

4,00E-01

3,00E-01

2,00E-01

1,00E-01

0,00E+00

Y =0.033x + 0.012
R%=0.999

10

15

Concentration (nmol/mL)

Figure 22 : Courbe de calibration de la 4MU. (23/06/2015)

20

La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MU sont de

Le r2 pour les 3 molécules est proche de 1, le plus bas étant a 0,995 pour la

AMUS. Le modeéle de régression linéaire est donc adapté pour la méthode dans

I'urine.
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b) Dans le plasma

Linéarité 4AMUG

Tableau 11 : Résultats de linéarité pour la 4AMUG dans le plasma. (n=5)

4MUG slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,019 0,997 0,995 -0,002 1/x weighting
écart type 0,0019 0,0009 0,0019 0,0007 1/x weighting

2,00E-01

1,80E-01

1,60E-01

1,40E-01

1,20E-01

1,00E-01

8,00E-02

6,00E-02

Aire de I'analyte / Aire de I’étalon interne

4,00E-02

2,00E-02

0,00E+00

Y =0.019x - 0.002
R?=0.998

Concentration (nmol/mL)

3

4

5

Figure 23 : Courbe de calibration de la 4MUG. (31/12/2015)

La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MUG sont de

0,995 dans le plasma, le r2 le plus bas étant a 0,993 et le plus haut a 0,998.
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Linéarité 4MUS

Tableau 12 : Résultats de linéarité pour la 4MUS dans le plasma. (n=5)

4MUS Slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,317 0,998 0,996 0,633 1/x weighting
écart type 0,0779 0,0009 0,0018 0,183 1/x weighting

2,00E+00 -

1,80E+00 -

Aire de I'analyte / Aire de I'étalon interne

2,00E-01 -

0,00E+00

1,60E+00

1,40E+00

1,20E+00

1,00E+00

8,00E-01 -

6,00E-01 -

4,00E-01

Y =0.232x + 0.543
R?=0.997

3

4

5

Concentration (nmol/mL)

Figure 24 : Courbe de calibration de la 4MUS. (18/01/2016)

La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MUS sont de

0,996 dans le plasma, le r2 le plus bas étant a 0,992 et le plus haut a 0,997.
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Linéarité 4MU

Tableau 13 : Résultats de linéarité pour la 4MU dans le plasma. (n=5)

4MU slope R r2 ordonnée régression
Moyenne 0,033 0,997 0,995 0,042 1/x weighting
écart type 0,0068 0,0016 0,0032 0,012 1/x weighting

8,00E-01

7,00E-01

5,00E-01

4,00E-01

3,00E-01

2,00E-01

Aire de I'analyte / Aire de I'étalon interne

1,00€-01 -|

0,00E+00

6,00E-01 -

Y =0.032x + 0.057
R?=0.999

0

6

8 10

Concentration (nmol/mL)

12

Figure 25 : Courbe de calibration de la 4MU. (31/12/2015)
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La moyenne des r2 des droites de régression linéaire pour la 4MU sont de

0,995, le r2 le plus bas étant a 0,991 et le plus haut a 0.999.

Le r2 pour les 3 molécules est proche de 1, le plus bas étant a 0,995 pour les

moyennes du 4MU et 4AMUG. Le modéle de régression linéaire est donc adapté pour

la méthode dans le plasma.
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3) Répétabilité

a) Dans l'urine

Les résultats de I'étude de répétabilité dans I'urine sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 14 : Résultats de I'étude de répétabilité dans l'urine

Répétabilité MUG 0,625/MUS MUG 5/MUS 5/MU MUG 7,5/MUS
0,625/MU 1.25 10 7,5/MU 15
AMUG
Moyenne (nmol/mL) 0,62 4,76 6,62
Ecart type 0,02 0,26 0,13
CV (%) 2,78 5,47 2,02
Biais (%) -0,42 -4,84 -11,76
4MUS
Moyenne
(nmol/mL) 0,57 5,16 6,76
Ecart type 0,03 0,07 0,26
CV (%) 5,76 1,45 3,82
Biais (%) -8,26 3,16 -9,90
4MU
Moyenne 1,33 10,09 13,48
(nmol/mL)
Ecart type 0,05 0,63 0,33
CV (%) 3,93 6,30 2,43
Biais (%) 6,24 0,90 -10,10

Les coefficients de variation sont tous inférieurs a 15%, I'étude de répétabilité
dans l'urine est donc validée.
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b) Dans le plasma

Les résultats de I'étude de répétabilité dans le plasma sont représentés dans

le tableau suivant :

Tableau 15 : Résultats de I'étude de répétabilité dans le plasma.

MUG 0,52/MUS

MUG 4,17/MUS

MUG 6,25/MUS

Répeétabilité 0,52/MU 1,04 4,17/MU 8,33 6,25/MU 12,50
Moyenne (nmol/mL) 0.59 433 6,65
Ecart type 0.01 0,11 0,20
AMUG
Moyenne
(hmol/mL) 049 o o0
AMUS Ecart type 0,03 0,23 0,14
CV (%) 5,57 5,19 2,18
Biais (%) -4,90 8,03 2,37
Moyenne
(hmol/mL) 0.98 784 e
AMU Ecart type 0,06 0,54 1,00
cVv (%) 6,13 6,84 8,26
Biais (%) -6,09 -5,92 -3,07

Les coefficients de variation sont tous inférieurs a 15%, I'étude de répétabilité
dans le plasma est donc validée.
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4) Fidélité inter-séries

a) Dans l'urine

Les résultats de I'étude de fidélité inter-séries dans l'urine sont représentés
dans le tableau suivant :

Tableau 16 : Résultats de I'étude de fidélité inter-séries dans l'urine.

Fidélité Inter-séries MUG 0,625/MUS MUG 5/MUS 5/MU MUG 7,5/MUS
0,625/MU 1,25 10 7,5/MU 15
Moyenne (nmol/mL) 0,67 4,92 7,41
Ecart type 0,02 0,16 0,04
4AMUG
CV (%) 3,28 3,17 0,48
Biais (%) 6,62 -1,68 -1,25
Moyenne 0,58 5,19 7,44
(nmol/mL) ' ' '
Ecart type 0,04 0,33 0,20
4MUS
CV (%) 6,52 6,39 2,73
Biais (%) -7,46 3,80 -0,75
Moyenne
1,36 10,23 14,74
(nmol/mL)
Ecart type 0,06 0,47 0,30
4MU
CV (%) 4,74 4,58 2,07
Biais (%) 9,12 2,34 -1,73

Les coefficients de variation sont tous inférieurs a 15%, I'’étude de fidélité inter-
séries dans l'urine est donc validée.
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b) Dans le plasma

Les résultats de I'étude de fidélité inter-séries dans le plasma sont représentés
dans le tableau suivant :

Tableau 17 : Résultats de I'étude de fidélité inter-séries dans le plasma.

Fidélité Inter-séries

MUG 0,52/MUS

MUG 4,17/MUS

MUG 6,25/MUS

0,52/MU 1,04 4,17/MU 8,33 6,25/MU 12,5
Moyenne (nmol/mL) 0,60 4,10 6,36
Ecart type 0,02 0,28 0,32
4MUG
CV (%) 3,63 6,84 5,08
Biais (%) 15,06 -1,76 1,73
Moyenne 0,51 4,44 6,49
(nmol/mL) ' ' '
Ecart type 0,05 0,28 0,44
4MUS
CV (%) 8,89 6,27 6,75
Biais (%) -2,03 6,36 3,79
Moyenne 1,11 8,66 12,87
(nmol/mL) ' ' '
Ecart type 0,06 0,71 1,03
4AMU
CV (%) 5,02 8,19 7,97
Biais (%) 6,57 3,92 2,93

Les coefficients de variation sont tous inférieurs a 15% ou 20% pour le point le
plus bas, I'étude de fidélité inter-séries dans le plasma est donc validée.

5) Fidélité

D’aprés les tableaux 14, 15, 16 et 17 les résultats des CV sont biens inférieurs

a 15% (ou 20% pour le point le plus bas) dans l'urine et dans le plasma. La fidélité

des méthodes est donc validée.
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6) Justesse

D’aprés les tableaux 14, 15, 16 et 17 les résultats des biais sont bien
inférieurs a 15% (ou 20% pour le point le plus bas) dans I'urine et dans le plasma. La

justesse des méthodes est donc bien validée.

7) Limite de détection

Dans cette étude elle est égale a la limite de quantification puisqu’un résultat

inférieur a la limite de quantification n’est pas interprété.

8) Limite de quantification

La limite de quantification dans l'urine est de 0,625 nmol/mL pour la 4MUG et
la 4MUS. Elle est de 1,25 nmol/mL pour la 4MU.

La limite de quantification dans le plasma est de 0,52 nmol/mL pour la 4AMUG
et la 4MUS. Elle est de 1,04 nmol/mL pour la 4MU.

9) Effet matrice

a) Dans l'urine

Tableau 18 : Résultats en pourcentage des effets matrice selon les concentrations

dans l'urine.
Concentrations
Analytes 0,625/1,25 nmol/mL | 5/10 nmol/mL 7,5/15 nmol/mL
4MU 0,9 3,3 -7,4
4MUS -4,4 -1,6 -8,2
4MUG -0,1 1,5 -14,4
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Les effets matrice sont négligeables (inférieurs a 20%), donc I'enzyme ne
modifie pas la réponse des différents analytes par rapport a I'eau dans l'urine.

b) Dans le plasma

Tableau 19 : Résultats des effets matrice selon les concentrations dans le plasma.

Concentrations

Analytes

0,52/1,04 nmol/mL

4,17/8,33 nmol/mL

6,25/12,5 nmol/mL

4MU 1,3 3,5 28,8
4MUS -16,0 -4,8 -2,7
4MUG -0,6 31 8,7

De méme, dans le plasma, les effets matrice sont négligeables (inférieurs a
20%). A I'exception du 4MU pour le point de contrdle le plus haut. Dans l'idéal, il
faudrait refaire la manipulation pour savoir s’il s’agit d’un probléme sur cette
manipulation ou s’il s’agit d’'un probléme récurrent dont il faut tenir compte lors des

calculs.
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IV - Discussion

Deux méthodes de dosage, dans l'urine et dans le plasma, de la 4-Méthyl-
Umbelliferone et de ses conjugués glucuronide et sulfate ont été mises au point et

validées.

A la différence de Fishman et Al. (Fishman et Al., 1967) et Szasz (Szasz,
1967) qui ont déterminé l'activité B-glucuronidase en utilisant le p-Nitrophenyl-B-D-
glucuronide et le phenolphtalein-B-D-glucuronide comme substrat dans cette étude la
AMUG a été choisit comme substrat car c’est la plus utilisée dans les études de
biomonitoring (Carrasco-Correa et Al., 2015 ; Chen et Al., 2012 ; Frederiksen et Al.,
2013 ; Genuis et Al,, 2012 ; Vela-Soria et Al., 2014 bis ; Zhou et Al., 2012). Wu et Al
(Wu et Al., 1998) et Sperker et Al. (Sperker et Al., 1996), ont utilisé le 4AMUG comme
substrat mais ne déterminent que l'activité B-glucuronidase et non I'activité sulfatase
comme dans notre étude. Zimmerman et Al. (Zimmerman et Al., 1991) ont développé
et validé une méthode d’analyse du 4MU/4MUG/4MUS en utilisant une HPLC-UV,
qui est aujourd’hui de moins en moins utilisée dans les laboratoires, au profit des LC-
MS/MS.

Plusieurs modifications ont eu lieu lors du développement des méthodes de

dosage.

Initialement, 'objectif était de mettre au point une méthode de dosage de la

4MU et de ses conjugués dans l'urine et le plasma.

Pour mettre au point cette méthode de dosage, il était nécessaire de réaliser
des gammes de 4MU, 4MUS et 4MUG. Nous avons choisi de réaliser ces gammes
avec de 'eau, qui remplace I'enzyme afin de s’assurer de leur stabilité. En parallele
de ces gammes, des contrbles qualités ont été réalisés a la fois avec de I'eau et a la
fois avec de I'enzyme. Les résultats de ces contrbles ont ensuite été comparés pour
s’assurer que I'enzyme ne provoquait pas d’effet matrice, et ainsi conclure que des
gammes avec de l'eau était appropriée pour doser la 4MU et ses conjugués.
Pendant cette mise au point, il a été mis en évidence que I'enzyme non dénaturée
déconjuguait la 4AMUG et 4AMUS méme en manipulant dans un bain marie froid, ce

qui ne permettait pas d’obtenir des résultats interprétables. Nous avons donc décidé
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d’inactiver 'enzyme. Deux idées ont été étudiées, soit I'ajout d’'une substance venant
la dénaturer tel que le methanol, ou alors, une dénaturation par la chaleur. La
désactivation par le méthanol nécessitait de travailler a froid, c'est-a-dire que
'ensemble des constituants étaient stockés au froid avant la préparation, et cette
derniere était réalisée dans un bain-marie d’eau glacée. Sans ce travail a froid, il a
eté démontré que le méthanol seul n’arrivait pas a stopper entierement la réaction
enzymatique, ce qui était problématique pour la réalisation des gammes pour les
conjugués de la 4MU. L’alternative qui a été choisie a été la dénaturation de
'enzyme par la chaleur (enzyme chauffée 10 minutes a 100°C). Cette nouvelle
méthode de désactivation enzymatique s’est avérée plus efficace et moins

contraignante, il a été décidé de la conserver.

Dans la littérature (Brock et Al., 2001 ; Frederiksen et Al., 2013 ; Genuis et Al.,
2012 ; Herrero et Al., 2015 ; Inoue et Al., 2003 ; Leng et Al., 2011), une autre enzyme
est citée, il s’agit de la B-glucuronidase d’E. Coli, cette enzyme ne posséde qu’une
action glucuronidase et aucune action sulfatase, comparée a la B-
glucuronidase/sulfatase d’Helix Pomatia qui posséde la double action (Calafat et Al.,
2010 ; Carrasco-Correa et Al., 2015 ; Chen et Al., 2012 ; Cunha et Fernandes, 2010 ;
Garcia-Prieto et Al., 2008 ; Ito et Al., 2009 ; Kawaguchi et Al., 2008 ; Kawaguchi et
Al, 2008 bis ; Liao et Kannan, 2012 ; Ouchi et Watanabe, 2002 ; Schoringumer et
Cichna-Markl, 2007 ; Shirai et Al, 2013 ; Vela-Soria et Al., 2014 ; Vela-Soria et Al,
2014 bis ; Zhou et Al., 2012). C’est pour cela que nous avons choisi de ne finalement

pas utiliser cette enzyme, et nous lui avons préféré celle d’'Helix Pomatia.

Concernant la préparation des échantillons de plasma il fallait faire précipiter
les protéines, car ces derniéres obstruent la LC-MS/MS. Il a donc été nécessaire de
trouver une solution pour faire précipiter les protéines du plasma, pour cela deux
produits ont été essayés, le méthanol et I'acétonitrile. Aprés essai, il s’est avéré que
I'acétonitrile permettait une meilleure précipitation des protéines tout en conservant le
signal. De plus des essais avec des volumes de 300 contre 600 microlitres
d’acétonitrile ont permis de conclure qu’un volume de 600 microlitres était idéal pour
une précipitation des protéines tout en conservant un signal permettant la lecture.
Pour éliminer les protéines, une étape de centrifugation a été ajoutée, cependant,
une seule centrifugation ne s’est pas montrée suffisante pour centrifuger I'ensemble

des protéines du plasma, ce qui provoquait une perturbation des résultats par LC-
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MS/MS. Ainsi, une seconde centrifugation identique a la premiere a été ajoutée dans
le protocole et a permis de pallier a ce probléeme. Une étape d’évaporation sous
azote suivi d’'une récupération par la phase mobile permet d'obtenir un signal

optimal.

La préparation des échantillons est trés simple, surtout pour 'urine, ce qui a
lavantage d’avoir une préparation courte dans le temps. Les variations de
manipulations sont limitées avec l'utilisation d’'un étalon interne (umbelliferone), qui

est le méme que celui utilisé par Zimmerman et Al. (Zimmerman et Al., 1991).

Les chromatogrammes obtenus par LC/MS/MS montrent que les analytes
ainsi que I'étalon interne se détachent du bruit de fond. Il est a noter une variation
des temps de rétention due principalement au changement du milieu entre I'urine et
le plasma. En effet les temps de rétention dans l'urine sont de 5,14, 5,62, 5,92 et
6,66 minutes correspondant respectivement au 4MUG, Umbelliferone, 4MUS et
4MU. Dans le plasma les temps de retention passent a 5,05, 5,27, 6,41 et 6,99

minutes correspondant respectivement au 4MUG, Umbelliferone, 4MUS et 4MU.

Les criteres d'acceptation pour la validation des méthodes analytiques ont
suivi la littérature (Bressole et Al., 1996 ; Krouwer et Rabinowitz, 1984 ; Peters et Al.,
2007).

Pour la linéarité, 'ensemble de nos résultats, que ce soit dans l'urine ou dans
le plasma, ont des moyennes des r2 supérieures a 0,995, ce qui était notre limite
inférieure d’acceptation. Les courbes de calibration sont linéaires sur toute la gamme
de concentration (0,625 ; 1,25 ; 2,5; 5; 10 nmol/mL de 4MUG/4MUS et 1,25 ; 2,5;
5:10; 20 nmol/mL de 4MU dans l'urine. 0,52 ; 1,04 ; 2,08 ; 4,17 ; 8,33 nmol/mL de
AMUG/AMUS et 1,04 ; 2,08 ; 4,17 ; 8,33 ; 16,67 nmol/mL de 4MU dans le plasma).

Concernant la fidélité et la justesse ; pour les études de répétabilité (analyse
d’'un méme échantillon dans des conditions standardisées) montrent des coefficients
de variation inférieurs a 7% dans l'urine et a 9% dans le plasma pour les trois
niveaux de contrdle de chaque analyte. De plus, les biais calculés lors de cette étude
sont tous inférieurs a 12% dans l'urine et 13% dans le plasma. De méme, pour
'étude de fidélité inter-séries, les coefficients de variation sont inférieurs a 7% dans

'urine et 9% dans le plasma, et les biais sont inférieurs a 10% dans l'urine ; et 16%
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dans le plasma pour le point de contrdle le plus bas, tandis que les biais sont
inférieurs & 7% pour les autres points de contrdle dans le plasma. Donc les
coefficients de variation et les biais sont en dessous des normes de validation que
nous avions définies, c’est-a-dire 20% pour les points de contrdle les plus bas, et
15% pour les autres points de contréle. Nos résultats sont ainsi considérés comme

fideéles et justes.

La limite de détection est ici égale a la limite de quantification puisqu’aucun
résultat inférieur a la limite de quantification n’est interprété. Les limites de
guantification ont été validées a 0,625 nmol/mL pour la 4MUG et 4MUS ; et a 1,25
nmol/mL pour la 4MU dans l'urine ; et dans le plasma a 0,52 nmol/mL pour la 4AMUG
et 4AMUS ; et 1,04 nmol pour la 4MU. |l s’agit de résultats expérimentaux obtenus lors
de la réalisation de nos gammes, en effet la limite de quantification initiale souhaitée
était de 0,312 nmol/mL pour la 4MUG et 4MUS dans l'urine. Cependant, la
reproductibilité a cette concentration pour la 4MUS n’a pas été possible. La limite de
quantification a été mesurée a 0,625 nmol/mL pour la 4MUS et par conséquent, les
limites de quantification pour la 4MUG et la 4MU sont passées a 0,625 nmol/mL et
1,25 nmol/mL.

Dans le plasma, les limites de quantification souhaitées étaient de 0,26
nmol/mL pour la 4MUG et la 4MUS, et de 0,52 nmol/mL pour la 4MU. Cependant les
répétabilités pour ces points a ces concentrations n’ont également pas été possibles,
ainsi, les limites de quantification ont été évaluées a 0,52 nmol/mL pour la 4MUG et
4MUS, et a 1,04 nmol/mL pour la 4MU.

Il a été décidé de choisir des points de gamme deux fois plus concentrés pour
la 4MU que pour la 4MUG et 4MUS, car étant donné que l'objectif est de
déconjuguer ces deux molécules en 4MU, la concentration de 4MU formée est égale

a I'addition des deux concentrations de la 4MUG et 4MUS déconjugués.

Enfin, il existe peu d’effet matrice que ce soit dans I'urine ou dans le plasma.
Les effets matrice sont tous inférieurs a 15% dans l'urine et & 16% dans le plasma
pour le point le plus bas, or la limite d’acceptation était un effet matrice de 20%
maximum. Cependant dans le plasma, un point de contréle haut se situe a 28,8%, a
ce moment, il faudrait soit refaire la manipulation pour voir s'’il s’agit d’'une erreur, ou

voir s’il s’agit d’'un effet récurrent dont il faut tenir compte lors des calculs. Il est donc
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possible de remplacer 'enzyme par de I'eau dans les gammes sans que cela

n’affecte nos résultats.

Les perspectives sont d'utiliser ces dosages pour mesurer I'activité de
'enzyme sur nos molécules d’intérets (4MU/4AMUG/4MUS) en dosant ces composés
avant et aprés action de I'enzyme. A plus long terme, il s’agit de valider la
déconjugaison compléte des dérivés chlorés du BPA grace au controle de la
déconjugaison du 4MUG et du 4MUS en 4MU, ce contrdle pouvant se faire grace

aux méthodes de dosage validées dans ce travail.
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Conclusion

Les études sur les perturbateurs endocriniens se multiplient, notamment celles

qui se concentrent spécifiquement sur le Bisphénol A et ses conjugués.

Pour cela, certaines études utilisent comme marqueur de déconjugaison la 4-
Méthyl-Umbelliferone et ses conjugués glucuronide et sulfate, cependant jusqu’a
présent, aucune de ces études n’avaient mis au point une méthode de dosage de ce

marqueur par LC-MS/MS.

Nos méthodes pour doser ces marqueurs dans l'urine et le plasma par HPLC-
MS/MS ont été validées, ainsi l'utilisation de la 4MU, 4MUS et 4MUG est adaptée
comme marqueur de la déconjugaison des conjugués du BPA, mais aussi des autres

perturbateurs endocriniens.
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Dans I'urine et le plasma, les micropolluants peuvent apparaitre sous deux formes, la forme
conjuguée et la forme non conjuguée, a cause du métabolisme hépatique. Dans les études de
biomonitoring, afin de déterminer I’'ensemble des micropolluants, c’est-a-dire conjugués et non
conjugués, une étape d’hydrolyse enzymatique est requise. Notre choix d’enzyme s’est porté sur une
enzyme avec une activité glucuronidase mais aussi sulfatase. Pour vérifier cette déconjugaison par
I’enzyme, la 4-methyl-umbellieferone (4MU), ainsi que la 4-methyl-umbelliferone-glucuronide
(4MUG) et la 4-methyl-umbelliferone-sulfate (4MUS) ont été proposés comme marqueurs. Dans la
littérature, seule une étude de Zimmerman et Al. explique le développement et la validation d’une
méthode d’analyse du 4MU, 4MUG, 4MUS afin de mesurer la concentration de 4MU formée, et la
diminution des concentrations de 4MUG et 4MUS. Cependant cette derniere utilise une
chromatographie liquide couplée a un détecteur ultra-violet (LC-UV), qui est aujourd’hui de moins en
moins utilisée dans les laboratoires, au profit des chaines de chromatographie liquide couplée a un
spectromeétre de masse en tandem (LC-MS/MS). L’objectif de cette étude était de développer et
valider une méthode de dosage par LC-MS/MS de ces marqueurs dans l'urine et le plasma. Dans
notre méthode, nous avons désactivé I’enzyme par la chaleur, puis celle-ci a été ajoutée au plasma
ou a l'urine, avec des concentrations connues de 4MU, 4MUG, 4MUS et de 'umbelliferone utilisé
comme étalon interne. Pour le plasma, les concentrations finales de nos points de gamme dans les
tubes vont de 0,52 a 8,33 nmol/mL de 4MUG et de 4MUS, et de 1,04 a 16,67 nmol/mL de 4MU.
Tandis que dans 'urine, les concentrations vont de 0,625 a 10 nmol/mL de 4MUG et de 4MUS, et de
1,25 a 20 nmol/mL pour la 4MU. Les concentrations de nos marqueurs ont été déterminées par LC
(Shimadzu) couplée a un spectrométre de masse a triple quadripdle (3200 QTRAP Applied
Biosystems). La justesse et la précision ont été déterminées par des controles qualités a 3
concentrations différentes. Les conditions chromatographiques permettent la séparation de nos 4
composés (4MU, 4AMUG, 4MUS et umbelliferone). La linéarité de la méthode a été demontrée avec
des r*>0,995 dans le plasma et dans I'urine. La méthode est juste (biais < 16% pour le point le plus
bas) et précise (CV < 9%) dans les deux matrices.

En conclusion, les formes conjuguées et non conjuguées des micropolluants possédent des
propriétés et caractéristiques chimiques différentes, c’est pour cela qu’il est important d’identifier
les deux formes séparements. La méthode analytique développée dans cette étude est utilisable
pour permettre la déconjugaison des micropolluants en utilisant 4AMU, 4MUG et 4MUS comme
marqueur de déconjugaison.

Mots-Clés : Perturbateurs endocriniens — Bisphénol A - 4-Méthyl-Umbelliferone — 4-Méthyl-
Umbelliferone-Glucuronide — 4-Méthyl-Umbelliferone-Sulfate — Chromatographie liquide couplée a
un spectrometre de masse.
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