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INTRODUCTION GENERALE







Le sélénium (Se) est un oligoélément. Il est esderiu bon fonctionnement de
I'organisme. On le trouve dans l'alimentation, emtés concentrations dans certains végétaux
comme lail et le chou. La dose journaliere recomdee est d’environ 7Qug(Se)/jour [1].
Depuis peu, son role dans la lutte contre le caao®i que ses propriétés d'antioxydant sont
reconnues. Actuellement, de nombreux complémemtseataires enrichis en sélénium sont
disponibles en vente libre et suscitent un grampbeement. Cependant, en raison de la marge de
sécurité relativement étroite entre les aspectgjtes et bénéfiques de I'élément, et de la
susceptibilité individuelle, l'utilisation des coméments alimentaires séléniés est remise en
cause [2, 3]. En effet, a une dose a peine dixdoperieure a la dose journaliére recommandée
de 55 pg(Se)/j/pers selon le Food and Nutritionadré, il peut, selon la forme chimique sous
laquelle il est ingéré, devenir toxique. La toxacitinsi que les mécanismes d’action du sélénium
dépendent de la molécule ingéreée.

Si les effets du sélénium sont maintenant recorsessmeécanismes d’action ainsi que les
transformations métaboliqgues de ses composés darmps humain ne sont toujours pas bien
déterminés. Il est nécessaire de mieux compremirengtabolisme afin de contréler les apports
et ainsi adapter la dose et la forme a ingérer.

L'urine étant la principale voie d’excrétion dué&dlum, I'étude de cette matrice semble
appropriée a la caractérisation de métabolitesbltede nos recherches est d’identifier et de
quantifier les formes chimiques séléniées excrépsgsdes sujets non supplémentés afin de
mieux comprendre les processus de métabolisatiodeepouvoir mettre en évidence des
biomarqueurs du niveau d’exposition.

L’'analyse de spéciation du sélénium dans l'urirsterein challenge analytique pour trois
raisons principales : la faible teneur en sélénilentéchantillon (de 10 pg a 80 ug(Sé).), la
complexité de la matrice (urée, protéines, conagiotis en sodium et potassium de I'ordre de 50
a 150 mmol.[{4]) ainsi que le faible nombre d'étalons commedmsizent disponibles.
Actuellement, de par sa grande sensibilité et ¢apacdétecter spécifiguement le sélénium, le
spectrométre de masse a plasma induit (ICPMS), I€oapune technique séparative pour
'analyse de spéciation, est le détecteur le plusgraimment utilisé pour I'étude de matrices
complexes a faible teneur en élément. Toutefoidgmdsses performances, cette méthode de
détection ne permet pas d’'aboutir a l'identificatistructurale de composés inconnus. Pour y
parvenir, une approche complémentaire utilisaspkectrométrie de masse moléculaire est donc
€galement nécessaire.

La manipulation des échantillons d’'urine, matricaoldpique complexe, est
particulierement délicate pour I'analyse de spéamiatDepuis le prélevement jusqu'a I'analyse, il
est important de maintenir les espéces sous lemneforiginelle.



Les travaux réalisés dans le cadre de cette thesainsi consisté a développer des
protocoles analytiques et a améliorer les techsigxéstantes pour la détermination des especes
séléniées dissoutes et volatiles présentes daisel’de sujets non supplémentés.

Le premier chapitre de ce mémoire présente uneeéhiioliographique introductive
générale sur le sélénium. Un intérét tout partazudist porté au métabolisme du sélénium chez
I’'homme et sur les formes chimiques détectées thamse. Les avantages et inconvénients des
méthodes analytiques utilisées pour les analysespdeiation du sélénium relevées dans la
littérature, y sont ensuite présentés. Pour fieg principes des outils analytiques utilisés dans
travail sont détaillés.

Les méthodes analytiques développées lors de ttedse pour I'analyse des formes
séléniées dissoutes rencontrées dans l'urine detssmon supplémentées font I'objet du
deuxieme chapitre composé de trois parties. L'ogation de la séparation des formes dissoutes
de Se par couplage de la chromatographie liquidl€ERMS est exposée dans la premiéere partie.
Les conditions optimales sont alors appliquées amalyse d’échantillons d’'urine et les
performances analytiqgues dans la matrice d’étudeétadiées.

Afin d’améliorer ces performances, une étape damtion et/ou de préconcentration de
I'échantillon a été développée et fait I'objet de deuxieme partie. Elle est présentée dans
I'article “ Solid phase extraction for selenium species dateation in normal human urine”
soumis pour publication au journal Analytica Chienicta La stabilité des composés d’intérét

au cours du traitement, fait également partie éteidie.
La troisieme partie présente I'utilisation de l@spométrie de masse structurale en complément
des techniques développées dans les parties préegdsdin d’identifier un nouveau composé.
Ce travail est présenté dans larticleentification in human urine and blood of a novel
selenium metabolite, Se-methylselenoneine, a patémmarker of metabolization in mammals
of the naturally occurring selenoneine, by HPLC gled to electrospray hybrid linear ion trap-
orbital ion trap MS” paru dans le journal Metallomics

Le troisieme chapitre de ce mémoire est consadi@analyse des composeés seéléniés
volatils dans l'urine et a I'étude de leur stabiliDifférentes conditions de manipulations et de
stockage des échantillons ont été comparées. Iseftats de ces travaux sont présentés dans
l'article “Study of volatile selenium metabolites stability mormal urine: effects of sample
handling and storage conditionsparu dans le Journal of Analytical Atomic Spectedry.

Enfin, une conclusion générale sur les travaux gm&s dans ce mémoire et les
perspectives associées sont exposees dans lerddvaypitre.
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Chapitre I

PROBLEMATIQUE SCIENTIFIQUE

11




12



ILA. A PROPOS DU SELENIUM

1. GENERALITES SUR LE SELENIUM

1.1 Historique sur le sélénium

Le sélénium a été découvert en 1817 par le chinsiséelois Jons Jacob Berzelius en
observant le résidu rougeatre de préparation dédéasulfurique qui recouvrait le sol d’'une
manufacture. Quand il a observé le dépdt, Berzediuwonstaté la présence d’'une substance
jusqu’alors inconnue avec des propriétés tres mode celles du tellure découvert peu de temps
avant. Par analogie a «tellus » se rapportanttee nanéte, il a nommé ce nouvel élément
sélénium d’apres le nom de la déesse grecque résglpersonnification de la lune).

Bien que Berzelius soit connu pour avoir caractélgssélénium, c’est Marco Polo qui,
en 1295, a le premier observé I'aspect toxiqueaielément. Lors d’une de ses expéditions en
Chine, il a décrit les effets d’'une plante toxiglastragale, sur ses chevaux qui perdaient leurs
sabots aprés l'avoir ingérée. Ce n’est que bienateses plus tard que les scientifiques ont
découvert la capacité de cette plante a capté&ldémisim présent dans le sol a des teneurs élevées
et a 'accumuler jusqu'a une teneur toxique [5].

Il a fallu ensuite attendre les travaux de Schwertzoltz en 1957 [6] pour découvrir son
réle essentiel pour les étres vivants par sa ctpdei prévenir chez le rat diverses maladies de
carence nutritionnelle (atrophie du foie, dystr@piusculaire...). Ces affections qui touchaient
de nombreuses especes animales, pouvaient avocodsgquences économiques désastreuses
[7] et sont aujourd’hui prévenues par un apportjadéde sélénium dans les rations alimentaires
des animaux d’élevage. La découverte de son eabktnpour les humains est liée a un épisode
dramatique qui entraina la mort de 57 habitants dillage dans le comté de Keshan, province
chinoise d’Heilongjihang, suite a une cardiomyopatausée par une carence en sélénium.
Enfants et femmes enceintes furent les victimescpales de cette maladie qui a entrainé la
mort de 10 millions de sujets en un siecle [8, A]partir de 1978, une supplémentation
systématique en sélénite de sodium,@¢&}) a permis I'éradication presque totale de la malad
[10]. Une déficience en sélénium est égalementiqupk dans la maladie de Kashin Beck, une
pathologie articulaire observée chez les enfantS del3 ans, en Chine du Nord, en Corée du

Nord et au Tibet [11, 12]. Une analyse des solsoatr@ un appauvrissement important en
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sélénium et donc un apport alimentaire journakerl@ pg(Se)/jour) au minimum 5 fois plus

faible que la dose journaliere recommandée (D@ Se)/jour ) [13].

1.2. La chimie du sélénium

Le sélénium est classé parmi les éléments métalidid. dont les propriétés physiques
et chimiques sont intermédiaires entre celles dwal et d’'un non-métal, tout comme l'arsenic,
le tellure et le bismuth (point de fusion : 217fwjnt d’ébullition : 685°c). Son poids atomique
est de 78.96 et son symbole Se. De numéro atonfdqud se situe a la ligne 4 du tableau
périodique, groupe 16, entre le soufre et le tellure sélénium peut exister sous formes
organiques et inorganiques et sous cinq degréydhtion : +VI (séléniate), +IV (sélénite), -II
(séléniure), -1 (diséléniure) et 0 (Se élémentaire)sélénium possede 6 isotopes naturels stables
dont les abondances sont présentées Tableau mparte également plusieurs isotopes
radioactifs produits de la fission nucléaire dent’Se, émetteur de longue période (2.8xaMs)

ainsi que 1€°Se de période 119.8 jours, utilisé en tant quetrafl4].

Tableau 1: Masse atomique et abondance isotopitjtedadive, des isotopes stables du sélénium
(d’aprés [15, 16])

Isotope Masse atomique Abondance naturelle Abondance relative
(%) (par rapport & %°Se)
“Se 73.92247 0.89 1.79
°se 75.91921 9.37 18.89
Se 76.91991 7.63 15.38
83e 77.91731 23.77 47.91
805e 79.91651 49.61 100.00
825e 81.91669 8.73 17.60

Les propriétés chimiques du sélénium sont prochescelles du soufre [17]. Les
séléniures ressemblent aux sulfures en apparepogyasition et propriétés. Le sélénium est
facilement capable de se substituer au soufre fmaner une grande variété de composés
organiques séléniés, principalement dans les milniogiques. Les composeés organigues avec
des liaisons C-Se sont nombreux et incluent leénséd (RSeH), les sélénoéthers,§R et
R;Se), les composés mixtes soufrés (RSSeSR ou RSSesi)qaie les molécules présentant une
activité biologique telles que les acides aminés, $élénosucres et les sélénoprotéines. Le
sélénium peut aussi former des halogénures (RSeX)éagissant rapidement avec les ions
fluorure et chlorure, le méme type de réaction desdons bromure et iodure étant plus lente

[18]. Le sélénium a également la propriété de médai toxicité de nombreux métaux tels que le
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mercure, le cadmium, largent, le cuivre, larsenpar formation de complexes
organométalliques [19]. Le sélénium réagit ausscdioxygéne pour former des oxydes, le plus

stable étant le dioxyde de sélénium [18].

1.3. Le sélénium et les activités anthropiques

A I'hneure actuelle, le sélénium est utilisé dansndenbreuses activités humaines parmi
lesquelles on trouve le secteur de I'électroniqueleela photographie grace a ses propriétés
semi-conductrices [20]. Il est également contenasdas pigments qui sont utilisés dans les
plastiques, le verre, les peintures, I'encre, leméx, le caoutchouc [20]. On le trouve aussi
comme catalyseur dans la préparation de compos#mpbeutiques (par exemple la cortisone),
ainsi qu’en tant qu’'ingrédient des shampoings aflitqulaires[21] et des fongicides [22].

Les différents usages du sélénium et de ses composétituent une source de rejet dans
I'atmosphére et autres compartiments de I'enviramer@. La combustion du charbon et autres
carburants fossiles est également une source iermgertdes composés séléniés dans
'atmosphere, et dans une moindre mesure l'incti@rade papier, des pneus et des déchets
municipaux [23]. L'estimation des émissions anregelie sélénium dans I'air aux Etats-Unis en
1969-1971, 1978, et 1983 était respectivement de 940, et 1560 tonnes (Se)/an [24]. En
2005, la valeur moyenne de sélénium émise pardaderest environ 100 fois inférieure a celle
émise par les Etats Unis en 1983, soit 15 tonne¥g$ [25]. A I'échelle mondiale, on estime
que les sources anthropiques introduisent enti@000et 72 000 t (Se)/an dans les écosystemes
aquatiques, et entre 6 000 et 76 000 t (Se)/an lgansols [26]. Du fait de sa bioaccumulation
dans les organismes et de son aspect toxique @odesntrations a peine dix fois supérieures a
celles recommandées, la teneur en sélénium dadgfi@ents compartiments environnementaux
est regulierement surveillée.

D’'un autre coté, l'aspect bénéfigue du sélénium lsursanté humaine justifie son
utilisation dans le domaine médical ou en tant cpraplément alimentaire pour I'Homme et les
animaux. Bien que ses effets soient reconnus, lésanismes d’action du sélénium sont
actuellement toujours mal compris. La barriereests aspects essentiel et toxique, trés étroite,
est facilement franchissable, d’ou lintérét dehexches en protéomique et depuis peu en
métabolomique afin de mieux adapter la dose ebrimd a faire ingérer aux patients pour une

efficacité optimale.
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2. LE SELENIUM DANS L'ENVIRONNEMENT

2.1. Le cycle biogéochimique du sélénium

Le sélénium est distribué de maniere hétérogenes dans les compartiments
environnementaux. Ce contraste de distribution & féttement amplifié par les activités
humaines. L'interaction entre les réservoirs envimentaux constitue le cycle biogéochimique
du sélénium, représenté Figure 1. Afin de miewemdiner la disponibilité et la toxicité de cet
élément, il est nécessaire de connaitre sa spm#Etidéns I'environnement. Les principales
formes chimiques du sélénium rencontrées dansit@mvement sont présentées dans le Tableau
2. Les transformations, la mobilit¢ et 'accumuwati du sélénium dans I'environnement
dépendent de plusieurs facteurs tel que le pHedeslitions rédox, la température, I'activité
microbienne ou la présence d’éléments minéraux [2@)s formes les plus communes dans les
eaux de surface et les sols sont les sélénites HBEM* (+1V) et séléniates Sed (+VI). Ces
formes inorganiques sont trés solubles, mobileg]igponibles et potentiellement toxiques [27].
Les formes organiques séléniées (-l, -1) provienres réductions biologiques par méthylation
du sélénium (diméthylséléniure, diméthyldiséléniujeou par assimilation dans la biomasse

(acides aminés séléniés, métabolites) [28].

ANIMAUX HUMAINS

m i@ w ATMOSPHERE

PLANTES Seq
P ,/*é Métabolisation
. ,/

SeMet, SeCvs ‘ *
“ ‘
Biométhylation '.
DMSe Solublllsatlo
Se(lV)
Se(V) Blometh lation
B ey DMSe
ViV 8 % ,' DMDSe
OCEAN
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>8< ak}‘
Se(lV), Se(VI)
Se)rg

Figure 1: Cycle biogéochimique du sélénium
(d’apres [29, 30])
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Tableau 2: Principales espéces chimiques sélémpigessentes dans I'environnement

Nom degré diadation Formes chimiques brutes
Formes inorganiques

Séléniure -l Se

Sélénium élémentaire 0 Se°

Dioxyde de sélénium +V SeG

Sélénite +IV HSe@/ SeQ*
Séléniate +VI Seg¥

Formes organiques
Formes méthylées

Méthylsélénol -1l CH-SeH

Diméthylséléniure -1l ChtSe-CH
Diméthyldiséléniure -l CEtSe-Se-CH

lon Triméthylsélénonium -1l (CH3)3S€

Acides aminés

Sélénocystine -l HCOO-CH(NHCH,-Se-Se-CH(NH)-COOH
Sélénométhionine -1l ¥N*-CH(COO)-CH,-CH,-Se-CH
Métabolites

Semeéthylsélénométhionine -1l H3N*-CH(COO)-CH,-CH,-S€-(CHa)
Sélénocystéine -1l BN*-CH(COO)-CH,-SeH
Semeéthylsélénocystéine -1l H3N*-CH(COO)-CH,-Se-CH
Sélénocystamine -l M-CH,-CH,-Se-Se-ChCH,-NH,
Sélénocystathionine -l M-CH(COO)-CH,-CH,-Se-CH-CH(COO)-NH3"
Sélénohomocystéine -1l MN"-CH(COO)-CH,-CH,-Se-H
Seadénosylsélenohomocystéit -1l H,N-CH(COOH)-CH-CH,-Se-CH-C4Hs503CsN4-NH;

2.2. Le sélénium dans le sol

Le sélénium est le 68°élément par ordre d’abondance dans la croutestegreSon taux
moyen est de 0.09 pg(Sey.d31]. Les eaux dinfiltration et de surface, leintat et la
topographie influencent la teneur en sélénium dansol tout comme certaines activités
naturelles (éruptions volcaniques..) et humainemiggons industrielles, utilisation de
pesticides...). Les concentrations en sélénium dansdls dépendent en partie du type de roche
[32, 33]. Le sélénium est surtout concentré dassidfures minéraux (galene PbS, chalcopyrite
CuFeS, pyrite FeS). Ainsi, dans les roches volcaniques, les comagahs peuvent atteindre
120 mg(Se).g tandis qu'elles varient de 0.47 & §d(Se).g" dans le charbon [34]. La plupart
des sols contiennent entre 0.01 et 2 pug(Se)i85]. Cependant des valeurs extrémes peuvent
étre observées dans certaines parties du monde [88] régions du Danemark, Nouvelle
Zélande, Chine sont connues pour étre des zonésietdds en sélénium (séléniprives). A
l'inverse, des zones particulierement riches emrsein (séléniféres) ont été observées en

Irlande, Australie, Canada, Colombie et Etats-Uhiss écarts de concentration entre zones
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séléniprives et séléniféeres peuvent s'étendre dep@(Se).d (Nouvelle Zélande) a 1200
ng(Se).d (Irlande) [37].

Les séléniures de meétaux lourds et les sulfuresséénium sont insolubles et
prédominent dans les sols acides ou les sols camitele grandes quantités de matiere organique.
Les sélénites de sodium et de potassium sont dosigians des sols minéraux, de pH neutre et
bien drainés. Les sélénites sont solubles, maiggmtétre fortement adsorbés par les minéraux
du sol ou les matieres organiques. Les séléniddeement solubles et donc tres mobiles,

prédominent dans les sols alcalins et oxydeés [25].

2.3. Le sélénium dans ’eau

Le sélénium apparait dans les eaux naturelles giénéent a I'état de trace comme le
résultat de procédés biogéochimiques tels quesi@nades sols, la pluie et/ou les échanges avec
I'atmosphere. Le lessivage des sols engendre desrevariables en fonction de la richesse des
sols traversés et du pH de 'eau. La répartiticnepeces et la concentration totale varient aussi
selon la salinité, la température, la teneur engérg, les radiations solaires [38]. Les
concentrations dans les eaux souterraines et stipkes sont généralement comprises dans une
gamme 0.06 - 400 pg(Se)let sont habituellement supérieures aux teneuseptés dans les
eaux marines (de I'ordre de quelques dizaines de'ing39]. Dans les eaux potables, la teneur
est le plus souvent trés faible, inférieure ou égall pg(Se).L La limite légale de potabilité
fixée & 10 ug(Se).L par I'organisation mondiale de la santé (OMS) [é8] donc trés rarement
dépassée (sur 100 échantillons d’eau du robindyssaaux Etats Unis, 99.5 ont une teneur en
sélénium inférieure & 10 pgH]18]). Cependant, certaines sources hydrothermales, egam
exemple celles de la Roche-Posay, en contiennanguntités importantes (60 pg(Sé&).L.ce
qui leur confére des propriétés thérapeutiquestémsurs moyennes en sélénium mesurées dans
différentes eaux sont rassemblées Tableau 3. DEngdux, le sélénium est essentiellement
présent sous forme inorganique aux états d’oxydatly et +VI [41]. Cependant, dans les eaux
potables, les séléniates sont majoritaires, sangeddu fait du traitement de désinfection par
chloration [42, 43].
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Tableau 3: Concentration en sélénium dissous (Jd(3edans différentes eaux
(d’apres [39, 40])

Pays Eau potable Eau de riviere Océans/Mers Eau daeer
Belgique 0.05-0.37 <0.05-1.78 Atlantique @02.162
France <2-10 0.15-10 Indien 0.044 - 0.170
Allemagne <0.12-5.3 0.14-5 Méditerranée 0.08(130
Pays-Bas 0.16 0.2-1.85 Pacifique 0.039 - 0.400
Royaume Uni <1-3.3 <1-33 Mer du Japon 002310
U.S.A. <0.2-35 <0.05-1.78 Mer du Nord 0.045130

2.4. Le sélénium dans |I’atmosphére

Le sélénium peut se trouver dans lI'atmosphere $owse gazeuse ou aérosol. Les
sources qui contribuent a sa présence peuventd&rigine naturelle (60%) ou anthropique
(40%). La principale source anthropique de sélénilams I'atmosphére est la combustion des
énergies fossiles (cf. LA. 81.3.). Les émissionkaniques représentent la plus importante des
sources naturelles, suivies des processus de lhglagbn (via les bactéries, les algues, les
plantes), qui libérent des composeés volatils dérsem tels que le diméthylséléniure (DMSe) et
le diméthyldiséléniure (DMDSe). Ces composés peuggalement étre exhalés par les animaux
et ’'homme, ce qui correspond a I'un des modesdrdightion du sélénium [31]. Les teneurs en
sélénium dans I'atmosphére sont également infllesnpar I'altitude et le climat [44]. La valeur
limite tolérable la plus couramment citée pour dembreux composés séléniés est de 0.2
mg(Se).nT [45, 46]. La concentration moyenne de séléniumoaphérique est évaluée & 0.04
ng(Se).nt avec des variations entre 0.1 et 10 ng(S&jans la plupart des zones urbaines [1] et

peut atteindre jusqu'a 500 ng(Sej.tnproximité de certaines industries [47].

2.5. Le sélénium dans les plantes

L’homme et les animaux ont pour point commun letgime alimentaire qui place les
plantes comme source premiere de leur alimentatianconnaissance des composeés séléniés
présents dans les plantes est donc nécesaaimat d'étudier le métabolisme chez les étres
vivants.

Les plantes sont capables d’incorporer le sélér(@rmpartir du sol, de I'atmosphére, de
I'eau) principalement en tant que sélénite ou sélénde le transporter, de le métaboliser et ainsi
de le rendre disponiblgour les animaux et les humains [48, 49]. Dansdg des plantes
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terrestres, les séléniates, principale source tfnigén dans les sols, sont plus facilement

assimilés que les sélénites [50]. Par contre, erguieconcerne les plantes aquatiques, Il

semblerait que les sélénites soient assimilés lphgement, plus rapidement et bioaccumulés

plus facilement que les séléniates [51]. L’absorptidu sélénium par la plante dépend
principalement de la concentration et des formgsiph chimiques de Se présentes dans le sol.

Certaines propriétés du sol tels que le pH, la#dlil'humidité, les conditions redox, le type de

roches, la présence de sels minéraux (l'utilisatiten fertilisants contenant du sulfate, du

phosphore, ou de I'azote peut diminuer I'absorptarsélénium [31]), influencent la distribution
et la disponibilité de Se [52-55]. La teneur ent@ires de la plante est un autre facteur important
qui influence la présence de sélénium dans la @leat Se a la faculté de pouvoir substituer le
soufre dans les acides aminés [28]. La capacitBsdider, d’accumuler et de métaboliser le
sélénium differe donc d’'une espéce a une autresiAselon ce critére, les plantes ont été
classées en différents groupes :

- les plantes hyperaccumulatrices qui ne poussentsgueles sols trés riches en sélénium.
Elles accumulent entre 1000 et 10 000 pg(Se)D@ns cette catégorie on trouve entre autres
I’Astragalus [56], Oonopsis condensatd Stanleya pinnat$49] ;

- les plantes accumulatrices secondaires qui pousimmdt des sols avec des teneurs en
sélénium trés variables. Elles peuvent accumuler3@ea 1000 pg(Se)’y Dans cette
catégorie on trouve les céréales, certaines plahteta famille des cruciféres avec par
exemple le colza et le brocoli, ainsi que quelgesseces deAllium dont I'ail et I'oignon
[57]1;

- Les plantes non-accumulatrices sont celles quii@amént moins de 30 pug(Sef.oC’est le
cas de la plupart des plantes utilisées pour latitation humaine ou animale (fourrage,
légumes, fruits...) qui contiennent de 0.1 & 0.5 pl(S.

En ce qui concerne la métabolisation du séléniuntegeplantes, il a été clairement établi
que le sélénium et le soufre suivent des voieslaimas utilisant les mémes enzymes [54]. Il en
résulte une compétition entre ces deux élémentdféremts niveaux du métabolisme. Les
séléniates sont absorbés par le transporteur déstesu Il existe donc une compétition
d’absorption entre les sulfates et les sélénidpges absorption, les séléniates sont transportés
aux chloroplastesia la voie des sulfures. lls sont transformés en aslérdb’-phosphoséléniate
par I'Adénosine Tri Phosphate sulfurylase (ATP wylfase). Cette étape serait une des étapes
limitant I'assimilation du séléniate [58]. Puisadiénosine 5’-phosphoséléniate est réduite en
sélénite puis en séléniure en présence de glutafi8H). La résultante de ce métabolisme est

la production d’acides aminés séléniés, commelénsiéthionine et la sélénocystéine, qui sont
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ensuite incorporés dans les protéines. Contraireememétabolisme des animaux, il n’existe pas
chez les plantes de codon spécifique pour l'inc@fion des acides aminés dans les protéines,
les acides aminés séléniés entrant alors en cdiopétivec leurs homologues soufrés (par
exemple pour les céréales, la sélénométhionine@stporée en compétition avec la méthionine
[59]). La Figure 2 présente de facon simplifiéedate métabolique du sélénium dans les plantes
telle que décrite par Whanger en 2003 [60]. Suitena série d’étapes biochimiques, en
particulier chez les plantes accumulatrices, unéiepdu sélénium absorbé est transformée en
especes méthylées volatiles [61]. Cette volatibsatreconnue comme processus de détoxication
[62], est appelée phytorémédiation [63]. Le prodpitncipal de volatilisation est le
diméthylséléniure (DMSe). Il peut étre formé viaidehemins réactionnels différents : a partir
de la méthylsélenométhionine (MeSeMet) [64] ou atipau diméthylsélénoniopropionate
(DMSeP) [54].

plantes

v-Glutamyl-Se-MeSeCys |
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Figure 2: Représentation schématique du métaboldumg2lénium chez les plantes
(d’apres [60, 65])

21



3. ROLE DU SELENIUM DANS L’'ORGANISME HUMAIN

3.1. Sources de sélénium et biodisponibilité.

a) Le sélénium dans la ration alimentaire

La majeure part des apports en sélénium a I'organise fait par le biais de la nourriture
et dans une moindre mesure par la boisson [18].nm@®mous I'avons déja mentionné, la teneur
en sélénium rencontrée dans I'eau potable esefédbl 1.A. §2.3.). Selon Simonoff et Simonoff
[31], les concentrations en sélénium dans les bossssont généralement inférieures a 3
ng(Se).L* & I'exception de quelques boissons comme la blérgjn et le jus d'orange pour
lesquelles des valeurs pouvant aller jusqu'ad@e).L* ont pu étre mesurées [31]. Une étude
anglaise a estimé la contribution des apports Emisén provenant de la boisson a environ 3%
des apports quotidiens [53]. Dans des conditioabndéntation équilibrée, I'apport sélénié par la
boisson est donc considéré comme négligeable [40]

L’absorption de sélénium par le biais de la nourétpour un adulte varie entre 11 et
5000 pgl/jour (Figure 3). Ces valeurs peuvent fawdlet étre corrélées avec les teneurs en
sélénium dans les sols des mémes régions ou plays\(g2.2.) [33, 66], mais dépendent aussi
du régime alimentaire et de la facon de cuisinsraéments (grillé, bouilli, au four) qui peut
entrainer une diminution de la teneur en séléniwn aliments par solubilisation lors d’une
cuisson a I'eau [67, 6&Ju par volatilisation lors d’une cuisson a la pagleau four [68, 69].

L’apport moyen de sélénium par l'alimentation eéhéralement de 20 a 300 pg/jour
[70]. En France, selon une étude menée par 'AFESR006 [71], I'apport moyen journalier est
estimé a 421g(Se) chez les adultes de plus de 15 ans et,@(&k) pour les enfants de 3 a 14

ans
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Figure 3: Apports séléniés quotidiengy{jour) dans différents pays
(d’aprés Rayman M.P. [72])

Dans notre alimentation, le sélénium est généralempeesent sous forme de sélénium
organique associé aux protéines (acides aminé$) R&emment, un nouveau composeé, la
sélénonéine (2-sélénile, Na, Na-triméthyl-L-histidine, 3-(2-hydroséléna-timidazol-5-yl)-2-
(triméthylammonio) propanoate), a été identifié ocmnétant le composé organique sélénié
majoritaire dans le sang du thon rouge [74]. D’'un@niére générale, les aliments riches en
protéines sont riches en sélénium. La Figure 4 dame idée du type d’aliment qui contribue le
plus a I'apport sélénié tandis que le Tableau 4ndaime description de la teneur en sélénium
dans différents aliments en France [75]. Certaiivmemts d’origine végétale possedent des
teneurs particulierement élevées tels que l"aiighon et surtout les noix du brésBértholletia
excelsa :14.7 mg(Se).kg poids sec) [76]. En ce qui concerne la viandealests contiennent
environ trois fois plus de sélénium que les mussipelettiques.
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Figure 4: Répartition en pourcentage des apporisiahtaires journaliers en sélénium
(d’aprés Oster et Prellwitz [77])

Tableau 4: Teneurs en sélénium dans certains éliésnpeovenant du marché frangais
(d’aprés Simonoff et al. [75])

[Se] en ng/g [Se] en ng/g

Aliments (humide) Aliments (humide)
Viandes Légumes et fruits

Steack haché 62+8 Poivron rouge 192 £ 21
Cotelette de Veau 78+8 Courgette 10+£3
Foie de Veau 220+ 6 Ail 82+11
Rognon de Veau 180 £ 21 Pomme de terre 62
Cotelette de Mouton 657 Pomme <2
Jambon York 32+3 Orange 13+3
Blanc de poulet 47 + 11 Produits laitiers

Jaune d’ceuf 237 + 38 Lait frais entier 13+3
Blanc d’ceuf 63+5 Lait écrémé 62
Poisson Yaourt 32
Thon (boite au naturel) 116 + 24 Beurre 18 £+ 10
Sole atlantique (frite) 423 + 47 Camembert 15+3

Saumon (boite au naturel) 199 +7 Céréales et aliments dérivés
Saumon fumé 244 + 29 Spaghetti (cuites) 1105
Sardine a I'huile 132 + 44 Pain blanc 789
Moule (Bretagne) 297 £43 Muésli 177 £ 23
Moule (Espagne) 364 + 57 Champignons

Huitre (Arcachon) 90+12 Boletus édulis (cepe) 933 42
Huitre (Bretagne) 83+8 Lépiote 380+ 19

Cependant, ce n’est pas tant la concentrationet@alsélénium dans les aliments qui est
importante, mais sa biodisponibilit¢ qui va déterani I'efficacité de cet élément sur
I'organisme. Un aliment est réellement incorporEogganisme aprés avoir été digéré, c’est a

dire dégradé physiquement et chimiquement poursgaeonstituants puissent traverser la paroi
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de I'appareil digestif, passer dans le sang paertéansportés jusqu’aux cellules ou ils vont étre
utilisés et/ou emmagasinés. Cette incorporatio@tva influencée par la forme chimique et/ou
physique du composeé, I'ingestion d’autres compeséstat physiologique de I'individu [78]. A
titre d’exemple, la biodisponibilité du séléniunupétre inhibée par I'ingestion d’autres métaux,
tel que le mercure présent dans les poissons (ing],déficience en vitamine B ou la présence
excessive de composés soufrés [80]. Par conteepelit étre exacerbée par la présence d'autres
antioxydants tels les vitamines C et E [80]. L'aipsion du sélénium a partir du tube digestif
dépend de sa forme chimique. Le pourcentage moyaisatption du sélénium sous forme de
sélénométhionine ou de séléniate de sodium estisup@ 90%, alors que celui du sélénite de
sodium ne représente que 60% de la dose totaleém@@l, 82]. L'absorption dépend également
de I'age : selon Van Daet al.[83], I'absorption du sélénite est de I'ordre dé4/6hez I'adulte,
et de 50% chez I'enfant. Pour le séléniate, ceftérdnce est moindre et varie dans le sens
opposé (91% environ chez I'adulte et 97% chez érh)f

La spéciation du sélénium, et de ce fait sa biadigplité, differe selon le type d’aliment.
La biodisponibilité dans la plupart des alimentsrijine végétale est importante (85-100%).
Sauf quelques rares exceptions, elle est plusefaidhs les produits d’origine animale : de 20 a
50% pour les produits de la mer [49] et de 10% pBur les produits laitiers et viandes [84].

Ces valeurs variables de biodisponibilité, liéeslaa nature de [laliment, I'état
physiologique de lindividu (sexe, age...) ainsi gliateraction avec d’autres composeés,
soulignent I'importance de l'utilisation de biomasyrs, tels que I'urine, pour étudier les effets

des apports sur le corps humain.

b) Les compléments alimentaires

Une alimentation variée suffit généralement a &ates I'apport journalier recommandé
en sélénium. Cependant, la variabilité de la géelalgs sols, (cf. I.A. 82.2.), influence les
teneurs en sélénium des produits carnés et vegémsommeés et peut ainsi conduire a un
déficit de cet élément dans certaines régions dodeolLa Figure 3 indique que les apports
journaliers de sélénium en Europe et dans cert@iadi®es de la Chine ne sont pas adaptés a une
activité optimale de la glutathion peroxidase daspia, enzyme antioxydante pouvant étre
impliquée dans la prévention contre le cancer. @elarrait également s’appliquer a d’autres
pays pour lesquels les apports en sélénium nepsantonnus, tels que la plupart des pays du
continent africain et le Sud de I'Asie. Une étudeente de Xia et al. [85] a montré que

I'expression compléte de la sélénoprotéine P, msgdde de la régulation des tumeurs
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cancéreuses humaines [86], requiert un apportlénisén plus important que celui défini pour
I'expression optimale de la glutathion peroxyddsss apports journaliers séléniés observés dans
certaines parties du monde pourraient donc étrdfisants pour optimiser 'effet protecteur de
cette sélénoprotéine.

Depuis ces dernieres années une médiatisation famper des effets bénéfiqgues du
sélénium en tant qu’antioxydant et thérapeutiquasd@a prévention de certaines maladies
comme le cancer [87-89] ou le SIDA [90-92], a fasérune consommation accrue de
suppléments alimentaires, en vente libre dans lesdgs surfaces. Cependant, du fait de la
marge de sécurité relativement étroite entre s@ects toxiques et bénéfiques, et de la
susceptibilité individuelle, I'utilisation de congghents alimentaires séléniés a but préventif ou
thérapeutique est remise en cause [2, 3]. Poue wwpplémentation, il faut tenir compte de la
dose apportée, qui doit étre inférieure ou égalg apports nutritionnels recommandés
(dictionnaire Vidal), et également de la forme clojne sous laquelle le sélénium est présent.

La forme la plus souvent rencontrée dans le comanest une levure enrichie en
sélénium organique (environ 90% du sélénium estrparé pendant la phase de développement
a la place des sulfures sous forme de sélénométki¢a3]). De la méme maniere le sélénium
peut étre incorporé dans des algues accumulatte&e telle que la spiruline qui est une micro
algue constituée a 70 % de protéines végétales P3)lus faible codt, le sélénium peut
eégalement se trouver sous forme de comprimés camteln sélénite de sodium.

Une étude de Clauseat al. montre l'influence de la forme séléniée supplémerdur sa
concentration totale mesurée dans le sang humairgéiénométhionine > levure séléniée >
séléniate > sélénite [94]. En effet, bien que lapsion intestinale de la sélénométhionine soit
proche de celle du séléniate, la séléenométhiommerporée de fagcon non spécifique dans les
protéines serait une source métabolique moins dibfgoque les formes inorganiques et pourrait
s’accumuler dans I'organisme, d’ou une concentnadi@ns le sang plus élevée suite a I'ingestion
de SeMet par rapport a celle des formes minér&esr la prévention du cancer, les doses a
ingérer sont estimées a 306(Se)/jour pour les formes minérales et a f@Be)/jour pour les

formes organiques [89].

26



3.2. Effets d’un apport en sélénium sur |’organisme humain

a) Le sélénium : un élément trace essentiel

Pour définir 'essentialité d'un élément, il fautegce dernier réponde a une série de critéres

[95]:

- des apports insuffisants de I'élément provoquers akérations dans le fonctionnement
correct de I'organisme, effet réversible lorsqudéinent retrouve son niveau physiologique
optimal ;

- I'organisme ne peut pas compléter son cycle vdakset élément ;

- I'élément possede une influence directe sur l'oigfap et participe a des procédés
métaboliques ;

- un élément essentiel ne peut pas étre remplaagnpautre élément.

En plus des éléments constituant la matiere organi@, H, N, O) et des macroéléments

(Na, Ca, CI, K, Mg, P et S), certains élémentsgntssa faibles concentrations dans I'organisme

(kg.L* voire ng.™Y) sont indispensables & la vie. lls sont appeléméhts trace essentiels ou

oligoélémentsdligos (en grec) = petit). Actuellement on considére Gae Cr, Fe, F, Cu, Zn, |,

Mn, Mo, Se, B, V, F, Ni, Br, Si et As font partie de groupe [95].

Pour la survie et le bon fonctionnement de I'orgam, un oligoélément doit étre présent

dans une gamme de concentrations donnée. Afin dietena une concentration constante, il

existe chez tous les étres vivants un phénomeéngodégulation des procédés d’absorption,

d’accumulation et d’élimination de cet élément aoisous le nom d’homéostasie. Cependant, si
les apports ne permettent pas de maintenir cetilégyiil peut apparaitre une intoxication ou
une déficience. D’ou la phrase de P.A. Paraceld®3-1541)“Tout est poison, rien n’est
poison, c’est la dose seulement qui fait le poison”

Les doses de sélénium, limitant chacune des étgsgdogiques connus (de la carence a

la toxicité) ne sont pas clairement définies ame.jCes doses sont d’autant plus difficiles a

justifier que I'état physiologique de chaque indivi96]: age, sexe, poids, conditions de

santé.... et surtout la spéciation sont des factayseendre en compte. La relation dose-effet
proposée par Théronet al. [97] pour Se est présentée Figure 5. Les raresd'aamxication
décrits chez 'homme ne permettant pas une évalu&pidémiologique du risque, les résultats

sont issus de données obtenues chez I'animal retpeées a I’'hnomme.
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Figure 5: Apports quotidiens en sélénium et efiétgsiologiques correspondants
(d’apres Thérond et al. [97])

Les deux propriétés antagonistes du sélénium,itéxat essentialité, ont attiré I'attention
de nombreux médecins, toxicologues et nutritioesistautant plus que, comme indiqué Figure
5, la barriére entre ces deux aspects est étroite guantité a peine 10 fois supérieure a I'apport
recommandé peut se révéler toxique par exces [a®res le sens inverse, une quantité 10 fois
inférieure peut également engendrer des effetsatrgues dus a une carence [99].

b) Réle des sélénoprotéines : essentialité et prévention contre certaines maladies

En tant qu’élément trace essentiel chez les hunetiles animaux, le sélénium fait partie
de sites biologiqguement actifs d’'un nombre impdrté protéines, en particulier celles qui sont
impliquées dans les mécanismes antioxydants des{par ex. les glutathions peroxydases), le
métabolisme hormonal de la thyroide (par ex. leymes déiodinases) et le contréle rédox des
réactions intracellulaires (par ex thiorédoxinedui@ases). Deux principales classes de protéines
contenant du sélénium ont été identifiées [100]:

- les sélénoprotéines protéines ou le sélénium est incorporé de marspeeifique en tant
que sélénocystéine (cf. I.A. 83.3.). Ce sont cesepres qui conférent au sélénium son réle
essentiel pour les étres vivants. La synthese élésaprotéines est strictement dépendante
de la quantité de sélénium disponible. Un apponité en sélénium ralentit la synthése

A I'heure actuelle environ 35 sélénoprotéines datidentifiées. Certaines jouent un réle non

completement élucidé [101]. Les mieux connueswgsléonctions sont présentées Tableau 5.
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Tableau 5: Sélénoprotéines connues présentes ‘tloearhe et leurs fonctions

(d’'apres Rayman M.P. [102])

Sélénoprotéines

Fonction

Glutathion peroxydase
(GPx1, GPx2, GPx3,
GPx4)

Sélénoprotéine des
mitochondries
(spermatozoides)

lodothyronine-
déiodinase (ID)

Thiorédoxine-
réductase (TR)

Sélénophosphate-
synthétase (SPS2)

Sélénoprotéine P
(SelP)
Sélénoprotéine W
Sélénoprotéine de la
prostate
Sélénoprotéine liée a
I’ADN de spermatides

Sélénoprotéine de
18kDa

Enzyme antioxydante : élimine le peroxyde d’hydroget les
hydroperoxydes de lipides et phospholipides [103} 10 groupes
GPx’s qui n'agissent pas au méme endroit : celielglasmatique,
hydroperoxyde phospholipidique, gastro-intestina@s, 107]

Protection des cellules spermatiques en développiecoeatre les
lésions oxydatives et polymérisation en une pretéécessaire a la
stabilité et a la mobilité des spermatozoides [108]

Production et régulation de la concentration derlimone
thyroidienne [109, 110]

Réduction des nucléotides lors de la syntheseAdaN, entretien de
I'état rédox intracellulaire, capital pour la viatd et la prolifération
cellulaire, régulation de I'expression des gen@8]1

Nécessaire a la biosynthese des sélénoprotéingk [10

Décelée dans le plasma et associée aux celluleshetidles. Semble
protéger celles-ci contre les lésions dues au peitvke [111-113]

Nécessaire a la fonction musculaire [103]
Décelée dans les cellules épithéliales. Semblecexeane fonction
rédox [114]

Activité similaire a celle du GPX. Décelée danstienac et dans les
noyaux des spermatozoides [114]

Décelée dans les reins et dans un grand nombreesdissus.
Préservée en cas de carence en sélénium [115]

les protéines séléniées protéines incorporant le sélénium de facon norcipae. La

sélénocystéine est incorporée au niveau du codstging tandis que la sélénométhionine

I'est au niveau du codon méthionine par mimétisimenimjue. Le soufre est ainsi substitué

par le sélénium, il y a compétition entre ces déléxnents. Les conséquences physiologiques

de cette incorporation non spécifique restent gdaires [101]. I a cependant été montre,

chez la bactéri&scherichia Coli que la présence de la sélénométhionine (plusopydbe

gue son analogue soufré) a la place de la métléominvoisinage du site actif d’enzymes,

peut influencer la cinétique de l'activité enzymat [116, 117].
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L’effet préventif éventuel du sélénium (ainsi que zinc, de la vitamine C..) sur les
dommages oxydatifs causés aux biomolécules (ADpidds, lipoprotéines) associés a la
cancérogénese et a I'athérosclérose, a été migidenée. Des apports insuffisants en vitamines
et oligoéléments antioxydants seraient ainsi suddep de réduire les capacités de défense de
'organisme contre les agressions des dérivés éxtide I'oxygene responsables du
développement de certains cancers [118]. L'exerepftus connu de cette fonction rédox est la
réduction de peroxydes en substances non dangsréeaa et alcool) par le biais de la
sélénocystéine qui constitue le groupement actifladglutathion peroxydase. Cette enzyme
localisée a la fois dans le cytosol et les mitochi@s a pour réle de réduire un grand nombre de
peroxydes [119]. Elle protege les membranes céladales acides nucléiques et les protéines
contre la dégradation par les radicaux libres. t@ppété antioxydante de Se permet ainsi de
maintenir I'intégrité membranaire et par conséquietarde le vieillissement cellulaire.

De plus, le sélénium est un immunomodulateur. Adléadose, il stimule le systeme
immunitaire, mais a dose élevée, il l'inhibe. A dgahysiologique, il permet de supprimer ou du
moins de protéger contre les infections viraleesedue le SIDA, en stimulant la formation des
anticorps et I'activité de nombreuses cellules imouwompétentes [91, 120, 121]. Cependant les
mécanismes réactionnels du métabolisme du sélégiunpermettent d’obtenir de tels effets

bénéfiques sont toujours mal connus.

c) Doses physiologiques recommandées

Du fait de son essentialité, les organismes natiortle santé publique ont donc établi
I'apport journalier souhaitable en sélénium poufédentes classes d’ages. En France, d’apres
les recommandations du Conseil Supérieur d’Hygieablique Francaise puis de I’Agence de
Sécurité Sanitaire des Aliments (AFFSA), les appoadnseillés sont ainsi compris entre 50 et 80
ug(Se)ljour pour les sujets adolescents et adudis,un apport de Lig(Se)/jour.kg (poids
corporel) [122] (Tableau 6) . Ces recommandatiam basées sur les quantités journaliéres de

sélénium nécessaires pour optimiser les activitggreatiques de la glutathion peroxydase.
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Tableau 6: Apports journaliers en sélénium recomdésrpour les différentes classes d’age
(d’apres Martin A. [122])

Apport nutritionnel conseillé

Categories Ages (en pg/jour/individu)
Nourrissons 0-6 mois 15
7-12 mois 20
Enfants 1-3 ans 20
4-9 ans 30
10-13 ans 40
Adolescents 14-18 ans 50
Adultes 19 ans et plus 50 a 80

d) Les effets d’'une déficience en sélénium

Les fonctions des sélénoprotéines détectées danspge humain incluent la lutte contre
les infections virales, la fonction immunitaire, taproduction, la prévention de maladies
cardiovasculaires, neurologiques et du cancer [102] apport réduit et insuffisant de Se a
'organisme peut donc engendrer des dommages ssarg plus ou moins importants en
fonction du niveau de carence et de I'état physiglee de 'individu[123, 124].Dans les années
70 - 80, deux effets endémiques d’'une déficienserséen sélénium ont été détectés dans des
régions séléniprives de Chine :

- la maladie de Keshan : cardiomyopathie liée a wmoenalie du muscle du cceur qui causa la
mort de plus de 10 millions d’individus. Un appatau moins 20ug(Se)/joursemble
nécessaire pour la prévention de la maladie dedte] ;

- la maladie de Kashin Beck : ostéoarthropathie téraée par I'atrophie, la dégénération et
la nécrose du cartilage.

Ces deux maladies ont été éradiquées par supplétioensystématique de la population
en sélénite de sodium.

D’autres effets d’'une carence sévere en sélénieavgnt se produire lors de nutrition
parentérale ou de déficience (suite a un dysfomeément gastro-intestinal par exemple) [125].
Le premier cas a été décrit en 1979 par VaneRipl. [126] : apres 30 jours de nutrition
parentérale, la patiente se plaignait de myalgeesegos au niveau des membres inférieurs. La
concentration en sélénium plasmatique de 12%Se).L* avant nutrition parentérale, s’est
abaissée a 9g(Se).L'. Le traitement par injection intraveineuse de rs@iééthionine (100
ug(Se)/jour) a permis la disparition des myalgie®amne semaine de traitement [127].
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e) Toxicité du sélénium
L’intoxication peut avoir lieu par voies orale oaspiratoire. L'intoxication par voie
respiratoire concerne une partie ciblée de la @il travaillant dans le milieu industriel
(industrie métallurgique, lubrifiants, verre, peird..). Ici seule I'intoxication la plus courante,
celle par voie orale, sera détaillée. Cependagstiimportant de souligner que I'absorption par
voie respiratoire de composés gazeux peut entralegrsignes cliniques de toxicité aigie :
congestion, hémorragies et cedemes pulmonaires quaxb des difficultés respiratoires jusqu'a

des spasmes d’asphyxie et la mort [18].

» Toxicité aigte :

A partir des données obtenues chez le rat, la dtsd¢e 50 (DL50),i.e. la dose
provoquant la mort de 50% des rats, a été estimiée €.5 et 1 g de sélénium minéral (sélénite
ou séléniate) chez I'homme [128]. L’intoxicatiorgée chez 'homme est rare, tous les cas
décrits dans la littérature sont d’origine acciééatou criminelle [129] et sont généralement la
conséguence de prises de suppléments séléniéespast de la posologie. Les signes communs
rapportés sont des vomissements, une diarrhéecedauieur abdominale [130]. Un patient agé
de 75 ans ayant absorbé 10 g de sélénite de sasbus forme de cachets commandés par
internet, est décédé 6 heures apres lingestidte auun arrét cardiaque [131]. Dans un autre
cas, 13 sujets ayant absorbé un comprimé conte@@ntmg de Se sous forme de
sélénométhionine (suite a une erreur de fabricptiomt présenté en plus des symptomes cités
précédemment, une fatigue, une irritabilité, uneepees cheveux et ongles et, des neuropathies

périphériques [132].

* Toxicité chronique : sélénose
Elle concerne les personnes habitant les zonesifedés [133]. Elle est observée pour
des doses journalieres supérieures a 1 mg(Se)fjendant plus de deux ans. Les signes

généralement rapportés lors d’une intoxication clywe sont les suivants [97, 134]:

- les plus fréequemment cités sont des signes cutph&oeriens : lésions érythémateuses de la
peau et du cuir chevelu, fragilité et sécheressee vgerte capillaire, fragilité unguéale
(signes décrits : mouchetage, stries horizontalesngement de couleur, cassure voire perte
des ongles) ;

- les plus caractéristiques sont une odeur alliacé¢hdleine et de la sueur pouvant étre

associée a une anomalie du godt (godt métallique) ;
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- d'autres signes peu spécifigues comme une fatignegésordre digestif avec nausées et
vomissements, une dépression, une irritabilité, umséabilité émotionnelle, une perte de
poids et une perte des dents ont été cités dditeiature ;

- enfin, des signes neurologiques centraux (épisodesulsifs), périphériques (polynévrites,
multinévrites) peuvent apparaitre.

Tous ces signes sont réversibles dés l'arrét dada de sélénium.

La forme chimique sous laquelle se trouve le sahldnest un parametre majeur a prendre
en considération pour évaluer sa toxicité. De nrang@&nérale 'OMS considére que le sélénium
inorganique est plus toxique que le sélénium organi Cependant, certaines recherches
présentent des résultats contradictoires quant taxiaité de plusieurs especes [81, 97]. Des
expériences menées sur des rats ont permis derdéfidose |étale pour 6 especes séléniées

différentes (Tableau 7).

Tableau 7: Toxicité de quelques espéces séléniezsle rat
(d’aprés Olson O.E. [135])

Especes séléniées Toxicité chez le rat
Sélénite de sodium Oral ; 10-jour k&= 3.2 mg(Se)/kg
Intrapéritonéal ; 48-h LR"= 3.5 mg(Se)/kg
Séléniate de sodium Intrapéritonéal ; 48-h;4=06.5 mg(Se)/kg
D,L-Sélénocystine Intrapéritonéal ; 48-h 4sB 4.0 mg(Se)/kg
D,L-Sélénométhionine Intrapéritonéal ; 48-h&D4.25 mg(Se)/kg
Diméthylséléniure Intrapéritonéal ; 24-h B 1600 mg(Se)/kg
Chlorure de triméthylsélénonium Intrapéritonéaln UDse= 49.4 mg(Se)/kg

aeth: | Dgy et LDys sont les concentrations pour lesquelles la dos&kémium est Iétale pour
50% et 75% des rats, respectivement.

Le Tableau 7 indique une toxicité a peu prés sireilpour les formes inorganiques et les
acides aminés séléniés. En comparaison, la toxititéiméthylséléniure, proche de celle de
I'aspirine (1200 mg.kg) et celle du TMSk sont respectivement 400 & 10 fois inférieure$a Ce
étaye I'hypothese de la méthylation en tant quegssus de détoxication, le diméthylséléniure

étant probablement plus efficace que I'ion trimé&#éiénonium [136].
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3.3. Le métabolisme du sélénium dans le corps humain

Le sélénium présent dans le corps humain peutésecié a trois principales catégories :
les protéines, les espéces séléniées autres qpeolémes (métabolites..) et les acides aminés
[137].

Une fois ingérées par le corps humain, les proséam@males ou végétales atteignent
I'estomac ou elles sont dégradées par les enzyméss digestion qui libérent les acides aminés
(protéolyse). Le sélénium présent dans I'estomaes $orme organique ou inorganique, est alors
métabolisé en séléniure (Qalans les cellules de I'intestin, par différenteies schématisées de
fagcon simplifiée Figure 6:

- le séléniate est réduit en sélénite, le mécanisétam toujours pas élucidé [138],

- le sélénite est transformé en séléniure par I'adli® la sélénoglutathion (GSSeSG),

- la sélénométhionine est transformée en sélénohastéog, en sélénocystathione puis en
sélénocystine par trans-sulfuration. Ce processugahsformation n’est pas spécifique du
sélénium. Il y a compétition entre le séléniumeetdufre [139],

- la sélénocystine est transformée en séléniurégraryimep-lyase.
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Source nutritionnelle : protéines et autres composeséléniés

] e ] N

MeSeCys — SeCys «—— SeMet SeQ” «—— SeQ?
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plyase B-lyase séléniées, non
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méthyltransférase
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Figure 6: Métabolisme des espéces séléniees dimnihe
(d’apres Rayman M.P. [72])
(GSSeSG : sélénogluthation ; ID : lodothyronineed@iase ; TR : Thiorédoxine-réductase ;
Sel P : Sélénoprotéine P ; GPx : Glutathion per@ase)

Le séléniure est ensuite transformé en sélénophtesppar l'action de I'enzyme
sélénophosphate synthétase (ou SPS2) et de I'adértaphosphate (ATP) puis incorporé dans
la chaine polypeptidique des protéines via le codmtil-guanine-adénine (UGA) de facon
spécifigue sous forme de sélénocystéine pour doruhes sélénoprotéines [140]. La
sélénocystéine n’existe pas en tant qu'acide artibré. Cette incorporation spécifique du
sélénium, schématisée Figure 7, met en jeu lassénmme précurseur. La premiere étape de la
biosynthese est I'incorporation de I'acide amingngésur '’ARNtSec, catalysée par une séryl-
ARNt synthétase. Le séryl est alors converti erérgsystyl par I'enzyme sélénocystéine

synthase. Les travaux de Xtial.[141] et Yuanet al.[142] ont montré que cette enzyme est la
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protéine SLA/LP (Soluble Liver Antigen/Liver Panagd identifiée précédemment en complexe
avec 'ARNtSec chez des patients souffrant d’hépathronique auto-immune. Cette protéine
utilise du sélénophosphate et un intermédiaire @sphoséryl-ARNtSec pour générer le Sec-

ARNTtSec.

seryl-tRNA 2 S
synthetase P Uslﬁhk?s:;; tR p
Ser
Ser
—  m .
+
Ser

ARNtSec selenophosphate

synthetase
selenocysteine (SPS2)
synthase H,PO,SeH (Se*)
(SLA/LP)
7 )fkl'\ill'5+F’i ATP
SEC43p
PS1 88032

SLA/LP £e0

-

o
i EFsec
8PS1_
SLNLP%
Figure 7: Formation de 'ARNt-sélénocystyl chezdasaryotes, acteur principal de

l'incorporation spécifique de la sélénocystéine sl&es protéines
(d’aprés Allimang et Krol [143])

L'incorporation de la sélénocystéine dans les preséest un processus complexe, car il
n'existe pas a proprement parler de codon spéeifigpur cet acide aminé. Dans I'ARN
messager, a la position correspondant a la sélét@og dans la protéine, on trouve un codon
UGA, qui est normalement un codon stop, signat@&ate la traduction. Cette reprogrammation
du codon UGA est connue chez les procaryotes [@ti4]le est en voie d’élucidation chez les
eucaryotes [143]. L'incorporation spécifique duésélim nécessite non seulement la présence de
sélénocystéyl-ARNtSec mais également celle de @émpre Sel B, aussi appelée facteur

d’élongation spécifique de la sélénocystéine, amsune séquence sur 'ARNm, appelée
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élément SECIS pour SElenoCysteine Insertion Seguddélément SECIS est une structure
secondaire en « tige-boucle » située directemergtsale codon UGA (en 3’) dans la région
codante de 'ARNm. Ces spécificités de '’ARNLt pettaet I'incorporation de la sélénocystéine
dans la chaine polypeptidique en formation, damtitodon est complémentaire de UGA.

La sélénométhionine et la sélénocystine peuverdi &iee directement incorporées de
facon non spécifique aux protéines en prenant kceplde leurs homologues soufrés
respectivement la méthionine et la cystine. Lesséqguences physiologiques de cette
incorporation non spécifique ne sont pas clairéi]1

Outre lincorporation dans les protéines, les sélés ainsi que les autres formes
séléniées ingérées, peuvent également étre exa@t&s méthylation par les voies respiratoires
ou urinaires. La méthylation semble étre une fodmealétoxication. Selon Itoh et Suzuki [145]
les formes méthylées excrétées par voie urinairet se sélénogalactose et Iion
triméthylsélénonium et, lorsque la quantité enrsél@d ingérée est trop importante, le sélénium

est finalement éliminé sous forme de diméthyséténpar les voies respiratoires [136].

3.4. La répartition du sélénium dans les différents tissus et fluides humains :

biométrologie

a) Intérét de la biométrologie

Un biomarqueur d’exposition est généralement défiomme un composé, ou un
métabolite spécifique, présent dans des fluidesaimsrou des excrétats facilement collectables.
La biométrologie consiste a mesurer le taux d’uomarqueur dans les fluides biologiques
humains comme le sang, I'urine ou le lait, ou dasgissus comme les cheveux, les ongles et les
graisses [146]. Cette mesure reflete le niveau piisition a une ou plusieurs substances
chimiques, I'exposition pouvant étre naturelle arcée comme par exemple suite a une
supplémentation ou autre traitement. La toxicité sklénium ainsi que son essentialité
nécessitent un suivi de la quantité présente damgahisme. La biométrologie apparait alors
parfaitement adaptée a I'étude du métabolisme télément et devrait permettre d’établir une
relation quantitative entre apports séléniés efuenen biomarqueur(s).

Cependant, des variations de concentration en bgurear peuvent étre liées a différents
facteurs autres que I'apport du composé étudié :

- analytiques : prélevement (ponctuel & une heurenémn groupé sur une journée),

manipulation et stockage de I'échantillon avantyse;
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- biologiques, physiologiques : inter-individus (éiftnces liées aux caractéristiques
individuelles, i.e age, sexe, régime alimentaire, région) et intdvidus (variations
physiologiques du métabolisme).

Differentes méthodes sont parfois employées pouact&iser physiquement et
chimiqguement la matrice et ainsi normaliser lesiltéss dans I'échantillon étudié. En ce qui
concerne les échantillons d’urine, la déterminatienla densité, du poids sec [147] et de la
teneur en créatinine [148] de l'urine sont troiggpaetres qui permettent d’aboutir a une

normalisation.

b) Les concentrations en sélénium dans les tissus du corps humain

Dans l'organisme, la concentration en séléniuml aaas différents tissus diminue dans
I'ordre : reins > foie > rate > testicules > muscéediaque > poumon > cerveau [31, 82, 149]. Le
taux de sélénium tissulaire est lié non seulemetd guantité de sélénium ingérée, mais
également a la forme ingérée, et ce d’autant ptus [@s organes situés en début du processus
de métabolisation (reins, foie, rate sont les plifisctés). Les reins présentent généralement la
concentration en sélénium la plus élevée du conpsain qui est d’environ 0.90 mg(Se)kd.a
teneur en Se dans la rate représente 60 a 70%tdedar dans le foie représentant elle-méme
30% du sélénium total présent dans I'organismectlvaé enzymatique du foie joue un réle
primordial dans le métabolisme du sélénium (déation des substances peroxidatives...). La
concentration en sélénium dans le foie varie dgZbBes séléniprives) & 1.7 mg(Se)-kmpids
sec (zones séléniféres). Les muscles squelettipéssntent une faible teneur en sélénium allant
de 0.2 & 0.3 mg(Se).Rgpoids sec) pour des personnes en bonne santéantage teneur en
sélénium moyennej.e environ 40 pg(Se)/jour. Cependant, de par leurpgntmon dans
I'organisme (environ 50% du poids corporel totd$) représentent la quantité la plus importante
de sélénium contenu dans les tissus mous. |l &stegsant de noter que le muscle squelettique
contient beaucoup moins de sélénium que le musctbagjue [31].

De toutes les concentrations tissulaires, la plalle est celle dans les reins. En cas de
déficience, la teneur en sélénium dans le foiegtuscles est fortement réduite alors que celle
dans les reins est maintenue constante. Ainsicdasentrations en sélénium dans les tissus ou
organes, autres que les reins, reflétent le nidéaxposition au sélénium. Les reins, quant a eux,
régulent le métabolisme du sélénium et jouent U méajeur dans le processus de détoxication
du corps humain. Comparée aux autres tissus, latitgi@n sélénium présente dans les reins

n'est pas dépendante des variations géographiq66s [
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c) Voies d’excrétion du sélénium: intérét de I'urine comme biomarqueur
d’exposition

L’excrétion du sélénium est realisée via I'urines feces et 'air expiré. La transpiration
et la salive sont des voies mineures d’excrétionséliénium [151]. L’excrétion du sélénium
dépend de plusieurs facteurs dont : la quantité&iénium ingérée, I'état physiologique de la
personne, le type d’aliments contenant Se (présg@@®mposés qui inhibent I'absorption ou la
métabolisation...) et la forme chimique sous laquiellgélénium est ingére.

L’excrétion du sélénium par le biais des voies iraspires n'a lieu qu'en cas
d’exposition a une forte concentration en séléniume expérience menée sur des rats exposés a
lingestion de doses de 2.2 - 5.4 mg(Se}.ka montré que 41 & 62 % du Se était excrété dans
I'air expiré. Ce pourcentage est abaissé a 0.2% pbur des doses ingérées dans la gamme
0.005 - 0.9 mg(Se).kg[152].

Pour en revenir a 'Homme, l'urine est la princpaloie d’excrétion du sélénium.
Environ 50 a 70% du sélénium ingéré est généraleaininé par voie urinaire [28], bien gu'il
existe des exceptions. En effet, une étude menéa swncentration en sélénium urinaire de 7
sujets avant et apres la prise de 200 mg de s€ldaisodium, a montré que seulement 15% du
sélénium ingéré pouvait étre excrété [153]. L'ekoréurinaire de sélénium, comprise entre 20
et 200 pg(Se)/jour pour des individus en bonne ésghb4], peut étre influencée par de
nombreux facteurs pathologiques tels que le cartgmpertension, I'épilepsie [155]. Il a été
observé que I'élimination du sélénium par voie air@ chez les femmes enceintes est diminuée
[156]. L’activité musculaire semble également isfiger I'excrétion urinaire du sélénium, la
concentration en sélénium dans l'urine pouvant teusuite a un effort physique [157]. Par
marquage isotopique, Thomson et Steward [158] anitré@ que suite a l'ingestion d’une faible
dose de sélénite (0.01 mg), 6% étaient excrétés klame dans les 24 heures suivant la prise
tandis que 64 a 67% étaient excrétés pour une diwdemg. De la méme maniére, les teneurs
mesurées dans les urines des habitants de Nodétiade (zones séléniprives) sont inférieures
a celles mesurées par exemple chez les Nord-An&sieazant sur des sols séléniferes [159].
L’élimination du sélénium par voie urinaire est ué#d en cas de déficience et se trouve
rapidement augmentée (dans les 24 heures suivgmis@) en cas d’intoxication du fait de
I'autorégulation rénale ou homéostasie.

Des travaux plus récents ont porté sur l'influedeela forme chimique de Se ingérée
[160, 161]. lls ont ainsi montré que quelle quetska forme séléniée ingérée (L-
sélénométhionine, D,L-sélénométhionine, sélénitmix ndu Brésil), le sélénium est

majoritairement excrété dans les 4 a 10 heuresujuént I'ingestion et, que le taux en sélénium
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urinaire retrouve son niveau normal dans les 4&iihsgivent I'ingestion de 1 mg(Se). lls ont
également constaté que la forme chimique ingérae jm réle sur la vitesse d’excrétion, la
teneur totale en sélénium et les formes chimiqueségees. Les processus de métabolisation
different selon la forme chimique ingérée. La td®ic propre a chaque composé, en est
également dépendante, d’ou l'intérét de I'analyse pas de la concentration totale en sélénium
dans I'urine mais de sa spéciation.

L'utilisation de l'urine comme matrice d’étude poudentifier des biomarqueurs
d’exposition apparait comme la plus adaptée powuricomprendre le devenir du sélénium
ingéré, ainsi que les étapes de sa métabolisafionda mieux contréler les apports (forme

chimique et quantité ingérée).
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1.B. ANALYSE DE SPECIATION DU SELENIUM DANS L’URINE

1. ETAT ACTUEL DES RECHERCHES

A I'heure actuelle, les mécanismes biochimiquestia des composés séléniés sont mal
connus. De nombreuses recherches sont en couregeayer d’identifier des espéces séléniées
caractéristiques de changements métaboliques pbdedimiter I'aspect bénéfique de I'aspect

toxique du sélénium.

En 2004, un état des lieux des recherches condelemmeétabolites séléniés présents
dans l'urine a été fait par K. A. Francesconi ePannier [162]. Cette étude critique des travaux
publiés avant le développement des techniques diadipn couplées, telles que la
chromatographie liquide a haute performance coupléa spectrométrie de masse a plasma
induit (HPLC-ICPMS), et des techniques d’identifioa (spectrométrie de masse moléculaire),
remet en cause certains résultats obtenus du daittechniques analytiques utilisées et d’'un
manque d’interprétation des données. Parmi leszqguaoomposés séléniés rapportés dans la
littérature comme métabolites urinaires, seulerma ont été rigoureusement confirmes.

Le rat a souvent été utilisé comme sujet d’étudenianiere générale le rat semble étre
un bon modéle pour étudier le métabolisme du sghérhez ’homme, en particulier en ce qui
concerne les métabolites urinaires car le compaméntdes composés parait relativement
similaire. Le métabolite sélénié majeur présentsdamine humaine a tout d’abord été identifié
dans l'urine de rat [163]. Les études sur le ratm@étent donc de caractériser au préalable les
différentes espéces séléniées présentes danslavant de mener les études sur 'homme, plus
délicates de par les faibles concentrations rengestet impossibles dans certains das (
analyse des organes ou supplémentation a dosei&)xiq

Dans le cadre de cette étude bibliographique nous himiterons aux résultats obtenus
sur ’'Homme et sur les rats ayant été supplémeriééleur alimentation, la supplémentation des
rats par voie intraveineuse étant considérée comnopeéloignée des conditions classiques de

supplémentation chez I'Homme et pouvant induireva@ss métaboliques différentes.

La méthylation est le résultat d’'un mécanisme dexdéation fonction de la dose et de la
forme séléniée ingérée. Les formes monométhyléeséttnium, telles que les sucres, sont
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excrétées majoritairement suite a un apport séiésiéfisant, normal ou toxique, tandis que la
forme triméthylée, I'ion triméthylsélénonium (TMSesemble étre excrétée préférentiellement
si la dose est toxique [145, 164]. La relation etdrquantité de ces especes dans l'urine et I'état
physiologique a longtemps semblé indiquer que spgaes peuvent étre utilisées comme des
indicateurs d’exposition au sélénium. Cependant1@84, Robberecht et Deelstra [155] ont
remis en cause les observations faites sur I'ionéthylsélénonium avec I'argument que les
travaux ont été menés sur un nombre trop faiblehdigtillons, ne permettant pas de garantir
I'exactitude et la reproductibilité des résultadsijourd’hui, soit 30 ans plus tard, ces critiques
sont toujours d’actualité. Avec le développemens dechniques couplées, telles que la
chromatographie liquide couplée au spectrometmmagse a plasma induit, et des techniques de
spectrométrie de masse moléculaire, le métabdltm® majeur a été identifié comme étant le
sucre méthyl 2-acétamido-2-déoxy-1-sél@rb-galactopyranoside (sélénosucre 1 : SeGal). Les
métabolites mineurs confirmés (Figure 8) sont migthyl 2-acétamido-2-déoxy-1-séléfd-
glucopyranoside (sélénosucre 2: SeGlu), le métBdamino-2-déoxy-1-sélénd-D-
galactopyranoside (sélénosucre 3), lion TMSé& sélénite (SelV) et la sélénométhionine
(SeMet) (dans le cas d'une supplémentation avecefeNDes travaux récents [165] ont
également mis en évidence la présence de compélgdsés volatils dans des urines normales,
c’est a dire provenant de personnes non suppléagrdént le diméthylséléniure (DMSe) et le
diméthyldiséléniure (DMDSe). Cependant, a I'heuwctuelle, de nombreux composés détectés

dans l'urine n’ont toujours pas été identifiés.

o) H,C
0O—Se /Se—CH3
\o' H,C
selénite (SelV) ion trimethylsélénonium (TMSg
OH
HO O secH O secH  HO O secH
H
OH H
H H
H NHCOCH, NHCOCH,
sélénosucre 1 sélénosucre 2 sélénosucre 3
méthyl 2-acétamido-2-déoxy- méthyl 2-acétamido-2-déoxy- méthyl 2-amino-2-déoxy-

1-séléno-b-D-galactopyranoside (SeGal)  1-séléno-b-D-glucopyranoside (SeGlu) 1-séléno-b-D-galactopyranoside

Figure 8: Especes séléniées dont la présence damsel humaine normale a été confirmée
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1.1. Formes dissoutes

a) La présence aléatoire du TMSe*

Depuis la découverte en 1969 par Byard [166] dunpre métabolite sélénié, le cation
TMSe', dans l'urine de rats supplémentés avec du sélgfi®e), les recherches sur les
composeés séléniés présents dans l'urine se semisifiees. Les travaux suivant ceux de Byard
ont permis de consolider I'hypothése considérantSEMcomme un des métabolites majeurs
présents dans l'urine. Cette hypothése est renmseaese en 1987 par Zaislal. [164] qui
indiquent que TMSene serait présent dans I'urine qu’aprés un apgeeessif en sélénium.
Avec lintroduction de nouvelles techniques plusestives du TMSE telles que I'HPLC-
ICPMS, les données indiquant la présence de T\i8as I'urine sont plus rares et certains de
ces résultats ont pu étre remis en cause [162, tBZhque d’expériences complémentaires
[168-170], identification de TMSeéluant dans le volume mort de la colonne [171])1 T®puis
peu, Suzuket al.ont montré que I'excrétion de TMSehez le rat dépend de I'dge [173]. Une
forte variabilité de la teneur en TMSelans I'urine humaine (de 1 a 52% de la somme
sélénosucres + TMSga également été mise en évidence sur 7 sujets s@i une dose de 200
Hg(Se) sous forme de sélénite [153]. Cette variiakal recemment été confirmée par I'analyse
HPLC-ICPMS et lidentification par spectrométrigwstturale (MS/MS) de TMSedans I'urine
de 5 patients atteints d’'un cancer et soumis a sug@plémentation quotidienne en L-
sélenomeéthionine a forte dose (2 x 4000 pg(Se)/jpmndant 7 jours, puis 4000 pg(Se)/jour
pendant 21 jours) [174]. La concentration en TKM8ariait de 1.2 & 8 pg(Se)*L(soit 0.06 -
0.29% de la somme des espéces identifiées) a péroe d’'un patient pour lequel la
concentration en TMSeétait de 332 ug(Se)L(11.4% de la somme des espéces identifiées).
Cette étude a également permis d’observer une augtien de la concentration des métabolites
(sélénosucres et TMSedans l'urine dés le premier jour suivant la prisetraitement. Suite a
cette supplémentation pouvant conduire a une icébxin (8000 pg(Se)/jour soit environ 130
fois la dose conseillée), le cation TMS@est pas détecté dans I'urine en tant que métabol
majeur. Cette étude semble réfuter I'hypothésegtamps admise, que TMSsoit le métabolite
préférentiellement excrété lors d’une intoxicatiam sélénium [160, 174]. TMSevapparait
donc pas comme un biomarqueur d’exposition au g&ténLes causes de la variation inter-

individus de la concentration en TMSexcrétée dans I'urine sont toujours inconnues.
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b) La présence inconditionnelle du métabolite sélénié majeur :
le méthyl 2-acétamido-2-déoxy-1-séléno-fS-D-galactopyranoside (SeGal)

Ogra et ses collaborateurs [163] ont, pour la peeenfois, mis en évidence la présence
d’un sucre sélénié, un dérivé de la méthylséléngicBtylhexosamine, comme métabolite majeur
dans I'urine de rats supplémentés via leur eavoisbn contenant du sélénite & 2 ug(SeymL
Les travaux de cette équipe ont ensuite permisrmsures spectrométrique (spectrometre de
masse) et spectroscopique (résonance magnétiqléaime); confirmées par synthese chimique,
l'identification  précise du métabolite: méthyl 2éamido-2-déoxy-1-sélérpD-
galactopyranoside (SeGal) [175]. L'étude paralttde métabolites présents dans le foie des rats
a indiqué la présence de SeGal ainsi que de laefgtatathion soufrée conjuguée (s€lénosucre-
SG). Le processus métabolique de formation du ssélémié SeGal a alors été proposé, Figure
9.

Se0 > —>Se0,> j/ J(—SeCys <— SeMet
GSSeH 3— H,Se

OH
CH,OH H Nig
HO 2

HZ
NHAG ?=o

NHAc |
CH.

Sélénosucre-SG YOH

SAM méthyl transférase
+ réducteur
SAH

H,OH
HO SeCH,

NHAc

SeGal
= métabolite Se urinaire

Figure 9: Mécanisme d'excrétion du sélénosucre rtajoe présent dans l'urine (SeGal)
(d’apres Kobayashi et al. [175]).
GSSeH: GS-sélénopersulfure; SAM: S-adénosylmétiap8iAH : S-adénosylhomocystéine
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La variation de lintensité des deux composés $&é(SeGal et sélénosucre-SG) en
fonction du temps ainsi que I'introduction d’un ibiteur de méthylation ont permis aux auteurs
de conclure que le sélénosucre-SG était un praaudee SeGal. Un mécanisme de méthylation
réductive semble donc avoir lieu au niveau du foée réaction du sélénosucre-SG avec un
donneur méthyle (S-adénosylméthionine) pour for@eGal. La formation du sélénosucre-SG
semble étre due a la réaction entre le GS-sélésalfime, sous produit de la réduction des
especes ingérées (SeCys, SeMet, formes inorganiigug) par la glutathion réductase (GSH)
pour former le séléniure, et d’'un sucre [176].

Gammelgaarcet al. [177] ont par la suite mis en évidence la présatees&eGal dans
'urine humaine suite & une supplémentation avedadevure séléniée a une teneur de 200
Hg(Se)/jour pendant 7 jours, puis de 500 pg(Se)joie de la collecte. Par co-élution
chromatographique avec le standard synthétisé mrdtoire et détection par spectrométrie de
masse, Bendhal et Gammelgaard [178] ont détecséléaosucre en tant que métabolite majeur
dans une urine normale, c'est-a-dire provenanted’parsonne non supplémentée. lls ont
également détecté des traces de son diastéréomso8eElu (représentant 2% de la teneur en
SeGal), aprés supplémentation avec 1000 pg(Se) lacimsme de levure séléniée [179]. La
présence d'un®3®sélénosucre (sélénosucre 3, cf. Figure 8) engadtconstituant mineur dans
une urine humaine a été déterminée aprés ingestiamon de compléments alimentaires (dose
non indiquée) [178].

Suite a cette découverte et au développement signdlaese, le sélénosucre 3 a également
été quantifié par une autre équipe, dans l'urinsujets n’ayant recu aucun supplément, a des
concentrations allant de 0.5 & 4 pug(Se)[153, 160, 174, 180]. La reproductibilité des itxs
ainsi que la qualité des analyses (3 séparatiamsnaiographiques complémentaires et détection
par spectrométrie de masse) permettent de val@eprésence du sélénosucre 3 comme
métabolite sélénié mineur dans 'urine normalestegdire issue de sujets non supplémenteés.

Au cours d’'une expérience menée sur un volontgiemtaingéré 1 mg de Se sous trois
formes différentes (sélénite de sodium, DL-sélértbingine, L-sélénométhionine), Kuehnelt
al. [160] ont suivi I'évolution de la quantité desigaélénosucres dans I'urine pendant les 48 h
suivant l'ingestion. Ils ont ainsi montré que lan@ chimique excrétée ne dépend pas de la
forme chimique ingérée, le métabolite final majeaxcrété dans l'urine avant et apres
supplémentation étant SeGal. Sa concentration,tquatie, dépend de la dose et de la forme
ingérée (environ 80% du sélénium total excrété dass24 heures apres ingestion de L-
sélenométhionine ou sélénite et, environ 65% aprg@sstion de D,L-sélénométhionine). De

maniére générale, quelle que soit la forme ingéeéeiron 9h apres ingestion, les teneurs en
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SeGlu dans l'urine ont augmenté d’un facteur 2céelles du sélenosucre 3 d’'un facteur 10 - 15,
et celles de SeGal d'un facteur 100-200. Lors d'aumtee étude portant sur des sujets atteints de
cancer et supplémentés en L-sélénométhionine artisfconcentrations (8 mg(Se)), les méme

facteurs d’augmentation de la teneur en sélenosuaenes I'urine ont été observés [174].

c) La présence de composés mineurs ou a I'état de trace reste a élucider

Le bilan des recherches sur le sélénium dans Eutmrat et/ou humaine réalisé en 2004
[162] a mis en évidence quinze métabolites dontaik été détectés par le biais d’analyses
critiguées par manque d’'information (données n@sgmtées, nombre d’échantillons trop faible)
ou de rigueur (un seul type de séparation, ideatifin de pic éluant dans le volume mort). Au
cours de ces 6 dernieres annees, la qualité etaspn des mesures se sont améliorées par
I'utilisation plus courante de techniques couplé&tsde détecteurs structuraux tels que les
spectrométres de masse moléculaire. La présencertdénes espéeces a ainsi pu étre consolidée
mais aucune nouvelle espéce n’'a été identifiée. damées collectées au cours de ces 6
dernieres années pour chaque métabolite séléngetéétdans I'urine sont détaillées dans ce

paragraphe.

Sélénite

Le sélénite a été détecté dans l'urine pour la genois, en 2000, par Gammelgaard et
Jons [181]. lls ont rapporté les résultats d’'aralgle 23 échantillons d’urine provenant de 11
volontaires non supplémentés, indiqguant la présedee sélénite a des concentrations
généralement inférieures & 5% du sélénium tota}{S 12.4 - 97.7 ug(Se)ld), a I'exception
de deux échantillons pour lesquels la concentratierSelV représentait 13% ([geF 55.9
ng(Se)..Y) a 16% ([Sel: = 36.5 pg(Se).l) du sélénium total. Le nombre important
d’échantillons analysés ainsi que la qualité de téghnique analytigue employée, la
chromatographie ionique couplée directement a MSR(rétention de SelVgt= 6.7 min, co-
élution peu probable), garantissent les donnéemnabs et semblent ainsi indiquer la présence
du sélénite en tant que métabolite mineur.

En 2004 l'analyse électrochimique d’'un échantilibarine (sujet non supplémenté) par
voltamétrie de redissolution cathodique a vagueséea (SQuare Wave Catodic Stripping
Voltammetry : SQWCSV) a conduit a la détection aesélénocystamine (représentant 43% du
sélénium total) et du sélénite (36% du séléniuralX$182]. Les auteurs concluent que ces deux

especes sont majoritaires dans l'urine humaine. 1€ssltats sont contradictoires avec les
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nombreuses études ayant confirmé que SeGal esttkbaolite majeur. La rigueur des résultats
ainsi que la méthode utilisée peuvent étre critgudes auteurs ont dans un premier temps
optimisé le protocole dans I'eau, matrice tresédéhte de I'urine, pour que la séléno-urée et la
sélénocystamine soient séparées par voltamétrig. methode n’étant pas spécifique, ils ont
montré que des composés soufrés et séléniés auamepbtentiel proche sans pour autant
analyser un grand nombre d’étalons tels que leesisgléniés par exemple. Avant les mesures
voltamétriques, les espéces (sélénocystamine, sélée, SelV et SeVIl) sont séparées par
extraction sur une cartouche d'échange cationique.sélénocystamine est retenue sur la
cartouche, son élution est obtenue avec l'aciderbitirique (HCI). Un ajout de HCI est
également utilisé pour la détection du séléniteelbourrait que ces différentes étapes et ajouts
de réactifs dénaturent les composés. La consenvdéid'intégrité des especes apres ce protocole
n'a pas été vérifiee. Il manque également uneigétibn des résultats par des techniques plus
spécifiques telle que I'HPLC-ICPMS ainsi que degligptions a un plus grand nombre
d’échantillons (provenant d’'un seul volontaire) @ivde pouvoir accepter que le sélénite et la
sélénocystamine soient des métabolites majeurs.

Dans une étude de Hongwetial. [183] mettant en oeuvre le couplage chromatogeaphi
en phase inverse/ ICPMS, le sélénite a été détact® une urine normale & une concentration de
0.9 pg(Se).l! représentant environ 2% des espéces quantifléesoficentration totale en
sélénium de I'urine n’étant pas précisée). Le typehromatographie utilisé n’est pas adapté aux
COMpPOSES inorganiques, non retenus sur la phasensire, et élués dans le volume mort de la
colonne. Des ajouts dosés en SelV ont montré gtedn co-élue avec le composé détecté mais
de nombreux composés peuvent également éluer s t@ort.

Avec une méthode similaire a celle de Gammelgaiidres [181], Wanet al.[184] ont,
en 2007, quantifié le sélénite dans deux échanslid’'urine (sujets non supplémentés) a des
concentrations représentant 9% a 13% de la comtemr totale en sélénium, égale
respectivement & environ 37 et 21 |ify.La validité de la méthode est démontrée parue te
recouvrement obtenu pour I'échantillon dopé enrs&&environ 95%). De la méme maniere
(taux de recouvrement proche de 100%), le sélemitdé quantifié a une concentration de
1.38+0.07 pg(Se)t (3% du sélénium total) dans une urine avant suppféation, cette
concentration s'élevant & 1.84+0.03 pg(S&X2% du sélénium total) aprés supplémentation (1
comprimé/jour pendant 7 jours) [185]. Il sembledwihc que la teneur en sélénite dans I'urine ne
soit pas influencée par une augmentation de la des&e ingérée dans ces conditions de

supplémentation (quantité et forme Se ingérée mécigees).
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Les différents travaux de recherche effectués ausode ces 6 derniéres années semblent
donc confirmer la présence du sélénite dans I'unioenale en tant que métabolite mineur. Sa
détection dans l'urine est limitée par sa concéiotmasouvent proche des limites de détection
analytiques [160, 186].

Sélénocystamine

Avant 2004, la sélénocystamine fut détectée auscalmne seule étude fortement
critiquée par Francesconi et Pannier [162]. Gamageliet al. [L77] ont également indiqué ne
jamais avoir détecté une espece possédant les m@mesétés chromatographiques que la
sélénocystamine dans l'urine. Depuis 2004, misaralj@gtude de Ochsenkihn-Petropoulou et
Tsopelas [182], dont I'exactitude des résultatsng@ise en doute dans le paragraphe précédent,

aucun autre travail n'a permis de démontrer lagarés de sélénocystamine dans I'urine.

Séléniate

Le séléniate a été détecté dans des urines norpeldéshatterjeet al. en 2003 [187] et
2004 [186]. Dans ces travaux réalisés par HPLC-ISPMs chromatogrammes font apparaitre
d’'importantes interférences polyatomiques au tedgsétention du séléniate, ce qui remet en
cause les données. En 2008, Kat@l.[185] ont identifié le séléniate dans une urinenmale et
une urine collectée apres supplémentation (1 comégour ; dose et forme Se non précisees)
sur la base de son temps de rétention (HPLC-ICPRI&3. ajouts dosés ne sont pas reportés, et
le pic attribué au séléniate n’est pas bien ségarkespéce majoritaire qu'ils supposent étre le
sélénosucre SeGal. Un seul type de séparation neatographie d’échange anionique) est
utilisé. Les données sont donc insuffisantes pounpir conclure sur la présence de SeVI dans

['urine.

Sélénométhionine

Certains auteurs ont identifié la sélénométhiordaas I'urine normale par co-€lution
chromatographique avec I'étalon [168, 169, 183].18Bpendant au cours de ces études, un seul
type de séparation chromatographique est utiliségu est insuffisant pour confirmer une
identification [162]. En effet, il a été clairemedémontré que I'utilisation d’'un seul type de
séparation couplé a I'lCPMS ne permet pas d’abcuties résultats irréfutables [187]. Un pic
initialement identifié par co-élution chromatograple dans un seul systeme comme étant de la

séléenomeéthionine s’est avéré correspondre a ua aamposé avec un autre type de séparation.
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A I'heure actuelle aucune étude n’a permis de cordi la présence de la sélénométhionine en
tant que constituant de I'urine normale.

En revanche, la sélénométhionine a été identifadence un métabolite majoritaire dans
les urines issues de sujets supplémentés aveedess séléniées [160, 188], SeMet constituant
également la forme séléniée majoritaire dans cppléments [137]. Dans I'étude réalisée par
Kuehneltet al. [160], une dose de 1 mg(Se) a été administrée \&lamtaire sous deux formes
différentes : D,L-sélénométhionine (mélange desxdsameres D et L) et L-sélénométhionine
(isomere L pur). L'expérience a été doublée. Unviguar HPLC-ICPMS sur une période de 48
heures apres ingestion du supplément a révéléagieméur en sélénométhionine dans les urines
est plus importante aprés ingestion de D,L-sélétluordne ([SeMet] = 20% [Sg] excrété)
gu’apres ingestion de L-sélénométhionine ([SeMef]. 5% [Se}: excrété). Il semblerait que la
forme D de la sélénométhionine ne soit pas métsdmicontrairement a la forme L qui est, quant
a elle, utilisée par le corps humain. Deux anggpd’autres travaux concernant l'isomere L-
sélénométhionine administré a fortes concentratfard000 pgSe/jour pendant 7 jours et 4000
pngSe/jour pendant 21 jours) a des patients attel@tsancer ont permis la confirmation des
résultats [174]. La sélénométhionine a alors étéatée par HPLC-ICPMS dans l'urine des
patients comme métabolite mineur voire a I'étatrdee. Cette forme séléniée est donc quasi-

entierement utilisée par I'organisme.

Autres composés

En ce qui concerne les autres especes séléniépsectes dans certains échantillons
d'urine avant 2004 [162], i.e. sélénoglutathion, sélénoéthionine, sélénocystéine,
méthylsélénométhionine, séléno-urée, sélénoadénétlyionine, méthylsélénaol,
méthylsélénocystéine, sélénocystine, aucune éudewrs de ces 6 derniéres années n'a permis
de les détecter dans I'urine. Ces espéces ne sandollec pas constituer des métabolites séléniés

dans I'urine (en particulier SeEt qui est un conépades synthése).

Composés non identifiés

Selon la quantité et la forme séléniée ingéréteraur totale en sélénium de I'échantillon
et la procédure analytique appliquée, entre dewnetcomposés séléniés qui ne correspondent
a aucun étalon connu ont été détectés par HPLC-ECBdhs 'urine humaine [153, 179, 180,
189, 190].
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A I'neure actuelle il reste donc a élucider lessemude la variation inter-individus de la
quantité de TMSedans les urines ainsi qu’'a identifier de nombreomposés inconnus.

1.2. Formes volatiles

C'est en 2006 que Juresd al. [191], dans le cadre d'une étude de stabilité des
seélénosucres dans I'urine, ont identifié les formeatiles DMSe, DMSeS et DMDSe dans des
échantillons dopés en SeGal. L'identification aatéenue par chromatographie gazeuse (GC) -
spectrométrie de masse (MS). Les formes DMSe et Bdlbnt également été détectees par
HPLC-ICPMS par comparaison avec les étalons. Famate a cette étude, DMSe et DMSeS
(supposé sur la base de son temps de rétentiodt®@mtétectés dans I'urine humaine certifiée
NIES CRM 18 par chromatographie liquide couplédGPMS [180]. Kresimonet al. [192]
avaient préecédemment détecté ces composés apreatidéravec du borohydrure de sodium,
cette réaction préalable ne rendant pas comptéodees séléniées initialement présentes dans
I'urine. Toutes ces études n'ont permis qu’une ys®lqualitative de ces especes dans l'urine
mais indiquent pour la premiére fois la possibitigd métabolites séléniés volatils dans I'urine.
Bueno et Pannier (2009) [165] ont optimisé une wahd’analyse quantitative de ces especes
dans l'urine normale, basée sur une microextracsianphase solide en mode espace de téte
(HS-SPME) suivie d’'une analyse par GC-ICPMS. Ad&ide cette technique, la teneur en
DMSe de deux échantillons d’'urine provenant de tsujgon supplémentés a pu étre
déterminée dans la gamme 4.5 - 10.3 ng(Se)la quantification du DMDSe est apparue plus
problématique, la réponse des ajouts n’étant paséme pour les échantillons étudiés. Une
estimation de sa concentration & 0.6 - 0.8 ng(Seddt donnée pour les échantillons stockés 3
semaines au réfrigérateur. Parmi les deux autmepasés séléniés inconnus également détectés,
la présence de DMSeS est fortement suspectée sbada de I'estimation de son point
d’ébullition selon son temps de rétention.

Il est important de souligner que, dans cette étiedeauteurs ont indiqué des difficultés
pour la quantification du DMDSe dans un des échan$ analysés présentant une teneur
significative de composés volatils soufrés (m/z. #Yur cet échantillon, les ajouts de DMDSe
ne se sont pas traduits par une augmentation e tla pic chromatographique correspondant,
mais par 'augmentation de l'aire attribuée au @& DMSeS observé lorsque l'analyse est
réalisée quelgues heures aprés l'ajout. Les autentrsainsi supposé une réaction entre les

composes soufrés et le DMDSe ajouté pour forméd$eS.
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A I'heure actuelle, seules trois études portantusir faible quantité d’échantillons (4 au
total) ont permis de détecter DMSe, DMDSe, et gmesger la présence de DMSeS dans l'urine
humaine normale en tant que constituants préselésah de traces. L'origine de ces especes
n'est pas connue. Elles peuvent étre des métabadkeniés ou des produits de dégradation
d’autres especes séléniées présentes dans I'ggt@n@sucres). A l'inverse du DMSe, DMDSe
n'a pas été détecté dans tous les échantillongd’uhfin de pouvoir conclure sur la présence de
ces composes dans l'urine normale, des étudesfutant a envisager sur un plus grand nombre
d’échantillons. DMSeS n’a jusqu’alors été identidjgée par rapprochement entre son temps de
rétention et son point d’ébullition. Sa présendmac besoin d’étre vérifiee par spectrométrie de
masse structurale. La structure d’'un composé sléétiecté dans un des deux échantillons de

I'étude menée par Bueno et Pannier [165] demeuwakeégent a élucider.

2, TECHNIQUES ANALYTIQUES

2.1. Conservation de I’échantillon

L'urine est une matrice biologique dans laquelle slgéciation du sélénium peut
facilement évoluer au cours du temps du fait decti@as biotiques (présence de
microorganismes provenant de la flore microbieret&)u abiotiques. Une étude de stabilité des
sélénosucres dans l'urine a montré leur dégradaties la troisieme semaine de stockage a 4°c
[191]. Il semble donc préférable d’analyser lesaétitions rapidement apres leur collecte ou
dans le cas contraire de les conserver dans deftioos telles qu’il n’y ait pas d’évolution
possible (par ex. -80°c ou lyophilisation). Le déppement d’'une technique analytique rapide
peut également étre utile pour minimiser la dustdckage des échantillons.

2.2. Choix des techniques de préconcentration et extraction

L’'urine est une matrice complexe (urée, protéihex.particulierement chargée en sels
(concentrations en sodium et potassium de l'ordre5@ & 150 mM) ce qui peut perturber
I'analyse en particulier lorsque celle-ci est baséeun couplage chromatographie-spectrométrie
de masse (perturbation de la séparation, encrassatada colonne chromatographique et du

détecteur, variation de la sensibilité du sign&))169].
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a) Extraction et préconcentration des composés dissous

Pour l'analyse de composeés dissous, la plupartade=urs diluent 'urine 10 fois avant
son injection en HPLC-ICPMS. Cependant, dans cedittons, de nombreux composeés, n’étant
présents qu’a I'état d'ultra traces, ne sont pasatiés. Une solution consiste a purifier et/ou a
préconcentrer I'échantillon avant son analyse. heimtaire de toutes les techniques déja testées
pour la purification et/ou la préconcentration @spéces séléniées dissoutes dans l'urine est
détaillé dans cette patrtie.

- chromatographie préparative (extraction) : actuellementla technique la plus couramment
utilisée est la chromatographie d’exclusion st&i$EC). Les composés sont séparés en
fonction de leur taille. La phase stationnaireisé# est tres robuste. Cette technique sert souvent
comme premiére étape de purification [163, 175,].1%@ammelgardet al. [177] ont ainsi
diminué la quantité de matiére organique (suivsial UV a 254 nm) de la fraction contenant
SeGal.

- élimination de l'urée par réaction avec l'uréase (etraction) : l'urée est le constituant
majeur de la matrice urine (environ 310 mmd).L{194]. Aprés une premiére étape de
purification par chromatographie d’exclusion stédget une extraction au méthanol comme
technique complémentaire, Ogrhal [163] ont ainsi éliminé 92% d’urée et 88% de'Na

- extraction a I'éther couronne (extraction) : de cette maniére plus de 90% de MaK"
sont éliminés apres 5 extractions consécutiveduded [168, 193]. L’éther couronne est connu
pour sa capacité a solvater les cations. Les méatins sont alors complexés puis extraits
dans le chloroforme.

- lyophilisation ou évaporation sous flux de W (préconcentration) : techniques qui
consistent a éliminer I'eau des échantillons. Eflest utilisées pour préconcentrer les analytes,
généralement en complémentarité des techniquesraléion [195]. Elles peuvent étre utilisées
directement sur l'urine [178] mais le plus souvegites servent & préconcentrer les solutés
présents dans les fractions collectées en sotigediolonne préparative telle que la SEC [193].

- extraction au meéthanol (extraction + préconcentratn): l'affinité des composés
organiques séléniés pour le méthanol rend poskhbleextraction, souvent assistée par ultra-
sons. Une partie des sels présents dans l'urinal@st éliminée [163, 178, 179]. Le solvant est
ensuite évaporé. Les analytes sont alors précaigsent

- extraction sur phase solide (extraction + parfois geconcentration) : cette technique
consiste a filtrer a débit constant un échantillmuide sur une phase stationnaire solide,
judicieusement choisie et préalablement conditienh&xtraction sur phase solide (SPE) a été
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développée dans les années 1980 comme complémeah aemplacement de I'extraction

liquide/liquide [196]. En comparaison avec |'extian liquide/liquide, la SPE est une technique

plus rapide, plus simple et qui consomme moinsotieant. C’est a I’heure actuelle la technique
d’extraction la plus couramment utilisée dans demim@ux domaines de la chimie:
environnemental, pharmaceutique, clinique, alimentat industriel. Il existe deux types de
conditionnement de la phase sorbante : le disqu martouche. La cartouche offre un plus
large choix de sorbants que le disque. Pour utisaiibn en routine et a moindre co(t, c’est la
cartouche qui est privilégiée. Les disques offpendant des avantages pour des applications
particulieres. lls sont utilisés en cas de préselecparticules en suspension dans I'échantillon,
pour filtrer de grands volumes d’échantillon (lasgaface de contact) rapidement (possibilité de
débit plus élevé qu'avec une cartouche). Selonalare du support d’extraction et celle des
analytes, les objectifs possibles de la SPE s@|{1

- élimination des interférents de la matrice (élinima des sels dans le cas de l'urine [172,
198]) ;

- préconcentration des analytes [169, 177, 188] ;

- séparation des composeés présents dans I'écharjfiBan ;

- piégeage des analytes instables en milieu liquidiacilement volatilisables ;

- réactions de dérivation des analytes a la surfacthant.

De nombreuses phases solides sont actuellememndi$gs commercialement ce qui se
traduit par un large panel d’applications de la $RBEs les laboratoires. On rencontre en général
deux grandes familles de sorbants sur lesquelsgsefiés des groupements fonctionnels:

- les silices :supports hydrophiles sur lesquels sont greffésgd@spements hydrophobes de
type C8 ou C18 (mode phase inverse) ; des groupsmelaires de type CN ou Diols (mode
phase normale) ; des groupements ioniques de typ@HC(échange de cations) ou NH
(échange d’anions) ; des groupements hydrophobémigiues (mode mixte). La stabilité
chimique de ces supports est moins importante oglee aes polymeéres. lls sont
généralement stables pour un pH compris entre/ Sadt présentent une meilleure sélectivité
que les polymeres ;

- les polymeres :le plus couramment utilisé est le polystyrenefgiilbenzéne (PS-DVB) sur
lequel peuvent étre greffés des groupements famatis tels que C#¥DH, COCH, SGQH
afin d’augmenter I'hydrophilie [197, 199]. Ces sopp sont trés stables chimiquement. lls
supportent des pH allant de 1 a 14. lls sont meéhactifs que les supports en silice greffée

mais posseédent une capacité de charge bien plusrtempe du fait de leur haute surface
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spécifiqgue pouvant aller jusqu'a 30% de la mastaetale I'adsorbant contre 3 - 10% pour
les supports en silice [200].
Le choix du support est trés important car c’estjlu contréle les parameétres tels que la
sélectivité, I'affinité et la capacité. Un bilansdsupports utilisés ainsi que des résultats obtenus

pour I'extraction des métabolites séléniés dammkupar SPE est présenté Tableau 8.
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Tableau 8: Bilan et résultats des techniques daettion par SPE appliquées a I'étude des métabadiéddniés dans I'urine humaine

Rétention Technique

Echantillon Nature de la phase des analytes Commentaires Especes détectées d'analyse Refs
Elimination par SPE des traces d’acide picrique utisé pour I'extraction a I'ether de couronne
Urine  humaine silice greffée non, sauf - élimination de plus de 90%  TMSe€’, SeMet + 5 composés nonHPLC(CEX)-ICP-MS  [168]
pendant et aprestrimethylaminopropyl (AE) SelV et [Na'] et [K'] par extraction a identifiés
supplémentation SeVI I'éther de couronne
avec SeMet Rendement du sélénium total :

87% extraction a I'éther
85% SPE
Urine humaine  silice greffée non, sauf - élimination de 57% [K] par SeCyst, SeMet, SeEt + HPLC(AE)-ICP-MS [193]
dopée (SelV, trimethylaminopropyl (AE) SelV et  extraction a I'éther de couronne composés non identifiés HPLC(RP)-ICP-MS
SeVI, SeMet, SeVI - stabilité des composés séléniés ESI-MS/MS
SekEt, SeCyst) pendant traitement
Elimination par SPE d’une partie de la matrice organique de l'urine
Urine humaine  silice greffée C18 (RP) non - dilution (2 : 5) da&@ milli-Q TMSe'(101%), SeCyst(94%), HPLC(AE)-ICP-MS [172]
dopée (SelV, - Rendement d’environ 100% SeMet(98%), SeEt(95%),
SeVI, SeMet, pour toutes les espéces SelV(99%), SeVI(98%),
SekEt, SeCyst, U1(97%), U2(102%)
TMSE€) N.B : le rendement de chaque
espéce est noté entre parenthése

Urine humaine  silice greffée C18 (RP) non - Rendement d’envird6% SelV, SeVI, SeCyst, SeMet, HPLC(AE)-MO-HG- [198]
dopée (SelV, pour toutes les especes TMSE€" + composés non identifiésAAS
SeVI, SeMet, MAIS : toujours un important FI-MO-HG-AAS
SekEt, SeCyst, effet de matrice
TMSE)
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Rétention Technique

Echantillon Nature de la phase des analytes Commentaires Espéces détectées d'analyse Refs
Elimination par SPE des sels et préconcentration deanalytes
Urine humaine polymére de N- oui - préconcentration n.d. Séparation sélective et HPLC(RP)UV/ICP-  [177]
apres vinylpyrolidone et - élimination de 50% Naet K  préconcentration du métabolite MS:
supplémentation divinylbenzéne majeur (Chromatographie
avec SeMet preparative)
SEC-UV/ICPMS
APCI-MS
Urine humaine  silice greffée C18 (RP) oui - préconcentration x10 TMSE€', SeMet, MeSeMet + HPLC(IP)-ICP-MS [188]
pendant et aprés - diminution des sels composeés non identifiés dont le
supplémentation Rendement SeMet : 95% métabolite majeur
avec SeMet
Urine humaine silice greffée C18 (RP) oui - préconcentration x20 SeMet, TMSé AdoSeMet + HPLC(IP) -ICP-MS [169]
modifiée avec acide - diminution des sels composés non identifiés dont le ESI-MS
hexanesulfonique - rétention sélective des espécesnétabolite majeur

cationiques (aprés ajout d’acide
perchlorique)

n.d : non défini

Modes SPE ou chromatographique :

CEx = Echange de cations

AE = Echange d’anions

RP = Phase inverse

IP = Chromatographie de paire d’ions

SEC = Chromatographie d’exclusion stérique
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D’aprés cette synthése bibliographique, nous ctmstaque pour la purification des
échantillons d’urine, la SPE est utilisée selor@ctifs différents :

- le premier est un cas particulier d’'utilisation daconsiste a éliminer les traces de réactifs
utilisés pour I'extraction a I'éther couronne awate phase stationnaire échangeuse forte
d’anions [168, 193]. Diaz Huertt al. [193] ont montré que le traitement n’affectait peas
nature de la sélénoéthionine (SeEt), sélénocyla€yst), SeMet et SeGal. Cependant cette
technique présente l'inconvénient d’éliminer égatatnles composés anioniques séléniés,
SelV et SeVl, retenus sur la phase stationnairargguse d’anions ;

- le second objectif est d’éliminer une partie dematiére organique contenue dans l'urine
pour I'élimination de certains interférents pouvaetrturber les analyses et une meilleure
conservation des échantillons. Dans ce but, lesuasiont utilisé des supports hydrophobes
(silice greffée en C18) sur lesquels ils ont filkechantillon dopé en SelV, SeVI, SeMet,
SeEt, SeCyst, TMSet I'ont collecté en sortie [172, 198]. lIs ont siimbtenu un rendement
d’environ 100% pour toutes les especes mais obsemeejours un important effet de
matrice ;

- le troisieme objectif, le plus utilisé, consisteedenir les composés d’intérét sur la cartouche
en vue de les préconcentrer tout en éliminant waréiepde la matrice. Les métabolites
séléniés présents dans l'urine sont de nature mpg@anPour leur rétention, I'utilisation de
supports pour lesquels I'eau présente une faibfeef@luante, c'est-a-dire les supports
hydrophobes de type silice greffée C18 ou polynmanete hydrophobe/hydrophile, sont
utilisés. Dans ce cas les sels contenus dansd’'mensont pas retenus et ainsi éliminés.

Avec l'utilisation d’'un support en silice greffé €l8, Gammelgaardt al. [188] ont
obtenu la rétention du métabolite majeur et de as@p se€léniés inconnus avec un facteur de
préconcentration de 10, ainsi que la diminutiomdiemn 50% de la concentration en sels de
'urine. Au cours de travaux meneés par Wroletlal. [169], ces auteurs ont constaté que
I'adénosylsélénométhionine (AdoSeMet), ou TMIJermes séléniées cationiques, n’étaient pas
retenues sur la cartouche modifiée avec I'acidahesulfonique au pH naturel de l'urine. lls ont
donc ainsi supposé que les espéces cationiquesntfaiegées par de grosses molécules
anioniques telles que l'acide urique empéchantiaaturel, la formation de paire d’ions avec
les groupes hexanesulfonates présents sur la sutéata cartouche. En abaissant le pH avec les
ions perchlorates, connus pour leur capacité adpmes paires d’ions, ils ont ainsi réussi a
substituer les grosses molécules anioniques parofes perchlorates. Sous cette forme, les
especes seéléniées pouvaient alors plus facilemetéragir avec les groupements

hexanesulfonates. lls ont alors obtenu une dinonutie la concentration en sels de I’échantillon
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et sont parvenus a détecter AdoSeMet, TMSeMet ainsi que des composés inconnus dont le
métabolite majeur.

Le probleme majeur de toutes les techniques d'etxdra est qu’elles font intervenir de
nombreux réactifs et de nombreuses étapes pouwvaniuice a une dégradation des espéeces
[163], une perte des espéces inorganiques [198],oxgdation comme par exemple celle des
sélénosucres [201, 202] et/ou une contaminatioiédbantillon, ce qui peut conduire a des
résultats erronés. La procédure de prétraitemetthdntillon doit donc étre la plus simple
possible. Pour étre validés, ces protocoles néeassin contréle de la stabilité des especes.

Parmi toutes les techniques de traitement d’édhamtil’extraction sur phase solide
(SPE) est certainement la plus simple d'utilisation

b) Extraction des composés volatils

Pour I'analyse des composés organiques volatils tHarine, la technique de I'espace de
téte statigue ou dynamique « purge and trap » quingt de préconcentrer les analytes, est
couramment utilisée [203-205]. En mode statique, partie de la phase gazeuse de I'échantillon
chauffé et placé dans un réacteur fermé, est @rélapres obtention d’'un équilibre. Dans ces
conditions les analytes ne sont pas préconcerirésnode dynamique, la technique de « purge
and trap » permet de préconcentrer les especesiparption sur un support. L'entrainement des
composes volatils a l'aide d'un gaz vecteur (géer@ent de I'hélium ou de l'azote) et leur
piégeage dans un tube rempli de carbone ou de potyorganique poreux conduisent alors a
des limites de détection de I'ordre du |§JR06]. La récupération des analytes est réalisée a
l'aide d'un solvant organique ou le plus souventupadésorbeur thermique. Cette méthode peut
étre automatisée et convient particulierement pdes analyses de routine. Avec un
fonctionnement similaire, la technique du piégeaggogénique suivi d’'une désorption
thermique a également été utilisée pour I'analysendbtabolites (cétones, terpéenes, furanes,
alcools, lactones, pyrolles) dans l'urine [207, R(& technique du « purge and trap » et le
piégeage cryogénique présentent l'avantage d'éémérglement couplées directement a la
chromatographie en phase gazeuse.

Toutefois I'analyse de composés volatils présentsétat de traces, tels que les drogues,
fait le plus souvent appel a la microextraction phase solide (SPME) comme technique
d’extraction et de préconcentration [209-211].

Pour l'analyse des composés séléniés volatils dies matrices biologiques, une
technique de préconcentration et d’extraction estessaire du fait de la faible teneur des
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analytes, généralement présents a des concensrakiofordre du ng(Se)t Méme si quelques
auteurs utilisent le purge and trap [212, 213] @piEgeage cryogénique [136], la technique la
plus couramment utilisée est la microextractionphase solide [63, 214-219].

La SPME est une technique récente, initialementeld@pée il y a une vingtaine
d’années par I'équipe de Pawliszyn pour I'extractite composés organiques [220]. Son atout
majeur est de permettre I'extraction et la précatraegion des analytes pour ainsi détecter des
espéces a des concentrations de I'ordre du™hg@21]. En plus de cela, elle n'utilise pas de
solvant. Elle est simple et rapide tant au niveaprélevement que de I'analyse.

Le systeme comporte une fibre en silice recouveateun film de phase absorbante ou
adsorbante. Les parametres qui peuvent influerecesotption sont: nature et épaisseur de la
phase, mode d’extraction (espace de téte ou ditectps d’extraction, agitation, température,
volume d’échantillon, matrice (présence de sels,fpkte ionique), analyte.

Plusieurs phases existent comme les polyméres @& tgel que sont le
polydiméthylsiloxane (PDMS) et le polyacrylate (PA) existe aussi des phases mixtes
constituees de solides poreux de type divinyloee&VB) ou Carboxen (CAR) fixées par le
biais de polymeres tels que le PDMS. A I'heure elttula société Supelco (Sigma Aldrich)
propose cing principaux types de phases de natute polarités différentes présentées dans le
Tableau 9. D’autres types de phases existent etincemt d’étre développées pour des

applications spécifiques [221].

Tableau 9: Caractéristiques des principales fibB#AME disponibles
(d’apres Haberhauer et al. [222])

Type de fibre Nature de Modes de  Epaisseur de Volume de
la phase sorption la phase la phase
(Lm) (19)
Polydiméthylsiloxane (PDMS) gel absorption 7-3MO 0.086-0.132
-0.612
Polyacrylate (PA) gel absorption 85 0.521
Carbowax/divinylbenzene gel/ solide adsorption 65 0.357
(CW/DVB) poreux
Carboxen/Polydiméthylsiloxane gel/ solide adsorption 75 0.436
(CAR/PDMS) micro-
poreux
Polydiméthylsiloxane gel/ solide adsorption 65 0.357

/divinylbenzene (PDMS/DVB) poreux

Des études menées sur les composés volatils darnsel’'ont montré que la phase

adsorbante de type carboxen-polydiméthylsiloxan®R®DMS) était particulierement efficace
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en terme de sensibilité et de capacité a captepdites molécules telles que les métabolites
[165, 211, 223, 224]. De plus, par comparaisonrdis types de fibres : PDMS, CAR-PDMS,
PA pour l'analyse de DMSe et DMDSe, Dieadt al. ont montré que la fiore en CAR-PDMS
affichait la plus importante efficacité d’extractif216]. Dans ce cas, des microsphéres poreuses
de carbone (CAR) sont immobilisées sur un filmiligude PDMS. Les espéces viennent donc se
fixer (physiguement ou chimiquement), sur ou daes pores. L'extraction repose sur un
processus d’adsorption. Les différentes composahte® fibre sont présentées Figure 10. Lors
de I'étape d’extraction, la fibre est placée saiectement dans I'échantillon aqueux (extraction
directe), soit dans I'espace situé au dessus dRdfdillon (extraction en espace de téte). Cette
derniére est préconisée pour les composés votiess matrices chargées telles que les fluides
biologiques afin de minimiser la sorption d’integgts présents dans la matrice. Dans le cas de
I'extraction en mode espace de téte, le principelad&SPME est basé sur I'obtention d'un
équilibre entre trois phases : la phase aqueugshdae gazeuse et la phase recouvrant la fibre.
Lorsque I'équilibre est atteint la fibre est rétéecdans une protection en inox. L’aiguille de la
seringue est alors introduite dans l'injecteur dtomatographe en phase gazeuse ou les espéeces

sont désorbées thermiquement. Les étapes sont atthées Figure 11.

<— piston 1°) Percage 29 Exposition 3°) Retrait
du septum  delafibre de |a fibre
pour I'extraction

<—— position fibre
9

| <— porte fibre

<—— silice fondue i .
! 4°) Désorption

<— phase sorbante | des analytes
' GC
particule de CAR

silice fondue
phase en PDMS

Figure 10: Schéma du systeme de  Figure 11: Procédure de microextraction sur phase
microextraction sur phase solide (SPME) solide
avec comme phase sorbante CAR/PDMS  (d’apres Supelco (Sigma-Aldrich) [225])
(d’apres Supelco (Sigma Aldrich) [225])
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Pour I'analyse de composés volatils séléniés dariad, la technique de choix est donc
la microextraction sur phase solide en mode esgadéte avec une phase stationnaire en CAR-
PDMS [165].

2.3. Choix de la technique de séparation

Différentes méthodes de séparation reposant sysrtgwiétés physiques ou chimiques
des composés sont utilisées. Le choix de la tedenigt son optimisation sont des étapes
nécessaires pour détecter le plus grand nombreodgasés. En fonction de la méthode
d’identification utilisée et donc du détecteur aglgeette technique est couplée (spectrometre de
masse élémentaire ou moléculaire), la mise en plage autre mécanisme de séparation est
parfois nécessaire pour assurer la bonne quakténdsures.

Les techniques de séparation les plus courammeplogées pour les analyses de spéciation
sont : la chromatographie liquide haute performa(tdBLC), la chromatographie en phase

gazeuse (GC), I'électrophorese capillaire (CE).

a) Séparation des composés dissous

La séparation par électrophorése capillaire, réaldans un capillaire soumis a un champ
électrique, est basée sur différentes propriétésdpeces en solution (conductivité, pKa...). Le
temps d’analyse est court et la résolution est bo@ependant I'utilisation de I'électrophorese
est limitée a des matrices peu chargeées, la ligneade et les temps de rétention étant fortement
perturbés par les constituants de la matrice [2R€$. limites de détection sont généralement
supérieures & la dizaine de pg(Sé)rhéme avec un détecteur trés sensible tel que MIEP
[227, 228]. L'utilisation d'un nébuliseur a injeati directe (MDIN) permet cependant
d'atteindre des limites de détection inférieures pg(Se)..* [179]. Le couplage de
I'électrophorese capillaire avec des détecteursifigpges comme I'ICPMS reste tout de méme
assez délicat a mettre en ceuvre [226]. Cette tgabriéparative a été utilisée par Gammelgaard
et Bendahl [179] en couplage avec I'lCPMS pour idien SeGlu dans l'urine apres une
chromatographie sur phase inverse comme technigyau@tive. La séparation était basée sur le
fait que les sucres forment des complexes changgs la borate, complexes séparés selon leur
rapport taille/charge par application du champtélgee. Toutefois, ce type de séparation reste

relativement peu utilisé.
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La chromatographie liquide, quant a elle, est @ndfutilisation et met a disposition un
large éventail de mécanismes de rétention seloarsig propriétés physico-chimiques des
composes : taille, polarité, solubilité, chargesiqoes [229]. Ainsi cette technique est la plus
couramment employée pour les analyses de spécid¢®rtomposes dissous, d’autant plus que
son couplage avec un détecteur spécifique est laasémécanismes de séparation utilisés pour

I'étude des métabolites séléniés dans 'urine pofgentés Tableau 10.
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Tableau 10: Récapitulatif des techniques de chrographie liquide utilisées pour la séparation denposés séléniés dissous dans l'urine

) ] i LD absolues
Type de Dimension Phase mobile Duree Espéces séparées Détecteur dansurine  Réf.
colonne colonne (min) (en pg(Se))
CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE
Shodex 7.6x500mm  50mM tampon Tris-HCI, 20  Se(VI) k= 12.3min uv n.d. [145,
Asahipak (pH=7.4) / ImL.mif'/ 100uL Se(lV) &= 14min ICP-MS 230]
GS-320 HQ mode isocratique MMSe*? t;=16.9min
TMSe" tzx=18.8min
a) Shodex a) 21.5x500mna) 10mM Tris-HNQ, 25 a)sélénosucre 1 retenu : a)et b) n.d [163]
Asahipak b) 7.6x300mm(pH=7.4)/ ImL.mif' / 20puL tr=18min ICP-MS
GS-320 7G b) 10mM formiate d’'ammonium b) sélénosucre 1 retenu :
b) Shodex (pH=7.5 ou 9.5) / 0.5mL.mikV tx=23.9min b) ESI-MS
Asahipak 10pL
GS320 HQ mode isocratique
a) Shodex a) 7.6x300mm50mM acétate d’'ammonium a) 28 a) sélénosucre ¥t20min ICP-MS n.d. [231,
Asahipak b) 0.5x150mm(pH=6.5) b) 17 TMSEe tg=26min 232]
GS-320 HQ  c¢) 0.8 x 250mna) 0.5mL.mif' / 20uL C) 22 + composes inconnus
b) Shodex b) 2.0uL.mirt / 100nL (15 - 20min)
Asahipak GS c) 5.5uL.min*/ 100nL b) sélénosucre 1;113.4min
320A-M5D mode isocratique TMSE tz=14.8min
c) Shodex c) sélénosucre 1zt17.9min
Asahipak GS- TMSE€" t,=19.9min
320A-M8E
Shodex 7.6x500mm 50mM Tris-HNE) 25 sélénosucre (t19.4min ICP-MS 1000-6000 [173,
Asahipak GS- (pH=7.4) / 0.6mL.mift / 20pL TMSE tg=24,1min (nebuliseur 233-
320 HQ babington) 237]
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Type de

Dimension

Durée

LD absolues

Phase mobile . Especes séparées Détecteur dans urine Réf.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))

Shodex 7.6x300mm  0.1% acide formique 40  sélénosucre (118min uv n.d. [177]
Asahipak GS- + 3%MeOH ICP-MS
320 HQ (t°c=40°c) / 0.6mL.miff / 100uL

mode isocratique
Shodex RSpak 6.0x150mm 20mM phosphate d’ammonium 16  sélénosucre (t5.3min ICP-MS TMSe™: 0.1 [160,
NN-614 dihydrogéné+ HCOOH ou 4RO, sélénosucre &t11.7min VG*3ICP-MS 174,

(pH=2.2 T°c=30°c) / 0.6mL.mih/ TMSE€' tg=13.9min (méthode sélective ( 238]

20pL TMS¥)

mode isocratique

CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGE DE CATIONS

Dionex lonpac  4x250mm 10mM acide oxalique 8 SelV k=1.5min ICP-MS TMSé : 80 [167,
Cs5 + 20mM K;SQ;, (pH=3) SeVI + SeMet : coélution 181]

+ 2%MeOH / ImL.mift / 100pL tr=2min

mode isocratique TMSE€' tg=3.8min
Dionex lonpac  4x250mm 10mM acide oxalique 15 a) TMSé tg=10min ICP-MS n.d. [168]
CS5 + 20mM sulfate de potassium SeMet g=8min

(pH=3) b) TMSE tg=6min

+ 2%MeOH / 0.5mL.mift / 20pL SeMet £~8min

mode isocratique
SupelcosilLC-  4.6x250mm 20mM pyridine 8 SeVI g=2.2min ICP-MS n.d. [187]
SCX + HCOOH (pH=1.9) / 1.5mL.mih TMSE' tx=5min

/100pL
mode isocratique

SeCyst4~2.8min
SeMet §=3.3min
SeEt £=3.7min

64



Type de

Dimension

Durée

LD absolues

colonne colonne Phase mobile (min) Espéces séparées Détecteur dans urine  Réf.
(en pg(Se))
a) Hamilton  a) 4.1x250mma) 10mM pyridine 10 a) sélénosucre gt4min ICP-MS ~10 [160]
PRP-X200 b) 4.6x150mm+ HCOOH (pH=1.6 T°c=30°c) sélénosucre kt7.8min
b) Zorbax 1mL.min®/ 20pL TMSE' / sélénosucre 2 : retenus,
300-SCX b) 7 ou 20mM pyridine tr: n.d.
+ HCOOH (pH=2.1 T°c=30°c) / b) sélénosucres 1 et 2 : non
1.5mL.min*/ 20uL retenus
mode isocratique TMSe" / sélénosucre 3 : retenus,
tr: n.d.
Hamilton 4.1x250mm 10mM pyridine 15 pH=5 ICP-MS ~10 [153,
PRP-X200 + HCOOH (pH=4 ou 5) / TMSE" tz=7min 174,
imL.min* / 20pL sélénosucre Ft9min 180,
mode isocratique sélénosucre 1g#¥11.2min 195,
pH=4 239]
TMSe" tr=5min
sélénosucre Ft6.5min
sélénosucre kt16min
CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGE D’ANIONS
Spherisorb 5 4.6x250mm 5mmol/dn? 8 TMSE tg=2.4min ICP-MS 50 [172]
ODS/AMINO tampon phosphate (pH=2.8) / (+ 2 composés non identifiés)

imL.min* / 100pL
mode isocratique

Tampon phosphate 33  TMSE tg=2.9min
(A)3.5mmol/dm3 (+ 2 composés non identifiés)
(B)7mmol/dm3

(pH=6) / ImL.mir" / 100uL
mode gradient
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LD absolues

Igﬁ;gg D(I:rgl?) r:]snlgn Phase mobile I(D;Irr?)e Espéces séparées Détecteur dans urine  Réf.
(en pg(Se))
Dionex lonpac  2x250mm 25mM NaOH 10  SeMet : non retenu ICP-MS Se(lv) : 8 [181]
AG11-HC + 2% MeOH (pH=)/ 0.2mL.min/ SeVI &=6.7min Se(VI) :16
20uL SelV &= 8.5min
mode isocratique
Hamilton PRP- 4.6x250mm 100mM Tampon phosphate 6 TMSE tz=1.9min: peu retenu MW*3HG*>-AAS TMSe: 300 [198]
X100 (pH=6,8) / 1.5mL.mift / 100uL SeCyst#=2.2min SeCyst : 400
mode isocratique SelV =2.6min SelV : 300
coélutior SeVI : 500
SeVI| ®=4.0min SeMet : 800
SeMet §=4.8min
Hamilton 4.1x100mm 10mM acide citrique 20 TMSE tg=7min ICP-MS 6 [195]
PRP-X100 + NH,OH sélénosucre &t8.5min
(pH=4,8) / 1,5mL.mift / 20pL sélénosucre kt12min
mode isocratique
Hamilton 4.1x250mm citrate d’ammonium 25  TMSE tz=2min: non retenu ICP-MS MeSeCyst : 2 [185]
PRP-X100 (de 0.5 & 20mM) + 2%MeOH (pH MeSeCystg~3min SeMet : 6
=3.7 28.0) / 1mL .mih/ 200pL SeMet g~5min Selv:2
mode gradient SelV &=7.5min SeVl: 4
sélénosucre 1 ? (espéce
majoritaire) £~9min
SeVI ®=9.1min
Hamilton 4.1x100mm 10mM acide citrique 10  SelV retenu gt n.d. ICP-MS 10 [160]
PRP-X100 + NH,OH SeVI retenug=n.d.

(pH=4.5 t°c=40°C) 1.5mL.min"
N.B : mélange avant nébulisation
avec isopropanol/eau (1 :1)
0.02mL.min"/ 20pL

mode isocratique

sélénosucre kt4min
sélénosucre 2 retengir.d.
TMSe'

sélénosucre ?R:tslmin} Non
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LD absolues

Type de Dimension Phase mobile Du_ree Espéces séparées Détecteur dans urine Ref.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))
Hamilton 4.1x250mm carbonate d’ammonium (de 104 30  SelV g=8min ICP-MS SelvV:2 [184]
PRP-X100 50mM) + 2%MeOH (pH=9.0) / sélénosucre 1 ? (espece SeVl: 4
1mL .mir*/ 200pL Majoritaire)
mode gradient tr~10.2min : coélution avec SeVI
CHROMATOGRAPHIE DE PHASE INVERSE
Nucleosil Gg 4x250mm 30 mM formiate d’ammonium 12 SeVI,SelV, SeCyst coélution Se(lv) : 107  [240]
+ HCOOH (pH=5.0) tr=3min SeMet : 8
+ 5% methanol / 0.75mL.mift SeCystag=3.8min ICP-MS SeEt: 15
50pL SeMet £~5.3min
mode isocratique SeEt ~9.6min
2x Luna C18 2x100mm 200mM acetate d’ammonium 15 TMSE tg=2.9min ICP-MS n.d. [178,
en série + 5% MeOH / 0.2mL.mifl / 12uL MeSeCystg~3.5min 179]
mode isocratique SeCystag~4.3min
SeMet §£=5.2min
SeGal £=8.1min
SeGlu §=10.5min
SeEt g=12min
Hypersil BDS 2x100mm (A) 2% CH,COOH 20 SeMetg=4.2min ICP-MS n.d. [241]
Cis (B) 90:10 SeCystag=5.8min MS/MS
MeOH : 2-propanol
(de 1 & 55%)
mode gradient
/ 0,1mL.minY 50uL
Atlantis dC18 4.6x150mm 20mM formiate d’ammonium 10 sélénosucre 3t2.7min ICP-MS ~10 [153,
+ HCOOH TMSE€" tg=3min 160,
(pH=3, t°c=30°c) SeMet k= 4.7min 174,
+ 3% MeOH / 1mL.mift/ 20pL sélénosucre kt6.5min 180,
mode isocratique sélénosucre t8.7min 191]
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LD absolues

Type de Dimension Phase mobile Du_ree Espéces séparées Détecteur dans urine Ref.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))
XTerraMS Gs  2.1x250mm 0.01% TEACI* 13 sélénosucre (¥10.5min ICP-MS n.d. [161]
(pH=4.5)
+ 2% MeOH / 1mL.mif/ 10pL
mode isocratique
XTerraMS Gs  2.1x250mm 2% MeOH / 1mL.miff/ 10pL n.d. SeCysta peu retenynd. ESI-MS/MS MeSeCys: [161]
mode isocratique sélénosucre kt14.7min 11000-57000
SeMet :
680-1300
SeCyst 130
Atlantis dGg 4.6x150mm 20mM formiate d’ammonium 120 sélénosucre 3H2.7min ICP-MS ~10 (espéces [191]
+ HCOOH TMSE" tg=3min dissoutes)
(pH=3 t°c=30°c) SeMet k= 4.7min
+ 3%MeOH / 1mL.mifl/ 20uL sélénosucre kt6.5min
mode isocratique sélénosucre Z+8.7min
DMSe &=20min
DMSeS ?4=74min
DMDSe £=115min
+ de nombreux composés non
identifiés
C18 BDS 2.1x150mm 50% 80mM acétate d'ammonium 8 sélénosucre kt3.2min APCI-MS/MS  120-1800 [238]
Hypersil (pH=6,7) sélénosucre t3.7min
+ 10%MeOH / 0.2mL.mitV 20uL
mode isocratique
Luna C18 15x250mm 10mM formiate d’ammonium 25 composé majoritairggtE6min uv n.d. [177]
(pH=7) ICP-MS

+5%MeOH / 10mL.miil/ 1mL
mode isocratique
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LD absolues

Type de Dimension Phase mobile Du_ree Espéces séparées Détecteur dans urine Ref.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))
Phase inverse 4.6x210mm acétate d’'ammonium 14  SeCystg=4.0min MW*3-HG*>-ICP- SeCyst: 265 [242]
modifiée (de 0.01 &4 0.1M) + 0.5%MeOH SeMet £=5.6min MS SeMet: 51
Spherisorb G + 10°M DDAB** / 1mL.miri*/ SeEt ¢= 8.8min SeVI: 115
modifiée 50pL SelV &=11.4min SeUr: 80
DDAB**! mode gradient SeVI &=12.2min
(10°m) SeUr £=4.9min
TMSe tz=3.8min
CHROMATOGRAPHIE DE PHASE INVERSE AVEC APPARIEMENT D 'IONS
Hamilton 4.6x150mm 5mM tetrabutylammonium 10 TMSE€ tz=59s : non retenu ICP-MS TMSé: 22 [171]
PRP-1 phosphate (pH=7,6) SelV £=2.2min SelV: 40
+ 3%MeOH / 1.7mL.mif/ 200uL SeVI £=8.2min SeVI: 74
mode isocratique
Luna C8 1x100mm 20%MeOH + a) 12 a) TMSE tz=2.8min ICP-MS TMSéE, SeMet, [188]
a) 10mM HFBA* c) 18 MeSeCystg=3.8min MeSeMet:
b) 3mM NFPA*'L MeSeMet .tz49m|n 2.4-5.1
/ 0.05mL.mirY 3pL SeMet g=9min
mode isocratique b) MeSeCysg=5.6min
N.B.: pH urine ajusté a 2 TMSE€' tz=8.6min
MeSeMet g=14.5min
SeMet g=17min
LiChrosorb 4.6x250mm 2,5mM sodium 1-butanesulfonate 20 SeVI £=3.2min ICP-MS SeVl: 12 [170,
RP18 + 8mM TBAH*! SeUr £=4.5min SeUr : 22 189]
+ 4mM acide malonique TMSE€' tz=5.2min TMSe":18
+ HNGO; ou 20%NHOH (pH=4.5) SeMet £=6.7min SeMet: 24
+ 0.05%MeOH / ImL.mit¥ 20pL SeEt §~15.5min SeEt: 30

mode isocratique
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Type de

Dimension Durée

LD absolues

Phase mobile . Especes séparées Détecteur dans urine Réf.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))
C8 Altima 4.6x150mm 2mM acide hexanesulfonique 11  SeMetg=3.3min ICP-MS n.d. [169]
+ 0,4% GH;,COOH MeSeMet £=3.8min
+ 0,2% triéthylamine (pH=2.5) TMSE€' tz~4.5min
+ MeOH (95 :5) / 0,9mL.mitY SeEt k=5.5min
100pL MeSeAdo* tz~6.8min
mode isocratique AdoSeMet* tz=10min
Symmetry 3.9x150mm 0,1% HFBA* 30 SelV gx1.9min ICP-MS n.d. [183]
Shield RP18 + MeOH (de 0.3% a 2%) TMSE€' tz= 2.3min
/ 1mL.min%/ 100pL SeCyst g~4min
mode gradient SeUr t=7min
SeMet £=11.3min
Symmetry G 4.6x250mm 13mM TBAH*' 45  TMSE tg=2.5min ICP-MS Dans urine  [190]
+ 1.3%MeOH SeCyst#~2.8min synthétique
+ acide malonique (pH=5.7-5.8) / SeMet £=4.8min TMSEe": 65
1mL.min?/ 50pL SelV &~6min codlutior SeCyst : 35.5
mode isocratique sélénosucre k+6.1min SeMet : 50
SeUr: 75
+2 composés non identifiés SelV: 65
SeEt : 50
Nucleosil Gg 4x250mm 30 mM formiate d’ammonium 12 SeCystg=3min ICP-MS Se(VI) 37.4  [240]
+ 5% MeOH SeMet g=4min SeCyst : 20.4
+ 10 mM TBAH* SeEt g=5.6min SeMet: 7.0
+ HCOOH (pH=5.0) / Se(VI) &=9min SeEt:11.2

0.75mL.mir"/ 50pL
mode isocratique
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LD absolues

Type de Dimension Phase mobile Du_ree Espéces séparées Détecteur dans urine Ref.
colonne colonne (min)
(en pg(Se))
Luna C8 1x100mm  0.2% HFBA* 20  sélénosucre 1 . «utior ICP-MS Dans eau milli-
+20% MeOH / 0.05mL.mih sélénosucre (nébuliseur a Q ®se
(Imm) / 3L injection directe) TMSe":1.5
mode isocratique TMSE€' tg=3min MeSeCys: 1.5
MeSeCystg=5min SeMet: 3
MeSeMet g=6min sélénosucres 1
SeMet g=11.2min et2:0.9
Luna C8 2x100mm 0.2% HFBA® 20 TMSE tg=2.7min ICP-MS Dans eau miIIi-[179]

+30% MeOH / 0.2mL.min /
12uL
mode isocratique

MeSeCystg=4min
SeCystag=12min
SeMet §=7.5min
sélénosucre kt2min
SeEt g=16min

(nébuliseur micro-
concentrique)

Q 850
TMSe9.6
MeSeCyst:12
SeCysta: 14.4
SeMet: 12
sélénosucres 1
et2:12

SeEt: 20.4

n.d. : non défini

*1 Réactifs phase mobile

DDAB : bromure de didodécyldiméthylammonium

TEABr: Bromure de tétraéthylammonium

TBAH: Hydroxyde de tétrabutylammonium

NFPA : Acide non-heptafluorobutyrique

HFBA : Acide heptafluorobutyrique

*2 Composés séléniés

MMSe: monométhylsélénol

AdoSeMet : adénosylsélénométhionine

MeSeAdo : méthylsélénoadénosyl

*3Technigues analytiques :

MW : Digestion assistée par micro-ondes

HG ou VG : génération d’hydrures
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Le Tableau 10 montre que de nombreuses séparatimmsnatographiques ont été
développées pour l'analyse du sélénium dans l'urites méthodes basées sur la
chromatographie en phase inverse étant les pllisées. On peut distinguer deux grands types
de séparations : par affinité avec la phase staio® (chromatographie de phase inverse,
chromatographie d’échange d’ions) ou par tailleedofatographie d’exclusion stérique). Quel
que soit le mécanisme de séparation, les séléressidu fait de leur taille (environ 200 daltons)
et des groupements d’atomes de différente natyde(carboné ; groupements OH, NHsont
généralement bien retenus sur la phase stationriase acides aminés ainsi que les especes
inorganiques du sélénium possedent des propriétds-basiques. Les acides aminés peuvent se
trouver sous forme zwitterionique, cationique abaigue. La forme sous laquelle ils se trouvent
dépend du pH. Le pH de la phase mobile ou de ligdlan est donc un paramétre important
pour la séparation des especes dans le cas d@ffinec la phase stationnaire.

La chromatographie d’exclusion stérique (SECprésente I'avantage d’étre trés robuste
et de pouvoir supporter des matrices trés chargéesndant son pouvoir résolutif, relativement
bas, fait qu’elle est généralement employée en dqaet chromatographie préparative (cf. I.B.
§2.2.). La SEC ne permet pas une séparation ss#isfa des espéeces proches en taille telles que
les différents acides aminés séléniés. Elle estrmgnt souvent utilisée pour la séparation entre
TMSe" et les sélénosucres présents dans l'urine [168, 231, 232, 235, 236, 238]. L'ordre
d’élution est fonction du volume hydrodynamique dedécules. Plus il est éleve, plus I'élution
de la molécule est rapide.

La chromatographie d’échange d’anionsretient les composés anioniques en utilisant
une phase stationnaire greffée de groupementsidonetis positivement chargés. Les especes
couramment séparées sont SelV, SeVI, SeMet et Se@yséparation est souvent réalisée a
I'aide d’'une colonne échangeuse forte (groupemeR{®Hs)") telle que I'Hamilton PRP-X100
[160, 185].

La chromatographie d’échange de cationsetient les espéces positivement chargées, la
phase stationnaire présentant des groupementsidionels chargés négativement, les plus
courants étant les groupements sulfonates (R}S@lle est particulierement utile pour la
rétention spécifique du TMSeet des acides aminés [168, 186]. Cependant, panalyse de
formes inconnues dans des matrices biologiques @hplexes comme [l'urine, la
chromatographie échangeuse d’ions, trop spécifigiest pas adaptée et donc peu utilisée.

La chromatographie de phase inversest la technique la plus couramment utilisée pour
la séparation de composeés seéléniés dans l'urife. reét en jeu des phases stationnaires

apolaires. Il existe deux colonne de méme type tEmphases stationnaires différent selon la
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longueur de la chaine alkyle (C8 ou C18) grefféa surface. Plus le nombre de carbone fixé est
important et plus la colonne est hydrophobe. L'eiigst une matrice biologique, la majorité des
composes seléniés présents sont de nature orgatigossedent des groupements hydrophobes.
La chromatographie en phase inverse apparait dontidux adaptée pour la rétention de ces
composés. Un autre avantage est que la plupadaigsnon retenus, sont élués dans le volume
mort. C’est donc une technique utilisée préférdlatiment pour I'étude de matrices chargées en
sels comme l'urine. Le pH de la phase mobile peuélj un réle important sur la rétention des
analytes possédant des propriétés acido-basiquss dee la seélénocystine ou la
sélénométhionine, et ainsi changer la sélectivitécertains analytes. Cependant, la gamme de
pH utilisée est limitée entre 3 et 8, le supporisiice se solubilisant dans la phase mobile au-
dela de ces valeurs [243] . En comparaison avepHases stationnaires échangeuses de cations
ou d'anions, la phase inverse permet la rétenties dcides aminés séléniés et des deux
sélénosucres SeGal et SeGlu [178, 179, 240].

Dans les différentes colonnes commercialisées, xiste des variantes d’'une
chromatographie en phase inverse classique, glieda colonne Atlantis dC18 (Waters). Les
caractéristiques physico-chimiques de la phaseostwtire de cette colonne telles que le
« endcapping » (remplacement des groupements kilatibres par des groupements
triméthylsilylés), la taille des pores de la silitype de ligand et la densité de greffage tit é
optimisées pour assurer une stabilité pour dedailpH (jusqu'a pH 2) et surtout une bonne
rétention des composés organiques polaires toutomservant une rétention modeérée des
composés apolaires [244]. De par ses propriétésoplides et hydrophobes, cette colonne
permet ainsi d’obtenir une séparation satisfaisaetd MSé&, SeMet et des trois sélénosucres
présents dans l'urine [153, 160, 174, 180, 191].

Afin de mieux retenir les acides aminés, le caliMSe” et les espéces inorganiques qui
ont tendance a étre élués prés du volume mort deltaane en phase inverse classique, une
alternative consiste a utiliser un agent de pdimns. De cette maniére, I'ajout d’hydroxyde de
tétrabutylammoniumTBAH), agent cationique, permet une meilleure riétendes especes
inorganiques [171]. A linverse, l'utilisation d’'ate heptafluorobutyrigue (HFBA) ou d’acide
nonafluoropentanoique (NFPA) comme agent anionigeienet une élution plus tardive du
TMSe" et éventuellement des acides aminés [169, 188].

Des colonnes remplies d’une phase stationnaireadsone graphitique poreux (PGC)
ont également été utilisées pour la spéciationedpsces séléniées dans les eaux naturelles mais
a I'heure actuelle, aucune application pour 'asalges composés séléniés dans l'urine n'a été

reportée. Le carbone graphitique poreux est coengasy empilement de feuillets d’atomes de
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carbone répartis selon un arrangement hexagondP@@ peut étre assimilée a une immense
molécule aromatique polynucléaire. Contrairementaasilice greffée octadécyl classique,
I'absence de silanols a sa surface en fait un stipiéalement hydrophobe [245]. La PGC fait
également intervenir des interactions électronidtrassfert de charge donneur-accepteur) entre
les groupements polarisés des solutés et la pesmdandes d’électromsdélocalisés a sa
surface [246, 247]. Grace a ses propriétés de ipdané d’hydrophobie, la PGC présente des
sélectivités plus grandes qu'une phase C18 classigvers les isomeres de systemes
aromatiques ou conjugués [248-250]. Un atout sup@idaire est sa stabilité chimique qui lui
permet de tolérer des pH allant de 0 a 14, deshdampératures ou de fortes concentrations en
sel. La phase PGC permet donc de séparer des céspofaires, apolaires ou encore des
isoméres geometriques. Les analytes sont retemu8GU par des interactions hydrophobes et
électroniques [245].

Dans le cas de l'analyse de spéciation de Se, domposés organoséléniés
(méthylsélénocystine (MeSeCys), SeMet, SeEt, sél@tamine (SeCysta), SeCys) ont été
séparés avec une phase mobile composée d’acideflbepbutyrique et de méthanol [251]. Au
laboratoire, une phase mobile composée d’acide ifpena permis de séparer SelV, SeVI,
SeMet, SeCys et SeEt [252]. La phase PGC a égaledténutilisée par Lindemann et
Hintelmann [253] pour séparer des biomoléculesng&s, présentes dans une levure, avec un
gradient d’acide formique et de méthanol. Ces travaontrent que cette phase stationnaire
pourrait étre une alternative intéressante auxgzhesuramment utilisées pour la séparation des

COmMpOSEs inorganiques et organiques séléniés.

b) Séparation des composés volatils

La chromatographie en phase gazeuse permet deeségmicomposés volatils et stables
thermiqguement tels que DMSe, DMDSe et DMSeS. P&amalyse des composés volatils
séléniés dans difféerentes matrices, composés poplupart apolaires, les colonnes avec une
phase stationnaire apolaire, soit en polydimétlopdane, apparaissent bien adaptées et sont
couramment employées [219]. Les travaux de Da¢tal. [215] ont montré qu’une colonne de
polarité intermédiaire (50% phényl-polyméthylsiloed permettait d’obtenir également la
séparation de DMSe, DMDSe et diéthylséléniure (REtS

L’analyse simultanée des composés soufrés et é8lgraut s’avérer tres intéressante
sachant que ces espéces ont un comportement sémgtisont susceptibles d’intéragir pour
former des composés mixtes soufrés/séléniés [R5.colonne qui a déja fait ses preuves pour
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I'analyse des composés volatils séléniés et sodfés I'urine, est une colonne dlice greffée

en polydiméthylsiloxane (SPB1-sulfur), initialemesdngue pour la séparation des composes
volatils soufrés [165, 191]. Son importante épaisste phase (4um) lui confere la capacité a
séparer les composés volatils de faible poids mtdé&e tels que DMSe, DMDSe, et DMSeS.
Dans le cas d'une analyse simultanée du soufrel eetEnium, le couplage avec un détecteur
multiélémentaire est nécessaire. Parmi ces détsctauspectrométrie de masse a plasma induit
(ICPMS) et la spectrométrie d’émission atomiqudasipa induit par micro-ondes (MIP-AES)
offrent des limites de détection similaires, géeledment plus faibles que tous les autres
détecteurs [255].

2.4. Choix du détecteur

La faible teneur en sélénium dans l'urine de sujeia supplémentés (de 10 a 80
ng(Se).L* [28]) et la complexité de la matrice empéchent sotiMa détection des espéces
séléniées qui sont présentes a des concentratifémgeures aux limites de détection analytiques.
L’analyse du sélénium et de ses composés nécedsite |'utilisation d’'un détecteur tres
sensible. Par l'utilisation d’un systeme d’introtlon spécial, tel que la génération d’hydrures, et
d’une cellule de collision dont le principe de fitnonement est expliqué dans la partie suivante
(cf. I.B. 83.1.), la spectrométrie de masse a ptasmuit (ICPMS) permet d’atteindre des limites
de détection de I'ordre de quelques ng(S&]239]. De tous les détecteurs, 'lCPMS est de loin
le plus sensible, d’'un facteur 100 a 1000 par retppta spectrométrie d’émission atomique (ICP
AES) [256]. Du fait de sa spécificité permettantrdaitriser les interférences liées a la matrice,
'ICPMS est le détecteur le plus couramment utiligbur I'analyse de matrices
environnementales et biologiques (Tableau 10). @&ateur présente également d’autres
avantages:

- multiélémentaire, il permet la détection simultard® plusieurs isotopes (correction de
certaines interférences, dilution et tracage iSqtog) ;

- il se couple aisément avec les techniques sépesatelles que 'HPLC ou la GC, ce qui
permet de conserver l'intégrité des espéces emseparation et la détection.

D’autres détecteurs tels que la spectrométrie digti®n atomique ou de fluorescence
atomique (AAS ou AFS) ainsi que des techniquesanodtriques [182] possédent des limites de
détection généralement plus élevées mais peuveribipaemplacer I''CPMS (selon les

concentrations étudiées). L’'inconvénient de tous détecteurs est qu’ils ne permettent pas
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d’aboutir & une identification structurale de laléoole détectée. En effet, I'identification et la
guantification des composés sont réalisées parajlmgs dosés d’étalons a I'échantillon.
L’identification par coélution avec les étalons kesititée par le nombre d’étalons disponibles et
I'efficacité de la séparation. Dans le cas ou l@tan’est pas disponible, la stratégie
d’identification oblige la mise en ceuvre d’autresils analytiques.

Parmi ces outils complémentaires, des techniquiesigation « douce » couplées a la
spectrométrie de masse dite « moléculaire » se d@rdloppées a partir des années 90 pour
permettre une identification structurale des comapoke profil isotopique caractéristique de Se
("Se : 0.89% "°Se : 9.36% "Se : 7.63% ®Se : 23.8% %Se : 49.6% %*Se : 8.73%) facilite la
détection des molécules contenant du sélénium derd’'identification en masse. En tant
gu’alternative a l'ionisation par plasma induit B on trouve donc l'ionisation par électrospray
(ESI) et l'ionisation chimique a pression atmospiér (APCI) couplées généralement a la
spectrométrie de masse tandem (MS/MS). Cependargpdctrométrie de masse moléculaire
présente également certains inconvénients. Leselntie détection obtenues sont généralement
plus élevées que celles obtenues en ICPMS, ceémpaiseite une préconcentration des analytes
avant analyse [257]. De plus, la technique n’épa# spécifique d’'un élément, la matrice a une
influence trés importante sur la détection, ce rpdessite également une pureté d’échantillon
maximale. Les travaux de Diaz Huedtal. [193] ont ainsi montré l'influence du dessalement
de la matrice sur le spectre de masse du métalnedijeur présent dans I'urine. La purification
de I'échantillon peut se faire par séparationsagtimales (utilisation de difféerents mécanismes
de séparation HPLC) couplées a I'ICPMS suivies aledllecte des fractions contenant les
analytes d'intérét avant analyse par spectromélge masse moléculaire. Une étude de
Gammelgaardet al. [177] utilisant une combinaison de différenteshteques séparatives
(chromatographie préparative de phase inverse,nataographie d’exclusion stérique) et
'ICPMS comme détecteur, a finalement permis dés@eGal pour son identification par APCI-
MS/MS dans I'urine humaine. Il est également pdesikidentifier les composés en utilisant le
méme mécanisme de séparation couplé soit a largpeittie de masse atomique, soit a la
spectrométrie de masse moléculaire. Par le preroigplage, il est alors possible de déterminer
les temps de rétention des composés contenanteSgecbnd couplage permettant ensuite
d’obtenir la structure chimique du composé éluare &emps de rétention [163, 175, 258].

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permeeéuait I'identification structurale
des composeés. La RMN n’est utilisée qu’en fin datgmole car elle requiert une purification de
I'échantillon plus importante ainsi qu'une conceatibn de l'analyte plus élevée que la

spectrométrie de masse. Si cest le cas, la RMNt @dors servir a discriminer les
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diastéréiosomeéres et les énantioméres qui ne pepanl’étre par spectrométrie de masse
moléculaire. La configuration du sélénosucre majénitialement identifié en tant que Se-
méthyl-N-acétylsélénohexosamine par ESI-MS-MS,rmsigdu étre élucidée par RMN comme
étant Se-méthyl-N-acétylgalactosamine [175]. Siplaification de I'échantillon n’est pas
suffisante, la RMN peut toutefois étre employéerdaiwcaractérisation d’'un étalon de synthese
utilisé pour lidentification par HPLC-ICPMS, lesiadtéréoisoméres ayant des propriétés
chromatographiques différentes [163].

La stratégie généralement mise en ceuvre pour tifdetion des composés séléniés
dissous est schématisée Figure 12. Comme prengenaitjue d’analyse, 'HPLC-ICPMS est
utilisée afin de détecter le maximum de composEngs. Dans le cas ou I'étalon correspondant
au pic chromatographique détecté est disponible, demier peut alors étre identifié.
L’identification par ajout dosé avec l'utilisatiatiun seul mécanisme chromatographique n’est
pas une technique fiable dans la mesure ou, daréchantillons naturels, en particulier I'urine,
de nombreux composés inconnus peuvent coéluer l@taton. Afin de vérifier les résultats,
I'utilisation de plusieurs mécanismes de séparatigindonc nécessaire. Dans le cas ou I'étalon
n'est pas disponible, l'identification par specte&tne de masse structurale HPLC-ESI-MS/MS
peut prendre le relais si la teneur en composéaepdrification de I'échantillon sont
satisfaisantes. Si c’est le cas, la structure duposé peut étre élucidée. Afin de vérifier les
résultats, une seconde méthode d’identificatiors glable, la RMN, mais qui demande des
niveaux de purification et de préconcentration sepés a I'HPLC-ESI-MS/MS peut étre
utilisée. Si ces niveaux de qualité ne peuvent dttebnts, il est également possible d’envisager
la vérification des résultats obtenus par ESI-MS/EI$ synthétisant le composé supposé
identifie. Une fois la vérification de la structude I'étalon achevée par RMN, il est alors

possible d’identifier le composé par HPLC-ICPMS.
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Spéciation des métabolites séléniés
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Figure 12: Stratégie généralement utilisée powldtitification des métabolites séléniés dissous
par l'utilisation complémentaire de 'HPLC-ICPMSdst 'HPLC-ESI-MS/MS
(d’aprés Ogra Y. [259])
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3. LA SPECTROMETRIE DE MASSE POUR LA DETECTION ET L'IDENTIFICATION DES
COMPOSES DU SELENIUM

Comme nous venons de le voir, la spectrométrie desm est devenue, depuis une
dizaine d’année, une technique incontournable piétude des métabolites séléniés. Elle est
couramment utilisée pour obtenir le poids molécaldiun composé ainsi que des informations
sur sa structure chimique. Un spectrometre de messeompose de 3 éléments : la source
d’ionisation, I'analyseur de masse, le détectees analytes sont ionisés dans la source, puis par
un systeme de vide, sont amenés jusqu'a I'analyseuls sont séparés en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z).

Les systemes d’ionisation courants sont lionigatia impact électronique (EI),
I'lonisation chimique a pression atmosphérique (AP plasma induit (ICP), I'électrospray
(ESI), ou lionisation/désorption par laser (MALDI)

A I'heure actuelle le quadrip6le est I'analyseurndasse le plus couramment utilisé. Les
instruments employés au cours de cette étude sastéquipés avec ce type d’analyseur. Il
existe également la trappe d’ions qui est un cascpher d’analyseur quadripolaire et bien
d’autres tels que le détecteur a temps de vol (TédRployé par exemple par couplage avec la
source MALDI pour I'analyse des protéines, le spmuttre de masse a secteur magnétique, la
résonance cyclotronique ionique a transformée dei&o(FT-ICR) ou encore I'Orbitrap.

Les détecteurs sont généralement des multiplicatd'étectrons, des plaques incrustées
de micro-canaux ou des barrettes de diodes.

3.1. Sources d’ionisation couplées a la spectrométrie de masse

Il existe deux types de spectrométries de massespextrométrie de masse dite
« élémentaire » et la spectrométrie de masse diteléculaire ». Ces deux types sont définis
selon la source d’ionisation utilisée. La spectrbieéde masse moléculaire a pour but
d’identifier la structure de composés cibles. Pala, 'emploi d’'une source a ionisation douce
est indispensable (ESI, APCI...). Elle permet unepénionisation de la molécule sans casser
les liaisons inter atomiques. Ce type de sourcesesipposition avec les sources d’ionisation
dites destructives comme I'ICP. Avec ce type dere®uoute la matiere introduite (solvant,
matrice, analytes) est atomisée puis ionisée. Sanlglyse élémentaire de I'échantillon est alors

obtenue.

79



a) Détection du sélénium élémentaire par ICPMS

La spectrométrie de masse couplée au plasma iadié introduite au milieu des années
1980. Au cours de ces 30 dernieres années de noxnbdeloppements ont amélioré ses
performances, en particulier l'introduction desldek de collision/réaction (CCR) pour la
diminution des interférences, particulierement gées pour l'analyse du sélénium. Chez
certains constructeurs, le développement d'intedacle couplage avec des techniques
séparatives (GC-ICPMS ; EC-ICPMS..) a égalemenmgeune utilisation plus aisée et des
domaines d’application plus étendus. A I'heure e@lbtuc’est le détecteur le plus couramment
utilisé pour l'analyse de composés a létat de eratans diverses matrices. Capacité
multiélémentaire (40 ou 60 éléments suivis lorsnd’'uméme analyse), rapidité, sélectivité,
sensibilité (limites de détection de I'ordre dediaaine du ng.L), précision (écart type relatif
généralement inférieur a 5%), gamme linéaire éter(fisqu’a 9 ordres de grandeur) sont les
atouts majeurs de I'lCPMS. En comparaison avectdelniques de spectrométrie de masse

moléculaire, il est robuste et simple d’utilisation

Principe et application de I'lCPMS pour 'analyse gElénium

Brievement, I'échantillon est atomisé et ionisé sl#m torche a plasma. Les ions sont
ensuite séparés par le quadripdle en fonction de dapport masse sur charge (m/z). Les
éléments constitutifs de I'lCPMS sont : le nébulisda torche a plasma, l'interface, la cellule de
collision/réaction (en option : ICP/CCR/MS), letdd de masse quadripllaire, le détecteur. Le

schéma général de I'appareil est présenté Fiddire 1

détecteul spectrometre de mass CCR interface torche a plasme nébuliseur
lentilles ionique chambre de
nébulisatiol

I_I |" l cone: nébuliseu
:||

. ===

© oo i
A

Pompage Pompage Pompage
vide pouss vide intermédiair vide intermédiair

Figure 13: Schéma de I''CP/CCR/MS
(d’aprés Nelms et al. [260])
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1°) Le nébuliseur et la chambre de nébulisatieystéme d’introduction de I'échantillon qui

transforme I'échantillon en aérosol et le transwees le plasma.

Seules les gouttelettes les plus fines sont ingsctians la torche grace au tri effectué dans la
chambre de nébulisation. Le reste est envoyé esrsiéchets par un drain. Plus de 90% de
I'aérosol est ainsi perdu. La chambre de nébutingbeut étre une chambre de Scott (triage des
gouttes par sédimentation ou gravité), une charoiobonique (triage des gouttes par force
centrifuge) ou une chambre conique a bille (tridge gouttes par impact sur une bille).

Dans le cas d'un couplage avec la chromatographeeuse, la nébulisation n’est
généralement pas utilisée, I'échantillon étanidtit a I'état gazeux.

Dans le cas d’'un couplage avec I'électrophorésélaiap, Gammelgaarét al.[179] ont
comparé deux types d’introduction d’échantillon pdanalyse du sélénium dans l'urine: le
nébuliseur classique (micro concentrique : MCN) pdéua une chambre de nébulisation
cyclonique et le nébuliseur a injection directe (M (cf. Tableau 10, page 66). lls ont ainsi
montré que la sensibilité¢ de ce dernier était meit que celle du MCN, mais qu’il était
cependant moins robuste pour l'analyse d'échansllcomplexes. Des nébuliseurs a haute
efficacité utilisés avec une chambre de nébulisaitEN) ou insérés directement dans la torche
de I'ICP (DIHEN) sont également utilisables. lloguisent des aérosols plus fins et opérent a
des débits d’'échantillons faibles (moins de 0.2mim?) ce qui est intéréssant dans le cas ou
seulement une faible quantité d’échantillon espaiible [261]. lIs se bouchent par contre trés
facilement et donc ne sont pas utilisés pour I'w®be matrices chargées telles que l'urine.

Dans le cas d'un couplage avec I'HPLC, une techmidintroduction par génération
d’hydrures a parfois été utilisée pour I'analysesélénium dans diverses matrices [198, 262]. Ce
systéme d’introduction est connu pour étre plusoperant qu’'une nébulisation pneumatique,
engendrant ainsi une augmentation de la sensibilitdétecteur. Ceci est di a ce que transport,
atomisation et ionisation, sont tres efficaces gesrespéces hydrurées volatiles. Les composeés
sont rendus volatils par réaction chimique, géeéneht réalisée en milieu acide par ajout d’'un
réducteur, le plus souvent du borohydure de sod@endernier se décompose rapidement pour
donner de I'hydrogéne naissant, qui réduit 'arelyta réaction a lieu au sein d’'un séparateur
gaz-liquide. Cette technique possede I'avantagiéndiger une partie de la matrice puisque tous
les éléments non volatilisables sont éliminés danghase liquide. Toutefois, dans le cas du
sélénium, seul SelV est hydrurable. Il est donesgaire de transformer 'ensemble des espéces
séléniées en SelV avant l'analyse, par une étapeédiection dans le cas de SeVI et de

minéralisation dans le cas des especes organiques.
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Une alternative a été développée par Kuehdbetl.[153, 180, 239] pour I'analyse du
TMSE€" dans 'urine humaine. Elle consiste, par traitetrarec HCI et NaBl a former une
espéce volatile (DMSe dans le cas de TNiSmii sera transportée plus efficacement jusqu’au
plasma. Cette méthode engendre, pour TM3m abaissement significatif des limites de
détection (LD = 0.1 pg(Se)) permettant la détectiomMSE dans I'urine a I'état d'ultra trace.

En 1994, Larsen et Sturup [263] ont observé un daisensibilité d’'un facteur 3.5 a 4.5
sur l'intensité du signal du sélénium lors de ligjae 3% (v/v) de méthanol pour un bruit de
fond identique a celui mesuré sans ajout de compaagEnique. Cet effet semble lié a I'efficacité
du transport et/ou de la nébulisation de [I'échlmtil Ainsi, les phases mobiles
chromatographiques contiennent tres souvent utefapiturcentage de méthanol (cf Tableau 10,
page 66).

2°) La torche a plasmasysteme qui atomise et ionise les atomes.

Le plasma est un gaz ionisé constitué de particplestivement ou négativement
chargées correspondant aux ions et électrons estaga collision. Ici, un plasma d’argon (gaz
inerte provoquant peu de réactions chimiques daithe colt) est généré a l'aide d’'un champ
magneétique induit par un courant électrique deénfréguence circulant dans une spire et, d’'une
arrivée de flux d'argon. La torche est a pressimnoaphérique. La température du plasma est
d’environ 7500 K permettant I'atomisation de tolgematiere. Le fort potentiel d’'ionisation de
I'argon (15.8 eV) permet une premiere ionisatiorpdesque tous les atomes de la classification
périodique des éléments. C’est le cas du sélénomh ld premier potentiel d’ionisation est de
9.75 eV. Cependant, comparé a celui des autreseatémil est relativement élevé. Le degré
d’ionisation (DI) qui représente le nombre d’iorss I€lément sur le nombre total d’entités du
méme élément (ions et atomes) est estimé poutderisi a 33% [260]. A titre de comparaison,
les éléments qui possedent un faible potentiehdetion, ont un degré d’ionisation supérieur a
90%. Pour des conditions analogues de plasma etymeuabondance isotopique identique, la
sensibilité pour le sélénium sera donc trois fdis fflaible que pour ces éléments.

Il peut se poser un probleme lorsqu'un élément guessun deuxiéme potentiel
d’ionisation inférieur a celui de I'argon. Les iodsublement chargés peuvent alors étre formeés.
C'est le cas des terres rares, quelques alcalmedte (Ba, Sr) et quelques éléments de transition
(Ti, Sc). Le sélénium dont I'énergie de secondésation est de 21.3 eV, ne peut pas engendrer

ce type d’interférences.
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3°) Llinterface: systéme qui assure le transfert des ions créés Barplasma a pression
atmosphérique et & température élevée vers lerepeire de masse a pression réduite®(10
Torr) et a température ambiante.

L’interface est composée de deux cones successitfine externe est I'échantillonneur
(le sampler), le cone interne est I'écorceur (lensker). lls sont percés d'orifices de 1.3 et 0.5
mm respectivement. lls ne permettent le passage’gue petite partie de ce qui sort du plasma.
A partir des cones, un systeme de vide différeatbeElere les ions du plasma vers un ensemble
de lentilles ioniques qui extrait les ions chargésitivement et les focalise vers un filtre de

masse quadripolaire.

4°) La cellule de collision/réaction systeme qui permet de supprimer les interférences

polyatomiques.

L'inconvénient majeur de I'ICPMS est souvent la gaméce d'un grand nombre
d’interférences qui peuvent perturber la détectighes sont détaillées pour le soufre et le
sélénium dans le Tableau 11. Les interférencesignies sont observees lorsque les isotopes de
deux éléments distincts possedent une différencemdsse que l'analyseur ne peut pas
discriminer. Les interférences de type polyatomsgsent dues a la combinaison d’atomes dans
le plasma. Le sélénium et le soufre sont partioeii'ent concernés par ce type d’interférences.
Les majoritaires sont les dimér&Ar*Ar et “°Ar*®Ar qui interférent respectivement avec les
isotopes les plus abondants du sélénilfise et”®Se, et les dimere¥00 et *°0'%0 qui
interférent avec les isotopésS et*'S du soufre empéchant ainsi leur détection [264in A
d’éliminer une partie de ces interférences, lauteltle collision/ réaction est commercialisée par
différents constructeurs. La CCR est un multipdiespurisé avec un ou plusieurs gaz dont on
peut contrdler le débit et dont la radiofréquersteréglée en mode transparent @ify) (cf. .B.
83.3.). Le mécanisme de suppression de l'intertéréactionnel ou collisionnel, est défini par le
type de gaz utilisé. Le choix des gaz ajoutés dmmellule dépend principalement du type de
technologie utilisée (quadripdle, octopble, hexapél donc du constructeur. Cependant, des gaz
de réaction comme I'hydrogéne fHou de collision comme I'hélium (He) sont couranmine
employés car assez efficaces et polyvalents, sapsaffecter I'efficacité de transmission des
ions [265]. Dans le cas ou I'hydrogéne est utigétant que gaz réactionnel, les interférences
entre le brome présent dans I'échantillon et I'logdne, entrainent la formation d’autres
interférences ‘0Br'H et 8'Br'H) pouvant perturber la mesure des isotoffise et®Se. Les
isotopes’®Se et’’Se, moins interférés qu¥Se mais également moins abondants sont alors

généralement utilisés pour mesurer le signal déngéin. La cellule peut aussi fonctionner en
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mode standard (ou sans gaz): aucun gaz n’entreldamlule qui agit simplement comme un

guide d’ions.

Tableau 11: Principales interférences isobariquepayatomiques des isotopes du soufre et du
sélénium rencontrés en spectrométrie de masse éaimelCPMS
(d’aprés [256, 265])

Interférences polyatomiques

Interférences
. . . . . . . isobariques
isotope interférences majeures interférences possibles
328 1602+ 14N 180+
338 16021H+, 16017O+ 14N180H+, 15Nl8o+
34S 160180+ 15N180H+
74, 367 .38+ 37~ + 404 34t “Ge'
Se Ar°cAr Cly", "Ar”'s
7GSe 36Ar4OAr+, 38Ar2+ 40Ar363+ *’ 31P214N+ 76Ge+
77Se 36Ar4OArlH+ 40Ar37C|+
7839 38Ar4OAr+ 31P216O+, 78Kr+ ek
SOSe 40Ar2+ 1H7gBr+, 8(kr + *x
82 407, 1y + 11 181n p+ 1235~ + 34cl6~ + Kt
Se AroH, H"Br, “C C|2, S 03

L’isotope *°S a une abondance qui est trop faible (0.01%) ptrer utilisé a des fins de
quantification en ICP-MS. Il peut interférer avésdtope °Se via un ion polyatomiguB8Ar®°s’
mais également de maniere tres faible
" L’Argon plasmagéne utilisé au laboratoire pourfdactionnement des ICPMS est de
qualité 5.0, soit une pureté de 99.9999%. C’estqumi les interférences isobariques dues au Kr
sont négligeables.

5°) Le filtre de masse quadripolairgysteme qui permet par combinaison de champgiglees

de filtrer les ions en fonction de leur rapport sesharge. Le principe est détaillé paragraphe
3.2. de la partie I.B.

6°) Le détecteur systeme qui détecte et amplifie le signal des #@l#ssortie du spectrométre de

masse. Le plus couramment utilisé est la multiptiea d’électrons. Il existe également le

détecteur a cage de Faraday qui a une meilleunkutié mais qui est moins sensible [260].
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b) L’électrospray (ESI)

Ce mode d’ionisation s’effectue a la pression aphésque et a température ambiante. Il

est schématisé Figure 14.

Gaz  Sampler gximmer
Contre électrode  rideau . .
(N2) / réduction

capillaire . \ I
Cbne de I
) Taylor I
oxydation / v
S ®
® o 0%l /4 :
@ @@@ P
4 . 2 2 . 4 *o—
Evaporation  Explosion Formation dégolvatagon
du solvar coulombienn ions A
|
|
I ]
e' : Gaz : :
- — > ! rideat | !
Générateur haute tensiohk @ _________

Figure 14: Principe de I'électrospray en mode pd$ESI’)
(d’aprés Cobe R.B. [266])

Le principe peut étre décrit en trois étapes :
- la production de gouttelettes chargées ;
- la diffusion des gouttelettes ;
- la formation d’ions en phase gazeuse

L’échantillon en solution est introduit par I'inteédiaire d’'un capillaire dont I'extrémité
traverse une aiguille métallique portée a un pake plusieurs kilovolts (typiquement 3 a
5 kV). Il se forme alors un cone de Taylor. Dans@ee, une discrimination des ions selon leur
charge se crée selon la tension appliquée au aiapill positive (ESI en mode positif) ou
négative (ESI en mode négatif). En mode positidpillaire devient le siége d’oxydations ou
sont retenus les anions tandis que les cationsrepatissés dans I'extrémité du cone de Taylor
et inversement en mode négatif. Par répulsionrélgeitique, le céne finit par se disperser sous
forme de microgouttelettes. Au fur et a mesure’éeaporation du solvant sous l'effet de la

température, la taille des gouttelettes diminugyigs ce que la limite de Rayleigh soit atteinte
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(taille critique ou les répulsions coulombiennedreeres charges deviennent égales puis
supérieures aux forces cohésives de la tensiomirfigce du liquide). C’'est a ce moment que la
goutte explose en une multitude plus petites, cénpimene est dénommé une explosion
coulombienne. Ce processus perdure jusqu'a ce gqgaeidns pseudomoléculaires soient
complétement désolvatés. La charge positive estestwin adduit de proton {(Hmais peut
aussi étre un adduit de sodium {INale potassium (K ou d’ammonium (NH"). Dans ce cas, la
dénomination des ions moléculaires est du type [M#HM+Na]’, [M+K]" et [M+NH,"
respectivement. De plus, les ions pseudomolécslaeeavent étre le siege d’adduits multiples de
charges positives conduisant a la formation d’espéuultichargées du type [M+nH]par
exemple.

A quelques millimétres du capillaire est placée coetre-électrode qui permet de diriger
le faisceau ionique vers linterface, constituéenégalement d’'un orifice conique dont le
diamétre est de 'ordre d’'une centaine de microesetn flux d’azote, dirigé le plus souvent a
contre-courant du trajet des ions, joue un rél@@nélérant dans le processus de désolvatation et
de déclusteurisation puisqu’il permet d’élimines Bolvants résiduels et les agrégats de facon a
ce que seuls les ions pseudomoléculaires en phassuge puissent traverser |'orifice pour
pénétrer dans un premier compartiment de l'apparette fois ci non plus a pression

atmosphérique mais sous pression réduite.

Le mécanisme de formation des ions pseudomoléeslaitest pas encore tout a fait
élucidé. A I'heure actuelle, deux modéles coexisten

- Le modele de Dole(1968) [267] appeléCharged Residue Mechanism (CRE¥plique
gu’'une série d’explosions coulombiennes forme umano-gouttelette » contenant un seul
ion pseudomoléculaire ;

- Le modele d’lIrbane et Thomson(1976) [268] appeléon Evaporation Mechanism (IEM)
expligue gu’une nanogouttelette d’environ 10 nmralgon posséde une tension de surface
suffisamment élevée pour que des ions pseudomaléesils’en échappent spontanément par
répulsion électrostatique.

Il semble admis aujourd’hui que le processus desfeat des ions pseudomoléculaires en phase

gaz soit la résultante des deux modelesmaelele de Fenn(1990) [269] est un compromis

tenant compte des deux mécanismes. Les deux é&apeainsi prises en compte (Figure 15):

- une succession d’explosions coulombiennes provaquea diminution de la taille des
gouttelettes ;

- désorption d’'ions de la surface du liquide soudtades répulsions électrostatiques

86



= o L~ ¢
A 7 N 7
+ o= o + e L
B - — & [
" " %t .
+ + g ' ™~ -
> W -
Gouttelettes contenant Réduction de la taille Désorption d'ions
une espéce chargée des gouttelettes par de la surface du
majoritaire évaporation du solvant liguide sous I'effet
et explosions du champ électrique

coulombiennes

Figure 15: Mécanisme de formations des ions pseotiulaires
(d'apres Monegier B. [270])

L’ionisation dépend de paramétres physico-chimid@&4, 272] tels que leky, le pH,
la nature du solvant, le nombre de sites protosaf@a mode positif) et leur accessibilite, de
méme que de la différence d’affinité protoniquerené soluté et la phase éluante. Il est ainsi
souvent recommandé, en mode positif, de travaitemilieu acide (en ajoutant le plus souvent
0,1 % d’acide acétique ou encore en présence diacdtammonium de facon a favoriser dans
ce cas des adduits du type [M + NH273]. Les phases éluantes (comme I'acide, la bades
tampons utilisés) doivent étre relativement vadatil les solvants les plus fréquemment utilisés
sont des mélanges eau/acétonitrile ou eau/méthanol.

L’inconvénient majeur de cette source d’ionisatésh la compétition de l'ionisation dans
la source. Ainsi, des constituants de la matricdaroe les sels ont tendance a absorber I'énergie
fournie pour l'ionisation des analytes. De pluafflhité protonique permet a certaines molécules
de capturer les protons nécessaires a l'ionisatios facilement que d’autres, ce qui induit des
ionisations préférentielles. C’'est pourquoi lesagthlons complexes comme l'urine doivent étre
suffisamment purifiés avant leur analyse par E®.cbuplage avec la chromatographie peut
permettre de répartir au cours du temps les esgEéssntes au sein de I'échantillon et limiter

cet effet de compétition ou de suppression.

c) L’ionisation chimique a pression atmosphérique: APCI
L'ionisation dans une source APCI est quasi exatmsent controlée par des réactions
ion-molécule en phase gazeuse a pression atmogpégdontrairement a une source ESI ou des
mécanismes d'ionisation en phase liquide et daemephase gazeuse peuvent se superposer. Le
couplage avec la chromatographie gazeuse est d@hoGomme pour les sources ESI actuelles,

le nébuliseur chauffé de la source APCI est displeséaniere orthogonale a I'axe d'entrée du
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spectrométre de masse, afin d'éviter d'obstruer @aorerture par des dépdts de sels non
vaporisables, et de limiter I'aspiration de molésuleutres que le MS ne peut détecter. La source
APCI est principalement utilisée pour les compgsésaires ou relativement apolaires avec un
poids moléculaire d’environ 1500 Da ou lorsque Itoavaille dans des gammes de débits éleves
ou l'efficacité de la source ESI est moins bonnett€€source génére principalement des ions
monochargés. Son fonctionnement est décrit Figbire 1

vapeur sampler
solvant/analyte N, (g)/ /skimmer
gaz aérosol ions 1
auxiliaire solvant/analyt v
échantillon = = \
(syringue ou LC) [ -, ./ . .

e

[ J .': L
nébulisation '
nébuliseur ,

chauffage aiguille de N2 (9)

décharge de *
pompage

Figure 16: Fonctionnement de la source d'ionisatibimique a pression atmosphérique (APCI)
(d’aprées [274, 275])

Principe
La source APCI est une chambre équipée d'un nébulgneumatique a azote qui peut

étre chauffé a des températures élevées (jusq@a@Ppour former un aérosol. Sur le chemin
du céne de nébulisation se trouve une pointe é@etqui une fois sous tension via une décharge
corona ou couronne (décharge électroluminescemie}l éles électrons ionisants. Dans le cas
d’'un couplage avec la chromatographie gaz, la mgdiidn n’est pas nécessaire.

Une fois introduit, I'’échantillon est nébulisé pan premier gaz (N ou air) puis
intégralement vaporisé par un apport brutal deethdl'optimum du chauffage differe selon la
composition et les débits des solutions étudiéaietétre choisi au cas par cas. L'échantillon
est alors intimement mélangé avec le gaz nébul{®ugaz de transport), ce flux directif permet
d’amener les analytes vers I'électrode a déchanggeoont générés les ions via un processus en
cascade de transfert de charge. Cette électrodmestituée d’'une aiguille et d’'une chambre de
nébulisation qui sert de contre-électrode. L'aiguilortée a plusieurs kilovolts génére un courant

d'électrons ionisants de quelques microamperesaleur de la tension nécessaire dépend de la
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distance entre l'aiguille et I'enveloppe de la seukPClI, fixée par construction, et de la nature
des vapeurs environnantes. Elle est de l'ordre &+ 6 kV selon les appareils, produisant un
courant d'électrons de 1 &8, pour le mode APCI Un potentiel négatif est appliqué en mode
APCI. Cette décharge est une source constante d'électetle ionise I'air ambiant puis une
cascade de réactions ion-molécule aboutit a unmaladions réactifd,e. un gaz ionisé, autour
de la pointe de l'aiguille. Les ions radicalairas plasma participent ensuite a des réactions
chimiques qui donnent lieu a l'ionisation de I'aytal En mode APC) un transfert de proton ou
d’ions réactifs peut se produire pour former lessianoléculaires. En mode négatif, les ions
moléculaires peuvent étre produits par ajout ddaduét ou par détachement d’un proton.

Les ions radicalaires présents dans le plasma &*Agont principalement N, O,
H,O«" et NO< et en APCIO,, O¢, NO,*', NOs»", Oz et CQe". Ces ions primaires réagissent
rapidement (~18 s) et transférent leur charge aux molécules deasblpour produire des ions
réactifs [275]. Ceux-ci réagissent ensuite avemalge pour donner des ions selon les
mécanismes de lionisation chimique. A 200 °C, awg£g) comme gaz de transport et
seulement de l'eau, l'agrégat le plus abondantlast (H,O),H*, avec (HO)H®, HsO",
(H,O)NO' et (HO,)NO" également présents [273].

3.2. L’analyseur de masse : le quadripole

Le quadripdle permet de séparer les ions prodaitsgosource en fonction de leur rapport
m/z. Il est sans doute I'analyseur de masse le i@pandu. Seule une description succincte de
son mode de fonctionnement est présentée ici. D ghples détails sont fournis dans le livre
de De Hoffmann et Stroobant [276] et I'encyclopétiida spectrométrie de masse [277].

Le quadripble est constitué de quatre barres aytjinds ou parfois hyperboliques,
chacune mesurant généralement de quelques cemtingetia dizaine de centimetres, qui sont
séparées en deux paires opposées (déphaséesjnigesoa un courant continu (DC) de valeur
U, et alternatif (RF) de valeur V+/-cagf (Figure 17).
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détecteur
Trajectoire instable

Trajectoire stable

P

=7

Figure 17: Schéma d'un analyseur de masse quadiiigol
(d’aprés De Hoffman et Stroobant [276])

Les deux paires délectrodes ont des tensions raoegi opposées et des tensions
alternatives de méme amplitude et de signe opp@séequence angulaire, est fixée par le
constructeur. La trajectoire d’'un ion est oscili@olLa valeur de la tension sinusoidale (radio
fréquence) permettant la stabilisation de la ttajee d’'un ion est décrite selon I'équation :

V(t)=U+Vcos()t

La trajectoire d'un ion dépend de sa masse, déaa@e, de U et de V. Pour qu’un ion de
rapport m/z donné ait une trajectoire stable danguladripdle et qu’il puisse ainsi atteindre le
détecteur, il faut que les parametres U et V sdmdatque I'amplitude radiale de la trajectoire de
I'ion soit inférieure a la distance séparant lextbdes. En effet, le spectrométre de masse joue
le r6le de filtre passe-haut en déviant les iégels par la composante alternative V du courant.
lIs viennent alors heurter les électrodes ou lesipanternes du spectrometre ; ils se déchargent
et sont entrainés par le systéme de pompage. Dérdae maniere le quadripble joue le role de
filtre passe-bas en éliminant les ions lourds @arcbmposante continue du courant. En
combinant ces deux filtres, seuls les ions ayardpport m/z désiré seront transmis au détecteur.
Dans la pratique, le quadripdle réalise donc uayzaje en masse et fait varier simultanément les
valeurs de U et de V tout en gardant le rapport Odvistant de maniére a ce que les ions
produits par la source soient stables a tour de 8l la valeur de tension continue est nullet (soi
U = 0), tous les ions de masse (m/z) supérieureli@ éixée par la valeur de V (tension

discontinue) auront une trajectoire stable. Ce mesiappel&kF-only ou mode « transparent ».
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Il est principalement utilisé via un octoplle etrpet de transmettre des ions d’une zone d’'un
spectrométre de masse a une autre dans un systetaedem (guide d’ions) ou de stabiliser la
trajectoire des ions aprés collisions dans un systée cellule de collisions/réactions.

Le quadripble a l'avantage d’avoir une vitesse di&yage rapide, d’étre simple d’utilisation
(optimisation rapide et simple), petit, et relatent peu coldteux. Cependant, ces analyseurs

sont limités par leur résolution (de 0.1 a 1 uma).

3.3. Principe de la spectrométrie de masse en tandem MS/MS

La spectrométrie de masse moléculaire est une itpehntrés performante pour
déterminer la structure des composés mais elle geaifimitée par la complexité de la matrice
au niveau de I'élucidation structurale et de samandynamique. De plus, I'analyse de grosses
molécules, contenant de nombreux hétéroélémenis,cpaduire a un spectre de masse souvent
complexe et difficile a interpréter. Afin de résoaidn partie ces problémes, la spectrométrie de
masse en tandem MS/MS a été introduite dans leSeant970. Elle a été développée dans les
années 1980 comme une aide a I'élucidation derletste de composés inconnus et I'analyse
d’échantillons complexes.

Le principe général est simple. La spectrométriandsse en tandem est composée de
différents analyseurs de masse mis en série [Z&h peut étre une association de différentes
combinaisons de secteurs magnétiques, électriquasdyipolaires ou de temps de vol.

Les appareils utilisés au cours de cette étudelsdriple quadripdle et le LTQ-Orbitrap;
seules ces deux types de spectrométrie de masdentaseront détaillées ici. De maniere
générale, la spectrométrie de masse en tandemstmrasisélectionner un ion a l'aide d'un
premier analyseur de masse, a le transférer daascellule de collision afin d’obtenir une
fragmentation du composé sélectionné puis a efectne deuxieme spectrométrie de masse sur
les fragments ainsi générés.

De facon plus détaillée, les ions formés dans lacgoentrent dans le premier analyseur
(Q1, Figure 18). Parmi ces ions, un ion précursstirsélectionné. Seuls les ions présentant le
rapport m/z sélectionné "sortent" du premier araalyslls entrent alors dans une zone libre de
champ, ou est placée une cellule de collisiondgptenant des molécules de gaz. Les collisions
des ions précurseurs avec ces molécules de gazeatgm I'énergie interne des ions pour les
activer afin de provoquer leur décomposition [21#)s ions précurseurs activés se dissocient en
ions fragments, en rompant certaines liaisons chigs dans la molécule. Les rapports m/z de

ces fragments sont alors séparés dans le secohdeuma(Q2). On obtient ainsi un spectre de
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masse des ions fils (fragments) a partir de lionléoulaire sélectionné dans le premier

analyseur de masse.

Lentilles de
focalisation Q1 q Q2
— — 1 ‘
source |—»eo ® 4+. % ¢ détecteur
————— [ ]
Sélection d’'un  fragmentation  Séparation selon
m/z : ion parent m/z

L, fragmentation —

> m

—>» m/z /z

Figure 18: Représentation schématique d’un tripladyipdle en mode fragmentation

Il est possible de choisir différents modes de fionoement en fonction du but a
atteindre. Pour connaitre la composition de I'étiHan, le mode full scan est utilisé. La cellule
de collision joue alors le role de guide d’iongplpareil effectue alors un balayage des m/z dans
la gamme désirée. Tous les ions moléculaires piegkEns cette gamme sont alors détectés.
L’appareil est alors peu sensible. Pour élucidetdacture d’'une molécule, on utilise le mode de
fragmentation présenté Figure 18. On sélectionn@mrprécurseur qui sera ensuite fragmenté
dans la cellule de collision. La détection de sessifragments par le balayage en masse du
dernier quadripble méne, aprés un lourd travaiitdhprétation des résultats, a son identification
structurale. Un moyen d’étre plus sensible conséstetiliser le mode SIR (Selected lon
Recording) c'est-a-dire a sélectionner un seul dafas le premier quadriplle, la cellule de
collision ainsi que le dernier quadriplle laisspasser les quelques ions provenant du premier
quadripble. Le détecteur n'effectue donc pas dayage en masse ce qui lui permet de passer
plus du temps sur I'ion sélectionné et donc d’'gtues sensible. Cependant, le plus sensible est le
mode MRM (Multiple Reaction Monitoring). Avec ce o& le premier quadripble sélectionne
un ion. Une fois dans la cellule de collision it é&sgmenté. Les fragments arrivent dans le
second quadrip6le ou seul un ion fils caracténigtige la molécule visée est sélectionné puis
détecté. Cette méthode permet de ne détecter cgéuh m/z précurseur et une transition
particuliere de ce précurseur qui aboutit a unnfraigt spécifique m/z de la molécule de départ.

Cette sélectivité de la méthode est particulierdnugife pour I'analyse de composeés présents
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dans des matrices complexes tout en gardant I'adgdeatité structurelle en utilisant une

transition qui en rend compte. Les différents matiebalayage sont schématisés Figure 19.

Full scan /
1 [ |
- 1 i
. Q1 q Q2 détecteur
ource . balayage m/z RFonl RFonl
d’ionisation Lentilles yad g Y
focalisatrices
Product ion scan/
1 I
>
Q1 q Q2 détecteur
Source \ m/z statique RFonl
dlionisation _Lentilles (tragmentation) palayage
focalisatrices 9
Mode SIR /
1 L
1
\ Q1 q détecteur
‘Source il m/z statique RFonly Q2
d'ionisation Lentilles RFonly
focalisatrices
Mode MRM /
1 L
N — — .
[ 1
. Q1 q Q2 détecteur
ource . m/z statique RFonl '
d'ionisation Lentilles (fragment;tion) miz statique

focalisatrices

Figure 19: Différents modes de balayage utilisésyratriple quadripble
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3.4. Les trappes ioniques : Le détecteur hybride LTQ-Orbitrap

Inventé par Alexander Makarov, I'Orbitrap a été eléppé et construit par Thermo

Masslab Ltd (Manchester, UK) [279, 280]. Cet analysde masse associe la fonction d’'une

trappe ionique 2D et le principe de détection maurant image utilisé en spectrométrie de masse

a transformée de Fourier (FT-ICR)YOrbitrap est de plus en plus utilisé dans I'idécation de

molécules biologiques| kest trés polyvalent et ses performances, so# fois sa justesse, sa

précision et son pouvoir résolutif, sont généralenieen supérieures aux autres analyseurs de

masse de type trappe ionique, quadripdle ou sentagnétiqueles différentes parties du LTQ-

Orbitrap utilisé au cours de cette étude sont tEckigure 20.

source capillaire . . trappe octopole: Cellule de
d’ionisation chauffé gUIde d'ions d’ions (LTQ) guide d’ions C'trap collision
HCD

AL

ot

g 34 4

Pompage différentiel

détecteurs

Orbitrap

Figure 20: Schéma du LTQ-Orbitrap
(d’aprés Hu et al. [279])

Le LTQ-Orbitrap est composé de cing éléments panck:

(1)
(2)
3)
(4)
(5)

la source d’ions

la trappe d’ions linéaire (LTIhear quadripole ion trap, marque de Thermo Etegtr
le C-trap

la cellule de collision a haute énergi€H

I'Orbitrap

(1) La source d’ions utilisée au cours de cettedetst de type ESI. Il est également possible,

si on le désire, de travailler en mode APCI.

(2) Une trappe ionique est un analyseur dérivé daddpble, a géométrie sphérique, et

également a stabilité de trajectoire. Elle est tituge d’'une électrode d’entrée et d’'une électrode

94



de sortie (end cap electrode ou calotte), ainsumpi’électrode annulaire (ring electrode ou
électrode torique). La séparation des ions seaitapplication d’'un champ électrique oscillant,
et contrairement au quadripdle, cet analyseur eshd. En plus du mouvement hélicoidal
résultant de la stabilisation de leurs trajectoge®n les axes (x,y), il existe un mouvement de
va-et-vient des ions suivant I'axe central z empétlainsi les ions de s’échapper.

Une trappe ionique linéaire peut étre utilisée somnme dispositif d’accumulation d’ions et
donc couplée avec un autre analyseur pour la d@teftas de I'Orbitrap), soit comme un
spectrometre de masse autonome de type MS avdusdgs avantages du quadripOle le filtrage
des ions multichargés, ou de type 'M&ec la fragmentation des ions piégés par caflisicec
une pression partielle de gaz inerte (ici He). Ragmentation progressive de la tension
alternative, les ions sont déstabilisés de fac@cessive et expulsés de la trappe, ce qui permet
I'enregistrement des spectres. Au cours d’'une éguwdeles protéines, Ritest al. [281] ont
montré que, en comparaison avec des trappes icnamuegantes, le LTQ offre I'avantage d’'une
vitesse de balayage trés rapide ce qui améliatentification des molécules.

(3) Le C-trap est une trappe ionique en forme dguCtravaille en mode RBnly. Placée
juste avant I'Orbitrap elle permet d’accumuler i@ss avant de les éjecter vers I'Orbitrap ou la
cellule de collision HCD (Higher-Energy Collision&@lissociation). Elle permet également
d’améliorer la précision de masse par recalibratiterne en temps réel a partir de spectre MS et
MS/MS d’un nombre défini d'ions connus de I'air aantd.

(4) La cellule de collision a haute énergie, HCBnsiste en un octopole pressurisé avec de
I'azote pour provoquer la fragmentation des ionpépétrant. Les ions produits sont ensuite
renvoyés vers la C-trap pour étre analysés pabitfp. Ce systéme de fragmentation est utilisé
car il permet d’obtenir des spectres M&milaires a ceux obtenus par des instrumentgke tr
quadrupdle (QQ9Q), c’est-a-dire des spectres oilesfragments de petite masse peuvent aussi
étre observés contrairement a ceux obtenus avetappe a ions.

(5) L'Orbitrap est une toute nouvelle trappe liméajui a été concue selon des principes
d’astrophysique. Une description du mouvement das a I'intérieur de la cellule est présentée
Figure 21. Ce n’est ni un champ de radiofréquencan champ magnétique qui piege les ions,
mais un champ électrostatique dirigé vers uneréléetcentrale. Cette attraction vers I'électrode
centrale est compensée par une force centrifugevigni de la vitesse tangentielle des ions
donnée au moment de l'injection (comme un satedliterbite). Une électrode extérieure permet
de maintenir les ions confinés dans ce piege. Laveroent de type elliptique et orbital de
chaque ion le long de I'axe central possede urguééce oscillatoire qui lui est propre. Aprés

mesure du courant induit sur des électrodes imagesette fréquence axiale des ions, un
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traitement du signal via une Tranformée de Foyr@met de déterminer le rapport m/z de I'ion
[279]. Cette mesure est non destructive a I'oppieséa plupart des autres analyseurs de masse.
On peut donc faire « cyclotroner » les ions sutotgues périodes (au dela de la seconde) afin
d’accumuler le signal ce qui permet d’améliorerjuatesse et la précision de la mesure du

rapport m/z et surtout la résolution, d’ou le nonbi®ap.

s

—

Figure 21: Coupe transversale de I'Orbitrap décrivée mouvement des ions dans la cellule
(d’aprés Makarov et al. [282])

L’Orbitrap possede de nombreux avantages :

- le premier, et le plus important, est sa capacfiéwvoir générer une tres haute résolution qui
rivalise avec celle de l'instrument FTICR (notammnenor les basses valeurs m/z) et qui
dépasse souvent celle obtenue avec un analyseysTaarvol (Tableau 12) ;

Tableau 12: Résolution en fonction du temps paas@mion dans I'Orbitrap
(d’aprés Scigelova et Makarov [283])

Temps d‘analyse dans I'Orbitrap (s) Résolution (10%vallée am/z= 400)
0.2 7 500
0.5 30 000
0.9 60 000
1.6 100 000

- I'Orbitrap est également un détecteur de masse algehprécision. En routine, il peut
atteindre une précision de I'ordre du ppm (diff@erelative entre la masse réelle et la masse
expérimentale exprimée en partie par million) elibcation externe et, une précision de
moins de 0.5 ppm avec une calibration interne eoBtppm pour I'analyseur de masse a
temps de vol [284] ;

- I'Orbitrap posséde une large gamme dynamique de ¢¢u5000, ce qui correspond a une
valeur 5 fois plus importante que pour un analysemnps de vol [285] ;

- la gamme de masse de I'Orbitrap (m/z 70-4000) @sérseure a celle du FT-ICR (m/z 150-
4000)
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4. BILAN : ENJEUX DE L'ANALYSE DU SELENIUM DANS L’URINE ET CONDITIONS
ANALYTIQUES

A I'neure actuelle, le métabolite majeur présemisdéurine a été identifie comme étant
le sélénosucre SeGal. Cependant, certains résidtatis a la quantification de TMSainsi que
des formes volatiles restent a confirmer. La cossaice de I'ensemble des formes de Se dans
I'urine est essentielle pour une meilleure compnéi@ du métabolisme de cet élément chez
I’'homme. L’identification des especes inconnuesdesic d’'un intérét majeur.

Le sélénium est présent a de faibles concentrafithis 80 pg(Se).t) dans I'urine de
sujets non supplémentés [28]. Il est donc nécesshkrdévelopper des méthodes analytiques
robustes, sensibles et conservatrices de la spéciaNous avons vu dans la synthese
bibliographique que les techniques couplées, amsocine technique de séparation avec un
détecteur spécifique et sensible, permettent dalte directement la quantification de plusieurs
espéeces. Depuis lintroduction de la cellule deligioh/réaction, I'ICPMS est devenu le
détecteur le plus approprié pour l'analyse élémentat de spéciation dans les matrices
complexes, a faible teneur en élément. Les méthduesnatographiques en phase liquide et gaz
sont particuliérement bien adaptées a I'analysdateses séléniées, respectivement dissoutes et
volatiles dans I'urine. Néanmoins, méme pour legptages les plus sensibles (HPLC et GC-
ICPMS), la comparaison des limites de détectiorcdee concentrations en sélénium relevées
dans I'urine, montre que I'analyse de spéciatiorale du sé€lénium est difficilement réalisable.
Les méthodes de préconcentration et d’extractionaraont de I'analyse, sont nécessaires. De
plus, l'utilisation de techniques d’identificatisiructurale des molécules, moins sensibles que

I'ICPMS, nécessitent également une pureté optimaléechantillon.

En ce qui concerne la chromatographie liquide,édiffits mécanismes de rétention
peuvent étre mis en ceuvre et permettent d’adaptesélectivité en fonction des composés
présents. L'optimisation des mécanismes de séparan chromatographie liquide a été la
premiere étape de nos travaux. Les conditions @besndéfinies ont été appliquées a I'étude des
performances analytiques et a I'analyse d’échanslid’urine.

L’amélioration des limites de détection analytiqgeesa purification de I'échantillon ont
ensuite été envisagées par extraction sur phasdesoCes protocoles ont permis un
quantification plus aisée des métabolites SeGaAMSE", et la mise en évidence de nouveaux

composes inconnus dont un a pu étre identifié pactsométrie de masse structurale. Par la
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connaissance des fragments caractéristiques deretécule, une technique d’analyse directe
de ce composé dans l'urine a pu étre développée.

L’analyse des formes séléniées volatiles est repdueculierement délicate en raison des
trés faibles concentrations & mesurer, dans la gadenquelques ng(Se):LDans ce type de
matrice complexe, en plus de nécessiter une méthoalgtique sensible, la détermination de la
spéciation de Se est particulierement dépendasteataitions de manipulation et de stockage
de l'échantillon. Afin de s’assurer que la spéoiatioriginelle des espéces seéléniees est
maintenue lors du stockage des échantillons, urdeéte stabilité dans différentes conditions a

été réalisée.
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Chapitre 11

ANALYSE DES FORMES SELENIEES DISSOUTES DANS
L’URINE DE SUJETS NON SUPPLEMENTES
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ILA. OPTIMISATION DE LA SEPARATION D’ESPECES SELENIEES PAR
HPLC/ICP-MS ET APPLICATION A DES ECHANTILLONS D’URINE HUMAINE

Trois mécanismes de séparation chromatographiquetfamh en jeu des phases
stationnaires différentes, ont été retenus pour Eamplémentarité. L'urine contenant de
nombreux composeés inconnus, l'utilisation de ceis tmécanismes chromatographiques permet
une identification fiable des composés.

Une fois la séparation optimisée et les temps dentién définis, les conditions
chromatographiques sont appliquées a des échastifarine pour évaluer les effets de matrice

sur I'élution des étalons ainsi que les performararelytiques dans la matrice d’étude.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Réactifs et étalons

Afin de quantifier par la méthode des ajouts ddegxomposés présents dans l'urine, il
est nécessaire de disposer d’étalons. Les étatmmmerciaux utilisés au cours de I'étude sont
présentés, accompagnés de leur pKa [286, 287]edall3.

Tableau 13: Especes séléniées étudiees commereiaelisponibles

Especes Formule chimique pKa fournisseur pureté
3|énite d di /O- Ka=2.7
sélénite de sodium pKay= 2. ,
0=Ss 0,
(SelV) \eo_ pKay= 8.54 Aldrich 99%
i
séléniate de sodium 0—Se—0 pKa< 0 : 0
(SeVI) (lj- pKa= 1.8 Aldrich 98%
Q 9 pKa;= 168
Séléno-D,L-cystine _Se pKa= 215 : 0
(SeCyst) Ho)k(\Se \/\(U\OH pKas= 807 Aldrich 100%
NH, NH, pKa,= 8.94
o)
Séléno-D,L-méthionine Se__ pKa= 219 :
: HO CH 0
(SeMet) )k’\f\/ 3 DKa,= 9.05 Aldrich > 99%
2
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Especes Formule chimique pKa fournisseur pureté

0
séléno-D,L-éthionine se___CH pKay ~ 2 : 0
(SeEt) Ho)k(\/ pKaQ ~9 Aldrich 100%
NH,
S hylsél L i
e-méthylséléno-L- CH
cystéine HO s ° n.d.* Acros 98%
Organics
(MeSeCyst) NH
2
Acide méth Slénini //O
cide méthaneséléninique - . , 0
(MeSeOOH) H,C S\eOH n.d. Aldrich 95%
Diméthylséléniure .
H,C—Se—CH - 0
(DMSe) 3 e—LH3 Aldrich > 99%
Diméthyldiséléniure H,C—Se—Se— CH i Aldrich 96%

(DMDSe)

*n.d : non défini

Du fait du faible nombre de composés disponiblesroercialement, il a également fallu
faire appel a la synthése chimique de certainesdsrséléniées susceptibles de se retrouver dans
I'urine. L’ion triméthylsélénonium (TMS? et la méthylséléno-N-acétyl-D-glucosamine (SeGlu)
ont été synthétisés a I'Institut Pluridisciplinasle Recherche en Environnement et Matériaux
(I.LP.R.E.M., Pau, France), en collaboration avec I&an Marc Sotiropoulos de I'Equipe de
Chimie Physique, selon les protocoles décrits paobél et al. [169] et Traaret al. [288]
respectivement. La-méthylséléno-N-acétyl-D-galactosamine (SeGal)téaféurni par Dr. Y.
Ogra (Université pharmaceutique de Showa, Japon).

Les étalons de travail non volatils sont prépam@sdilution successives dans de I'eau milli-Q
(Millipore Co., Bedford, MA, USA) a partir des stilons étalons & 1000 mg(Se}.lstockées a

5°C. Les solutions étalons des composés volatils DMSPMDSe sont préparées a environ
5000 mg(Se).I! dans le méthanol, et stockées & - 4°C. Les salitite travail proviennent de

dilutions successives de ces solutions étalons ldsmsmilli-Q.

Les réactifs employés pour la préparation des phaszbiles chromatographiques sont
rassemblés Tableau 2. Par ailleurs, de I'acideggngrHNG (Instra, J.T.Backer) est utilisé pour

I'analyse du sélénium total.
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Tableau 14: Caractéristiques des réactifs utilipésir les phases mobiles chromatographiques

Nom du composé Formule chimique pKa Provenance Pureté

Méthanol (MeOH) CH4OH - Fluka >99.9%
Ammoniaque NH; 9.26 Prolabo 28%
Acide formique HCOOH 3.80 Riedel-deHaén 98-100%
Formiate d’ammonium HCOONH, Laljn:%‘_’gé Aldrich > 99.995%
Acide heptafluorobutyrique - - ~ccoon 0,40 Fluka > 99.5%
(HFBA)

Acide acétique CHsCOOH 4.80 Merck 100%

Pyridine CsHsN 5.23 Sigma-Aldrich > 99.8%

1.2. Echantillons

Les échantillons d'urine proviennent d’individusapant absorbé aucun complément
alimentaire et n’étant soumis a aucun régime alteen particulier. lls sont collectés le matin,
immédiatement apres le lever, dans des flaconobtéprafluoroéthylene (PTFE), puis filtrés a
0.45 um (acétate de cellulose). lls sont ensuitdégés de la lumiére a l'aide de papier
aluminium, placés au réfrigérateur (4°C) et anayd#ns la journée pour éviter une dégradation
des composés [191]. Pour empécher que la matricepenturbe trop la séparation et

n'endommage la colonne, 'urine est diluée dix fpirlques minutes avant son injection.

1.3. Description de |’appareillage

La technique de couplage HPLC-ICPMS comporte deoxiutes distincts reliés entre
eux par un tube en polyétheréthercétone (PEEK) pdepe HPLC et le détecteur de

spectrométrie de masse a plasma induit.

a) Pompe HPLC

La pompe HPLC est le modele 1100 de la marque AgitEle est équipée d’'un systéeme
de pilotage informatique. Elle comprend 4 voiesntfées pour le solvant, un procédé de
dégazage électronique ainsi qu’'un injecteur autgue. Le volume d’injection est fixé a 100

uL et le débit de phase mobile & 1mL.thin
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c) Ledétecteur : ICP-MS

Le détecteur est un spectrométre de masse élémeernkdait partie de la série 7500 de la
marque Agilent. Il est équipé d’une cellule deisai / réaction.
Les parameétres du détecteur ICPMS sont détailléded@a 15. Ils varient au cours de

I'étude selon la quantité de solvant organiquenthtite (MeOH) et la matrice de I'échantillon.

Tableau 15: Parametres de 'ICPMS pour I'analysesélenium

Nébuliseur Concentrique (Meinhard)
Chambre de nébulisation Scott, refroidie a 2°c
% MeOH < 5% 5% < MeOH < 50%

Cbnes Ni Pt
Diametre de la torche (Quartz) 2.5mm 1.5mm
Puissance du plasma 1500kw 1600kwW
Débit du gaz plasmagéne (Ar) 15 L.min* 15 L.min*
Débit du gaz auxiliaire (Ar) 0,9 L.miri* 0,9 L.mir*
Débit du gaz de nébulisation (Ar) 1,1 L.mir* 0,8 L.mir*
Débit du gaz optionnel (£ - 5% relatif au gaz de nébulisation
Isotopes suivis ""Se B2Se (matrice KO, 10 mM HFBA, phase mobile)

"'Se, "®Se (matrice urine)

_Points/seconde ____________ Q4mslpt ..

Cellule de collision/réaction (analyse échantillogels)
Nature du multipole Octopodle
Débit gaz réactif (b) 3 mL.min*

La cellule de collision / réaction permet le suilés isotopes les plus abondants du
sélénium {®Se et?®Se), fortement perturbés par les interférences AfeA 1.B. §3.1.). Pour une
sensibilité optimale, particulierement utile polanklyse d’échantillons d’urine, ou la teneur en
sélénium est trés faible, la cellule est pressearisé&e H. Cependant, la présence du brome dans
I'échantillon et d’hydrogene comme gaz réactioneatraine la formation d’autres interférences
("Br'H et #Br'H) pouvant perturber la mesure des isotoPSe et®’Se (cf. I.B. §3.1.). La
mesure des m/z 80 et 82 demanderait alors I'uiitisad’équations de corrections [265]. Pendant
I'étape des optimisations chromatographiques, m&entrations utilisées>(0.5 pg(Se).LY/
espéce) sont détectables & I'aide des isotOSeset’’Se du sélénium, sans utiliser la cellule de

collision.
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1.4. Choix des colonnes chromatographiques

De par la grande variété des composeés étudiése&@ahinés, sucres, composes
inorganiques...) et leur forme (cationique, neutvéiterionique ou anionique), l'utilisation d’'un
seul mécanisme chromatographique pour la réterdfola séparation de tous les étalons est
quasiment impossible (cf. I.B. §2.3.). De plus, glde cas d'un détecteur élémentaire,
I'identification des composés étant basée surrgtede rétention des solutés, il peut subvenir
des phénomenes de coélution lors de I'analyse édhantillon contenant des espéces inconnues.
Il est donc nécessaire, pour une vérification dessiltats, de faire appel au minimum a deux
mécanismes de séparation. Les propriétés des asdatmomatographiques utilisées au cours de

cette étude sont détaillées Tableau 16.

Tableau 16: Caractéristiques des colonnes HPLC

Nom de la colonne Atlantis dC18 Hypercarb PRP-XZOO
(Waters) (Thermo Electron) (Hamilton)
Type d’interactions hydrophobes hydropho_bes - cationiques
électroniques
Dimensions de la colonne 4.6 x 150 mm 4.6x 100 mm 4.1 x 250 mm
Diametre des particules 5um 5um 10pm
Diamétre des pores 100 A 250 A 100 A
Pourcentage de porosité 68% 75% n.d.*
Surface spécifique 334 nilg 120 nf/g n.d.*

Polystyrene-

Carbone graphite ;. vihenzene /

Type de support Silice greffée en C18

poreux
sulfonates
Pourcentage de carbone 12.29% 100% n.d.*
Domaine de température 20-45°c 20-200°c 5-60° C
Pression maximale 400 bars 450 bars 350 bars
Domaine de pH 2-7 0-14 1-13

*n.d. : données non fournies

La phase stationnaire de la colonne Atlantis dGl&aractéristique d’'une séparation en
phase inverse. Compte tenu de la diversité des as@spséléniés présents dans l'urine, I'étude
bibliographique (cf. 1.B. 82.3.) a révélé que laph stationnaire de cette colonne, permettant a la
fois la rétention des composeés polaires et apalagst particulierement adaptée a I'analyse de
spéciation du sélénium dans l'urine.

La phase stationnaire de la colonne Thermo Hyperemst composée de carbone
graphitique poreux (PGC). Ses propriétés, décptésédemment (cf. I.B. §2.3.), font intervenir
des interactions hydrophobes ainsi que des interacélectroniques entre un analyte polaire et
sa surface polarisable. Les particularités de st (planéité, homogénéité) lui conferent

également une aptitude a séparer les isomeres tyéqums.
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La présence de TMSalans I'urine est sujette & grand nombre de coats@s et doit
donc étre vérifiee (cf 1.B. 81.1.). Pour la rétentspécifique de ce cation, le mécanisme le mieux
adapté est I'échange de cations. La colonne, HamPRP-X200, s’est avéré performante pour
I'analyse de ce composé dans I'urine humaine [184]. Au cours de notre étude cette colonne
sera donc utilisée pour l'analyse du TMSen partant des conditions déja prédéfinies par
Kuehneltet al.[174].

1.5 Performances analytiques

Les performances analytiques sont évaluées paldalaes limites de détection (LD),
de la répétabilité (RSD) et de la linéarité pounaine des especes étudiées selon la méthode de

séparation choisie.

> Limites de détection

Les limites de détection sont calculées selon éesmmandations de I'lUPAC [167] a
I'aide du coefficient de Student défini en fonctidn nombre de points appartenant a la droite
d’étalonnage et du coefficient de corrélation dellaite. Elles sont évaluées pour un signal

mesuré en hauteur.

coeff.studentx o x

LD = (Eg. 1)
a
(0]

Avec: o : écart type des blancs ;
& pente de la droite d’étalonnage ;
n : nombre de blancs ;

n, : nombre de réplicats pour une mesure.

Pour 10 échantillons de blancs (n=10), des analyaiss en triplicat et un intervalle de
confiance de 95%, le calcul des limites de détacmsimplifie :

LD :3xai (Eq. 2)
o
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» Limites de quantification
De la méme facon, les limites de quantificatiocaeulent selon la formule :

LQ= 10xai (Eq.3)
0

> Répétabilité
La répétabilité (RSD) est calculée a partir de jBdions d’'un échantillon contenant la

plus faible concentration détectable, selon la fdem

RSD(%)=| —2aies %100 (Eq. 4)
a€moyenne

Elle est évaluée par la mesure de I'aire car cegbarameétre qui est utilisé par la suite,

pour la quantification des composeés.

1.6. Evaluation de la qualité de la séparation

Pour I'évaluation de la qualité de la séparatiofiégbntes grandeurs caractéristiques ont

éte utilisées [243].

> Le facteur de rétention k’:

Il correspond au rapport entre la masse de comgase la phase mobile et la masse de
composé dans la phase stationnaire. Il rend congpta "capacité” de la colonne a retenir un
composé. A partir de I'étude d’'un chromatogrammeléfimit :

K = (tR _tm)

" (Eq. 5)

m

avec k:temps de rétention d’un composé (= temps efijedtion et la détection) ;
tm : temps mort (= temps entre I'injection et la @éten d’'un composeé non retenu).

Plus k' est grand, plus la rétention du composérgsirtante.

» Résolution

Le calcul du facteur de résolution entre deux casepoA et B permet de renseigner sur la
qualité de la séparation en caractérisant I'amitdd systéme chromatographique a séparer 2
composés d'un mélange. Ce facteur se calcule ia gesttemps de rétention et des largeurs des

pics a la base selon I'équation :
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2 —oxlta(B)-ta(A))
0 (w(B)+w(A))

avec k(A) et r(B) : temps des rétention des composés A et B en mi

(Eq. 6)

o(A) eto(B) : largeur a la base des pics A et B en min.

Pour B> 1.5 : trés bonne séparation des composes, argigsitative ;
1.5 > R> 0.7 : séparation considérée comme acceptableysenqualitative (Pour Rs=1, le
recouvrement des pics est de 2%) ;

Rs < 0.7 : les composés ne sont pas séparés.

» Efficacité
Elle se traduit par la "finesse des pics" obtenmer pes composés. Plus le pic et fin, plus la
colonne est efficace. Elle est exprimée en nomenglaeaux théoriques N

t 2
N :16x(—£j (Eq. 7)

avec f:temps de rétention en min ;
o : largeur du pic a la base en min.

Plus le pic est fin, plus N est grand et donc fusolonne est efficace.

2. OPTIMISATION DES CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES

En vue d’'une application pour des analyses demreutine méthode de séparation rapide
et simple d'utilisation est recherchée. Dans ce leutode de séparation envisagé est le mode
isocratique a température ambiante.

Remarque L’étalon SeGlu a été synthétisé aprés [I'optinisat des conditions
chromatographiques. L'influence des parameétresncatographiques n'a donc pu étre testée
pour ce composeé. Il apparait cependant dans le éda méthodes séparatives.

2.1. Propriétés acido-basiques de certains composés

Certains composés tels que les acides aminés, &e8£VI ont des propriétés acido-
basiques (pKa). lls ont donc un état de chargeakikrien fonction du pH du milieu dans lequel
ils se trouvent. Cela va conditionner les mécanssdimteractions de ces especes avec la phase

mobile et la phase stationnaire. Afin d’expliqueud rétention sur les différentes colonnes, nous
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nous sommes donc intéressés a leur charge appé@&jtealculée a partir des pKa des espéces
selon la formule :

z (zi x concentraon del'ion dechargez|

CA= : . (Eqb)
concentrabn totaledu composé

avec z = chargeionigue duneespece

Il nous est alors possible d’établir I'évolution ldecharge apparente de SeMet, SeCyst,
SelV et SeVI en fonction du pH de la phase molsilgure 22).

1.0

0.5 \

0.0--_4 ......................................................................................
05
1.0 1
15 1

-2.0 -
'2.5 T T T T T T T T T T T T T

CA

SeMet

pH
Figure 22: Charge apparente de SeMet, SeCyst, S&V| en fonction du pH

SeVIl a une premiére acidité trés forte (pKal < D)se présente donc sous forme
anionigue quel que soit le pH. SelV possede unegehapparente négative pour pH > 2. Les
especes inorganiques ne possedent pas de groupeydemphobe. Quel que soit le pH, elles ne
seront pas retenues en mode phase inverse. Pae etles pourront étre retenues dans le cas
d’interactions électroniques avec la phase stativarPGC, SeVI plus fortement que SelV.

Les acides aminés ont un caractere cationique pduk 2.5 ; un caractére anionique
pour pH > 8.2 et un caractére zwitterionique elgsedeux. Ainsi, dans le cas ou la rétention de
ces deux espéces est majoritairement gouvernéegparteractions hydrophobes avec la phase
stationnaire, comme c’est le cas sur une colonnghase inverse, l'idéal serait de se placer a un
pH de telle sorte que les acides aminés soieneéptesous forme globalement neutre c'est-a-dire
entre pH 3 et 7.

Le cation TMSé posséde une charge apparente égale a 1 dandaagaenme de pH.
TMSE" sera retenu sans aucune difficulté sur une phasiersaire échangeuse de cations. En

109



possédant un petit groupement hydrophobe, il desarptenu sur phase inverse que les espéces
inorganiques. Cependant, afin d’améliorer sa ri&pnt'ajout d’'un agent de paire d’ion

anionigue est envisageable.

2.2. Choix de la phase mobile

Tel que décrit préecédemment, une variation de put pgodifier la charge et donc la
rétention des composés. Afin d’obtenir des résult@productibles, le pH de la phase mobile est
controlé en utilisant une solution tampon. En vuend analyse par spectrométrie de masse
moléculaire de fractions collectées en sortie dedlanne, il est également important que la
solution tampon soit volatilisable. Les tamponsatibsables les plus couramment utilisés pour
une séparation en mode phase inverse sont :

- HCOOH/HCOO pKa=3.8

- CHz;COOH/CHCOO pKa=4.8

L’acide formique sera utilisé pour la séparation gliase inverse. L'acide formique et 'acide
acétigue seront testés pour la séparation sur PGC.

En chromatographie de phase inverse, la rétentigmante avec I'hydrophobie du
composeé. Les composés ionisables sont donc plesueisous leur forme neutre que sous leur
forme ionique. L’ionisation étant un phénomene délaat du pH, il est important de tester
I'influence de ce facteur sur la rétention des espePour ce faire, en partant d’'une valeur
optimale c'est-a-dire pH 3 pour l'acide formiqle,pH de la phase mobile en mode phase
inverse C18 sera modifié, selon la gamme autopséda colonne, soit de 2.5 & 6.5, par pas de 1
(Tableau 16).

En mode phase inverse, la concentration de laignltampon ne devrait pas affecter la
rétention des analytes [243]. Cependant, la colartilisée possede également des propriétés
hydrophiles. Dans le cas ou des interactions diéghal’ion sont présentes, la concentration du
tampon pourrait faire varier la rétention des ateglylLa concentration totale d’acide formique
sera donc modifiée par pas de 30 mM, de 20 & 146 mM

Un des modificateurs organiques le plus souvetiséten mode phase inverse est le
méthanol. L’addition d’un pourcentage de 3% de Me®H phase mobile permet d’améliorer
considérablement I'intensité des composeés sel¢pés (cf. 1.B. 83.1.). En mode isocratique, le
pourcentage de MeOH est donc fixé a 3%. Le MeOHhtépdus apolaire que I'eau, une

augmentation de sa concentration entrainerait e plus rapide des composés.
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Afin de retenir le cation TMSeen mode phase inverse, un agent de paire d'ion
anionigue, l'acide heptafluorobutyrique (HFBA) seajouté a la phase mobile pour une
concentration variant de 1 a 5 mM par pas de 1 bdphase PGC étant suffisamment stable a

pH acide, I'ajout de HFBA a I'échantillon sera égaknt testé dans la gamme allant de 0 a 100
mM.

2.3. Séparation des étalons sur C18

a) Optimisation de la séparation

Dans un premier temps, la phase mobile utiliséeKpahneltet al.[160],i.e. 20 mM de
formiate d’'ammonium, 3% de méthanol et pH 3 ajyste ajout d’acide formique, a été testée.
Ces conditions d’analyse n'ont pas permis d’obtamie bonne séparation de SeVI, SelV,
SeCyst, MeSeOOH, TMSet MeSeCyst, ces 6 composés éluant en début dmatogramme
(Figure 23).

Il est particulierement important de retenir etséparer TMSedes autres espéces car la
présence de ce composé dans l'urine est a confifofied.B. 81.1.). Dans ce but, certains

paramétres de la phase mobile comme indiqué prétcédat, ont été modifiés.

8000 -
SeVI
6000 N
° TMSe
Y MeSeCvst
= 4000 +
5 SeMet
7]
2000 - ﬂ SeGal SeEt
“| A A
0 T I \LJ [ I T T T T T l
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
temps (min)

Figure 23: Chromatogramme d’un mélange d’étalori®qig(Se).L' par espéce dans,®
(colonne C18 ; phase mobile : 20 mM HCOONH3%MeOH + HCOOH
(pH= 3) soit [HCOOH],: = 146mM)
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1°) Influence de la concentration en acide formigua pH constant

Le premier parametre étudié est la force éluantia gaase mobile par modification de la
concentration totale en acide formique. La conegioin totale en acide formique a été testée
dans la gamme de 20 mM a 146 mM, cette derniénet édaconcentration précédemment
utilisée. Le pouvoir éluant est diminué afin de mxieetenir les composés non séparés en début
de chromatogramme. Le pH est fixé a 3 par ajoundianiaque a la phase mobile.

Aucune variation importante du temps de rétenties domposés (< 11%) n'a été
observée. Pour la suite de I'étude, une conceotrdtitale en acide formique de 146 mM est

conservée.

2°) Influence du pH a concentration totale en acidérmique constante

Pour une concentration totale en acide formiquesteonte ([HCOOH}; = 146 mM),
I'influence du pH sur la qualité de séparation dggeces a été étudiée. Le pH est ajusté avec de
'ammoniaque par pas de 1, entre 2.5 et 6.5 (gamumerisée pour la colonne, Tableau 16).

L’évolution de la rétention des composés selorHeept présentée Figure 24.

5.2 -
4.2

SeEt
3.2

SeGal

\
!
x

2.2 4

‘\ SeMet
—¢ \g *

12 -
1.0 - TMSe"
0.8 1 L MeSeCyst
06| X ' - ' '
MeSeOOH
04 | ~N SeCyst
— —0— —e
0.2
0-0 T T T T T T T T T 1
2 2.5 3 35 4 45 5 5.5 6 6.5 7
pH

Figure 24: Evolution de la rétention de composéérsés en fonction du pH de la phase mobile
(colonne C18)
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Quel que soit le pH, les espéces inorganiques 8e8£VI ne sont pas retenues.

La rétention du sélénosucre, SeGal, ne varie pasatéere significative dans la gamme
de pH étudiée. Bien que possédant des groupemegdisxXyles et donc des propriétés acido-
basiques, la rétention de ce composé semble é@galement gouvernée par I’hydrophobicité
de son cycle et son encombrement stérique darsgaatime de pH.

Aucune modification importante des temps de réenti'a également été observée pour
SeMet et SeCyst, I'état de charge de ces especesitvaes peu dans le domaine de pH étudié
(cf. Figure 22). La modification du pH n’a pas, nplus, d’influence sur la rétention de
MeSeCyst et MeSeOOH.

La rétention de SeEt diminue fortement entre pHe2 pH 3.5 et se stabilise entre pH 3.5
et pH 6.5. Il se pourrait que le pKa de cette es@it situé entre ces deux valeurs de pH ce qui
expliquerait que la variation de I'état de chargevpgque une diminution de la rétention.

A Tlinverse, la rétention de TMSeaugmente lorsque le pH augmente. Cette
augmentation est vraisemblablement die a la foomaté paire d’ions avec les ions formiate, la
concentration en ions formiate augmentant avetile p

L’influence d'un agent de paire d’ions permettamie urétention plus importante du
TMSE', i.e. de nature plus hydrophobe, est donc testée. Legpiixé a 3 afin de conserver une
capacité tampon optimale.

3°) Influence de I'ajout d’'un agent de paire d’ionanionigue a la phase mobile

L’ajout d’'un agent de paire d’ions anionique, l@eiheptafluorobutyrique (HFBA), a la
phase mobile, est envisagé. Il est choisi d’amgsdsultats déja obtenus par Gammelgatadl
[188] pour la séparation de TMSéleSeCyst, MeSeMet et SeMet sur une phase staiienen
C8. Au cours de notre etude, HFBA est utilisé a corecentration allant de 0 a 5 mM par pas de
1 mM. Expérimentalement, il apparait que HFBA, diti de la longueur de sa chaine carbonée, a
tendance a rester fixé sur la phase stationnaictarg ainsi les résultats non reproductibles. Afin
ne pas surcharger la colonne en HFBA, dans nositaomsl d'élution (3% MeOH), la
concentration maximale en HFBA testée est donc dasxmoins importante que celle utilisée
par Gammelgaardt al.[188]. En partant de 20 mM de formiate d’ammonilemnpH est ajusté a
3 avec l'acide formique ce qui correspond a undatian de 70 mM a 146 mM de la
concentration totale en acide formique selon laceotration en HFBA utilisée. Dans cette
gamme, l'influence de la concentration totale edexormique, étudiée précedemment (cf. 1. A.
8§2.3.), sur les temps de rétention des étalonségiigeable (variation relative des temps de

rétention < 9% entre 70 et 146 mM).
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L’évolution de la rétention des étalons en fonctittnla quantité de HFBA ajoutée a la
phase mobile est représentée sur la Figure 25.

3.0
2.5 7 y — /
SeMet
2.0 A
) 1.5
=~ MeSeCyst
10 | . :/
il —t— '
0.5 ] MeSeOOH
= —— ¢ $—sTyst @ -
0.0 ‘ i - — ]
0 1 2 3 4 5

[HFBA] en mM

Figure 25: Evolution de la rétention des étalonesis en fonction de la concentration en
acide heptafluorobutyrique (HFBA)
(colonne C18)

La rétention de SeCyst et MeSeCyst n'est pas nezdidie maniere significative dans la
gamme de concentrations en HFBA testée.

Comme observé précédemment lors de l'augmentatradconcentration en ions
formiate, 'augmentation de la concentration en MFeéntraine une Iégére diminution de la
rétention des especes inorganiques et de MeSeOOH.

A l'inverse, la rétention de SeEt (k'= 9.6 avec MrilFBA, résultats non présentés), de
SeMet, ainsi que du cation TMSewugmente lorsque la concentration en HFBA augeneht
partir de 1 mM HFBA, TMSe est séparé des autres composés éluant en début de
chromatogramme (Rs1.1).

La rétention de SeGal n’est pas modifiée par I'egiiIHFBA a I'échantillon. Cependant,
la résolution entre ce composé et SeMet diminuggleg la concentration en HFBA augmente.
Elle devient inférieure a 1.5 lorsque la concerdraten HFBA atteint 2 mM. Pour une

concentration en HFBA de 1mM la séparation des @enxposeés est tres satisfaisante (Rs=1.9).
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En comparaison avec les conditions initiales (fufe 23), I'ajout de HFBA 1 mM a la
phase mobile, permet, pour une méme durée d’anailyimieure a 10 min, de séparer 5

composés (tracés en noir, Figure 26) dont TM$&eGal.

SeVI, SelV, SeCyst, MeSeOOH,
600 -

A MeSeCyst
500 - .
TMSe
% 400 | SeMet SekEt
‘8 300 -
%) SeGal
® 200 -
100 -
0 '~\J T T T T \A ——— — T T ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
temps (min)

Figure 26: Chromatogramme d’un mélange des étaio@s$ pg(Se).t dans HO
(colonne C18 ; phase mobile : 20 mM HCOONH+ 1 mM HFBA + 3%MeOH + HCOOH

(PH=3))
Les conditions expérimentales optimisées pour [garstion sur phase inverse sont

ensuite mises en ceuvre pour I'analyse d’échangilf@iurels afin d’évaluer les effets de matrice.

b) Etude des effets de matrice

L'urine est une matrice contenant des teneurs éfeeé sels et composés organiques qui
peuvent fortement perturber la séparation des tewlyAfin de vérifier la robustesse des
conditions précédemment optimisées, les étalor@nigdl sont ajoutés a l'urine diluée 10 fois
dans la phase mobile (Figure 27).

Remarque SeEt ne fait pas partie de I'étude car c’est unmusé synthétique éthylé. Il a donc

peu de chance d’étre présent dans des échantilianeels et en particulier dans I'urine [162].
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Figure 27: Chromatogrammes d’un mélange des étadod$ pg(Se).L dans urine diluée
(1 : 9) dans phase mobile
(colonne C18 ; phase mobile : 20 mM COOHMN8% MeOH + HCOOH (pH=3) + 1 mM
HFBA)

Les variations relatives du temps de rétention céeent pas 3% pour I'ensemble des
composés. Un élargissement des pics est obserrvésahtion diminue alors |égerement dans la
matrice urine. Cependant elle reste suffisante panalyse quantitative de MeSeCyst, TMSe
SeMet et SeGal dans 'urine. SeGlu, non disporinie de cette optimisation, est élué dans ces

conditions & un temps de 7.2 min et est parfaitémésolu des autres composés dans les
conditions optimisées.

2.4. Séparation des étalons sur PGC

a) Optimisation de la séparation

La phase stationnaire de carbone graphitigue po(B@&C) met en jeu deux types
d’interactions (cf. I.B. 82.3.):

- interactions hydrophobes
- interactions électroniques

Ainsi, avec une phase mobile composée a 100% dieawomposeés inorganiques SelV
et SeVI sont totalement retenus de la méme facensgu une phase stationnaire échangeuse
d’anions [247]. Pour permettre leur élution, unoancompétiteur doit étre ajouté a la phase

mobile. Dans la majorité des cas, ce sont les adaenique ou acétique qui sont employés a cet
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effet [289, 290]. Dans un premier temps nous nausnses intéressés a l'acide acétique dont
nous avons fait varier la concentration totale dans gamme allant de 20 a 100 mM.
Cependant, les résultats obtenus n’ont pas étduzonis. En effet, sa force éluante est apparue
insuffisante pour I'élution de SeVI tres fortemewtenu (¢ > 50 min). De plus, dans ces
conditions, I'élution de TMSea eu lieu dans le volume mort. L'ajout de HFBAaaphase
mobile (0 — 5 mM) pour augmenter la rétention deSEva également été testé, sans succes.

Nous nous sommes donc intéressés a l'utilisatiofiadele formique, plus polaire que
'acide acétique (pKa inférieur et hydrophobicittug faible). La force éluante de Il'acide
formique envers les anions est donc plus importgagecelle de I'acide acétique tandis qu’elle
est moins importante envers les composés apola@4g$. Possédant un pourcentage de carbone
plus faible que l'acide acétique, il pourra égaletnétre utilisé a des concentrations plus
importantes dans le cas du couplage avec I'lCPMS.

Comme point de départ, les conditions de Dautteeual [252] utilisées pour la
séparation de SelV, SeVIl, SeMet, SeCyst et SeEtétinttestées. Le chromatogramme des

composes étudiés est représenté Figure 28.
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Figure 28: Chromatogramme des étalons (10 pg(Smflespece) dansid
(colonne PGC ; phase mobile: 240 mM HCOOH + 1% Me©NH; (pH=2.3))

Ces conditions chromatographiques permettent larapn d’un grand nombre des étalons, mis
a part TMSé& non retenu, dans un temps d’analyse inférieurmar8 L’ajout d’un agent de paire
d’ion, HFBA, a I'échantillon afin d’améliorer I'eifacité de la colonne et la résolution entre
SeVI et SeMet (Rs= 0.17) est envisagé.
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b) Ajout d’un agent de paire d’ions a I'échantillon

La possibilité de préconcentration sur la colon@CRa déja eté étudiee [252, 289]. Cette
préconcentration est rendue possible par I'utibsat’'un milieu d’injection qui permet une forte
rétention des analytes en téte de colonne. Au adeirieurs travaux, Dauthieat al. [252] ont
montré que l'ajout d’'un acide carboxylique, HFBA @M, comme agent de paire d’ions a
I’échantillon permettait d’améliorer I'allure descp de SeMet, SeCyst et SeEt évaluée grace a
'augmentation, d’'un facteur 15 ; 4 et 9 respectieat, du nombre de plateaux théoriques lors de
I'injection de volumes supérieurs a 200 pL.

Dans notre étude, différentes concentrations en AdRutées a I'échantillon avant
injection, allant de 0 a 100 mM, ont ainsi été édest L’'ajout de HFBA se traduit par une
diminution du temps de rétention des especes inargas du fait de son pouvoir éluant et, par
une augmentation du temps de rétention des acidess du fait de son réle d’agent de paire
d’ions. Cependant, a partir d'une concentratioledge20 mM, nous observons un élargissement
du pic de TMSE (jusqu’au dédoublement a partir des concentratgu®rieures a 30 mM
HFBA) ainsi qu'une mauvaise séparation de TR)SMeSeOOH et SelV. Le meilleur
compromis entre une bonne séparation des compbkékuee des pics chromatographiques est
obtenu pour une concentration en HFBA introduitesd#échantillon égale a 10 mM. Le
Tableau 17 présente une comparaison des parandettasséparation suite a l'injection sans ou
avec 10 mM HFBA.

Tableau 17 : Amélioration de la qualité de la séien par ajout de HFBA 10 mM a

I'échantillon
Injection dans eau milli-Q Injection dans 10mM &BA
espéeces = ® N Rs espéeces " @ N Rs
(en min) (ens) (en min) (ens)
TMSe 1.22 19 248 1.16 TMSe 1.22 25 139 0,89
MeSeOOH 1.64 25 245 0.55 MeSeOOH 1.62 29 179 0,66
SelV 1.89 32 207 0.70 SelVv 1.89 20 497 1,29
MeSeCyst 2.24 29 353 1.40 MeSeCyst 2.38 25 5092 1,3
SeVi 3.21 54 203 0.17 SeVi 3.06 37 404 0,99
SeMet 3.35 37 463 1.56 SeMet 3.59 28 970 1,93
SeCyst 4.40 44 579 1.71 SeCyst 4.59 34 1027 2,27
SeEt 5.74 50 771 0.62 SeEt 5.98 39 1358 0,51
SeGal 6.32 63 584 SeGal 6.32 41 1354
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L’'ajout de HFBA 10 mM au milieu d’'injection amélmra séparation de SeVI/SeMet
(Rs=0.99) et SelV/MeSeCyst (Rs=1.29) (Figure 2Blous observons également une
ameélioration de l'allure des pics chromatographgdes acides aminés, de SeGal, et des especes
inorganiques, l'efficacité de la colonne étant nplike par 2. La résolution entre SeEt et SeGal

diminue mais ceci est sans conséquence pour I'sma¥chantillons d’urine dans lesquels seule
la présence de SeGal est attendue [162].

5000 -
TMSe”
4000 + MeSeOOH
) MeSeCyst
Y 3000 + SeMet
= SelV SeCyst
S 2000 - SeVv e
7]
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1000 -
0 P \-‘“_—L = T T - T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

temps (min)

Figure 29: Chromatogramme des étalons (10 ug(Sg)dr espéce) dans HFBA 10mM
(colonne PGC ; phase mobile : 240 mM HCOOH + 1% Me©ONH; (pH=2.3))

c) Etude des effets de matrice

Afin d’étudier les effets due a la matrice uriress Btalons sont ajoutés dans I'urine diluée
10 fois dans le milieu défini précédemment pouptilmisation de la séparation des étalares,
10 mM HFBA (Figure 30). Aucune variation significet des temps de rétention des étalons
n'est observée en présence d'urine (< 2%). De lmenganiére que sur la phase stationnaire
C18, nous remarquons un élargissement des pican{dion d’environ 20% du nombre de

plateaux théoriques). Cependant, la séparatiooaaposés n’est pas perturbée.
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Figure 30: Chromatogramme des étalons (10 pug(Se)dr espéce) dans urine diluée (1 : 9)
dans HFBA 10 mM
(colonne PGC ; phase mobile : 240 mM HCOOH + 1% Me©ONH; (pH=2.3))
Remarque SeGal n’est pas ajouté a I'échantillon, il estialiement présent dans l'urine.

En ce qui concerne MeSeOOH, une forte diminutiorsaie signal d’environ 85% est
observée en présence de la matrice urine. Afinudiét I'effet de la matrice urine sur ce
compose, différents facteurs et milieux de dilutbon été compareés.

1°) Influence de l'urine sur le signal de MeSeOOH

Le signal obtenu pour une concentration de 2 pud(Seju composé est comparé dans
les matrices eau milli-Q et urine diluée 10 ou &1 dans I'eau milli-Q. La Figure 31 présente
les chromatogrammes obtenus dans ces différentelitioms d’injection.
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Figure 31: Chromatogramme de MeSeOOH a 2 pg(Sejans urine diluée (1 : 9) dans,@
(trait plein noir) ; dans urine diluée (1 : 19) damO (trait gris);
dans HO (trait discontinu noir)
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En comparaison avec le signal obtenu dans I'ealir@il’aire de MeSeOOH diminue de

11 a 77% dans l'urine diluée 20 a 10 fois. L'efletla matrice urine sur le signal de ce composé
est donc significatif.

2°) Influence du milieu de dilution de I'urine dersignal de MeSeOOH

Afin d’améliorer l'allure des pics et ainsi minimgisl'influence de la matrice différents
milieux de dilution de I'urine ont été testés. lignal de MeSeOOH & 2 pg(Se}.lest comparé
dans l'urine diluée 10 fois dans HFBA 10mM, eaulirg)l et phase mobile, Figure 32.
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Figure 32: Chromatogramme de MeSeOOH a 2 pg(Se)dns urine diluée (1 : 9) dans@
(trait gris) ; dans phase mobile (trait noir eniptllé) ; dans HFBA 10 mM (trait plein noir)

Dans le cas ou l'urine est diluée dans 10 mM HFBAobserve une perte de 83% du
signal de MeSeOOH par rapport au signal du compasés I'urine diluée dans l'eau. La
diminution du signal est moins importante lorsquere est diluée dans la phase mobile (43%).
Cette diminution est donc non seulement liée ad#&rioe urine mais également a son milieu de
dilution.

Une dilution de l'urine dans 10 mM HFBA ne permgttdonc pas l'analyse de
MeSeOOH. Cependant, la seule étude ayant détecd&®@H dans l'urine (rats supplémentes)
a conclu gue ce composé était présent comme praoduiégradation de SeGlu et ne devait donc
pas étre considéré comme un métabolite séléniéehdfDl]. L'effet de matrice observé dans
nos conditions analytiques est donc sans conségupene la suite de I'étude.

Les conditions retenues en diluant I'échantillomgid0 mM HFBA, permettent donc la

séparation de 6 composés (dont SeGlu non présestéd cette optimisation, qui éluera 8.2
min).
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2.5. Séparation sur colonne échangeuse de cations

Ce dernier mode chromatographique, I'échange densatest utilisé afin de vérifier la
présence et la quantification de TMSans I'urine, pour l'instant uniquement quantifeabur la
colonne C18. Sur la base des conditions utiliséesKpiehneltet al. [174] pour I'analyse des

trois sélénosucres et TMSelans I'urine humaine, la séparation obtenue poMiS& est
présentée Figure 33.
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Figure 33 : Chromatogramme de I'étalon TMSel pg(Se).t dans urine diluée
(1 : 9) dans phase mobile
(colonne échangeuse de cations ; phase mobile MLpymidine + HCOOH (pH=5))
Remarque SeGal n’est pas ajouté a I'échantillon, il estialiement présent dans l'urine.

TMSe€' et SeGal ont des temps de rétention proches. igedéariation du pH pourrait
entrainer leur coélution. Afin d’améliorer leur séation, la diminution du pH a 4 a été testee.
TMSE€" est sous forme cationique sur toute la gamme deUste diminution du pH engendre
une augmentation de la concentration en protom®®t du pouvoir éluant de la phase mobile
envers les cations. TMSedevrait donc étre moins retenu a pH 4 qu’a pH &.chinnaissant pas

le pKa du sélénosucre SeGal, aucune prévision e cemportement n’'est possible. Le
chromatogramme obtenu est présenté Figure 34.
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Figure 34: Chromatogramme d’un mélange des étakiviS€ et SeGal & 1pg(Se)'ldans
urine diluée (1 : 9) dans phase mobile
(colonne échangeuse de cations ; phase mobilenMiQoyridine + HCOOH (pH=4))

Comme attendu, le temps de rétention de TM8ieinue lorsque le pH diminue,
améliorant la séparation entre SeGal et TM@Rs= 1.7 a pH 5 et Rs= 4.8 a pH 4).
L’abaissement du pH permet également la mise ateage d’'un nouveau composeé au temps de
7.5 min qui semblait coéluer avec SeGal a pH Sffic&cité de la colonne envers TMSest trés
bonne (H = 1.15 x IOm). Ce mode de séparation n’est pas adapté pnalyse de SeGal (pic
élargi) mais cela n’est pas I'objectif de cetteas@fion. Deux composés qui éluent a 7.5 et 12.1

min ont été détectés. lls ne correspondent a adesétalons disponibles au laboratoire.

2.6. Gradient d’élution

Pour s’assurer gu'aucun composé seélénié contens laiantillon ne reste retenu sur
les phases stationnaires hydrophobes C18 et PG@rdetere apolaire de la phase mobile, c'est-

a-dire son pouvoir éluant, est augmenté. Pour telagurcentage de modificateur organique, en
I'occurrence MeOH, est augmente.

1°) Colonne C18

Le gradient en MeOH comprend un palier a 40% deOMliependant 10 min, la
concentration en MeOH commencant a augmenter d@hétson de I'étalon SeGlu g 6.1 min)

c'est-a-dire a partir de 9 min. Un temps d’équélde de 20 min est nécessaire pour assurer la
repétabilité des analyses (Figure 35).
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Figure 35: Gradient en MeOH, colonne C18

Le chromatogramme d’un échantillon d’'urine obtesru mode gradient d’élution est

compare a celui du méme échantillon analysé en nsodeatique pendant 90 min, Figure 36.
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Figure 36: Chromatogrammes d'un échantillon d'urifieée (1 : 9) dans phase mobile obtenus
en mode isocratique (trait noir) et en mode gradigrait gris)
(colonne C18)

En mode isocratique, on observe la présence de fdmsxchromatographiques mal
définis, qui éluent a des temps de rétention diemvi30 min et 53 min. L’application d’'un
gradient en MeOH permet une élution plus rapideatecomposés et évite ainsi leur détection
lors de I'injection suivante. Afin de tenter d’iddier ces composes, les étalons séléniés volatils
DMSe et DMDSe ont été ajoutés a I'urine puis irgean mode isocratique et gradient. Dans les
deux cas, les temps de rétention de ces formesyl@éthrestent inchangés. Le gradient n'a
aucun effet sur I'élution de ces composés. DMD$e&leg au bout de 93 min, tandis que DMSe,

moins hydrophobe que DMDSe, élue a environ 18 mMius pouvons donc conclure que les
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composeés observés précédemment a 30 et 53 min @m isuxratigue ne correspondent pas aux
formes volatiles séléniées DMSe et DMDSe.

2°) Colonne PGC

Comme décrit précédemment sur la colonne C18|u&@nice d'un gradient en MeOH a

également été étudiée sur la colonne PGC. Il comentout de suite apres I'élution du dernier
étalon, SeGlu &= 9.2 min), soit 10 min apres l'injection. La phadationnaire PGC étant plus
apolaire que celle de la colonne C18, le palieD% 4le MeOH est plus long de 5 min afin de

s’assurer que tous les composés soient €lués eF3J)r
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Figure 37: Gradient en MeOH, colonne PGC

La comparaison des chromatogrammes obtenus poéchantillon d’'urine en modes

gradient et isocratique est représentée Figure 38.
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Figure 38: Chromatogrammes d'un échantillon d'urtfieée (1 : 9) dans HFBA 10 mM obtenus
en mode isocratique (trait noir) et en mode gradigmit gris)
(colonne PGC)
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Trois composés aux temps de rétention compris @bt 20 min sont détectés en mode
gradient tandis qu'un seul composé au temps deti@te 20.5 min est détecté en mode
isocratique. La mise en application du gradienM&®©H permet donc la mise en évidence de 2
nouveaux composes. Afin de savoir si les nouveaumposés détectés correspondent aux
especes séléniées volatiies DMSe et DMDSe, lepnitabnt été ajoutés a l'urine en mode
isocratique et gradient.

De la méme maniére que sur la colonne C18, le gmadin MeOH, n’a aucun effet sur
I'élution des composeés seéléniés volatils DMSe etlIBé qui éluent respectivement a 4.2 min et
22 min. Nous pouvons donc en déduire qu’aucun degposés détectés pour un temps d’'analyse
supérieur a 15 min en mode isocratique et gradiemtcorrespondent aux formes séléniées
volatiles DMSe et DMDSe.

2.7. Bilan sur les conditions chromatographiques d’analyse de |’urine diluée

Les trois modes de séparation chromatographiquéisnieps (phase inverse, PGC,
échange de cations) sont rappelés dans le Tab&au 1
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Tableau 18: Récapitulatif des conditions chromasamiriques et des espéces séparées pour I'analyseédhantillon d’'urine

Colonne Phase mobile Mili%u d,e dilution E§péges tr Rs
e l'urine séparees (min)
Phase inverse C18 A : 20 mM COOHNH+ 3% MeOH + HCOOH (pH=3) + 1 mM HFBA (1:9)dans MeSeCyst 2.4 10
(Atlantis dC18, Waters) g : 20 mMm COOHNH + 40% MeOH + HCOOH (pH=3) + 1 mM phase mobile TMSe' 3.0 1'3
HFBA SeMet 3.8 1'6
débit 1 mL.mirft, Vinj=100 pL SeGal 4.8 5'8
Gradient: SeGlu 7.2 9'9
0-9 min : 100%A DMSe 17.2 '
9-14 min: 100%A— 100%B (DMDSe) (93.0)
14-24 min: 100%B
24-25 min: 100%B— 100%A
25-40 min: 100%A
PGC A : 240 mM HCOOH* 1% MeOH + NH (pH=2.3) (1:9)dans Selv 1.8 11
(Hypercarb, Thermo)  g: 240 mM HCOOH+ 40% MeOH + NH (pH=2.3) 10mM HFBA MeSeCyst 2.4 19
débit 1 mL.miff, Vinj=100 uL Sen o 31 1.2
Gradient: SeCyst 4.7 1.9
0-10 min: 100%A SeGal 65 2.9
10-15 min: 1009%A— 100%B SeGlu 9.2 g-g
15-30 min:100%B DMDSe 22 '
30-31 min: 100%B— 100%A
31-50 min: 100%A
Echange de cation 10 mM pyridine, pH ajusté & 4 avec HCOOH (1:9) dans .
phase mobile TMSe 6.3

(PRP-X200, Hamilton)

débit 1 mL.mif', Vinj=100 pL
Isocratigue
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En moins de 10 min d’analyse, cinq a sept étalomé séparés respectivement sur les
colonnes C18 (MeSeCyst, TMSeSeMet, SeGal, SeGlu) et PGC (SelV, MeSeCyst, SeVI
SeMet, SeCyst, SeGal, SeGlu). Un temps d’analysergur peut également conduire a
I'analyse des formes séléniées volatiles dont DEI8da colonne C18 et DMDSe sur la colonne
PGC.

La quantification de SeGal et SeGlu dans l'urinedesic rendue possible sur les phases
en C18 et PGC, celle de TMSpeut étre obtenue en phase inverse C18 et écliangations.
Ces chromatographies complémentaires seront esliaén de s’assurer des résultats obtenus et
de mettre en évidence d’éventuelles co-élutionslgizant a des résultats erronés.

L'utilisation du gradient en MeOH pour la séparatisur les phases de caractere hydrophobe
permet une élution plus rapide de deux composéming sur la colonne C18 et la mise en

evidence de trois composés sur la colonne PGC, demx particulierement intenses. Deux

composeés inconnus ont également été détectés sniotane échangeuse de cations.

Une représentation schématique de la durée d'analysdes especes analysables par

chaque mode chromatographique est donnée Figure 39.

Echange de | TMse" + 2 composés inconnus
catiors
Phase MeSeCyst,
inverse C18| TMSe’, SeMet,| DMSe + 2 composés inconnus (+ DMDSg=93min)
SeGal, SeGlu
MeSeCyst,
SeVI, SeMet,
PGC SeCyst, SelV, DMDSe + 3 composés inconnus
SeGal, SeGlu
| | | | ! -
0 10 25 45 50

Temps d’analyse (min)

Figure 39: Durée d'analyse et espéces analyséésnetion du mode chromatographique utilisé
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2.8. Performance analytiques

Les performances analytiques du couplage HPLC-ICBNté évaluées en fonction de
lisotope "®Se dans la matrice étudiéee. urine diluée 10 fois dans la phase mobile (colonne
C18 ; échangeuse de cations) ou dans 10 mM HFBWr(ne PGC). Le calcul des limites de
détection, de quantification ainsi que de la rdmété est fait selon les équations énoncées
préecédemment (Eq.2, Eq.3 et Eq.4 respectivemerit,&f 81.5.). Les analyses ont été réalisées
a des jours différents et donc avec des échartiliturine différents pour chacune des colonnes.

Les limites de détection et de quantification sodtquées pour un volume d’injection de
100 pL et ramenées a l'urine en tenant compte cheda dix de dilution (LEine €t LQurine). LES

courbes d’étalonnage sont tracées pour une gammeomieentrations allant de 20 a 1500

ng(Se).*

1°) Colonne C18
Les performances analytiques de la colonne C18rasaémblées dans le Tableau 19. La

répétabilité (RSD) est calculée a partir de 5 itipes d’'un échantillon d’'urine diluée 10 fois

dans la phase mobile et contenant 50 ng(Sg)dr espéce.

Tableau 19: Performances analytiques, colonne C18

Espéces LD uine LD uine 4 LQurine 1 RSD R2
pg(Se) ng(Se).L ng(Se).L
TMSe’ 2.1 21 71 5% 0.9967
MeSeCyst 2.1 21 71 1% 0.9998
SeMet 2.4 24 79 4% 0.9994
SeGal 3.8 38 126 3% 0.9998
SeGlu 2.6 26 85 5% 0.9992

Les limites de détection absolues, obtenues pous tes étalons dans l'urine sont
d’environ 2 pg(Se). La valeur la plus élevée efieade SeGal qui est de 3.8 pg(Se). Elle est
nettement inférieure a celle reportée par I'équipeKuehnelt [160] qui est d’environ 10 pg(Se)
pour les trois sélénosucres. Ces auteurs utilisentolume d’injection de 20 ul et l'urine est
injectée sans dilution, apres filtration a 0.22 |Da.plus, la phase mobile utilisée ne contient pas
de HFBA. A cause d’'une plus importante quantitérddrice injectée (deux fois supérieure a la

noétre), la ligne de base de leur chromatogrammereston cing fois plus élevée que celle que
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nous obtenons. De plus, I'ajout de HFBA a la phasbile permet une meilleure définition du
pic de SeGal(SeGal) sans HFBA = 44 sec «fSeGal) avec 1 mM HFBA = 28 sec).

Les courbes d’étalonnage sont linéaires dans lamgame concentration étudiée. La
méthode de séparation mise au point est donc apjgipour une large gamme de concentration
allant des LQ trouvées pour les différents étalprsyu'a 1.5 pg(Se)Ldans l'urine diluée (soit
15pg(Se).L* dans l'urine). Le métabolite sélénié majoritaieGal, étant présent dans I'urine a
des concentrations généralement inférieures a )4, la gamme de linéarité choisie
apparait donc bien adaptée a I'analyse des métiabskléniés dans I'urine [202]. La mesure des
aires des pics chromatographiques s’avere étrdatdipé avec une variation de 1 a 6% sur les
cing chromatogrammes consécutifs.

2°) Colonne PGC

Les résultats des performances analytiques obteawezsla colonne PGC sont reportés
dans le Tableau 20. La répétabilité a été détemmdngartir de 5 mesures consécutives de l'aire
des pics de SelV, SeVI, MeSeCyst, SeMet, SeGat@luB5a une concentration de 50 ng(Sé).L
dans l'urine dilué 10 fois dans HFBA 10 mM. SeCagant une limite de quantification plus

haute que les autres étalons (soit 89 ng(S}).ll est ajouté & une concentration de 100
ng(Se).L* & I'échantillon.

Tableau 20 : Performances analytiques, colonne PGC

LD urine LD urine LQ urine

- 2
Especes pg(Se)  ng(Se).L* ng(Se).L* RSD R

SelV 6.5 65 216 6% 0.9997
MeSeCyst 6.7 67 223 6% 0.9995
SeVI 6.4 64 214 5% 1.0000
SeMet 6.8 68 228 6% 0.9996
SeCyst 28 267 890 22% 0.9979
SeGal 20 204 680 5% 0.9996
SeGlu 18 182 608 2% 0.9979

Les courbes d’étalonnage sont linéaires dans leadmnde concentration étudié. Les
limites de détection calculées sont supérieuresllasctrouvées par Dauthie al. [252] pour
I'analyse des étalons SelV, SeVI, SeMet et SeCgss deau milli-Q (LD d’environ 3 pg(Se)).
Ces valeurs sont toutefois peu comparables étamédies différentes conditions analytiques de
détermination (matrice, volume d’injection...). La snee de I'aire des composeés s’avere étre

répétable, avec une variation allant de 3 a 6%.
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3°) Colonne échangeuse de cations

Ce mécanisme de séparation est particulieremeptédad’analyse du cation TMSeEn
comparaison avec les colonnes C18 et PGC, cettarm®In’est pas utilisable pour 'analyse des
autres composés. Les limites de détection et ktaépité du signal de TMSealculée pour une
concentration de 50 ng(Se).Lsont présentées Tableau 21.

Tableau 21: Performances analytiques, colonne éghase de cations

I-Du i I—D uri L uri

Espéces rine rine . Q rine . RSD R2
pg(Se) ng(Se).L ng(Se).L

TMSe’ 8.1 81 272 1% 0.9996

Le signal est linéaire dans le domaine de concemtratudié. La limite de détection du
TMSE" est plus élevée que sur la colonne C18. Cepenaagépétabilité est meilleure (1%) ce
qui permettra une analyse quantitative préciseedeompose. Ce mode de séparation est donc

parfaitement adapté pour la quantification du TM&ans I'urine.
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3. APPLICATION A DES ECHANTILLONS D’URINE

3.1. Analyse du sélénium total

Pour I'analyse du sélénium total présent dansn&yries échantillons, filtrés et dilués,
sont acidifies avec 2% HNOLes résultats de Se total sont exprimés en coratem de
I'élément et la limite de détection dans I'eau,lééa en fonction de I'isotop&Se, est d’environ
13 ng(Se).L[.

Au cours d’un stage réalisé au laboratoire (résuttan publiés), I'influence de I'étape de
minéralisation, permettant de détruire la matricdanc d’éliminer de possibles interférences, a
été éetudiée pour la détermination du sélénium ttdak I'urine. Trois protocoles de préparation
d’échantillon ont été testés en triplicats sur wmma échantillon d’urine. Deux consistent en une
minéralisation a températures différentes (120°C2@d°C) avec HN@ comme reéactif, le
troisieme consiste en un simple ajout de HN@ a I'échantillon, sans étape de minéralisation.
Les résultats montrent que les concentrationse®tah sélénium mesurées dans les trois cas ne
sont pas significativement différentes. Il appadiinc que I'étape de minéralisation n’est pas
nécessaire pour I'analyse du sélénium total danédbantillons d’urine.

Toutefois, une étude récente a montré la présemcemposes seléniés volatils (DMSe et
DMDSe) dans un échantillon d’urine humaine certifeconstitué, NIES CRM 18, susceptibles
de perturber la mesure du sélénium total. En elést,auteurs ont constaté que la réponse de
DMSe et DMDSe était 58 fois supérieure a celle di¢rste du fait de la volatilité de ces
especes, ameliorant leur transport jusqu’au plagiB@]. La réponse des différents étalons
disponibles en milieu 2% HNQOa donc été vérifiée. Les pentes des droites digtalge
correspondantes (gamme 100 & 2000 ng(Sekant rassemblées dans le Tableau 22.

Tableau 22: Pentes des droites d’étalonnage indelids des composés séléniés

Pente (hauteur/ ) Pente (hauteur/ )
ng(Se).L") ng(Se).L")
TMSe 1.12+0.04 0.9993 SeMet 1.12+0.04 0.9993
Selv 1.13+0.02 0.9997 MeSeCyst 1.18+0.05 0.9998
SeVI 1.23+0.02 0.9996 DMSe 0.95+0.07 0.9935
SeCyst 1.07+0.02 1.0000 DMDSe 1.43+0.06 0.9955
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Dans nos conditions d’analyse, les pentes de répdes composés dissous et de DMSe ne sont
pas significativement différentes. A I'inverse,rigponse de DMDSe est Iégerement supérieure
(d’environ 20%) a celle des autres étalons sélémi@stefois, sachant que la teneur en composés
volatils séléniés dans les échantillons d’urinenmale est de I'ordre du ng(Se)-Lla différence

de réponse du DMDSe ne devrait pas affecter dearasignificative la détermination de la
teneur totale en sélénium qui est au minimum deli® de la vingtaine de pg(SeY.[[165].

L’ajout de HNQ 2% a I'échantillon permet donc une analyse fiableprésentative de la teneur
totale en Se de l'urine.

3.2. Analyse de spéciation

Les différents modes de séparation développés tntagpligués pour l'analyse de
spéciation de Se dans différents échantillons wéuri

a) Analyse qualitative

Un exemple des chromatogrammes obtenus pour umtdidra d'urine, avec les trois
mécanismes de séparation développés est présanuiee FH0. Cet échantillon est représentatif
des autres échantillons analysés.

Seuls SeGal et TMS®@nt pu étre identifiés, SeGlu n’a pas été détécttheure actuelle,
seule sa présence a I'état de trace dans l'urineets®nnes supplémentées avec SelV ou SeMet

(1 mg(Se)), ou aprés ingestion de levure séléziée (1g(Se)) a été confirmée [160, 174, 179].

a) colonne C18 b) colonne PGC
TMSe'
2500 - + autres composeés ?
SeGal 1200 - p
2000 i
& ) 1000 SeGal
2 1500 A $ 800
£ 1000 5 0007
3 5 400 -
500 - ? 200
0 T T T T 1 o
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20

t (en min)

t (en min)
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¢) colonne échangeuse de cations

1000 -

800 - TMSe’
600 -

400 -
200 - ? ?SeGaI
0 2 ) o

0 2 4 6 8 10 12 14

signal "8Se

t (en min)

Figure 40 : Chromatogrammes d’un échantillon d’'wisans (trait noir) et avec (trait gris) ajout
d’'un mélange de TMSe&t SeGal a) colonne C18 ; b) colonne PGC ; ¢) soééchangeuse de
cations

Les temps de rétention des composés détectésssahdematogrammes des différentes
urines analysées sur les trois colonnes sont rddésndans le Tableau 23 . La présence de
certains étant aléatoire, seuls sont considéréscdesposés dont la présence est générale
(indiqués en gras dans le Tableau 23). Sur la oeld®18, en plus de SeGal et TMSdeux
composes ne correspondant a aucun de nos étatangmn étre détectés aux temps de rétention
de 2.6 et 3.2 min. Le composé inconnu qui élueviram 3.2 min coélue avec I'étalon MeSeCyst
sur la colonne C18 mais n’est pas détecté au telap®tention correspondant sur la colonne
PGC. Selon Kuehne#t al. [160], il pourrait correspondre au sélénosucrent d'étalon n’est
pas disponible au laboratoire. Les especes élu@es demps de rétention inférieurs a 3 min
correspondent aux formes inorganiques, SeCyst, Me&&Gket éventuellement d’autres espéeces

inconnues qui ne sont pas bien retenues sur e asonnaire.

Tableau 23: Récapitulatif des temps de rétentiegples chromatographiques détectés dans
différents échantillons urine dilués dix fois

Colonne C18 Colonne PGC Colonne échangeuse de cations
tr = 2.6 min tr = 1.6 min tr = 6.2 min: TMS¢e

tr = 3.2 min: sélénosucre 3? tg = 6 min tr = 7.5 min : sélénosucre 3 ?
tr = 3.9 min : TMSé tr = 8.3 min : SeGal tr = 11.8 min

tr = 5.5 min tr = 13.7 min tr = 12.9 min: SeGal

tr = 5.9 min : SeGal tr = 16.5 min

tr = 8.3 min tr = 17.3 min

tr = 18 min

Remarqgue les pics détectés dans tous les échantillonsméusiont indiqués en gras, la
présence des autres est aléatoire
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Sur les chromatogrammes des différentes urineysdes sur la colonne PGC, en plus de
SeGal, deux autres composés inconnus ont été éetdot premier est mal séparé du pic
chromatographique correspondant au volume moriadeolonne. Afin d’évaluer la nature du
compose, une concentration croissante en HFBAmsigqaée a I'échantillon (Figure 41). Elle
se traduit par un déplacement du pic chromatoggaighvers des temps de rétention plus élevés

sans diminution de son intensité.

a) C(mM HFBA

Aenma Y

b) 10mM HFBA

c) 20mM HFBA

c) 30mM HFBA

temps (en min)

Figure 41: Chromatogrammes d'un échantillon d'urtikeié (1 : 9) dans
a) H,0 ; b) 10 mM HFBA ; 20 mM HFBA ; ¢) 30 mM HFBA
(colonne PGC)

L’influence de HFBA sur le comportement de ce cos#ptraduit une possible formation
de paire d’ions avec HFBA et permet d’éliminer plaghese d’'un composé anionique. Ce
composé pourrait correspondre au TM3en effet, TMSE est susceptible de former des paires
d’ions avec HFBA eélue également proche du volume mort de la coloAfie.de savoir si le
composé détecté correspond au TH)Sm ajout de I'étalon est réalisé dans l'urineuéid dix
fois dans 20 mM HFBA (Figure 42).
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Figure 42: Chromatogramme d'un ajout de TM&Epg(Se).L}) (trait pointillés gris) dans
urine diluée (1 : 9) dans 20mM HFBA (trait noirp{onne PGC)

L’étalon TMSE ne coélue pas avec ce composé. Ce pic corresmoradun composé
inconnu.
Le deuxieme composé inconnu détecté montre unatig@teplus importante que les

étalons non volatils et inférieure a celle de DMDSe

Sur les chromatogrammes des échantillons d’uria¢yaés sur la colonne échangeuse de
cations, deux composés inconnus sont détectés.otmpasé qui élue juste aprés TMSe
environ 7.5 min semble correspondre au sélénoslfi&3]. L'abaissement du pH au cours de
I'étape d’optimisation de la phase mobile, n’a pasd’influence sur la rétention du deuxiéme
composé inconnu qui élue a 11.8 min. Il est done peobable que ce soit un composeé

cationique.

b) Analyse quantitative

Un résumé des résultats des gquantifications réaliskans les différents échantillons est
donné Tableau 24. La concentration totale de St aléerminée par ICPMS comme décrit

précédemment (cf ILLA. 81.3.).
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Tableau 24: Concentrations en TMS8eGal et sélénium total (en pug(S&).dans différents
échantillons d'urine

[S€e}ot TMSe" SeGal

échantillons C18 C18 PGC

A n.g.* n.g.* n.g.* 25+0.1

B n.g.* n.g.* n.g.* 0.70 £ 0.02

C n.g.* < 0.02 (LD) 0.98+0.02 0.85+0.01

D n.g.* 0.35+0.02 6.6+0.1 4.9+0.1

E 25+1 0.21+0.02 5.9+0.9 4.5+0.3

F 38+1 n.g.* n.g.* 4.9+0.2

G 48+1 n.g.* n.g.* 5.2+0.2

H 32+1 n.g.* n.g.* 3.4+0.1

|*2 36+1 2.57+0.02 5.78+0.03 4.42+0.04

*1n.q. : pas quantifié.
*2: |’échantillon | a également été analysé sur Immoe échangeuse de cations. Les valeurs
quantifiées sont : 2.29+0.07 pg(Sé).pour TMSE et 4.5+0.2 ug(Se):Lpour SeGal.

Pour tous les échantillons, la teneur en SeGalrm@éiée sur la colonne PGC est
inférieure de 10 a 25% a celle déterminée sur lanoe C18. L’hypothése pouvant expliquer
cela est une coélution de SeGal avec un autre cedngar la colonne C18. Les résultats de la
quantification de SeGal obtenus avec la colonnargéuse de cations, dans I'échantillon |,
semblent conforter cette hypothése. Bien que ceam&me ne soit pas approprié a la
quantification de ce composé (pic étalé, écart tggmortant sur la mesure), la teneur en SeGal
déterminée sur cette colonne est en accord aviecd&krminée sur la colonne PGC. La colonne
PGC est donc bien adaptée pour I'analyse de SedBalltlirine, contrairement a la colonne C18
pour laguelle I'hypothése d’'une coélution d'un cas@ inconnu avec SeGal semble confirmée.

En ce qui concerne TMSedans I'échantillon |, I'écart entre la teneuretétinée sur la
colonne C18 et celle déterminée sur la colonne rgghsse de cations n’est pas significatif
(10%). Les deux méthodes séparatives sont donc dideptées a I'analyse de TMSeans
I'urine.

SeGal est présent dans tous les échantillons é'wd@rinne teneur comprise entre 0.70 et
5.2 ug(Se).L. La concentration en SeGal dans I'échantillontesjours supérieure a celle de
TMSe" (< 0.02 - 2.57 pg(Se)}). Sur les chromatogrammes des urines, l'intergitépic de
SeGal est toujours supérieure a celle des autrepaxes. Conformément aux travaux deéja
publiés [177], quel que soit le mode de séparatithisé, SeGal est le composé sélénié

majoritaire présent dans 'urine humaine.
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SeGal et TMSene représentent au maximum que 23% de la tentale ten sélénium.
Les 77% restant se répartissent entre les picsdemifiés et les composés non détectés (<LD
ou non élués). Les composés inconnus détectésmidesd représenter qu’un faible pourcentage
du sélénium total. De nombreux composés ne sondgtastés. Afin d’'améliorer la sensibilité de
notre méthode, un protocole permettant de puiiféehantillon pour minimiser la dilution de la
matrice et ainsi augmenter la concentration degcespa été développé. Il fait I'objet de la partie

suivante.
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11.B. EXTRACTION SUR PHASE SOLIDE COMME TECHNIQUE DE
PREPARATION D’ECHANTILLON POUR L’ANALYSE DE SPECIATION DU
SELENIUM DANS L’URINE

L’étude bibliographique (cf. I.B. 82.2.) a permis dresser l'inventaire de toutes les
techniques déja testées pour la purification efdopréconcentration des especes séléniees dans
I'urine. Ceci nous a permis de définir I'extractisar phase solide (SPE) comme technique de
prétraitement d’échantillon, la SPE étant certaieieimia plus simple d'utilisation et la moins
agressive. Certains auteurs ont montré que la @R&egp soit la préconcentration de SeGal dans
'urine et I'élimination de 50% des sels avant gsal par HPLC-ICP/MS [177, 188]; soit
I'élimination d’une partie de la matrice organiqd®8]. Il est donc envisageable non seulement
de purifier I'échantillon mais également de préaonier les analytes, ces techniques s’avérant
particulierement intéressantes en vue d’'une anglgsepectrométrie de masse moléculaire qui
requiert une pureté maximale de I'échantillon, @ttda sensibilité, généralement deux fois plus
faible que celle de ''CPMS pour les composés oigzes du sélénium [257], est une limitation
pour I'analyse de métabolites faiblement concentrés

Le travail soumis pour publication au journal Aradgl Chimica Acta“Solid phase

extraction for selenium species determination immed human urine; décrit I'optimisation de
deux protocoles d’extraction sur phase solide paupurification de I'échantillon et/ou la
préconcentration des analytes. Les protocoles de stiat suivis d’'une analyse par couplage
HPLC-ICPMS utilisant les modes chromatographiquescgdemment développés (cf. Partie
[ILA.) afin de confirmer l'identité des espéceseaiiées. Ce type de traitement pouvant causer
perte et/ou dégradation des analytes, la justédaer@bustesse des protocoles optimisés ont été
vérifiées par I'étude de la stabilité des étaloMSE, SeGal, SeGlu et le calcul de leur
rendement aprés traitement. Les prétraitementdte@sien une augmentation globale de la
sensibilité de la méthode analytique d’environ actéur quatre, calculé sur la base de la teneur
totale en sélénium, tout en éliminant une partieladenatiere organique. Le protocole SPE,
optimisé sur une phase stationnaire en copolymnan(ylpyrrolidone/divinylbenzene) permet
essentiellement d’éliminer une partie de la matrigss rendements obtenus pour TM®¢ les
sélénosucres (SeGal et SeGlu) sont respectivereel?l+ 4% et 89 + 2%.

Le second protocole, basé sur la rétention deyt@sadur une phase stationnaire en C18,
et leur élution dans un volume réduit, permet déabtdes rendements de 72 + 5% pour TMSe
et de 26 + 2% pour les sélénosucres. Les limitedétiection pour TMSe SeGal et SeGlu sont
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ainsi abaissées respectivement a 2 ; 9 et 6 ng{(S@&ontre 21 ; 38 et 26 ng(Se)-len analyse
directe HPLC(C18)-ICPMS). Le second protocole SR particulierement utile pour la
quantification du TMSe avec une amélioration de la sensibilité de la odghd'un facteur
proche de dix.

L’application de la méthode a différents échanmtidlomontre que I'amélioration de la
sensibilité permet une quantification plus aisée naétabolite sélénié majeur, SeGal, et de
TMSe" dont la présence dans l'urine de personnes noplé&upntées est confirmée. En
parallele, de nouveaux composeés inconnus, c'eseand correspondant a aucun des étalons

séléniés disponibles, sont détectés.
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Abstract

This paper describes the use of solid phase exinaftr selenium species preconcentration and
matrix cleaning for urine samples. SPE treatedeus@mples can be analysed by HPLC-ICPMS
without any further dilution. Three complementariramatographic modes were used to
confirm the identity and quantification of Se smscidetected in urine samples. Developed
procedures which accuracy has been checked byepctasts, led to an average Se sensitivity
improvement factor about four. Such improved sensitallowed the increase of Se-containing

peaks intensity and the emergence of unknown sgtenompounds.
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1. Introduction

Selenium is an essential trace element which pdaysmportant role in anti oxidative
processes in the human body and has additionathhkahefits effects like cancer [1, 2] and
SIDA [3, 4] protective. However this element cascaproduce toxic effects at relatively modest
intake. Its dual role as toxicant and essentigetlement leads to important research interest in
various fields such as human nutrition and toxiggloThe metabolism of selenium in human
body is still not fully elucidated. As urine is tingajor excretory route for selenium (50-70% of
ingested Se [5]), the determination of Se spedciatio this matrix should indicate relevant
biomarker(s) for element dietary assessment. ligagins on selenium metabolites in urine
could also provide valuable information to elucagtossible metabolic pathways. A review
article by Francesconi and Pannier [6] criticalgtalled all Se-species detected and identified in
urine.

The model of Se metabolism proposed by Ganther 9861[7] suggested urinary
excretion of Se as trimethylselenonium ion (TMS&his model, however, was primarily based
on experiments with rats after diet supplementatioth large doses of selenium. After the
introduction of hyphenated techniques with elenssiéctive detection, liquid chromatography
(HPLC) coupled with inductively mass spectrometyRMS) being the most commonly used,
several authors reported the presence of TNiS&ew samples only [8] and a marked individual
variability of its concentration level has also hexbserved [9]. Clear indication of the presence
of selenomethionine (SeMet) after supplementatidh ®eMet [10, 11] and, selenite (SelV) at
low concentrations in some samples of basal humae {12], has also been given. Application
of HPLC-mass spectrometry has evidenced that therrealenium metabolite in rat urine, is the
selenosugar methyl 2-acetamido-2-deoxy-1-selenegalBctopyranoside (SeGal) [13]. Further

studies showed that SeGal is also the dominantiepp@e human urine and that two others
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selenosugars were present as minor urine metabg¢litz15]. Nevertheless, several other Se
species which can be observed in urine remain umkremd need further investigation.

The determination of selenium speciation in urieenains an analytical challenge for
three main reasons: the low level of total selenimnbasal human urine (generally 10-80
ng(Se).L* [5]), the complexity of the urinary matrix and theck of commercially available
certified selenium standards. The use of analyteahniques providing structural information
such as HPLC-mass spectrometry in combination setisitive HPLC-ICPMS is thus essential.
A tenfold sample dilution is usually performed tuce the complexity of the matrix prior to
injection into HPLC-ICP/MS. However, because of tbw level of selenium in urine samples,
such dilution can hamper the detection of someigpeaghich are below the detection limits of
analytical method. To overcome such an importalitidn factor, several sample pretreatment
procedures have been tested such as crown ethectet to remove potassium and sodium
followed by solid phase extraction [16, 17] or ibation with urease followed by evaporation
and extraction with cold methanol for de-saltingl ale-proteinization [18-20]. Such aggressive
cleaning procedures have been shown to generate dmadvantages such as the oxidation of
selenosugars [15, 21] or the loss of inorganicrsefe species [17]. These results indicate that
urine pre-treatment should be as simple as possibt@intain original Se speciation. Moreover,
the major selenium metabolite (SeGal) has been atidev decompose within 24 h storage at
ambient temperature [10]. It appears thus manddtoridentification studies that the analytical
procedure be fast enough to preserve the origglahaim compounds. Solid phase extraction
(SPE) has been proposed as an alternative samgbarption for matrix elimination and/or
species preconcentration in human urine (TableCamara and coworkers [22, 23] used C18
sorbent to remove a part of the organic urine matrior to analysis by HPLC-ICPMS. A

recovery of about 100% was obtained for TMSlenocystine (SeCys), SeMet, selenoethionine
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(SeEt), selenite (SelV), selenate (SeVI) and 2 omkn compounds (one of them being
presumably SeGal).

Other procedures focused on Se species retentidnttair elution in a minimal volume.
Gammelgaard et al. [24] obtained the retention @®& with the use of a copolymer material.
Their procedure allowed the elimination of parttleé organic matrix and the decrease of salt
content of the sample. Complementary preconceoiraieps by freeze drying and preparative
chromatographies allowed them to identify SeGdiasal human urine. In this study, a recovery
of about 30% was obtained for total Se. Unfortulyagpecies selective recoveries were not
evaluated. Another work by Wrobel et al. [25] destoated that C18 sorbent modified with
hexanesulfonic acid before sample filtration wadeato retain cationic Se species. After
treatment of spiked urine, the added speciesSeMet, methylselenomethionine, TMS&eEt
and adenosylselenomethionine, were detected irteefuaction but corresponding recoveries
were not calculated.

The work presented in this paper focuses on thenggation of urine sample pretreatment by
SPE allowing matrix cleaning and/or selenium spepieconcentration. Different sorbents were
compared and operating conditions were furthernapgd. HPLC-ICP/MS analysis of treated
samples was performed using three complementagn@tographic separations to overcome
possible species coelution and to obtain relialplecies quantification. The stability of Se
species during developed SPE procedure was vemfidtdavailable standards and the method

was finally applied to urine samples obtained froon Se-supplemented subjects.
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2. Experimental

2.1 Chemicals and reagents

Ultrapure water was obtained from Milli-Q system i{More Co., Bedford, MA, USA).
Trimethylselenonium (TMS@ and methyl 2-acetamido-2-deoxy-1-sel¢hd-
glucotopyranoside (SeGlu) were synthesized in abotatory according to published protocols
[25, 26]. Methyl 2-acetamido-2-deoxy-1-seleBidd-galactopyranoside (SeGal) was kindly
provided by Dr. Yasumitsu Ogra (Showa Pharmacdutitaversity, Japan). Stock standard
solutions of 1000 mg (Se)Lwere prepared in water and stored in the dark’@t ¥orking
standard solutions were prepared daily by diluting respective stock solutions in ultrapure
water.

All reagents were of analytical grade and purchdsmd Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
if not specified. Formic acid, heptafluorobutyricich (HFBA), ammonium formate, methanol
and ammonia (both from J.T.Baker, Deventer, Thehditdnds) were used for mobile phases
preparation and/or solid phase extraction proceduiteic acid (Ultrex, J.T. Baker, Deventer,
The Nederlands) was used for samples acidificdiedore total Se measurement.

A synthetic urine containing 134 mmot:LNa’, 67 mmol..} K*, 2.6 mmol.l' C&*, 3.2
mmol.L* Mg®, 19.8 mmol.l} HPO,", 122 mmol..* CI,, 310 mmol..* urea and 9.8

mmol.L'? creatinine was prepared according to [27].

2.2. ICP/MS apparatus and HPLC conditions

The HPLC system consisted of Agilent 1100 seriek&Bump, equipped with an autosampler
and variable volume sample loop. Injection volunssvixed at 100 pL.

Three chromatographic separations were employ@dp&iring chromatography was performed
on Atlantis C18 column (150 x 4.6mm, 5um, Waterdfdvd, MA, USA) and a mobile phase

composed of 20 mM ammonium formate, 1mM heptaflbatgric acid (HFBA), 3% methanol,
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at pH 3.0 adjusted with formic acid. Porous graphdarbon stationary phase (Hypercarb,
Thermo Scientific, 100 x 4.6mm, 5um) was used witbbile phase composed of 240 mM
formic acid, 1% methanol, at pH 2.3, adjusted wi#dmmonia. Cationic exchange
chromatography (Hamilton PRP-X200, 4.1 x 250 mnyrhp was used as third separation to
specifically confirm TMSE& quantification. A solution of 10 mM pyridine at pHO (adjusted
with formic acid) was used as mobile phase. Mopiiase flow rate for all separation conditions
was 1mL.mif* and a methanol gradient running up to 40%MeOH used with hydrophobic
stationary phases as detailed in Table 2.

The interface between the chromatograph and théMG&Rvas simply made with a poly-ether-
ether-ketone (PEEK) tube. The ICPMS instrument usexs the 7500cs from Agilent
Technologies (Tokyo, Japan), equipped with an ad®pollision/reaction cell. Hof 99.995%
purity (Linde, St Priest, France) was used as #le gas in the octopole cell (3 mL.mih
Sample introduction system is constituted of a eotric nebulizer (Meinhard Associates,
California, USA) and a Scott double spray chamlmied to 2°C. The detection of selenium
containing peaks was realized by monitorii§e, ®Se isotopes. Other parameters settings are

summarized Table 2.

2.3. Urine samples

Urine samples were collected from non-supplememnaldnteers in polytetrafluoroethylene
(PTFE) bottles. They were immediately filtered thgh a 0.45 um filter (Whatman, Dassel,
Germany) after collection. Extraction procedure wwasformed within the day of collection.
Total selenium in urine was determined by standaiditions after a ten-fold sample dilution
and acidification with 2% HN@ Total Se content of urine samples, between 16 &hd

ng(Se).L*, was within the typical range for non supplemeriedopean people [28].
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2.4. Solid phase extraction (SPE)

The following SPE sorbents were compared: Sep Rat& (Waters) and Hyper Sep C18
(Thermo, Bellefonte, USA), both hydrophobic soriseand, Oasis HLB (Waters, Milford, MA,
USA), a macroporous copolymer with hydrophilic (Myipyrrolidone polymer) and lipophilic
(divinylbenzene polymer) properties. Copolymer soitbprovides a reversed phase capability
(relative retention capacity 3 times higher thar8)Cand hydrophilic properties for enhanced
retention of polar compounds [29]. All cartridgemntained 500 mg of sorbent. Three different
procedures, which conditions are summarized ind 8pivere applied to compare efficiencies of
the three sorbents. The first one involves urinatidon in milli-Q water, the second one in
ammonium formate (used as mobile phase for C18 raepa) and the third one in
heptafluorobutyric acid, an ion pairing agent. Flate was 1 mL.mih for all extraction steps,

controlled by a 12 port vacuum manifold (Interchigntlucon, France).

3. Results and discussion

3.1 SPE sorbent and procedure selection

A preliminary study was performed to select appaiprSPE conditions. The same urine sample
was filtered through the three sorbents following three different procedures, as detailed in the
experimental part. A washing step between samldihg and elution was not included in the
procedures as it resulted in substantial losslehaem metabolites.

Effluents were collected during loading (filtratels) and elution (eluates, E) steps. Total
selenium concentrations were measured in filtraedesl eluates. Corresponding total Se
recoveries are presented in Table 4.

The results of these experiments indicate that ftkenpoint of view of Se retention, the two
C18 sorbents behave similarly, i.e. up to 56% $ent®n for procedure 3 conditions, and are
therefore suitable for selenium preconcentratiorevéitheless, as selenium recovered in
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HyperSep eluate was slightly superior to the onminbd with SepPak, the HyperSep C18
sorbent was then selected for further optimisatbrSe preconcentration procedure. On the
opposite, the copolymer sorbent appeared to baldeifor matrix cleaning as the amount of Se
retained was low, i.e. close to 25% for proceduceriditions.

In order to optimise experimental procedures caomakt for selected sorbents, total Se
breakthrough during loading and elution steps wasstigated. Effluents (filtrates and eluates)
were sampled in 1mL fractions, and total seleniupncentrations were measured in these
fractions (Figure 1).

The results of Se recovery in collected 1 ml fitésaduring urine sample loading on copolymer
sorbent showed a plateau after filtration of 4 wlume of sample (Figure 1a). From 5 to 10 mL
of filtered urine, a Se recovery of 88 + 6% wasaated. HPLC-ICPMS analyses of collected
fractions showed the presence of the same Se norgacompounds in all fractions of the
filtrate, peaks intensities being lower in fracgoimom 1 to 4 mL. Therefore, the conditions of
SPE procedure with copolymer sorbent were modifiidate being collected from 5 to 10 mL
of filtered sample.

The elution profile of Se from C18 sorbent (HypgBba 1 mL fractions of eluate, i.e. 25%
MeOH in milliQ water (Figure 1b) indicate that thenount of total Se eluted in the first three
mL reaches 81% of retained selenium. HPLC-ICPMSyapa of collected fractions of the
eluate evidenced the presence of the same Se miogtaompounds in all collected fractions. As
no different Se species were detected in 4 to Ghaates, the conditions of Se elution from C18
sorbent were modified to minimize eluate volumecakhivas therefore reduced to 3 mL.

Elution with higher methanol concentration was exed in order to improve Se recovery.
Elution with 50% MeOH did not increase significgn8e recovery and resulted in very coloured
effluents. HPLC-ICPMS analyses of collected eluathswed the presence of the same Se

containing compounds in eluates composed of 25%Me®H50% MeOH. However as
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chromatographic resolution was lowered by 50% Ma@¢tlium, elution with 25% MeOH was
finally retained. A previous study dedicated to SHESeGal also showed that SeGal recovery
was not affected by the methanol content of elirettie range 25% to 100% [24].

Optimized SPE conditions for Se preconcentratiod anne matrix cleaning are summarized

Table 5.

3.3. Recovery and stability of Se species duringeSRatments

To evaluate the stability and recovery of Se spediging optimised SPE treatments, synthetic
and natural urine individually spiked with TMS&eGal or SeGlu at 10 pg(Sed.were treated
following the two optimised SPE procedures. Blanlsunspiked, synthetic and natural urines
were also treated. Se species concentrations wessured for copolymer filtrates and C18
eluates by HPLC-ICPMS coupling using two to threeomatographic separations as detailed in
Experimental part. Total Se was also measured linaths and eluates. Comparison of
determined total Se and species concentrations dvoudicate species degradation during
treatment.

On copolymer cartridge, TMSerecoveries calculated from either total Se measent or
species selective quantification after chromatolgyapere very closd,e 103 + 4%, indicating
that TMSé was not degraded during treatment of both naamdlsynthetic urines (see Table 6).
Selenosugars degradation was observed during weatof spiked synthetic urine, while a
recovery of 89 £ 2% was obtained after treatmergpoked natural urine. This result was quite
surprising as natural urine is a more complex mahat synthetic urine, but it seems indicative
of selenosugar species stabilization in naturateuriSynthetic urine matrix may thus not be
suitable to predict SeGal and SeGlu behavioursitaral urine during solid phase extraction.

On C18 cartridge, recoveries were always lower tH20% as Se retention and Se elution were

not complete (cf Table 3). In natural urine, Semébn varied from 26 *+ 2% for selenosugars to
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72 + 5% for TMSé species. In synthetic urine, retention was slightgher, with 42 + 3% and
100 + 1% respective retentions of selenosugarsTMiBie” species. Retention appears thus to be
incomplete and, matrix and species dependant.dtthébe noted that the optimal conditions
retained for C18 were based on the use of HFBAndusample loading, this reagent being
effective to form ion pair with TMSe The retention of this compound is therefore insesl
compared to the one of selenosugars. Concerningeliteon step, similar recoveries were
obtained for all species. The amount of eluted &g superior for treated natural urine (90 + 3%)
than for synthetic urine (73 + 9%). Elution appeatso matrix dependant but not species
dependant. As recoveries calculated from total ®asmrements were the same as the ones
obtained from species concentration determinatibican be concluded that no degradation

occurred during the preconcentration of studiediggeon C18 sorbent.

3.2. Performance of the optimized protocols

Repeatability of optimized SPE procedures was atatuby triplicate treatments of same
urine sample. Relative standard deviations obtaiftech total selenium determinations in
filtrates and eluates, were lower than 3% for BBRE procedures. HPLC-ICPMS analyses of
filtrates and eluates showed superimposable chagreans of triplicate treated sample,
confirming SPE procedures repeatability.

Reproducibility was investigated by treating fivéfetent urine samples of total Se
content in the range 28-56 pg(Sé).LRelative standard deviation obtained for total Se
recoveries on copolymer sorbent was 8% whereaastd% on C18.

The average sensitivity improvement of optimizedESRethods was evaluated for the
same urine samples by calculating the ratio ofl t8& concentration in filtrate (copolymer

sorbent) or eluate (C18 sorbent) to total Se camagon in tenfold diluted urine. A mean
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sensitivity improvement of 4.1 + 0.3 was obtained dopolymer treatment, and of 4.7 + 0.7 for
C18 treatment.

Species specific sensitivity improvements were atslioulated for TMSE SeGal and SeGlu as
the ratio of species concentration in copolymerdie or C18 eluate and species concentration in
ten fold diluted urine. Results and ensuing HPLE@NS detection limits are summarized in
Table 7. Compared to untreated sample, a signifitaprovement of species detection limits
was obtained for treated sample, by respectivefadtl and 4 for TMSeand selenosugars with
C18 sorbent and, around 5 for all species with yoper sorbent. C18 SPE treatment appears

thus particularly useful for TMSeletermination in urine.

3.4. Application to different urine samples

Developed SPE procedures were applied to diffemene samples. Species specific recoveries
(Table 6) were applied to calculate species comagon in urine samples. Samples named A
and B were obtained from a 25 years old woman,endaimples C to E were obtained from a 26
years old man. Examples chromatograms of untreatedtreated (filtrate and eluate) urine
sample are presented Figure 2. The sensitivityorgment achieved by SPE treatments allowed
an increase of Se-containing compounds peaks ithtearsd, the emergence of uncharacterized
Se containing compounds whose retention times donraich any available standards. The
identification of these unknown compounds is cutyeim progress, and one of them has been
already identified as methylselenoneine by molecutaass spectrometry after further
purification and preconcentration steps [30].

TMSe" was quantified with C18 reversed phase and cag®ohange chromatographic
separations while SeGal was first quantified witi8Cand PGC based chromatographic
separations. We observed that the results of Sealtification obtained with C18 separation

were always superior to the ones obtained with Psh@matography (10 to 30%). This
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difference could indicate a co-elution of SeGal arler(s) compound(s) with C18 reversed
phase separation. As a matter of fact, the newdntiied Se compound, methylselenoneine,
showed the same retention time than SeGal withgep@ration while it was well separated from
other Se species with PGC chromatography [30]. S@@atification results, presented in Table
8, were thus based on PGC chromatography. As nue urference material certified for
selenium species is available, we compared for Ea@phe quantification results of TMSand
SeGal obtained in untreated urine (after dilutio® in ultra pure water) and SPE treated urines.
Species concentrations measured in untreated ([TMS2.29 +0.07 pg(Se)t; [SeGal] = 4.42

+ 0.08 pg(Se).l') and SPE treated sample (Table 8) do not diffgniicantly indicating
reliability of SPE procedures. The minor metaboBeGlu was not detected in analysed urine
samples (< 6 ng(Se)l). Concentrations of SeGal measured in samplesnaagreement with
those reported in the literature for normal uriamples, in the range 1 to 8 ug (S&)[IL5], with

the exception of sample A for which SeGal conceianawas slightly superior. TMSewas
quantified in all studied samples, with concentiagi between 0.30 and 4.8 pg(S&).L
(equivalent to 1-8% of total Se content) confirmihg presence of TMSé& urines of subjects
exposed to non toxic Se levels. Samples C to E stdauperior values than those previously

published in normal urines (<0.005(LD)-0.37 pg(5¢).[9].

3.4. Conclusions

The SPE procedures developed lead to the elimmatfopart of urine matrix and/or species
preconcentration resulting in a mean analyticabgeity improvement of about 4 without any
degradation for TMSe SeGal and SeGlu species. This sensitivity impreem involves the

emergence of unknown selenium compounds and thease of Se-containing peaks intensity
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leading to easier quantification of SeGal and TM@®sent in normal urine samples compared
to conventional HPLC-ICPMS after tenfold urine ditu. It is also interesting to note that our
analytical approach combining the use of three edifit chromatographic separations
demonstrated its usefulness evidencing that comynoséd C18 chromatography, does not
allow to distinguish SeGal, the major selenium roelite, from the newly identified metabolite

Se-methylselenoneine, leading to over-value Se@atentrations in urine samples.
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Table captions

Table 1: Solid phase extraction procedures for seleniursispaletermination in human urine
Table 2: HPLC and ICPMS operating conditions

Table 3: Conditions of SPE procedures tested

Table 4: Total Se recoveries in SPE filtrates and eluates

Table 5: Operating conditions of optimized SPE protocols

Table 6: Recoveries of Se species during SPE treatmentslatdd from Se total and species
quantification

Table 7: SPE sensitivity improvements and ensuing deteditioin (ng(Se).L ™)

Table 8: SeGal and TMSequantification in urine samples by SPE-HPLC-ICPMS

(in ug(Se).L)
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Fiqure captions

Figure 1. Total Se breakthrough during SPE treatments: éjeBoveries in filtrate fractions

during SPE sample loading step (copolymer sorbant) (b) Se concentrations in eluate
fractions during SPE elution step (C18 sorbent)

Figure 2: Example HPLC (C18)-ICPMS chromatograms of untetaed treated urine sample:
(a) copolymer SPE filtrate (grey line) compareditme (diluted 1:9 in water) (black line) ; (b)

C18 SPE eluate (grey line) compared to urine dildi@ fold in 25%MeOH (black line).

157



Table 1: Solid phase extraction procedures for seleniurgispaletermination in human urine

Nat f SPE S i - .
aire o SPE procedure © spgmes Comments Recovery Speciation analysis Ref
sorbent retention
C18 (RP) Conditioning 3 mL MeOH, then 3 mL SeGal Elimination of part of salt ~ 95% for SeMet HPLC(IP)-ICP-Ms  [10]
(Bond Elut C18,  HEBA 20mM content; Preconcentration
500mg) Sample loading3 mL urine (0.45 um factor 10
filtration) diluted (1:1) with HFBA (pH 2)
Washing 0.2 mL HFBA 20mM
Elution: 3 ml MeOH
C18 (RP) Conditioning: 6 mL MeOH, then3mL KD no Elimination of organic 100% (TMSéE, SeCys, HPLC(AE)-MO-HG- [22]
(Sep pak VAC Sample loadingnot detailed matrix; Important matrix SeMet, SeEt, SelV, AAS
C18, 500mg) effect is still observed SeVl) FI-MO-HG-AAS
C18 (RP) Conditioning: 5 mL MeOH, then5mL KD no Elimination of organic 100% (TMSé, SeCys, HPLC(AE)-ICP-MS [23]
(Bond Elut Gg) Sample loading 4 mL matrix; SeMet, SeEt, SelV,
Washing 4.5 mmol.dri? phosphate buffer SeVl)
(pH=6.0)
N-vinylpyrolidone  Conditioning: 3 mL MeOH, then 3 mL SeGal Elimination of part of 30% for total Se content HPLC(RP)-ICP—MS[24]
divinylbenzene HCOONH,; 10mM organic matrix; Elimination SEC-ICPMS
polymer (Oasis Sample loading10mL urine (0.45um of 50% [K'] and [N&] APCI-MS
HLB, Waters, filtration) diluted (1:1) with HCOONK 10 ESI/MS
500mg) mM (pH=7)
Elution: 6 ml MeOH 25%
C18 modified with Conditioning: 10 mL hexanesulfonic acid cationic Elimination of chloride not given HPLC(IP) -ICP-MS [25]
hexanesulfonic 1%, then 5 mL KO species interferences;
acid (C18, Waters) Sample loading:10 mL urine acidified (pH Preconcentration factor 20

2) with perchloric acid 0.4 M
Elution: 3 ml MeOH 50%, then 3 mL
MeOH 90%
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Table 2: HPLC and ICPMS operating conditions for seleniurtedaination

Chromatographic conditions
Columns and mobile phases  Reversed phase (RP) chromatography:
Atlantis C18 (150 x 4.6mm, 5um)
A: 20mM HCOONH + 1mM HFBA + 3%MeOH + HCOOH
(pH=3)
B: 20mM HCOONH + 1mM HFBA + 40%MeOH + HCOOH
(PH=3)
Gradient: 0-9min: 100%A
9-14: 100%A—> 100%B
14-24min:100%B
24-25min:100%B—> 100%A
25-45min: 100%A

Porous graphitic carbon (PGC) chromatography:
Hypercarb (100 x 4.6mm, 5um)

A: 240mM HCOOH + 1%MeOH + NE(pH=2.3)
B: 240mM HCOOH + 40%MeOH + NHpH=2.3)
Gradient: 0-10min: 100%A

10-15: 100%A—> 100%B

15-30min:100%B

30-31min:100%B—> 100%A

31-50min: 100%A

Cation exchange (CEx) chromatography::
PRPX-200 (250 x 4.1mm)
Isocratic: 10mM pyridine + HCOOH (pH=4)

Column temperature Ambient

Sample volume 100pL

Flow rate 1mL.mift

ICP-MS

Sampling and skimmer cones Platinum

Forward power 1500 W

Sampling depth 8mm

Plasma gas flow rate (Ar) 15L.min

Auxiliary gas flow rate (Ar) 0.9 L.mih

Carrier gas flow rate (Ar) 0.9 L.min

Optional gas flow rate (£ 5% (relative to carrier gas)
QP Bias -16.5V

Octopole Bias -18 VvV

Collision gas flow rate 3 mL.mih

Isotopes monitored 77, 78*

Dwell time 10ms/pt (total Se); 40 ms/pt (speciation

*As no interference were observed between m/z 87résults are reported only for m/z 78
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Table 3: Conditions of SPE procedures tested

Steps 1. Conditioning 2. Loading 3. Eluting
1°) MeOH Urine/H,0O
Procedure 1
2°) H,O (1:1viv)
1°) MeOH _
Urine/HCOONH, 20 mM
Procedure 2 2°) HCOONH, 10 mM (11 v) MeOH/H,O
1 viv
(pH=7) (1:3viv)
1°) MeOH _
Urine/HFBA 50 mM
Procedure 3 2°) HFBA 20 mM
(1:1viv)
(pH=1,8)
Volume (mL) 3+3 10 6
Fractionation 10x1mL : filtrates 6x1 mL : eluates
Flow (mL.min™) 1

Table 4: Total Se recoveries in filtrates and eluates

Oasis HLB Sep Pak C18 HyperSep C18
Filtrates, V=10mL
Procedure 1 74 £ 2% 65 = 2% 54 + 2%
Procedure 2 71+2% 56 + 2% 51+2%
Procedure 3 53+ 2% 44 + 2% 44 + 2%
Eluates, V=6mL
Procedure 1 12 £ 1% 16 £ 1% 24 = 1%
Procedure 2 12 £ 1% 15+ 1% 23+ 1%
Procedure 3 18 £ 1% 20+ 1% 25+ 1%
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Table 5: Optimized SPE protocols

Sorbent

Commercial name

Copolymer

N-vinylpyrolidone/divinylbenzene

Oasis HLB (Waters)

C18

HyperSep C18 (Thermo)

Conditioning

3 ml MeOH
3 ml H,O

3 ml MeOH
3 ml HFBA 20mM

Sample loading

10 ml urine (1:1) in water

10 mher(1:1) in HFBA 25mM

Elution None 3 ml MeOH/BD (1:3)
Effluent Filtrate: 5 - 10 mL of loaded Eluate
collected sample

Table 6: Recoveries of Se species during SPE treatmentslatdd from Se total and species

guantification

Synthetic urine

Natural urine

HPLC Total HPLC Total
Copolymer recovery
Beinfiltrate] / Sein urineduringfiltration]
TMSe’ 103+£6 % 9+5% 107 £8 % -
SeGal 101 % 47+ 4 % 884 % 87x5%
SeGlu 7x1% 472 % 92 £ 2% 89+5%
C18 recoveries
mg, retained/ mg_filtered
TMSe’ 9+2% 100 £ 3 % 68 £1% 754 %
SeGal 38+x5% 45+ 4 % 263 % 254 %
SeGlu 41 +3 % 44+ 2 % 254 % 29+£8%
mg, eluted/ mg, retained
TMSe’ 671 % 64+1% 91 +2% 92+4%
SeGal 88+5% 76x7% 92+3% 85+8%
SeGlu 7524 % 69+3% 91+5% 89+7%
mg, eluted/ m_filtered
TMSe’ 662 % 64+3% 62 +2% 69+4%
SeGal 33+x5% 34+7% 24+3% 21+4%
SeGlu 31+4% 303 % 2324 % 26+8%
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Table 7: SPE sensitivity improvements and ensuing deteditioin (ng(Se).L ™)

Sensitivity LD LD . LD
improvement (reversed plhase) (PGC)_1 (cation exchlange)
(ng(Se).L) (ng(Se).L) (ng(Se).L)
Without sample pretreatment
TMSe - 21 - 81
SeGal - 38 204 -
SeGlu - 26 182 -
Copolymer SPE
TMS€e 49+0.2 4 - 17
SeGal 44+0.2 9 46 -
SeGlu 45+04 6 41
C18 SPE
TMSe 11.2+0.8 2 - 7
SeGal 41+0.1 9 50 -
SeGlu 42+0.2 6 43 -

Table 8: SeGal and TMSequantification in urine samples by SPE-HPLC-ICPMS

(in ug(Se).L)

Samples A B C D E
[SeGal] in urine 145+ 0.5 8.6+0.5 4.4+0.2 55+0.2 25+10.1
[SeGal]/[Se], (%) 38+ 1% 54+3%  125+04% 126+05% #@2%
[TMSe'] in urine 0.30+0.03 0.68 +0.04 23+0.1 23+0.1 4.7+0.3
[TMSe')/[Se]o (%) 09+01% 42+03% 65+04% 52+®3 80+05%

162



Figure 1: Total Se breakthrough during SPE treatments: éjeSoveries in filtrate fractions
during SPE sample loading step (copolymer sorbant) (b) Se concentrations in eluate

fractions during SPE elution step (C18 sorbent)
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Figure 2: Example HPLC (C18)-ICPMS chromatograms of untiéated treated urine sample:
(a) copolymer SPE filtrate (grey line) compareditme (diluted 1:9 in water) (black line) ; (b)

C18 SPE eluate (grey line) compared to urine dilu@ fold in 25%MeOH (black line).
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I1.C. IDENTIFICATION D’UN NOUVEAU METABOLITE SELENIE DANS L’URINE
ET LE SANG HUMAINS

Les travaux précédents ont montré I'intérét ddlidation d’'un protocole de préparation
d’échantillon pour 'amélioration de la sensibila@alytique. Cette augmentation a ainsi permis
la détection de nouvelles espéces seléniees. [Btiespartie de la these, I'objectif est d’aboutir a
I'identification des composeés inconnus mis en évageapres traitement de I'échantillon.

Les composés sont d'autant plus facilement détkxstapar spectrométrie de masse
moléculaire que I'échantillon est correctement fpiret que la concentration des analytes est
suffisante. Apres une premiere étape de précoratemirdes analytes, et de purification de la
matrice par SPE, une étape supplémentaire de mrécwation par lyophilisation suivie d’'une
premiére analyse par HPLC-ICPMS avec le mécanismesdéparation sur phase inverse
précédemment optimisé (cf. IILA.) a été utilisé pda collecte de fractions contenant les
composes d’intérét. Suite a I'analyse en seéléniatal tdes fractions, deux fractions ont été
sélectionnées. Ces fractions n’étant pas suffisamanifiées et concentrées pour permettre une
analyse directe en spectrométrie de masse striesturee seconde étape de préconcentration par
lyophilisation suivie d’'une analyse par HPLC-ICPMSt été réalisées. Pour cela, un second
mécanisme de séparation basé sur les interactjoinsghiles (HILIC), récemment développé au
laboratoire [291], a été utilisé. Il présente I'atage de retenir les composés polaires et d’utilise
une phase mobile compatible avec la spectrométriendsse structurale. Le couplage de la
chromatographie HILIC a I'lCPMS, a permis de sépateux composés présents dans une
fraction. L'application du méme mécanisme de séara la spectrométrie de masse structurale
(ESI-LTQ Orbitrap MS) a ensuite conduit, connaisdas temps de rétention des composeés, a
obtenir la structure des espéces précédemment téktecl’identification d’'un nouveau
métabolite sélénié, Se-méthylsélénonéine, a aité&siobtenue. Cette démarche a également
permis l'identification du sélénosucre SeGal damsne de personnes non supplémentées avec,
pour la premiere fois, une masse exacte pour tespeacurseurs et les ions fragments.

Afin d’éliminer I'hypothése d'un artefact causé garpréparation de I'échantillon, la
connaissance du spectre de masse de la Se-méthglséine a ensuite permis de rechercher ce
composé directementi.e. sans étape de préconcentration, dans l'urine detssunon
supplémentés. Le couplage HPLC-ESfVE® mode haute résolution (résolution 30 000 & m/z

400) avec une large fenétre de sélection des iodsugseurs, a permis de détecter la masse
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spécifique des isotopes du sélénium et de conskrypeofil isotopique du sélénium dans les ions
fragments produits en mode MS

Cette méthode a été étendue au suivi direct dex femes séléniées et de leurs
analogues soufrés dans l'urine et le sang humaiassélénonéine et son analogue soufre,
I'ergothionéine, ayant tendance a s’oxyder, un@ettde dérivation des groupements thiols et
sélénols avec l'iodoacétamide a été mise ceuvretechnique développée a ainsi permis
d’observer les quatres formes dans des proportibfgsentes dans le sang et l'urine.

Pour la forme soufrée, le rapport entre forme nméthgt non méthylée est de 1 pour 5
dans le sang et de 5 pour 1 dans l'urine, pouvathdgiier une éxcrétion préférentielle des formes
méthylées dans l'urine. En ce qui concerne I'anadogélénié, seule la forme méthylée a été
détectée dans l'urine, tandis que les deux forsm#, présentes dans le sang avec un rapport de
1 pour 3. L’'analogue sélénié semble donc étrefalkcilement méthylé.

Ces travaux ont conduit a la rédaction d’'un artftdeentification in human urine and
blood of a novel selenium metabolite, Se-methylsaekine, a potential biomarker of
metabolization in mammals of the naturally occugriselenoneine, by HPLC coupled to

electrospray hybrid linear ion trap-orbital ion tpaMS” paru dans le journal Metallomics
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Identification in human urine and blood of a novel selenium metabolite,
Se-methylselenoneine, a potential biomarker of metabolization in
mammals of the naturally occurring selenoneine, by HPLC coupled to
electrospray hybrid linear ion trap-orbital ion trap MS

Marléne Klein, Laurent Querdane, Maité Bueno and Florence Pannier*

Received 14th October 2010, Accepted 20th January 2011
DOI: 10.1039/c0mt00060d

Speciation analysis of selenium in human urine allowed for the first time the identification of a
novel selenium metabolite, Se-methylselenoneine. Despite a concentration at low ppb level, its
characterization was achieved after sample purification by solid phase extraction (SPE) followed
by the parallel coupling of the bidimensional RP/HILIC chromatography with ICP-MS and
ESI-LTQ Orbitrap MS detection. To confirm its biological significance with regards to
selenoneine, the recently discovered analog of ergothioneine, and to discard the possibility of
sample preparation artifacts, a new method was developed to monitor its actual presence, as well
as the occurrence of its sulfur and/or non-methylated analogs, in non-preconcentrated urine and
blood samples of non-supplemented humans. It consisted in a HILIC ESI-MS? method in high
resolution mode (resolution 30000 at m/z 400) with large isolation width windows for precursor
ions. These two particular settings allowed respectively to keep observing the specific mass defect
of selenium- and sulfur-containing molecules and to maintain the characteristic selenium pattern
in product ions created through MS” fragmentations. As a result, all four metabolites were
detected in blood and three of them in urine. Moreover, different ratios “methylated/non-
methylated”” were observed between urine and blood samples, which seemed to indicate their
active metabolization. The analytical tool developed here will be of a great importance to further
study the occurrence and the potential metabolic role in mammalian organelles, cells and fluids of

these very particular and promising redox metabolites.

Introduction

Selenium is an essential trace element for which the margin
between safe and toxic levels is narrow. Selenium is incorporated
in antioxidant selenoenzymes such as glutathione peroxydase
or thioredoxin reductase. Selenium also plays a role in reducing
toxic effects of heavy metals such as arsenic and mercury.'™ The
anticarcinogenic effects of Se have also been an increasing subject
of research these last years.>” As the bioavailability, toxicity and
chemopreventive effects of Se are species-dependant, the study
of selenium metabolism in human has therefore attracted
considerable interest. After absorption by the body, selenium is
mainly excreted through urine and the study of the metabolites
present in this matrix has provided valuable information to
elucidate possible metabolic pathways.*!°

Regarding selenium speciation in urine, many studies have
been published and various selenocompounds were claimed to

Laboratoire de Chimie Analytique Bio Inorganique et Environnement,
IPREM, Université de Pau et des Pays de I’Adour | CNRS UMR
5254, Hélioparc, Avenue du Pr. Angot, 64000 Pau, France.

E-mail: florence.pannier@univ-pau.fr

be present in urine. A review by Francesconi and Pannier'!
critically detailed all Se-species detected and identified in it.

In 2002, Suzuki and co-workers identified the major
selenium species in rat urine as a novel sugar derivative,
namely methyl 2-acetamido-2-deoxy-1-seleno-B-p-galacto-
pyranoside.® Further studies showed that this selenosugar is
also the dominant species in human urine and allow to identify
related compounds (2 others selenosugars) as minor urine
metabolites.”!** Other selenium species considered to be
present in urine are TMSe ¥, selenomethionine (SeMet) after
supplementation with SeMet.!>!® Nevertheless, a lot of Se
compounds present in urine still remain unknown. It is worth
noticing that the majority of the studies are conducted
in samples from rats receiving high doses of different Se
species or human subject with elevated Se intake through
supplementation.

In a normal subject, i.e. a non supplemented subject, mean
urinary selenium concentrations usually vary between 20 and
60 pg Se L', These low levels, combined with the complexity
of the urine matrix, hampered the detection of some species
which are below the detection limits of the analytical method.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Highly sensitive analytical methods are required to achieve
speciation of selenium at trace levels in such a complex matrix.
Among these techniques, the coupling of high performance
liquid chromatography (HPLC) with inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) is widely applied.'”
From a chromatographic point of view, the high salt content
of the sample can drastically affect the resolution between
species of interest. A tenfold sample dilution is usually
performed to reduce the complexity of matrix prior to
injection into HPLC ICP-MS, but it is then necessary to
achieve good sensibility of the analytical method as Se level
is also drastically reduced. Pretreatment of the sample can also
be carried out. The use of liquid-liquid extraction with crown
ether'®!? or incubation with urease followed by cold methanol
precipitation®?®*! have been reported for de-salting and
deproteinization of the sample. However the application of
these aggressive protocols may lead to the oxidation of
selenosugars®® or the loss of inorganic selenium species.'®
The use of solid phase extraction has also been reported by
some authors. The protocols can be applied to clean the
sample by removing a part of organic matrix urine®>*
and/or to preconcentrate the Se species by retaining them on
selected sorbents before further elution.'*?* This protocol
allowed Gammelgaard and co-workers to identify SeGal in
basal human urine. Additional steps of preconcentration
by freeze-drying®'*!® or evaporation®'*!'>% may also be
implemented.

Besides the problems encountered with low selenium
level and matrix complexity, the process of selenium species
identification is also hampered by the lack of readily available
authentic standards. During the last decades the use of
molecular spectrometry has become more popular and, from
this perspective, electrospray ionization is an effective “soft”
ionization approach which has been widely used provided that
the sample is perfectly purified as high salt content suppresses
analyte ionization and reduces the already low signal intensity
even further.

It is now well admitted that without mass spectral structure
confirmation, only partial identification of the compounds
present in biological samples can be accomplished and it is
essential to obtain positive identification of the organic part of
the molecule to unequivocally confirm the structure of a given
selenium-containing metabolite.

The purpose of this work was to identify a new selenium
metabolite detected in urine after an alternative sample
preparation based on solid phase extraction (SPE). The
protocol has been optimized to allow sample purification
and/or species preconcentration (M. Klein ez al., unpublished
work).?® After preparation, urine samples can be analyzed
without any further dilution by HPLC ICP-MS. Two
complementary chromatographic modes, reversed phase and
hydrophilic interaction chromatography (HILIC), were used
to purify compounds of interest and to detect selenium
containing peaks before structural identification by electro-
spray hybrid linear ion trap/Orbitrap MS. Later on, a method
was also set to monitor the occurrence of identified species,
i.e., selenized and/or methylated analogs of ergothioneine, in
raw urine and blood samples and the metabolic potential role
of these naturally occurring molecules is discussed.

Experimental
Reagents

Ultra pure water was obtained from Milli-Q system (Millipore
Co., Bedford, MA, USA). All reagents were of analytical
grade and were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), if not specified. Formic acid, ammonium formate,
methanol (J. T. Baker, Deventer, The Netherlands) and
acetonitrile were used for mobile phase preparation. The pH
of mobile phases was adjusted by drop wise addition of formic
acid solution. Dithiothreitol, iodoacetamide, Tris and HCI
were used for the sample derivatization procedure.
SeGalNAc (methyl 2-acetamido-2-deoxy-1-seleno-B-b-
galactopyranoside) was kindly provided by Dr Yasumitsu
Ogra (Showa Pharmaceutical University, Japan). Following
the procedure employed by Traar et al.,”” SeGluNAc (methyl
2-acetamido-2-deoxy-1-seleno-B-p-glucotopyranoside)  was
synthesized in our institute. Stock standard solutions of
1000 mg Se L' were prepared in water and stored in the
dark at 4 °C. Working standard solutions were prepared daily
by diluting the respective stock solutions in ultrapure water.

Sample preparation and Se total content determination

Urines samples were first collected from a non-supplemented
male volunteer in polytetrafluoroethylene (PTFE) bottle.
Samples were immediately filtered through a 0.45 pm filter
(Whatman, Dassel, Germany) after collection. The extraction
procedure was performed within the day of collection on an
Oasis HLB cartridge (6 mL/500 mg) from Waters (Milford,
MA, USA). During loading and elution the flow rate was
1 mL min™', controlled by a 12-port vacuum manifold
(Interchim, Montlugon, France). Whole blood samples were
collected from a non-supplemented male volunteer in
heparinated tubes and then kept in the freezer at —20 °C.
Before being prepared for analysis, they were submitted to a
quick freeze/thaw cycle to provoke cell lysis that permitted
analysis of metabolites in the whole blood fraction. Urine
samples of three other individuals were later analyzed to
confirm the presence of the newly discovered compounds.

Derivatized urine and derivatized blood samples were
prepared by incubating 300 pl of sample with 10 pl of a
dithiothreitol (DTT) solution (0.45 M in 50 mM Tris-HCI at
pH 7.5) and 27.5 pl of an iodoacetamide (IAM) solution
(0.5 M in 50 mM Tris-HCI at pH 7.5) for 55 min. Then,
remaining IAM was destroyed by the addition of 55 pl of the
DTT solution with an incubation time of 30 min. Derivatization
is made prior to further sample treatment to ensure that
thiol- or selenol-containing compounds are no longer bound
to high molecular weight structures, like proteins.

Only untreated urine samples were later purified by SPE
following the protocol describe below. Once species of interest
were identified, all fresh urine and unfrozen blood samples
(derivatized or not) were analyzed directly by HILIC MS
coupling. Prior to their injection on HILIC column, these
samples were diluted 3 times with acetonitrile and centrifuged
(at 10 000g). The obtained supernatants were then filtered with
a 10 kDa cut-off filter tube centrifuged at 5000g. By this
protocol, proteins, cell debris and most of salts were removed
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from sample to allow direct analysis by HPLC. 3 pL of this
preparation were immediately injected on a HILIC column
for ESI-MS experiments. For HILIC ICP-MS analysis,
centrifuged samples were preconcentrated 10 times prior to
injection by evaporation under nitrogen flow.

Total selenium in urine was determined by standard
additions after a tenfold sample dilution and acidification with
2% HNOj; (Ultrex, J.T. Baker). The total selenium contents
were within the typical range of concentration for non-
supplemented European population.?

Material and methods

The HPLC system consisted of an Agilent 1100 series HPLC
pump (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipped
with an autosampler and a variable volume sample loop.
Injection volume was fixed at 100 pL.

For conventional HPLC ICP-MS analyses, reversed phase
chromatography was performed on Atlantis dC18 column
(150 x 4.6 mm, 5 pm, Waters, Milford, MA, USA) with a
guard column and a mobile phase of 20 mM ammonium
formate containing 3% methanol at pH 3.0 adjusted with
formic acid. The mobile phase flow rate was I mL min~' and a
methanol gradient program was applied: 0-9 min 3% MeOH,
9-14 min up to 40% MeOH, 1424 min 40% MeOH,
24-25 min down to 3% MeOH, 25-45 min 3% MecOH.

For the narrow bore chromatographic separation coupled
either to ICP-MS or to ESI-MS, an HILIC column TSK gel
amide 80 column (250 x 1 mm, 5 pm, Tosoh Biosciences,
Stuttgart, Germany) was used. Gradient elution (50 uL min ")
was carried out using eluent A: acetonitrile and eluent B:
10 mM ammonium formate (pH 5). The gradient program
was: 0—5 min 10% B, 5-20 min up to 50% B, 20-25 min 50%
B, 2527 up to 65% B, 27-30 min 65% B, 30-35 down to 10%
B, 3540 10% B. Samples were redissolved or diluted with
acetonitrile and water to obtain a ratio water: acetonitrile
(1:2). 3 uL were injected on the HILIC column each time.

The chromatographic system was coupled directly from the
column to the nebulizer of ICP-MS. The ICP-MS instrument
used was the 7500cs from Agilent Technologies (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipped with an
octopole collision/reaction cell. H, of 99.995% purity (Linde,
St Priest, France) was used as the cell gas in the octopole cell
(3 mL min™"). For conventional HPLC, the sample introduction
system is constituted of a concentric nebulizer (Meinhard
Associates, California, USA) and a Scott double spray
chamber cooled to 2 °C. The UV and conductivity monitoring
after sample preparation was performed with the same
reversed phase column installed on an AKTA purifier system
(GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK). For HILIC ICP-MS,
the interface was an Isomist interface (Glass Expansion,
Melbourne, Vie, Australia) consisting of a 20 mL model
Cinnabar spray chamber cooled at 2 °C and fitted with a
50 uL min~! Micromist nebulizer. For both chromatographic
couplings, the detection of selenium containing peaks
was realized by monitoring "’Se, 78Se and %°Se isotopes with
ICP-MS.

The HILIC column was also connected to an electrospray
hybrid linear ion trap-orbital ion trap mass analyzer

(Thermo H-ESI II LTQ Orbitrap Velos, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) used in either full-scan mode
or in product ion (MS”) mode. The ion source was operated in
the positive ion mode at 3.5 kV and heated at 80 °C. The
capillary temperature was set to 280 °C.

For the HILIC ESI-MS experiments, the resolving power of
the Orbitrap (full width half-height, FWHM) was set to
100000 (at m/z = 400) in full scan mode and 30000 in MS”
mode. Selenocompounds were searched in full scan mass
spectra at retention times determined during HPLC ICP-MS
coupling and the presence of Se in the compound is confirmed
by checking the interisotopic mass difference that are
particular for Se (e.g., a mass difference of 1.9992 amu between
93¢ and 7%Se isotopes, an error of +0.0007 amu being
acceptable). For the MS* experiments, the precursor ions
were collected with isolation widths of 15 amu for seleno-
compounds and 2 amu for thio compounds. Then, the product
ions were generated first in the LTQ trap at a collision energy
setting of 35% for MS? and later by HCD at 55% energy
(unless specified otherwise) for MS®. Depending of screened
ions (full scan MS + MS* of 1 to 4 precursor ions), cycle times
were of 4 to 5 s maximum, which was compatible with
chromatographic time scales. The identities of the neutral
losses observed during fragmentation of the ions of interest
were each time confirmed by exact mass matching with the
closest theoretical mass values of hypothetical formulas by
checking all possible combinations with elements commonly
found in biological matrices (C, H, N, O, P, S, Se, Na and K)
using Xcalibur 2.1 software (Thermo Fisher Scientific).

Results and discussion

SPE purification and reversed phase chromatography methods
for the preconcentration of selenium species present in urine

In order to overcome the classical tenfold dilution, we choose
to apply a solid phase extraction procedure. After previous
optimization (M. Klein ez al., unpublished work),?® SPE was
performed on the Oasis HLB cartridge previously conditioned
with 3 mL of methanol, followed by 3 mL of ultra pure water.
10 mL of urine diluted (1:1) in ultra pure water was injected
through the cartridge (pH 5.3). As repeatability of SPE
purification had already been verified, this treatment was
repeated on 4 cartridges to increase treated sample volume.
The effluent was collected during sample loading between the
fifth and the tenth mL. This filtrated sample will be further
designed as sample F. After loading, the selenium retained on
the sorbent was eluted with 25% methanol. The first 3 mL of
eluted sample (sample E) were then collected.

Samples F and E were first analyzed by conventional HPLC
ICP-MS (Fig. 1). The same species could be observed for these
two samples because of the relative hydrophilicity of the
searched compounds, which prevents good separation between
salts and selenocompounds. Apolar compounds (eluting after
10 min in HPLC) are also present in fraction F because of
saturation of cartridge that allow a part of each compound to
elute without being retained. However, from the UV and
conductivity measurement (data not shown), it was decided
to only focus the analysis on sample E in order to limit the
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Fig. 1 Chromatograms of sample F (gray trace) and E (black trace)
obtained by reversed phase HPLC ICP-MS ("®Se) coupling. The inset
represents a zoom on the weakly intense chromatographic peaks.

salts and other concentrated polar compounds content in the
sample for ESI-MS analysis.

To further preconcentrate the sample before chromato-
graphy, the sample E was freeze-dried and reconstituted in
100 pL of ultrapure water. All this concentrated sample was
then injected into the C18 column and 1 mL fractions were
collected from 2 min to 23 min. Total selenium was measured
in each collected fraction to draw the Se profile and select
fractions of interest as shown in Fig. 2.

A particular interest was given to the fractions 4 and 5, the
most concentrated fractions that are not corresponding to
compounds eluting in the void (fraction 1) or numerous well
retained compounds (fractions 11 to 20), possibly proteolytic
selenopeptides, selenoproteins being the main pool of selenium
in human. Fractions 3 and 6 were observed by HILIC ICP-MS
(data not shown) to contain similar selenospecies compared to
fractions 4 and 5 and so were not further purified. For further
analysis, they were freeze dried and redissolved in 50 pL of
water : acetonitrile mixture (1 :2).

Identification of selenocompounds present in urine by coupling in
parallel HILIC chromatography to ICP-MS and high resolution
ESI-MS instruments

Taking into account the low concentrations of the selenium
species in urine, even after the first step of preconcentration, it
was found necessary to employ a second chromatographic
dimension to achieve identification of potentially unknown
species. The strategy developed here implies the parallel use
of ICP-MS and high resolution ESI-MS, both specific and

1
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Fig. 2 Total Se concentration of fractions (1 mL) collected after RP
chromatography of preconcentrated sample E.

sensitive instrumentations, to greatly improve the discovery
rate of new selenium species. Indeed, the HPLC ICP-MS
coupling allows to detect the Se containing peaks on the basis
of Se isotopes monitoring and the coupling of the same
chromatographic settings (leading to matching retention
times) to molecular mass spectrometry instrument provides
structural information on the compounds previously detected.
This was done, first, in the full scan spectra on the basis of the
characteristic selenium isotopic pattern and, later, by further
multistage fragmentations of the compounds. Being an
orthogonal technique compared to reversed phase for
compounds separation, the hydrophilic interaction liquid
chromatography allows the separation of polar compounds
and this chromatographic mode has the interesting advantage
of being performed with mobile phases which are compatible
with electrospray ionization. A parallel coupling of HILIC
chromatography with either elemental mass spectrometry or
molecular mass spectrometry has already been developed in
our laboratory for the identification of unknown metals® or
metalloids®® containing species in various samples. It was
similarly applied here to characterize the selenocompounds
present in urine. Even if the 2D RP/HILIC ESI-high resolution
MS coupling is found here to be slightly superior in term of
chromatographic resolution and reproducibility, bidimensional
chromatography associating size exclusion and cation exchange
separation could have been also an interesting alternative
strategy if the matrix would have been more concentrated in
low molecular weight metabolites, as it was demonstrated
recently for the identification and screening of 27 different
selenocompounds in yeast extracts.>!

For fraction 4, a major peak (at 10.5 min) and a minor one
(at 21 min) could be observed on HILIC ICP-MS chromato-
gram, as shown in Fig. 3A. Electrospray MS at the retention
time of first peak revealed one ion with the isotopic pattern of
selenium at m/z 300.034 (m/z corresponding to the most
abundant mass of the isotopic distribution). The corresponding
chromatograms, the characteristic pattern of Se as well as the
MS?® fragment ions of this species are presented in Fig. 3B-D.
This compound is identified as methyl 2-acetamido-2-deoxy-
1-seleno-B-p-galactopyranoside (SeGalNAc), as the two
diastereoisomers (SeGalNAc and SeGluNAc) were differentiated
by their retention time on HPLC ICP-MS chromatogram.

SeGalNAc has already been observed in several studies.
Nevertheless the authors want to emphasize that this
compound is for the first time observed with an exact mass
matching for precursor and product ions in non-supplemented
volunteers, whereas, usually, chromatographic ICP-MS signal
matching with standard retention time'* or MRM (or MS™)
signals with low resolution quadrupole MS'#3? are used. The
presence of SeGalNAc could therefore be definitively
confirmed as one of the main selenocompounds in urine of
non supplemented subjects.

For the fraction 5, results are presented in Fig. 4A-D and
only the second peak eluting at 21 min could be observed by
HILIC ICP-MS. The MS chromatogram revealed for this
retention time only one compound at m/z 292.056 with the
characteristic isotopic distribution of Se-containing molecules.
This mass to charge ratio did not correspond to any selenium
compound already identified. Although this compound had
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Fig. 4 HILIC chromatograms of fraction 5 (idem as Fig. 3 but with m/z 292.056, a retention time of 21 min and MS? obtained 55% energy in

HCD mode).

not been identified before, the MS/MS showed some fragments
which correspond to the loss of characteristic and known
residues previously observed in other molecules, such as the
quaternary amine function (C3HgN, with a neutral mass loss of
59.073 amu during fragmentation). The detected and identified
fragments ions are presented in Fig. 4D. Based on this
fragmentation, it was therefore possible to assign a structure to
the compound and to identify it as the Se-methylated form of

selenoneine (CioH7N305Se in its globally neutral zwitterionic
form). The non methylated form of this compound, namely
selenoneine, has just been recently reported in fish blood and
tissues by Yamashita and Yamashita® and more recently in sea
turtles by Anan et al.3* The MS/MS spectra of its moneric form>*
was consistent to the fragment ions observed for the methylated
form discovered in this work. It consists in the loss of the
carboxylic acid group followed by the loss of the quaternary
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amine group and finally the fragmentation of the bounds
surrounding the atom of selenium, leaving untouched the
histidnyl group as well as the ethyl part attached to it that is
remaining after betaine fragmentation. Finally, the methylation
of selenoneine observed in our compound is clearly occurring on
selenol group as the loss of Se could only occur after the loss of
the methyl group.

Development of HILIC ESI-MS® method for the
monitoring of Se-methylselenoneine and three of its analogs
in non-preconcentrated urine and blood samples of
non-supplemented individuals

In order to confirm that this new selenium compound is
originally present in human body fluids of non supplemented
volunteers and that it is not an artifact due to sample
preparation, urine and blood samples were analyzed without
preconcentration step. A second set of samples were also
prepare by derivatizing all thiol and selenol groups with
iodoacetamide (see protocol above) before addition of acetonitrile,
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centrifugation and filtration, which made possible the screening
of the total content of ergothioneine as well as its selenized
and/or methylated analogs in a single chromatographic run.
Derivatized selenoneine, Se-methylselenoneine and their sulfur
analogs were all identified in derivatized blood according to
their predicted precursor masses and product ions as shown in
Fig. 5A. To demonstrate the specificity (i.e., the absence of
background noise) of the MS? screening in high resolution
mode of ergothioneine analogs, the chromatographic traces
obtained after the analysis of derivatized blood are presented,
as an illustration, in Fig. SB. Similar specific traces were
obtained for the three other types of samples (data not shown).
In all samples (urine and blood, derivatized or not),
Se-methylselenoneine and its sulfur analog were observed. In
derivatized samples, carboxamidomethylated selenoneine
and its sulfur analog were present in blood but only the
sulfur-containing compound was detected in urine.
Selenoneine is the selenium analog of ergothioneine, first
identified in rye ergot by Tanret in 1909.% Regarded as a
betaine, ergothioneine is an unusual amino acid recognized as
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Fig. 5 Screening in derivatized blood of ergothioneine and its analogs. (A) Their MS® spectra as well as (B) their specific chromatographic traces
(expected m/z values + S ppm) and retention times are monitored for each of the four compounds analyzed by HILIC ESI-MS coupling. (C) By
HILIC ICP-MS coupling, *°Se (dotted line) and "*Se (solid line) chromatograms of derivatized blood preconcentrated 10 times are also obtained,
which gives quantitative information on the relative concentration of selenoneine and Se-methylselenoneine in blood (a peak due to interference on
80Se trace cause by bromine ("’BrH™) at 9 min is marked with an asterisk).
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the only naturally occurring thio-imidazole amino acid. It was
demonstrated to play an important biological role as an
antioxidant.’*** Since then, ergothioneine has received
research and commercial interest as a strong antioxidant with
therapeutic value. Although it has never been evidenced in
urine, Melville ef al.* could evidence that the liver and kidney
had the highest concentrations of ergothioneine among other
organs. The selenium analog of ergothioneine found in marine
organisms seems also to exhibit antioxidant effects and studies
are on-going in this field.*

In the urine sample, the Se-methylated form of selenoneine
was present as well as its sulfur analog. To our knowledge the
S-methylated form of ergothioneine was known only as a
synthetic compound and not a natural product until it has
once been reported in deepwater sponge extract in 2004.*! For
these authors as the ergothioneine can be only biosynthesized
in some fungi and mycobacteria, it was probably assimilated
by the sponge through dietary intake or it is present in the
microbial symbionts of the sponge. As regards with the
presence of the Se-methylselenoneine in the urine sample,
no explanation about its origin can be given yet but as
selenoneine appears to be a major selenium compound in
tissues of some fishes, it can be postulated that its origin is
probably from the diet of the volunteers and that it was later
on partially methylated, most likely by methyltransferase
enzymes present in liver or kidney.'®* The absolute ion
intensities of the selenium compounds in HILIC ICP-MS
presented in Fig. 5C seem to indicate that the proportions
between the methylated and non-methylated forms are around
1-to-4 in blood whereas non-methylated form is not present in
urine, which could indicate that methylated forms are excreted
preferentially in urine. Close to the one obtained with
ICP-MS, a 1-to-3 ratio between the MS® main product ions
intensities of the two selenium species is observed with
Orbitrap instrument indicating that data obtained with this
molecular instrument can allow to achieve an approximate
comparison for the concentration of these two forms. Very
interestingly, according to HPLC ICP MS chromatogram
of derivatized blood presented in Fig. 5C, it seems that
selenoneine and its methylated form constitute the main pool
of non-proteic selenium in human blood. The absolute ion
intensities of the sulfur compounds in full scan mode seem to
indicate that in urine, the proportion of the methylated
form compared to the non-methylated one would be more
important than in blood. However, as no ICP-MS data
(intensity below detection limit for sulfur) is available to
support this information about sulfur species, this result has
to be considered with care. Nonetheless, this result for sulfur
species would be consistent with what is observed for selenium
species, that is to say that methylated forms are the main
forms in urine and that the non-methylated forms are the main
one in blood. According to ICP-MS signals, concentrations of
selenoneine and Se-methylselenoneine should be in the range
of sub-ppb to low ppb levels but a higher concentration was
observed in blood than in urine. In parallel the application of
this HILIC ESI-MS? method could help elucidating the huge
accumulation of selenoneine in the blood samples of some
fishes that are more concentrated by at least 4 orders
of magnitude compared to human blood,*® whereas, very

interestingly, ergothioneine, its sulfur analog, has never been
observed in tuna.*®

Very recently, ergothioneine was demonstrated to be an
important physiological cytoprotectant, especially to protect
mitochondria from oxidative damage,** and therefore it was
proposed as a new vitamin by the authors of this study.
Ergothioneine and its S-methylated form show similar redox
properties*> and seleno analogs of sulfur-containing redox
compounds are usually observed to have an increased capacity
to prevent oxidative damage. Moreover, it was recently
demonstrated that selenoneine has a much higher radical
scavenging activity than ergothioneine.®® Also, like selenoneine,
Se-methylselenoneine could be a very valuable compound to
evaluate for Se supplementation as it is not prone to provoke
S-adenosyl methionine (SAM) degradation through S-methyl-
transferase activity, contrary to selenoneine. Therefore, it
would be of a huge interest in the future to determine the role
and the cytoprotectant abilities of ergothioneine selenized
analogs (methylated and non-methylated) in animals and
humans.

Conclusion

The analytical method presented here for the screening of four
compounds of the ergothioneine family will be of a great help
to quantify and to further study the potential role of these species
in mammalian cells and fluids. Up to now, the supplementation
with Se-analogs of ergothioneine has never been tested
voluntarily with synthesized standards or involuntarily
through supplementation with Se-enriched yeast as the organism
used for this purpose, Saccharomyces cerevisiae, is unable to
synthesize ergothioneine. To better understand the potential
role of these metabolites, toxicological studies should be
performed, which implies also that their quantification would
be necessary. After preparation of standards, it could be easily
and quickly performed by MRM analysis using the metabolite
specific fragment ions (as they are now identified) or by ICP-MS
measurement.
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I1.D. BILAN SUR L’ANALYSE DE FORMES SELENIEES DISSOUTES DANS L’URINE
DE SUJETS NON SUPPLEMENTES

Dans ce chapitre, les développements analytiques P&tude des formes séléniées
dissoutes dans l'urine de personnes non suppléemenbdt été présentés. L'objectif de cette
thése étant l'analyse de spéciation, la séparatimmatographique des étalons séléniés
disponibles au laboratoire a été la premiére étigpeos travaux. Trois modes de séparation ont
été optimisés pour confirmer lidentité et la quicdtion des espéces. Ainsi SeGal et TMSe
ont pu étre quantifiés. Les résultats de la quaatibn de SeGal sur la colonne C18, supérieurs a
ceux obtenus sur la colonne PGC, ont laissé suppogecoeélution de SeGal avec un composé
inconnu.

Cependant, en analyse directe par HPLC-ICPMS leisss#e détection sont encore trop
élevés pour détecter toutes les formes séléniéésemies dans les échantillons d’urine,
particulierement peu concentrés aprés la dilutiandix habituellement réalisée pour diminuer
les effets de matrice (LD entre 21 et 38 ng(S&klr phase inverse C18). Afin de minimiser
cette dilution, deux méthodes de purification etf®i préconcentration d’échantillon ont été
optimisées.

Le développement de ces deux protocoles de préparatéchantillon basés sur
I'extraction sur phase solide a finalement perriabdissement global des limites de détection
d’'un facteur quatre. L’'amélioration de la sensibils’est ainsi traduite par une quantification
plus aisée du métabolite sélénié majeur SeGalg eIMSE, tous les deux présents dans les
échantillons d’urine analysés avec des concentrmti@riant de 2.5 & 14.5 pg(Sé).(soit 4.2 a
54% [Se],) et, 0.30 & 4.8 pg(Se)’L(soit 0.9 & 8.0% [Sg) respectivement. Les raisons de la
variabilité des concentrations mesurées pour cegposés dans l'urine ne sont toujours pas
élucidées. L'abaissement des limites de détecti6gadement conduit a la mise en évidence de
COmMpOosEs séléniés inconnus.

Apres purification de [I'échantillon par SPE, suivid’'une chromatographie
bidimensionnelle phase inverse / interactions hghites couplée a 'lCPMS pour la détection
des espéces séléniées et a I'ESI- LTQ Orbitrap M6 pidentification structurale de ces
especes, la présence de SeGal a été confirmédappremiere fois avec une masse exacte des
ions précurseurs et des ions fragments. Un nouwvesmoposé, la Se-méthylsélénonéine, a
eégalement été identifié. Ce composé est elué dameime fraction que SeGal par séparation en

phase inverse C18. L’hypothese de la coélutionafeabavec un autre composé sur la colonne
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C18 est ainsi confirmée et explique les différenaletenues lors de la quantification de SeGal
sur cette colonne par rapport aux autres mécanistile®s. Ce résultat traduit clairement la
nécessité de disposer de difféerents mécanismesepiation pour mettre en évidence les
phénomenes de coélution. A l'inverse, la Se-meéégiwneine est correctement séparée des
autres composés séléniés sur la colonne PGC. [Ransohditions d’analyse précédemment
optimisées (cf. II.A), son temps de rétention esfid min. La Se-méthylsélénonéine correspond
donc a l'un des composés inconnus initialement ciiéde lors de l'analyse directe des
échantillons d’urine.

La sélénonéine, analogue de I'ergothionéine, améwent été identifiée dans le sang du
thon rouge [74]. La présence de la forme méthysé@mbablement due a la méthylation, par les
enzymes méthyltransférase dans le foie et les ,reiles la sélénonéine provenant de
'alimentation. Afin d’éliminer I'hypothése d'un wfact causée par la préparation de
I’échantillon, la connaissance du spectre de mdeda Se-méthylsélénonéine a ensuite permis
de rechercher ce composé directemiemtsans étape de préconcentration, dans 'urine j@éssu
non supplémentés. Cette méthode a été étendueavaulisect des deux formes séléniées et de
leurs analogues soufrés dans l'urine et le sangamsmlLes quatre formes ont été détectées dans
le sang tandis que seulement trois ont été détedi@es I'urine. Le rapport des formes soufrées
et séléniées méthylées/non méthylées dans le saag® 'urine semble indiquer que les formes
méthylées sont préférentiellement excrétées damsé’ et que la sélénonéine semble étre plus
facilement méthylée que son analogue soufré, lteignéine.

Des travaux récents ont montré que I'ergothion@@et jouer un réle important en tant
gue cytoprotecteur, particulierement pour les dogesaoxydatifs causées aux mitochondries
[292]. Le protocole analytique utilisé au coursceéte étude devrait donc étre d'un grand intérét
pour I'étude du role de toutes ces especes damsétabolisme humain et animal, et pour
d’éventuelles recherches en tant que complémenteataire. Apres synthese de ['étalon
correspondant, il sera alors possible de quantifrectement ce métabolite dans I'urine.

En plus des formes dissoutes nous avons pu voicedains auteurs ont également mis
en évidence la présence de formes volatiles duniséh dans les échantillons d'urine. Le
chapitre Ill présente donc les recherches réalidées le cadre de cette these concernant les

formes séléniées volatiles.
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Chapitre I1I

ANALYSE DES FORMES SELENIEES VOLATILES DANS
L’URINE DE SUJETS NON SUPPLEMENTES
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Des travaux récents ont montré la présence de foredédeniées volatiles dans des
échantillons d’'urine dopés avec SeGal et consesuésune longue période [191]. Les méme
auteurs ont également mis en évidence la présemcesicomposés sur un échantillon d’urine
humaine certifiée et reconstituée [180].

Une étude précédente réalisée au laboratoire, #iabta détection de DMSe en tant que
métabolite sélénié mineur et supposé I'existencBM&eS (identification basée sur I'estimation
de son point d’ébullition selon son temps de rébent Ces travaux ont utilisé comme technique
d’analyse la micro-extraction sur phase solide exden espace de téte » (HS SPME) en amont
d’'une séparation par chromatographie en phase gazmuplée a I'lCPMS (GC-ICPMS). La
technique d’extraction retenue posséde I'avantagepaluvoir s’'affranchir d’'une partie des
interférents de la matrice, de préconcentrer lesytes ([DMSe] dans I'urine = 4-10 ng(Sef)L.
tout en étant suffisamment rapide et simple dsdiion. Dans cette étude, un probleme de
guantification de DMDSe est apparu, les ajoutstéda@tectés uniquement dans les échantillons
ne contenant pas de composés soufrés volatils.dbbrec été supposé que le DMDSe ajouté
réagissait avec les composeés volatils soufrés pieg¢suivi de m/z 34) pour former DMSeS. Au
cours de cette thése, I'objectif était donc de misamprendre le comportement de DMDSe dans
'urine afin de pouvoir statuer sur sa présenceagmn que métabolite. A cette fin, I'analyse
simultanée des formes volatiles séléniéesoetfrées par HS SPME-GC-ICPMS a été mise en
ceuvre. Les étalons disponibles au laboratoire @amtiDMSe, DMDSe, diméthyldisulfure (DMS)
et diméthyltrisulfure (DMTS). Il est cependant &eraque pour I'analyse du soufre par ICPMS,
la mesure de I'isotope majetfS (95,02%) est perturbée par les interférenc8&5 et celle de
lisotope **S (4,21%), peu abondant, par les interférenc8&&. L'introduction de xénon dans
la cellule permet le suivi de I'isotopéS avec des limites de détection de I'ordre de Sugt
en analyse élémentaire [293]. Cependant l'utilisatie xénon diminue fortement la sensibilité
de I'appareil envers le sélénium dont la limitedé¢éection en analyse élémentaire est augmentée
a 3.3 pg(Se).t (8°Se) avec un débit de xénon de 130-160 pLnfirD & 0.4 pg(Se).t avec un
débit de 2 mL.mitt d’hydrogéne [294]). L'utilisation de xénon s'avédenc inappropriée a la
détection de Se a l'état d'ultra-traces, simultaeétma S. L’introduction de I'hydrogéne seul
dans la cellule de collision/réaction n’a pas perae diminuer suffisamment les interférences
aux m/z 32 et 34 pour lesquelles le bruit de foppaaait toujours trop élevé pour la détection
des composés soufrés. Une alternative pour le sieis a consisté & mesurer m/z Z80)
sans pressurisation de la cellule de collisiontdles auteurs ont ainsi obtenu des limites de
détection (LD = 0.2 pg(S)1) vingt fois inférieures a celles obtenues avelisation du xénon

[295]. Le suivi des rapports m/z 48 et 77, a a@téimis en ceuvre pour la détection simultanée
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du soufre et du sélénium en GC-ICPMS sans pressiornsde la cellule de collision/réaction.
L'utilisation de la SPME combinée avec l'analyse &C-ICPMS dans nos conditions
analytiques, nous permet donc d’obtenir des limiesiétection proches de 30 ng(Seé)dour
DMDS et DMTS ; et entre 30 et 60 pg(Se'ﬁ.ltespectivement pour DMDSe et DMSe.

Les premiers essais sur les échantillons d’'usimelaissé supposer une évolution rapide
des formes volatiles (séléniées, soufrées et mB&S) dans I'échantillon. Avant de continuer
les recherches d’identification et de quantificatdes métabolites séléniés volatils détectés dans
I'urine, nous avons choisi dans un premier tempsddénir un protocole de stockage et
d’analyse des échantillons permettant le mainteetagpéciation originelle.

L’article “Study of volatile selenium metabolites stability mormal urine: effects of

sample handling and storage conditiongaru dans le_Journal of Analytical Atomic

Spectrometryprésente les résultats obtenus selon différenteslittons de stockage et de
manipulation de I'échantillon. Les conditions decklage permettant de garantir la stabilité des
especes séléniées volatiles dans 'urine de sujgtsupplémentés ont ainsi pu étre définies.

Deux types d’études ont été réalisés. La premiéueleéconcerne une période de
conservation relativement courig. jusqu’a 35 heures de conservation apres le prglent Au
cours de cette période, l'influence de la tempéeatle conservation (température ambiante,
4°C), de la lumiére, et de l'ajout d'un agent bactde (NaN;) a été évaluée. Dans le cas ou
'analyse peut étre réalisée le jour méme de ldectd, ce qui est préférable, il apparait
nécessaire de conserver les échantillons a I'oldécimmeédiatement apres leur collecte. Si
I'analyse ne peut étre réalisée le jour méme digéypeénent, la conservation a 4°C apres ajout de
NaN; est préconisée. Les especes séléniées, soufré@stes Se/S sont ainsi stabilisées pour
une durée de 35 heures.

La seconde partie de cet article présente I'étwdstabilité réalisée pour une plus longue
période de conservation de I'échantillon, soit qri@emaines aux températures de - 20°C et -
80°C. Il apparait que I'’échantillon peut étre caméqusqu'a deux semaines a - 20°C et jusqu'a
guatre semaines a - 80°C.

La présence de deux composés séléniés ne corresppanducun des étalons disponibles
a eté mise en évidence dans l'urine fraichemeltegatéke. Le premier composé a pu étre identifié
par chromatographie en phase gazeuse a sourcessiopr&atmosphérique en phase gazeuse
couplée a un triple quadrupble (GC-APGC-QQQ) com@tent DMSeS. L'identité de ce
composeé avait déja été supposée sur la base dmparature d’ébullition. Sa présence est donc
pour la premiere fois confirmée dans l'urine nomnglar une technique d’identification

structurale. En ce qui concerne le second compad@éarisation de son temps de rétention
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selon son point d'ébullition pourrait indiquer du's’agit de DMSeDS. Cependant, sa
concentration est tres faible dans I'échantillosastructure n’a de ce fait pas pu étre confirmée
par GC-APGC-QQQ.

Au cours de ces travaux, nous nous sommes égaleniérgssés aux effets de la matrice
urine sur le DMDSe. La comparaison des droitesatbéhage HS-SPME-GC-ICPMS de
DMDSe réalisées dans I'eau milli-Q, I'urine synibée et I'urine humaine a permis d’observer
une diminution du signal de DMDSe en présence te(sene synthétique) et une disparition
totale de son signal dans l'urine naturelle. Afentdnter d’élucider les causes de la disparition
du signal de DMDSe dans l'urine, des expériencesipbémentaires ont été menées en
comparant I'évolution des espéces dans I'échantitlurine dopé (100 ng(Se)X. ou non en
DMDSe. Différentes conditions de stockage ont ém@marées quotidiennement pendant quatre
jours :

- température ambiante (21 + 2°C), lumiére

- température ambiante (21 + 2°C), lumiere et NaN5%

- température réfrigérée (5 = 1°C), obscurité et NaQ5%

La concentration d’ajout de DMDSe a pu étre mesuméeediatement apres dopage mais
disparait dans les premieres 24h quelques soient ctenditions de stockage. Aucune
augmentation du signal des autres espéces n’estvédiesen paralléle. A la fin de ces essais, soit
au bout de quatre jours, les chromatogrammes dem#itons dopés ou non en DMDSe sont
entierement superposables pour chacune des corgld®stockage. La démarche expérimentale
suivie mettant en ceuvre I'analyse des formes \Vefaapparait donc mal adaptée a I'étude du
comportement de DMDSe dans l'urine. Afin de vérifiaypothése d’'une possible dégradation
de DMDSe en un composé non volatil, le suivi demfs dissoutes a donc été mis en ceuvre en
complément, ce qui a nécessité l'utilisation decemtrations de dopage plus élevées.

L’échantillon a finallement été dopé a différentesmcentrations de DMDSe (0; 1; 10;
100 pg(Se).L) puis analysé le lendemain par HPLC(PGC)-ICPM@sfiltration & 0.45 pum et
dilution d’un facteur dix de I'échantillon. L’échalfon a été stocké au cours de la nuit dans les
mémes conditions que celles définies auparavant gmu étude de comportement. Un nouveau
compose a été deétecté dans tous les échantillpés dowec DMDSe, quelle que soit la condition
de stockage. Son signal augmente en accord awendzntration de dopage de DMDSe. Il élue
a un temps de rétention qui ne correspond a aueloméCependant, I'analyse par spectrométrie
de masse structurale (Orbitrap LTQ-MS) de la foactcontenant I'analyte n’a pas fourni de

résultats concluants. Des recherches futuresidentification de ce composé sont nécessaires.
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The aim of this study was to define suitable conditions for sample handling and storage of urine samples
in order to ensure reliable analysis of selenium-containing volatile metabolites. Short-term stability
testing (from sample collection to 30-35 hours) included: temperature (room, i.e. 22 + 2 °C, refrigerator
(4 °C)), the presence and absence of light, and addition of a bactericide (0.05% NaN3). The long-term
stability study evaluated urine storage at —20 and —80 °C over a period of 4 weeks. This work was

conducted with normal urine samples, i.e. from non-supplemented human volunteers, in order to

profile baseline metabolites and corresponding concentration levels. The results indicate that urine
samples should be maintained in the dark immediately after collection and preferably analyzed within
the day of collection. If temporary storage cannot be avoided, it should be at 4 °C after addition of

NaNj. For longer period, urine samples can be stored at —20 or —80 °C without measurable changes

respectively for 2 to 4 weeks.

Introduction

Selenium is an essential trace element at recommended levels of
intake, i.e. 55 pg per day for male and female adults." However
when ingested at higher levels, it can produce toxic effects. This
dual role has motivated the study of selenium metabolism which
is generally based on the determination of dissolved selenium
species in urine, as ingested Se is mostly excreted in urine. Sele-
nosugars have been identified as major soluble Se metabolites
(selenosugar 1), and minor metabolites could be identified such
as trimethylselenonium (TMSe®), selenite (Serv) and selenome-
thionine (Se-Met) for Se-Met supplemented subjects.”> Recent
studies also evidenced the presence of volatile selenium species in
urine, either due to some degradation in selenosugar 1 spiked
samples stored for a long time,? or in reconstituted urine certified
reference material (NIES CRM 18).* In a previous work, we
reported optimization of headspace solid-phase microextraction
(HS-SPME) in conjunction with gas chromatography (GC)-
ICPMS for volatile selenium species determination in normal
urine samples, ie. from unsupplemented human volunteers.®
Dimethylselenide (DMSe) was quantified at its natural occur-
rence level, ie. in the range 4-10 ng(Se) L~'. Two unknown

Université de Pau et des Pays de I'Adour, Laboratoire de Chimie
Analytique Bio Inorganique et Environnement (LCABIE), IPREM,
UMR CNRS 5254, Hélioparc, Avenue du Président Angot, 64000 Pau,
France. E-mail: maite. bueno@univ-pau.fr

1 This article is a part of a collection of papers highlighting outstanding
and emerging work in the area of speciation.

1 Electronic supplementary information (ESI) available: Urine matrix
effect on HS SPME calibration slopes, and monitored parents and
daughter ions in MRM analysis mode. See DOI: 10.1039/c0ja00117a

selenium-containing compounds were detected, one of which was
supposed to be dimethyl selenenyl sulfide (DMSeS) based on
boiling temperature estimation from the GC retention time.
While DMSe was quantified with similar standard addition
response slopes for all studied samples, dimethyldiselenide
(DMDSe) standard additions response was only obtained in
urine sample with no significant volatile sulfur content (sulfur
content estimation based on m/z 34 monitoring). Before carrying
on further work on volatile selenium urinary metabolites, it
appeared thus necessary to perform simultaneous monitoring of
Se and S volatile species in order to examine their possible
reactivity in urine matrix as previously observed in methanolic
standard solutions.® Moreover to ensure reliable analysis of
selenium-containing volatile metabolites, the influence of
different conditions of sample handling and storage was exam-
ined. Studied storage conditions include: temperature (room, i.e.
22 £2°C, refrigerator (4 °C), and freezer (—20 and —80 °C)), the
presence and absence of light, and addition of a bactericide
(0.05% NaN3). As volatile species concentrations in urine are in
the ng(Se) L' range, that is to say 10° less than total selenium
and dissolved metabolite concentrations, the stability studies
focused only on volatile species determination.

Experimental
Reagents and chemicals

Dimethylselenide (DMSe) (>99%, Strem), dimethyldiselenide
(DMDSe) (98%, Aldrich), dimethyl disulfide (DMDS) (99%,
Aldrich) and dimethyl trisulfide (DMTS) (98%, Aldrich) were
used without further purification. Individual stock standard
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solutions containing ~5000 pg (Se or S) g~! in methanol (Nor-
mapur, >99%, Prolabo) were stored in the dark at —4 °C.
Working standard solutions were prepared by successive dilu-
tions in Milli-Q water (18.2 MQ cm, Millipore) for SPME
sampling. All standard solutions were prepared in 10 mL head-
space vials sealed with polytetrafluoroethylene (PTFE)-coated
silicone rubber septa (20 mm diameter) (Supelco). Sodium azide
(NaNj, BioXtra, =99.5%) was provided by Sigma Aldrich.

Urine sample collection and storage conditions

After collection, the morning urine samples of several volunteers
were pooled and immediately transferred to 38 mL headspace
vials sealed with PTFE-silicone rubber septa. Samples were
allowed to cool at room temperature before being stored under
the different tested conditions. For the short period storage
study, samples were maintained at room temperature in the light,
at room temperature in the dark, at 4 °C in the dark, and after
addition of NaNj (final concentration 0.5 ¢ L7!) at room
temperature in the light and at 4 °C in the dark. Determination of
selenium species was made at the beginning of the experiment,
i.e. just after sample cooling (¢ = 0), and after 8 and 30 hours. For
the long period storage study, sub-aliquoted samples were placed
at —20 and —80 °C. Samples were analyzed on the day of
collection and after 1, 2, 3 and 4 weeks storage.

Instrumental

GC-ICPMS. The ICPMS instrument was the 7500cs from
Agilent technologies (Tokyo, Japan) used with no gas in the
collision-reaction cell. Sampler and skimmer cones were made of
platinum. Operating conditions were optimised daily using 50
ppm Xe in Ar, with typical settings being: plasma power 1050 W,
plasma gas flow 15 L min~!, auxiliary gas 0.9 L min~!, carrier gas
0.5 L min™', optional gas (O,) flow 9% relative to carrier gas. In
these conditions sulfur determination was based on m/z 48
(**$*0) monitoring. Integration times of monitored isotopes
were 10 ms at m/z 48 and 124 (Xe), and 80 ms at m/z 76-79, 81
and 82.

An Agilent 6890 gas chromatograph equipped with a split/
splitless injection port and a narrow bore injection liner (0.75 mm
id) was used. Separation was obtained with SPB1-sulfur column
(30 m, 0.32 mm id, 4 um film thickness) (Supelco) as previously
described.® Briefly, the inlet temperature was 270 °C and the flow
rate of He carrier gas (99.995% purity, Linde) was 2 mL min™'.
The oven temperature program was: 40 °C isothermal for 3 min;
30 °C min~! to 220 °C; then 2 min isothermal. Coupling of GC
with ICPMS was accomplished through the use of Agilent GC-
ICPMS interface (transfer line temperature 250 °C).

GC-APGC-QQQ. Gas chromatography with mass spectro-
metric analysis was accomplished by coupling an Agilent 7890A
gas chromatograph to a Waters Xevo TQ mass spectrometer.
The carrier gas was ultra-high purity helium (99.99990% purity,
Linde). Chromatographic conditions including column and
temperature program were identical to those described above.
Coupling of GC with QQQ was accomplished through the use of
Agilent GC-QQQ interface (transfer line temperature 250 °C)
with a make up gas of 400 L h~".

The QQQ instrument was used with Ar (0.15 mL min~') as gas
in the collision cell (T-wave). The ionization source is working in
positive mode, at atmospheric pressure, heated to 120 °C, with
the help of a corona discharge 1 pA for ionization in the nitrogen
flow. Operating conditions were optimized and set to 25 V for
cone voltage, 0 L h~! for auxiliary gas, 9 €V as collision energy for
the daughter scan and the MRM mode. The scan speed in the
daughter scan was set to 1000 amu s~', the data were obtained in
profile mode (i.e. 16 pts amu™").

SPME procedure

SPME was carried out manually with the appropriate SPME
holder and a 75 pum carboxen-polydimethylsiloxane (CAR-
PDMS) fiber (Supelco) pre-conditioned by inserting it into the
GC injector according to the manufacturer’s instructions, i.e. 2 h
at 300 °C.

Solid-phase microextraction was performed in the headspace
mode, in 38 mL headspace vials with 20 mL sample volume at
ambient temperature, i.e. 22 + 2 °C. HS-SPME of volatile sele-
nium and sulfur species was carried out under mechanical
agitation (350 rev min™") for 10 min. Once sampling completed,
the analytes were desorbed in the GC injection port and the fibre
was held in the inlet liner for the entire chromatographic run
(including first three minutes in splitless mode) to assure
complete analyte desorption and avoid any memory effects.
Analyte quantification was obtained by standard additions
method.®

Matrix effects

To examine the effect of urine salt content on HS-SPME
response of the analytes, synthetic urine containing 134 mmol
L-! Na*, 67 mmol L' K*, 2.6 mmol L~! Ca?**, 3.2 mmol L'
Mg?*, 19.8 mmol L~! H,PO,", 122 mmol L~! CI~, 310 mmol L™!
urea and 9.8 mmol L™ creatinine was prepared as described by
Gammelgaard and Jens.” The resulting pH was 5.6 + 0.1
Repeatability was evaluated by repeating consecutively five HS-
SPME-GC-ICPMS measurements of solutions spiked with 10
ng(Se) L' of DMSe and DMDSe, and 250 ng(S) L~! of DMDS
and DMTS.

Results and discussion
Matrix effects

The influence of urine matrix on the HS-SPME sensitivity of the
four available volatile analytes was studied in the conditions of
simultaneous analytes sampling, with the exception of DMDSe
sampling in human urine. Standard calibrations were performed
in the concentration ranges of 10-80 ng(Se) L' for DMSe and
DMDSe, and 250-1000 ng(S) L~! for DMDS and DMTS. The
matrix influence was estimated by the comparison of standard
calibration slopes obtained in urine matrices with the ones
obtained in Milli-Q water. Repeatability of measurements was in
the range 8-12%. Results (detailed in ESI}) indicate that urine
matrices initiate salting-out effect for DMDS and DMTS
improving their extraction, but it reduces those of DMSe and
DMDSe. Salting-out effect is due to a decrease of the solubility
of nonpolar gaseous analyte in an aqueous salt matrix compared
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to pure water. TheDMSe solubility in water is about tenfold
higher than that of DMDS (Spwmse, 25 = 0.218 mol L™ (ref. 8),
Spmps 20°c = 0.0228 mol L™ (ref. 9)), which can account for the
observed different effects of salted matrices. The DMSe response
was strongly affected by the synthetic urine matrix and also by
the human urine but to a lesser extent. The reason for such
a behavior is not clear, the human urine is a much more complex
matrix than the synthetic one but indicates that the synthetic
urine may not be well adapted to mimic the natural urine. The
DMDSe response was almost totally suppressed in human urine.
Such response suppression has been also observed in blood
plasma matrix and was attributed to DMDSe reaction with
plasma constituents resulting in the formation of non-volatile Se
species.’® In the same study,'® the authors also observed that
headspace sensitivity of DMSe was not affected by the human
urine matrix and that DMDSe determination was submitted to
a large imprecision between replicates. Direct comparison with
our observations is made difficult as (i) concentration levels used
in the work of Gabel-Jensen et al.'® are 10° times superior to the
ones used here and (ii) the direct headspace sampling was
performed instead of SPME sampling.

Short period stability study

Observed unstable extraction yields of volatile species let us
suspect that an evolution of sample volatile composition was
occurring when urine samples were left at room temperature even
for short periods, ie. during the day of analysis. For example
(Fig. 1, m/z 77), GC-ICPMS chromatogram obtained with
freshly collected sample shows two significant selenium-con-
taining peaks, corresponding to DMSe and DMSeS species, and
two small unknown Se-containing peaks (Ukl, tg = 7.89 min,
and Uk2, tg = 8.35 min). For the same sample left at room
temperature in the light during 8 hours, GC-ICPMS chromato-
gram showed an increase of initially detected peak intensities and
appearance of a DMDSe corresponding peak. Profiles obtained
monitoring m/z 48 indicated a similar evolution of the sample for
volatile sulfur species. Comparison of m/z 48 and m/z 77 profiles
also indicated that none of the selenium-containing peaks
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Fig. 1 Example of GC-ICPMS chromatograms obtained from 10
minutes HS-SPME of freshly collected sample (continuous line) and after
8 h storage at ambient temperature in the light (dotted line).

corresponds to detected sulfur containing peaks. In fact, detec-
tion limits of the entire method (evaluated in Milli-Q water and
according to IUPAC specifications) are between 30-60 pg(Se)
L' and 20-30 ng(S) L' respectively for m/z 77 and 48 moni-
toring. As simultaneous detection of mixed Se/S volatile species
was not possible due to too low levels to detect, i.e. a few ng L™,
the following discussion is focused on m/z 77 monitoring.

In order to check if such chromatogram evolution was mainly
due to the progress of analyte partition to the headspace phase at
ambient temperature, the urine sample was left at room
temperature in the dark and analyzed just after collection, and
after 8 and 30 hours. DMSe quantification was performed by
standard additions. As same DMSe concentrations were deter-
mined at all sampling times, evolution of unknown species
concentration was estimated by the ratio of DMSe peak height to
that of the unknown species. We observed no measurable sample
changes for 8 hours storage. However after 30 hours storage,
GC-ICPMS chromatogram showed increased intensities of
initially detected peaks, i.e. DMSeS, Ukl and Uk2, and emer-
gence of the DMDSe corresponding peak. The data obtained
when urine sample was stored at 4 °C in the dark, ie fridge
conditions, were similar. These first experiments suggest that
unstable extraction yields were not due to the progress of analyte
distribution between aqueous and headspace phases but rather to
some sample reactivity which kinetic was faster under light
exposure. The effect of NaN; addition was compared between
urine samples stored at room temperature in the light, or at 4 °C
in the dark. Treatment with NaNj; reduced the reactivity for
urine samples stored at ambient temperature in the light as
increased intensities of DMSeS and Uk2 corresponding peaks
were only detectable after 30 hours storage (Fig. 2). Storage at
4 °C in the dark with sodium azide prevented sample evolution as
measured peak height ratios of DMSe to DMSeS were not
significantly different for the freshly collected and 30 hours
stored sample, ie. 2.87 and 2.80 respectively. Microorganisms
can be present in urine samples due to natural flora of the urine
excretory duct, urinary tract infection or use of unsterilized
material for sample collection.'* Sodium azide has been used in
concentrations ranging from 1 to 10 g L' in doping control
laboratories for analyte preservation due to its bactericidal
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Fig. 2 GC-ICPMS chromatograms obtained from urine containing
NaN; for freshly collected sample (continuous dark line) and after 30
hours storage at room temperature in the light (continuous grey line).
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Table 1 Stability of volatile selenium species in urine samples stored at —20 and —80 °C. Values represent the mean + SD of four replicate samples in
ng(Se) L=". DMSeS concentrations were estimated from DMSe standard additions slope

Initial Week 1 Week 2 Week 3 Week 4
-20°C DMSe 34403 3.0+03 3.3+03 33+03 34+03
DMSeS 0.60 + 0.15 0.80 +0.17 1.46 + 0.15 1.28 + 0.15 1.32 +£ 0.25
—80°C DMSe 34+03 32403 3.3+03 34+03 3.2+03
DMSeS 0.60 + 0.15 0.67 + 0.15 0.90 + 0.15 0.75 +£ 0.15 0.75 £ 0.11

properties.'* The range of NaN; concentrations between 0.5 and
1 g L' has also been known to inhibit microbial degradation of
urine samples.'® In this study, the concentration of NaN; (0.5 g
L") was chosen according to Juresa ef al.’s® study on selenosugar
stability in human urine. The level of sodium azide addition as
well as target microorganisms do not seem to be very well defined
as indicated by contradictory published results. For example,
Saudan et al'® have reported that sodium azide (10 g L")
inhibited Enterococcus faecalis growth in urine sample up to 7
days storage in the temperature range 4-37 °C. On the other
hand, Tsivou et al** indicated that NaN; was not suitable for the
inhibition of fecal streptococci such as E. faecalis. Growth of
microorganisms showing urease-positive activity induces alka-
linization of urine pH."? Urine samples containing NaN; and
stored at room temperature in the light, or at 4 °C in the dark
were found to have a constant pH of 5.6 £ 0.1 after 30 hours
storage. If changes of species concentrations in urine sample
resulted from a microbial activity, it would thus be due to urease-
negative microorganisms (for example Escherichia coli and E.
Jfaecalis,'* which are part of normal fecal flora'*).

Regarding NaNj solubility in water (436 g L' at 25 °C"7) and
its acid-base characteristics (K, (HN3/N37) = 1.2 x 107 (ref.
18)), we calculated that a concentration of hydrazoic acid around
1.6 mmol L~! was formed in urine samples (pH = 5.6 & 0.1) from
added NaNj. As HNj is highly volatile (boiling temperature =
35.7 °C'®), addition of NaNj may also result in increased head-
space competitions for analyte sorption onto the CAR/PDMS
fiber. Actually, in the case of samples containing NaNj,
we observed that volatile sulfur response was strongly
decreased, which could indicate some affinity of HNj; for the fiber
coating.

Long period stability study

The long-term study evaluated urine storage at —20 and —80 °C
without preservative addition' over a period of 4 weeks. Sub-
aliquoted urine samples were frozen immediately after collection
to minimize freeze-thaw cycles. Samples were allowed to thaw at
ambient temperature in the dark before analysis. For each
temperature storage, at least four HS-SPME samplings of urine
samples were performed on the day of analysis, ie. within
a maximum length of storage time at an ambient temperature of
ten hours. DMSe quantification was obtained by standard
additions. As no DMSeS commercial standard is available,
corresponding concentrations were estimated from the slope of
the DMSe standard addition curve. The variation in the
concentrations of the detected selenium species is reported in
Table 1. No measurable losses of DMSe were observed at both
temperatures of storage. DMSeS was also stable in urine stored

at —80 °C while storage at —20 °C led to an increase of its
concentration (~twofold) after 2 weeks. The unknown Se-con-
taining peaks and DMDSe were not detected over the 4 weeks
storage.

Unknown Se-containing compounds

Unknown Se-containing peaks with late elution times, ie. Ukl
with g = 7.89 min and Uk2 with #zg = 8.35 min, were detected in
GC-ICPMS chromatograms either for freshly collected urine
sample analysis or, some hours after sample collection depending
on storage conditions. Boiling points, 7,, of these unknown
compounds were estimated from their retention times using the
linear correlation between ¢z and 73, obtained under our GC
temperature program as previously described.?*?? Estimated
Ukl and Uk2 boiling points were thus 178 &= 4 and 193 £ 5°C
respectively. Swearingen et al.*' reported that the boiling point of
dimethyl selenodisulfide, CH;SeSSCH; (DMSeDS), was 192 °C.
We thus postulated that Uk2 was DMSeDS. GC-APGC-QQQ
was tentatively used to confirm the identity of these selenium-
containing compounds including dimethyl selenenyl sulfide.
Since ICPMS responses of Ukl and Uk2 for freshly collected
urine sample were close to instrument’s detection limits, sub-
aliquoted urine samples were left at room temperature in the light
during four weeks to increase their concentrations. Higher levels
of unknown compounds were indeed detected and signals could
be simultaneously monitored on m/z 77 and 48 consolidating our
assumption of mixed Se/S compounds (Fig. 3). Elemental ratios,
S : Se, in eluted species were calculated from DMSeS and Uk2
chromatographic peak areas and the Uk2 (DMSeDS supposed)
elemental ratio was found to be twofold that of DMSeS. In order
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Fig. 3 Example GC-ICPMS chromatogram obtained from urine
sample stored at ambient temperature in the light during four weeks.
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Fig. 4 Daughter scan onion parent of dimethyl selenenyl sulfide (DMSeS) from HS-SPME sampling of urine sample stored at ambient temperature in

the light during four weeks.

to obtain greater sensitivity and optimize ionization conditions,
GC-APGC-QQQ was first used in Multiple Reaction Monitoring
(MRM) analysis mode. The list of monitored parents and
daughter ions is available in the ESI}. We selected if possible the
two most intense transitions for [M]* (¥*Se-containing) for
structural confirmation and with at least one [M — 2]" ("Se-
containing) for the selenium presence confirmation. DMSeDS
corresponding transitions were not detected, the structure of Uk2
could thus not be confirmed. Further optimization is necessary to
obtain the corresponding molecular ion with sufficient intensity
and then reach the MSMS structural confirmation of this
compound. The retention times obtained by GC-APGC-QQQ in
MRM mode for DMSe, DMDSe and DMSeS were similar to
those obtained by GC-ICPMS. To achieve their structural
elucidations, we performed a daughter scan experiment on the
following parent ions at m/z 109.96 (DMSe); 141.94 (DMSeS);
189.88 (DMDSe) only in the expected retention time window.
The identity of DMSeS (Fig. 4), DMSe and DMDSe was thus
confirmed in the unspiked urine sample.

Conclusion

The results of this study emphasize the importance of careful
collection, handling and storage of urine samples for volatile
selenium speciation analysis. To protect the sample fidelity, the
following recommendations arise from results obtained in this
study: (1) no preservative is necessary if samples are stored at/or
below —20 °C (over 2 weeks at —20 °C, 4 weeks at —80 °C); (2)
addition of preservative (NaN; 0.5 g L') is necessary if analysis
cannot be performed on the day of collection and temporary
storage (~30 to 35 hours) at 4 °C is necessary and (3) immedi-
ately after collection, urine sample should be maintained shel-
tered from light. Furthermore, this study has revealed the

presence of two mixed Se/S volatile compounds. The first one,
detected in all freshly collected samples, was identified by mass
spectrometry as DMSeS. The second one is probably DMSeDS,
based on literature and first experimental data, but its structure
could not be confirmed by mass spectrometry due to its too low
concentration level. Both compounds’ concentrations rapidly
increase (a few hours after sample collection) when the urine
sample was maintained in the light. The formation mechanism of
these species in collected urine was not investigated; however,
a well known precursor of these species is DMDSe whose
detection in urine samples occurred only some hours (depending
on storage conditions) after collection. Our future work will thus
investigate interactions between volatile selenium and sulfur
species in urine matrix.
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Au cours de ce travail de these, des techniqudgtapees permettant I'identification et
la quantification de métabolites séléniés dansn@ihumaine de sujets non supplémentés ont été
développées, afin de pouvoir identifier des biormatgs d’exposition potentiels et améliorer les
connaissances sur le métabolisme du sélénium. adlarss choisi de nous intéresser aux formes
dissoutes de Se mais également aux formes voldig@sicoup moins étudiées.

D’apres I'étude bibliographique, le détecteur ICPMSparait particulierement adapté
pour l'analyse élémentaire et de spéciation dungéié a I'état de traces dans les matrices
complexes, telles que I'urine ([Sgt 20 - 60 pg.r'). Pour I'analyse des formes dissoutes, la
chromatographie liquide a été retenue comme teaknig séparation en raison des nombreux
mécanismes de rétention qui permettent d’adaptesélactivité en fonction des composeés
présents. L'urine contient de nombreuses formesnimges qui peuvent par phénomene de
coélution, fausser I'exactitude de lidentificati@ de la quantification des formes séléniées.
Afin de confirmer les résultats, trois modes chrtwgeaphiques (phase inverse sur C18, carbone
graphitiqgue poreux, échange de cations) ont éiéngggts pour la séparation des formes dissoutes
connues, c'est-a-dire dont les étalons étaienbdibfes au laboratoire. L’encombrement stérique
des sélénosucres SeGal et SeGlu permet, quellessgeat les conditions et le mode
chromatographique, une rétention satisfaisanteededeux formes. Certains composés chargés
tels que TMSéont également pu étre retenus par utilisation @’dmromatographie alternative,
la chromatographie de paire d’ions ou d’'une chrographie spécifique, la chromatographie
d’échange de cations. Les difféerents modes chramapbiques optimisés ont ensuite été
appligués a I'analyse d’échantillons d’urine. Aiasi moins deux composés inconnus ont été mis
en évidence, et SeGal et TMSmnt pu étre quantifiés dans des échantillons @éuriormale. La
présence de SeGal en tant que métabolite sélénaitmae dans les échantillons d’urine de
sujets non supplémentés a été confirmée. Cependlamtatrice chargée telle que l'urine, ne
peut pas étre analysée directement et impliguedinton des échantillons, généralement d’'un
facteur dix, pour ne pas perturber le systéme tiyara Dans ces conditions, de nombreux
composeés, présents a I'état d'ultra traces damhdidillon, peuvent ne pas étre détectés. En
effet, les résultats de la quantification de Se€&alTMS€ dans les échantillons d’urine ont
montré qu’environ 77% du sélénium total ne sont plestifiés et quantifiés en analyse de
spéciation. Afin de minimiser le facteur de diluticet ainsi améliorer les performances
analytiques, deux méthodes de purification et/oupdeconcentration d’échantillon ont été
optimisées. Ces techniques basées sur I'extrastiorphase solide (SPE) ont permis d’obtenir
une amélioration globale de la sensibilit¢ d’untéac quatre. La quantification de TMSet

SeGal est ainsi rendue plus aisée, et la prése@cEMBE dans l'urine de personnes non
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supplémentées a pu étre confirmée. Cette améborale la sensibilité a également permis de
mettre en évidence plusieurs composés inconnus fesquel la Se-méthylsélénonéine a pu étre
identifiée par spectrométrie de masse molécul@eeprotocole analytique a également permis
de confirmer la présence de SeGal avec, pour lmipre fois, une masse exacte des ions
précurseurs et des ions fragments. Afin de s’assjure la Se-méthylsélénonéine n’était pas un
produit de dégradation d’autres composés, lié tage de traitement de I'échantillon, une
méthode d’analyse directe a été développée. Ceaithaake a permis le suivi en paralléle des
formes méthylée et non méthylée et de leurs anakgaufrés dans l'urine et le sang humains.
Le rapport entre formes méthylées et non méthyigmermis de conclure a une excrétion
préférentielle des formes méthylées par voie urnai

Les formes volatiles séléniées ont été analyséemjao-extraction sur phase solide en
mode «espace de téte » (HS SPME) combinée a lameltwgraphie gaz couplée a 'NlCPMS
(GC-ICPMS). Une évolution du signal des especestag® observée au cours de la journée
d’analyse, une étude de stabilité selon différemimsditions de stockage a été réalisée. Les
résultats ont permis de souligner 'importance dani@ment et du stockage de I'échantillon pour
I'analyse des formes volatiles. Afin de conseneespéciation originelle et assurer la répétabilité
des mesures, I'addition d’un bactéricide (Na\5 g.L!) est apparue nécessaire si I'analyse ne
peut se faire le jour de la collecte de I'échamtillPour une conservation temporaire d’environ
30-35 heures, le stockage a 4°C a I'abri de laduenest nécessaire. Un stockage a -20°C ou a -
80°C permet de conserver lintégrité des espécesdgreg deux ou quatre semaines
respectivement. Ces travaux ont permis de confirlagprésence de DMSe dans les urines
normales et de mettre en évidence la présenceldecdnposés mixtes Se/S. Le premier a pu
étre identifié par GC-APGC-QQQ comme étant le DMSESagit de la premiére identification
structurale de ce composé dans des urines nornh@egcond composé pourrait correspondre a
DMSeDS, mais sa structure n'a pu étre confirméefalt de son trop faible niveau de

concentration.

Du point de vue des perspectives, I'étude des robteb urinaires volatils du sélénium
reste a compléter. Les résultats préliminaires eorant la stabilité des espéces séléniées et
séléniées/soufrées montrent tout l'intérét de dispal’une méthode analytique suffisamment
sensible pour évaluer les biotransformations sedysant dans ce milieu biologique. La
réactivité observée dans ce milieu, se traduisantupe agmentation des teneurs en composes
mixtes séléniés/soufrés, nécessite d'étre mieux pdsm a l'aide d'investigations

supplémentaires. En patrticulier, les effets de &drice urine sur le comportement de DMDSe,
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précurseur possible de ces composés, restent imsoro@ disparition du signal de DMDSe dans
la matrice urine pourrait indiquer sa transformatitotale ou partielle, en une espéce non

volatile.

En ce qui concerne les formes dissoutes du sélédams I'urine humaine normale,
I'analyse d’échantillons provenant de plusieurgtua mis en relief d’'importantes variations des
teneurs en SeGal et TMSdans I'urine. Des travaux complémentaires resient nécessaires
pour comprendre les raisons de ces variations. pliggiion des protocoles d’extraction sur
phase solide a permis la détection de plusieurgoeés contenant Se dont les structures restent
a identifier. La combinaison des protocoles dévedsp associant SPE et chromatographie
bidimensionnelle couplée en parallele aux détest@élémentaire et moléculaire, pourra étre
appliguée pour l'identification de ces composés.Iemeéthylsélénonéine a été identifiée et
détectée dans tous les échantillons analysés, iseaunde concentration reste maintenant a
déterminer. Cette étape est subordonnée a I'obtedtun étalon de pureté contrblée.

D’aprés les études menées sur l'ergothionéine etogae méthylée nous pouvons
supposer que les analogues séléniés de ces conpussexient de nombreuses propriétés anti-
oxydantes. A I'heure actuelle, la supplémentatiomssforme de composés séléniés analogues a
I'ergothionéine n'a jamais été testée. L’étude dile rpotentiel de la sélénonéine dans
I'alimentation apparait alors d’un grand intérénétessite également des études en toxicologie.
La méthode directe d’analyse présentée dans ce meegaovirait alors de base pour les futures

analyses de quantification de ces formes.

Par ailleurs, l'influence des conditions de prétaeat de I'échantillon, recueilli de
maniere naturelle dans ce travail, sera égalemerdrifier. Ainsi, les méthodes analytiques
développées ici permettront de comparer la spéaiatu sélénium, sous ses formes dissoutes et
volatiles, dans l'urine suite a un prélevement gamde urinaire, ou naturel. D’autre part, ces
outils pourront également étre étendus a l'analgdéchantillons provenant de sujets
supplémentés afin de mettre en évidence des biamars) d’exposition potentiels. lls pourraient
eégalement étre appliqués a l'analyse de spéciad®nSe a I'état de traces dans d’autres

échantillons, biologigques ou environnementaux.
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Identification et quantification de métabolites sé&niés dans I'urine humaine

Résumé :

La barriere entre I'aspect bénéfiqgue du séléniug) € son aspect toxique est étroite. Afin de
mieux contrller les apports de cet élément danBmkatation, de nombreux travaux
s’intéressent a la compréhension de son métabalisme

Cette thése présente le développement et l'optiroisale méthodes d’analyse des espéeces
séléniées dissoutes et volatiles présentes damsel’'de sujets non supplémentés. Le couplage
entre la chromatographie liquide et la spectroméule masse atomique précédé d'un
prétraitement de I'échantillon par extraction surage solide a permis non seulement de
confirmer la présence de métabolites séléniés gedoment détectés dans l'urine de sujets
supplémentés mais également, de mettre en évidégegecomposés inconnus. Un de ces
composés a été identifieé par spectrométrie de masséculaire. Les couplages entre la
chromatographie gazeuse et les spectrométries sgematomique et moléculaire, précédés d’'une
micro-extraction sur phase solide ont été utiligésr I'analyse des formes volatiles de Se. Ces
méthodes ont permis de confirmer la présence depasés séléniés et mixtes Se/S dans les
urines de sujets non supplémentés et, de défirér abmditions de stockage permettant de
préserver la spéciation originelle dans I'échamtill

Mots clés : sélénium, spéciation, urine, métabolites disso@gnsnéine, métabolites volatils,
préconcentration, GC-ICPMS, HPLC-ICPMS, spectroiad@te masse

Identification and quantification of selenium metalolites in human urine

Summary:

The concentration range between beneficial ancdcteiects for selenium (Se) is very narrow.
In order to monitor selenium intake and to imprav®mwledge of Se metabolism, studies on
selenium species ingested and excreted are perorme

This report presents the development and the apdition of speciation analysis of dissolved and
volatile Se species in urine of non supplementdygests by coupling liquid chromatography or
gas chromatography to inductively coupled plasmasrspectrometry. In the case of dissolved
species, solid phase extraction of the sample mplsapretreatment allowed us to confirm the
presence of known selenium compounds and to higthligknown selenium species. One of
these new species was further identified by mobramlass spectrometry.

The analysis of volatile selenium compounds wa$opsied by gas chromatography coupled to
ICP-MS after sample extraction by SPME. This methed to the identification of some
selenium and mixed selenium/sulphur species ineufiom non supplemented subjects and
allowed us to define suitable storage conditionsm#&mntain original speciation.

Keywords : selenium, speciation, urine, dissolved metabglgekenoneine, volatile metabolites,
preconcentration, GC-ICPMS, HPLC-ICPMS, mass spawitry




