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Résumé

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit porte sur la caractérisation de I'exposition des
organismes aquatiques a un produit pharmaceutique (PP) et sur I'étude des perturbations
métaboliques associées. Un PP récemment inclus dans la liste de vigilance de la directive cadre sur
I'eau européenne (2015/495/EC), lediclofénac (DCF), et un organisme du milieu marin, Mytilus
galloprovincialis, ont été choisis comme modeéles de travail. L'approche méthodologique développée
est une combinaison de I'analyse ciblée et non-ciblée des métabolites endogénes et exogenes
('endo- et le xéno-métabolome) présents chez I'organisme d’étude suite a une exposition au DCF.
L’évaluation des effets du DCF chez la moule par approche ciblée a été conduite sur la base de son
mode d’action connu chez ’'Homme : la modulation de la synthése des prostaglandines (PG). Les PGs
sont impliquées dans diverses fonctions, telles que la reproduction et I'osmorégulation chez les
organismes aquatiques, et d’autres voies métaboliques sont susceptibles d’étre impactées. Les
résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une sous-modulation de la synthese de la PGE,
chez les moules exposées au DCF. Par ailleurs, peu d’informations sont disponibles concernant la
métabolisation du DCF chez les invertébrés. Pour étudier la biotransformation et les effets du DCF
chez la moule, I'application d’une approche non-ciblée nous semblait prometteuse. L’étude du xéno-
métabolome m’a permis de mettre en évidence la formation de 13 métabolites, dont 3 de phase | et
10 de phase Il. Parmi ces métabolites, 5 sont référencés pour la premiere fois dans la littérature. Par
la suite, I'étude de I’endo-métabolome a permis de révéler la modulation de deux voies
métaboliques : le métabolisme de la tyrosine et le métabolisme du tryptophane. Les catécholamines
et la sérotonine ressortent comme particulierement impactées dans ces deux voies métaboliques.
Chez la moule, ces métabolites sont impliqués dans des fonctions biologiques importantes :
I'osmorégulation et la reproduction et sont en accord avec les études menées chez d’autres
organismes aquatiques. Le travail effectué a permis de mettre en évidence que l'application de
I"approche métabolomique a des questions environnementales est pertinente et performante pour
étudier la biotransformation et les effets non-documentés (différent du mécanisme d’action connu)

d’un produit pharmaceutique chez des organismes non-cibles, sans hypothése a priori.






Abstract

This PhD thesis describes an investigation of the metabolomic approach performances to
characterize the pharmaceuticals environmental exposure and effects in non target organisms.
The studied pharmaceutical was diclofenac (DCF), a non-steroidal anti-inflammatory drug
recently included in the first watch list of the European Water Framework Directive
(2015/495/EC), and the model organism was the Mediterranean mussel Mytilus
galloprovincialis. The methodological approach combines target and non-targeted analysis of
endogenous and exogenous metabolites in mussel, the endo- and the xeno-metabolome. DCF
effects in mussel were investigated considering its known mode of action in human: the
prostaglandins (PG) synthesis modulation. In aquatic organisms, PGs are involved in various
biological functions, such as reproduction or osmoregulation. This targeted analysis allowed us
to determine a PGE2 synthesis disruption with DCF exposure. Otherwise, little information is
available about DCF biotransformation in invertebrates. To study DCF biotransformation in
mussel, the application of a non-targeted approach seemed promising. This study allows the
reveal 13 DCF metabolites formation of which 3 were phase | metabolites and 10 were phase Il
metabolites. Among them, 5 were described for the first time. Subsequently, the mussel’s endo-
metabolome study showed the modulation of two pathways: the tyrosine and the tryptophan
metabolism. Inside these pathways, the catecholamines and serotonin appeared as particularly
impacted. In mussels, these compounds are involved in important biological functions: the
osmoregulation and the reproduction. Such DCF effects are in accordance with those reported
in other study conducted on aquatic organisms. The work conducted highlighted the relevance
and pertinence of the metabolomic approach as a tool for environmental studies without a
priori hypothesis, such as studying the biotransformation and unexpected effects of

pharmaceuticals in non-target organisms.
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Introduction générale

Les activités humaines sont a l'origine du rejet de différents polluants dans I’environnement.
L’évolution de I'instrumentation analytique et I'abaissement des limites de détection des techniques
de mesure qui en résulte ont mené a la mise en évidence de contaminants appelés « émergents ».
Parmi eux se trouvent les produits pharmaceutiques (PP) pour lesquels I'intérét s’est accru de fagon
significative a partir des années 1990 (Halling-Sgrensen et al., 1998). La principale voie de
contamination des milieux aquatiques par les PP est associée a leur usage en santé humaine et
vétérinaire. Suite a leur consommation, les PP sont majoritairement rejetés dans I’environnement via
les stations de traitements des eaux usées (STEU). En effet, ces derniéres n’ayant pas été congues
pour traiter ce type de contaminants, certains PP et leurs produits de transformation vont étre
présents dans les rejets et ainsi rejoindre les milieux aquatiques (Verlicchi et al., 2012). Une fois dans
I’environnement, les produits pharmaceutiques peuvent subir diverses transformations et/ou
dégradations, biotiques ou abiotiques, dépendant majoritairement de leurs propriétés physico-
chimiques et des conditions environnementales. Malgré ces différents processus de transformation
possible, les PP et leurs produits de transformation sont détectés dans les milieux aquatiques. La
majorité des études s’intéressant aux PP dans les milieux aquatiques s’est concentrée sur les eaux
douces de surface et souterraines ; toutefois, le milieu marin est également concerné. Le nombre
d’études s’y intéressant est plus restreint, selon I'argument qu’un facteur de dilution important
limiterait I’exposition aux polluants (Maruya et al., 2012). Pourtant, ce milieu est concerné par les
rejets des résidus de médicaments a travers i) I'urbanisation des zones cotieres, ii) les activités s’y
développant, telles que I'aquaculture, iii) le développement d’émissaires en mer de rejets de STEU
(Fenet et al., 2014), ainsi que par iv) les apports des bassins versants. De plus, les études en milieu
marin se heurtent a des difficultés analytiques : les concentrations en PP dans ces milieux sont en-
deca des concentrations classiquement mesurées en eau douce. Le développement de nouveaux
outils, tels que les échantillonneurs passifs, a toutefois permis de mettre en évidence que les PP sont
présents dans ce milieu a des concentrations allant de quelques nanogrammes par litre a quelques

microgrammes par litre (Arpin-Pont et al., 2016; Gaw et al., 2014).

La mise en évidence de la fréquente contamination des milieux aquatiques par les PP depuis le
début des années 1990 et de leurs effets dans I'environnement a entrainé leur intégration dans
différents textes réglementaires. Ainsi, la Directive Cadre sur I'Eau (DCE) a récemment intégré quatre
composés pharmaceutiques a sa liste de vigilance : le 17-alpha-ethinylestradiol, le 17-beta-estradiol,
I'estrone et le diclofénac (Décision d'exécution (UE) n°2015/495 du 20/03/15; Commission
Européenne, 2015). De son co6té, I'arrété du 7 aolt 2015, modifiant I'arrété du 25 janvier 2010
propre a la France, intégre dans sa liste de substances pertinentes a surveiller dans les eaux une

vingtaine de PP et hormones, dont plusieurs anti-inflammatoires (Journal Officiel de la République



Introduction générale

Francaise, 2015). Concernant le milieu marin, la Convention pour la protection du milieu marin de
I'Atlantique du Nord-Est (ou Convention OSPAR) fait part dans sa liste de substances d’intérét de la
nécessité de suivre un certain nombre de polluants, dont une vingtaine de PP. Enfin, la Directive
Cadre « stratégie milieu marin » (DCSMM) parue en 2008 (2008/56/CE) impose le bon état
écologique des milieux marins pour 2020. La mise en ceuvre de la DCSMM s’appuie sur la création de
plans d’actions pour le milieu marin (PAMM) dans lesquels un volet «surveillance des
contaminants » a été intégré. Ce volet fait notamment part de la nécessité de suivre la présence de
contaminants chimiques dans le milieu marin et ses organismes ainsi que les effets qu’ils engendrent
chez ces mémes organismes. Toutefois, aucun PP n’est présent dans la liste des contaminants suivis
dans ces matrices. L'intégration des PP dans ces différents textes législatifs reste donc limitée, et ce
malgré une volonté d’acquérir des données concernant leur présence et effets dans

I’environnement.

Les PP sont des molécules biologiquement actives, congues pour agir sur des cibles biologiques
précises. L’hypothése que ces PP soient actifs chez les organismes non-cibles, non supposés étre
exposés aux PP, présentant les mémes cibles biologiques fonctionnelles que 'Homme a été émise
(Fent et al., 2006). La présence des PP dans I'environnement, méme a faibles concentrations, pose
donc la question des effets potentiels de ces contaminants sur ces organismes. Par ailleurs, la
présence potentielle chez les organismes non-cibles de site d’actions différents de ceux renseignés
chez 'Homme pour les PP est également a prendre en considération. L’activité potentielle des PP
chez ces organismes est donc susceptible d’engendrer des effets, délétéres ou non, particulierement
dans un contexte d’introduction continue de ces contaminants, via les rejets de stations d’épuration.
L’exposition aux PP d’organismes non-cibles est donc susceptible d’engendrer des effets documentés

ou non, méme a de trés faibles concentrations en raison d’une exposition chronique.

Bien que des effets sur le long terme aient déja pu étre démontrés, un certain nombre de verrous
nécessitent d’étre surmontés pour étudier les effets des PP sur les écosystemes. Ainsi, le
développement de nouvelles approches pour générer des données i) sur le comportement et le
devenir des contaminants dans les organismes et ii) sur leurs effets, en vue d'élucider les
mécanismes d'action est nécessaire. Le profilage métabolique (ou métabolomique) semble une

approche prometteuse pour répondre aux challenges exprimés.

L’étude du métabolome permet ainsi de caractériser les interactions des organismes vivants avec
leur environnement en apportant des informations i) sur le xéno-métabolome en tant qu’ensemble
de biomarqueurs internes de |'exposition, permettant entre autre de qualifier la biodisponibilité d’'un

contaminant, le xéno-métabolome se référant aux métabolites générés par la biotransformation des

4
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xénobiotiques (Holmes et al., 2007); ii) sur I'endo-métabolome, ensemble des métabolites
endogenes, biomarqueurs indirects potentiels de I’exposition tels que des marqueurs de réaction
physiologique. A partir de l'information contenue dans le métabolome (endo- et xéno-), il est
théoriquement possible d'établir des relations entre les métabolites modulés et la réponse cellulaire
aux facteurs de stress, tel que le stress associé a une exposition aux PP. Cette approche a fait des
avancées importantes dans le milieu de la recherche environnementale et a un potentiel
considérable pour caractériser I'exposition et la réaction des organismes aquatiques aux facteurs de

stress naturels et anthropiques.

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes intéressés aux PP, et plus particulierement au
diclofénac (DCF), un anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS), dans le but d’évaluer I'apport de
I'utilisation de différentes approches techniques et analytiques a la compréhension de la
biodisponibilité, la biotransformation et les effets des PP sur des organismes non-cibles. Les PP
humains, tels que les AINS, constituent une menace émergente pour les organismes du milieu marin.
Leur bioaccumulation dans les organismes ainsi que leurs effets possibles sont préoccupants comme
le montre l'inclusion du diclofénac dans la liste de vigilance de la DCE. Chez 'Homme, le DCF est
congu pour inhiber deux isoformes de I'enzyme cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), qui catalysent la
synthese des différentes prostaglandines a partir de I'acide arachidonique, celles-ci étant impliquées
dans la médiation de la réaction inflammatoire. Le travail présenté dans cette thése s’articule autour
de deux expositions de moules Mytilus galloprovincialis au DCF. Ces deux expositions nous on permit
d’évaluer la biotransformation et les effets du DCF chez la moule méditerannéenne, un organisme
non-cible. Suite a I'exposition au DCF nous nous sommes intéressés i) a ses effets sur la base de son
MoA connu chez I’'Homme par la mesure des prostaglandines, ii) a I'étude du xéno-métabolome pour
évaluer la métabolisation du DCF et enfin iii) a I'étude de I'endo-métabolome dans le but de

renseigner des effets, documentés ou non, du DCF chez ces organismes.

Le premier chapitre de cette these fait un état des lieux de la bibliographie sur la présence des PP
dans les milieux aquatiques et les effets qu’ils entrainent sur les organismes aquatiques. Ces aspects
sont présentés de facon plus approfondie pour le DCF. La suite de ce chapitre 1 porte sur la
présentation de I'approche non-ciblée: en quoi consiste cette approche, comment est-elle
appliquée, quelles perspectives apporte-t-elle pour les études environnementales ainsi que les
limites qui lui sont associée. Ce premier chapitre est clos avec les différents objectifs de travail de
cette thése et la présentation des stratégies employées pour y répondre. Les trois chapitres suivants

s’intéressent ainsi aux trois objectifs de these fixés.
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Le chapitre 2 porte ainsi sur notre premier objectif : évaluer les effets du DCF chez la moule
méditerranéenne sur la base de son mode d’action principal renseigné chez ’'Homme, grace a I'étude
de la modulation des prostaglandines. Dans un premier temps les différents développements
méthodologiques effectués pour répondre a cet objectif sont présentés. Dans un second temps, les
résultats obtenus sont présentés sous la forme d’un article scientifique publié en 2017 dans la revue

Environmental Science and Pollution Research.

Le troisieme chapitre présente la stratégie employée en vue de caractériser le xéno-métabolome
suite a une exposition au diclofenac, i.e. rechercher et identifier les métabolites possiblement
produits par la moule méditerranéenne par une approche non-ciblée. Cette partie est suivie des
résultats obtenus, sous la forme d’un article scientifique publié en 2017 dans la revue Science of the

Total Environment, associé au second objectif de cette these.

Le quatrieme chapitre porte quant a lui sur le dernier objectif de cette thése : évaluer I'approche
métabolomique pour la mise en évidence d’effets du DCF chez un organisme non-cible, la moule
méditerranéenne. Pour répondre a cet objectif, différents développements méthodologiques ont été
réalisés, dans le but de déterminer la matrice la plus adaptée a cette étude ainsi que la stratégie
analytique la plus a méme de nous permettre d’investiguer I'endo-métabolome de la facon la plus
exhaustive possible. Une fois ces choix effectués, les échantillons de moules exposés ou non au DCF
ont été analysés. Les résultats obtenus pour ces analyses sont présentés sous forme d’un article

scientifique publié en 2018 dans la revue Science of the Total Environment.

L'ensemble de ce travail s’inscrit dans le cadre d’un projet financé par I’ANSES (projet AMeCE
2015/1/091). L’objectif principal de ce projet est dévaluer la faisabilité de I'approche métabolomique
pour la mise en évidence de marqueurs d’exposition et d’effets d’'une contamination a des PP chez
un organisme modele, la moule méditerranéenne Mytilus galloprovincialis. Par la suite, |'utilisation
de ces marqueurs comme possibles outils de surveillance des milieux aquatiques pour la mise en

évidence d’'une contamination par ces PP pourra étre investiguée dans le cadre de projets futurs.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique et objectifs de thése

L'intérét porté a la présence des produits pharmaceutiques (PP) dans I’environnement date des
années 1970, avec la mise en évidence d’acide clofibrique dans un rejet de station d’épuration aux
Etats-Unis (Garrison et al., 1976). Par la suite, un intérét croissant leur a été porté et I’évolution des
techniques analytiques a permis de mettre en évidence leur présence dans |'ensemble des
compartiments de I'environnement, notamment dans les milieux aquatiques (Fent et al., 2006;
Heberer, 2002; Zhang et al., 2008). Les PP rejoignent les milieux aquatiques via différentes voies et
peuvent y subir différents processus de transformation. Les apports continus en PP dans
I’environnement engendrent toutefois leur (pseudo-)persistance dans ce milieu et leur détection a la
fois dans les eaux douces et les eaux marines. Enfin, leur présence presque ubiquitaire dans
I’environnement et leur potentielle activité biologique chez les organismes non-cibles met en
évidence la nécessité de développer de nouveaux outils pour la caractérisation des effets qu’ils
engendrent, que ces effets aient déja été documentés ou non. Parmi ces PP, les anti-inflammatoires
non-stéroidiens (AINS), et plus particulierement le diclofénac (DCF), sont des composés auxquels un
intérét croissant a été porté. Le DCF a récemment été inscrit dans la liste de vigilance de la directive
cadre sur 'eau européenne (DCE ; 2015/495) pour assurer la gestion des milieux en raison de son
potentiel écotoxique. Les effets du DCF sur les organismes aquatiques déja décrits dans la littérature
sont encore parcellaires et le développement de nouvelles approches serait un plus pour évaluer de
potentiels effets non-documentés chez les organismes non-cibles. L'ensemble de ces éléments est
développé dans les paragraphes suivants de ce chapitre afin d’introduire les différents objectifs de

cette these.

1 Les produits pharmaceutiques dans les milieux aquatiques

Aprés usage thérapeutique humain ou vétérinaire, les PP sont susceptibles d’étre transformés
dans le corps dans le but d’améliorer leur excrétion. Ils subissent ainsi différentes phases de
métabolisme dans le corps (humain ou animal, selon le type de PP) : le métabolisme de phase |, qui a
pour but I'oxydation et/ou I'hydrolyse du composé parent, et peuvent subir un métabolisme de
phase I, qui entraine généralement la conjugaison du métabolite de phase | ou du composé parent a
un composé plus polaire (ex : sulfate, acide aminé, ...) dans le but de faciliter son excrétion. Certains
PP peuvent toutefois étre réfractaires au métabolisme et ainsi étre excrété sans changer de forme.
L’excrétion des PP et de leurs métabolites entraine leur apport dans les eaux usées qui rejoignent les
stations de traitement des eaux usées (STEU). La diffusion des PP dans I'environnement se fait
majoritairement par les apports des rejets de STEU dans I'environnement, mais d’autres voies
d’entrées, tels que les dépots en décharge, I'épandage de lisiers contaminés ou de boues de STEU
contaminées entraine également une contamination des sols. Les différents points d’entrée des PP

dans les milieux aquatiques sont développés dans le paragraphe ci-aprés.
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1.1 Points d’entrée dans les milieux aquatiques

Une fois excrétés, les PP et leurs métabolites, qu’ils soient actifs ou non, rejoignent
majoritairement les eaux usées et donc les STEU pour les PP a usages humains, et directement les
différents compartiments de I'environnement pour les PP a usage vétérinaire. Pour les médicaments
humains, en raison des différences de structures et propriétés physico-chimiques des PP, ainsi que
des différences de technologies utilisées dans les STEU, le devenir des PP en leur sein est variable.
Dans leur revue bibliographique, Verlicchi et al.(2012) mettent en évidence que les PP sont plus ou
moins bien traités dans les STEU. Certains PP présentent des taux d’abattement proche de 100 %, tel
que le paracétamol (86,4 — 100 %), alors que d’autres, tel que la carbamazépine, présentent de
faibles taux d’abattement, pouvant méme étre négatifs (-65 — 35 %) (Verlicchi et al., 2012). Les taux
d’abattement négatifs apres passage dans les STEU sont généralement expliqués par la
déconjugaison ou I’hydrolyse des métabolites des PP pour reformer la molécule mere, ou encore la
désorption des molécules méres des particules en suspension. Ces phénoménes entrainent une
augmentation de la concentration mesurée de ces dernieres dans le rejet de STEU en comparaison a
celle mesurée dans l'influent. Le traitement des PP au sein des STEU est également dépendant de
facteurs météorologiques : différentes études ont ainsi pu mettre en évidence que les concentrations
de différents PP dans les rejets de STEU étaient plus faibles (composés parfois non détectés) en été
gu’en hiver (Castiglioni et al., 2006; Vieno et al., 2005). Différents processus, biotiques et abiotiques,
peuvent étre impliqués dans ces variations de concentrations, tel que décrit dans le paragraphe 1.2
de ce chapitre. Les rejets de STEU sont ainsi considérés comme le point d’entrée majoritaire de PP de
consommation humaine dans I'environnement : la trés faible dégradation de certains PP lors des
processus de traitement des eaux usées (Daughton and Ternes, 1999; Verlicchi et al., 2012) entraine
leur détection dans les rejets de stations d’épuration (Miege et al., 2009; Monteiro and Boxall, 2010).
Concernant les PP a usage vétérinaire, ces derniers rejoignent généralement directement
I’environnement suite a leur consommation (Figure 1). Un résumé des points d’entrée des PP dans
I’environnement effectué par Ayscough et al. (2000) met en évidence que, quels que soient leurs
usages et leur voie d’entrée dans I’environnement, les PP rejoignent généralement les milieux
aquatiques (Figure 1). Les organismes présents dans ce compartiment de I’environnement qui ne
sont pas les cibles des traitements, sont donc susceptibles d’étre les plus touchés par les apports en

PP, et ce de fagon chronique.
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onsite STW — . STW______, water

Manufacture incineration (minimal releases)

landfill
v
Processing/  negligible releases
Formulation —

v negligible releases
Distribution —*

ACTIVES ACTIVES FATE, BEHAVIOUR
METABOLITES METABOLITES | AND EFFECTS
| BY-PRODUCTS |

Hospitals/ —> STW —> water
medical centres

Use Personal > STW > water

consumer
Fish farms <

water

! soil > water
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\ consumer

pets water

Veterinary

STW —— > water
Hospitals/medical
centres incineration  (minimal releases)

landfill

Disposal Personal » STW > water
incineration
landfill

STW — ™ water

Veterinary incineration

landfill
— Major — Minor
Figure 1 — Les différents points d’entrée des produits pharmaceutiques dans I’environnement Ayscough et al.(2000)-

STW : Sewage treatment works

1.2 Devenir des produits pharmaceutiques dans le milieu aquatique

Une fois rejetés dans les milieux aquatiques, les PP sont soumis a divers processus qui peuvent
influencer leur devenir. La stabilité des PP dans I'environnement dépend de leurs propriétés physico-
chimiques, variable d’'une molécule a une autre et leur conférant un temps de demi-vie propre a
chacun (Tixier et al., 2003). Certains PP peuvent s’adsorber sur les matiéres en suspension et
colloides des milieux aquatiques. Ce phénomene n’entraine pas la dégradation du composé, mais le
rend non disponible (Kimmerer, 2009). Maskaoui and Zhou (2009) se sont intéressés aux
interactions possibles entre colloides et produits pharmaceutiques dans différentes rivieres du
Royaume-Uni. lls ont mesuré les concentrations des produits pharmaceutiques dans la phase

aqueuse, adsorbés aux matiéres en suspension et adsorbés aux colloides. lls ont montré que le
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propranolol était détecté dans chacune des trois phases étudiés, sa concentration variant d’un point
de mesure a un autre. lls ont ainsi pu déterminer qu’en moyenne 45 % du propranolol présent dans
le milieu est adsorbée aux colloides. Les auteurs ont conclu qu’il était nécessaire de considérer
I’adsorption des PP aux colloides lors d’études de leur devenir dans I'environnement : I'adsorption
aux matieres en suspension et colloides entraine un stockage des produits pharmaceutiques, et donc
leur persistance dans |'environnement, tout en réduisant leur biodisponibilité (Kimmerer, 2010;
Maskaoui and Zhou, 2009). Ce phénomene, réversible, peut faciliter le transport de PP, entrainant un
risque pour les écosystemes situés a l'aval des points de rejets: les sédiments, matiéres en
suspension et colloides peuvent alors étre considérés comme des réservoirs pour les composés
capables de s’adsorber, comme cela a pu étre observé pour les boues de station d’épuration (HOrsing

et al., 2011).

Les PP rejetés dans I'environnement sont également soumis a différents processus susceptibles
d’entrainer leur transformation. Ces processus sont de deux sortes: biotiques, initiés par des
organismes comme les bactéries et les champignons, ou abiotiques, dépendant de processus
physico-chimiques, eux-mémes dépendants des propriétés physico-chimiques du contaminant
(Figure 2) (Kimmerer, 2009; Li, 2014). Les dégradations biotiques sont influencées par les conditions
environnementales. En effet, Benotti and Brownawell (2009) émettent I'hypothése que la
dégradation bactérienne de certains PP est dépendante, entre autre, de la température de I'eau et
des conditions environnementales. Ils ont également montré que les dégradations bactériennes dans
les estuaires et les eaux cotieres sont moins importantes que celles ayant lieu dans les eaux douces
(Benotti and Brownawell, 2009). Les dégradations abiotiques pouvant avoir lieu dans
I’environnement sont variées. Elles dépendent entierement de I'environnement dans lequel se
trouve la molécule, certains environnements favorisant certains processus (le processus de photolyse
pourra se dérouler dans une eau de surface et non dans une eau souterraine), et des propriétés
physico-chimiques de la molécule. Les principaux processus de dégradation abiotique, tel la
photolyse, I'hydrolyse, I'oxydation ou encore la réduction des composés, sont également dépendants
des conditions environnementales (Kimmerer, 2010, 2009). La photodégradation, ou photolyse, des
PP est considérée comme un important mécanisme de la diminution de leur concentration dans les
eaux de surface : de par leurs structures chimiques les composés pharmaceutiques sont susceptibles
d’étre photosensibles (Boreen et al., 2003). La revue de la littérature effectuée par Boreen et al.
(2003) met en évidence que peu d’études se sont intéressées a la photodégradabilité des PP en

conditions réelles et que ce champ de recherche nécessite encore des efforts.
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or industrial
wage discharge
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Deposition,
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accumulation — ”~
-

o«

Figure 2 - Devenir des polluants dans I’environnement (source :

http://toxics.usgs.gov/regional/emc/transport_fate.html)

Malgré les différents types de dégradation susceptibles de se produire dans I’environnement, ces
processus ne suffisent pas a réduire les concentrations des contaminants jusqu’a les rendre
indétectables : en effet, les campagnes de mesure de concentrations des PP dans les eaux ont
montré que ces derniers étaient présents, pour certains de fagcon ubiquitaire, dans ces milieux. Un
des éléments associé a la persistance des PP dans I’environnement est leur rejet constant : en effet,
méme si un contaminant se dégrade, si les apports sont continus une pseudo-persistance, ou
persistance apparente, est observée (Daughton and Ternes, 1999). En raison des apports constants
en PP dans les milieux aquatiques du fait du rejet continu d’eaux usées traitées, de nombreuses
études se sont intéressées a leur détection et quantification dans ces milieux. Le paragraphe 1.3

suivant s’intéresse donc a I'occurrence des PP dans les milieux aquatiques, qu’il s’agisse d’eaux

douces, d’eaux saumatres ou d’eaux marines.

1.3  Occurrence des produits pharmaceutiques dans le milieu aquatique

Les milieux aquatiques présentent des caractéristiques tres contrastées, dépendant notamment
de leur concentration en sel : les eaux douces de surface et souterraines, les milieux de transition ou
eaux saumatres comprenant les étangs cotiers, les lagunes et les estuaires, et enfin les eaux cotiéres
et marines. Ces différents types de milieux aquatiques sont caractérisés par des espéces faunistiques

et floristiques qui leurs sont propres, mémes si certaines d’entre elles se sont adaptées a plusieurs.
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L'étude bibliographique présentée ci-apres porte sur la présence des PP dans les eaux douces de
surface d’une part et dans les eaux marines (incluant les eaux saumatres) d’autre part. La
contamination des eaux souterraines par les PP n’est pas abordée, toutefois ces milieux sont

également concernés (Halling-Sgrensen et al., 1998; Heberer, 2002; Kimmerer, 2009).

1.3.1 Occurrence des produits pharmaceutiques dans les eaux douces

Un nombre important d’études se sont intéressées a la mesure des concentrations en PP dans les
eaux douces. Les concentrations en produits pharmaceutiques dans les eaux de surface sont
soumises a des variations géographiques continentales, nationales voire régionales en fonction de la
grande variabilité des conditions hydro-climatiques et des habitudes de prescription et donc de
consommation. La revue de la littérature effectuée par Hughes et al. (2013) met en évidence que les
PP les plus consommeés en Europe et en Amérique du Nord sont les analgésiques alors qu’en Asie il
s’agit des antibiotiques. Ces variations sont également dépendante des structures de traitement des
eaux usées mise en place dans ces différents pays: moins les processus de traitement seront
avancés, plus la probabilité que les PP passent la barriére des STEU sera élevée. Ebele et al. (2017)
ont ainsi relevé que parmi les différentes études effectuées, celles s’intéressant au continent africain,
bien qu’encore peu nombreuses, et au continent asiatique font part de concentrations en PP dans les
eaux de surface généralement plus élevées que pour les autres continents : en s’intéressant de facon
non sélective aux anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAID) (ibuproféne, naproxéne, diclofénac,
kétoprofene et acétaminophene), ils ont mis en évidence que leurs concentrations étaient plus
élevées dans les eaux de surface nigérianes (supérieures a 10 000 ng/L) et indiennes (supérieures a
1000 ng/L) que dans les eaux de surface des pays d’Europe et d’Amérique du Nord, pour lesquelles
les concentrations relevées sont généralement de I'ordre de la centaine de nanogramme par litre.
Parmi les PP, la carbamazépine est le composé le plus fréquemment détecté dans les eaux
européennes et nord-américaines, notamment en raison de son temps de demi-vie long, di a sa
faible (bio)dégradation et aux apports constants en PP, ce qui en fait un bon marqueur des activités
anthropiques et notamment des rejets de STEU dans I'environnement (Gasser et al., 2011; Hughes et
al., 2013; Nakada et al., 2008). L'étude de la littérature permet de mettre en évidence que les
concentrations en PP dans les eaux douces sont généralement comprises entre quelques ng/L et
quelques pg/L (Ebele et al., 2017; Halling-Sgrensen et al., 1998; Hughes et al., 2013; Jones et al.,
2001; Li, 2014). Elles peuvent toutefois s’approcher de concentrations de l'ordre de quelques
centaines de microgrammes par litre, voire quelques milligrammes par litre, comme le montre la
revue de la littérature effectuée par Hughes et al. (2013) qui fait état de concentrations en

ciprofloxacine et norfloxacine, deux antibiotiques, dont les concentrations maximales référencées en
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Asie sont de 6500 pg/L et 520 pg/L respectivement, ou encore de l'acide acétylsalicylique (ou

aspirine) dont la concentration maximale reportée est de I'ordre de 90 pg/L, en Asie également.

En France, la campagne nationale prospective conduite en 2012 sur les eaux de surface confirmé
la présence ubiquitaire des composés pharmaceutiques dans ce milieu. Parmi les molécules
recherchées, la carbamazépine, I'acide niflumique, I'oxazépam et le kétoprofene ont été détectés
dans plus de 50% des échantillons, avec des concentrations maximales mesurées proches ou

supérieures a 1 pg/L pour ces quatre composés (Figure 3) (Botta et al., 2014).
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Figure 3 — Fréquence de quantification des produits pharmaceutiques recherchés dans la matrice « eau » — cours d’eau

de métropole (Botta et al., 2014)

La présence des PP dans les eaux douces et la probabilité de leur transport suite a I'adsorption
aux matieres en suspension et colloides suppose leur transport dans les estuaires et donc dans les
eaux marines. L’étude effectuée par Aminot et al. (2016), de I'amont vers 'aval de la Garonne, a mis
en évidence que les concentrations de certains PP, tels que le paracétamol ou le propranolol,
diminuaient d’un point de prélévement a un autre (excepté apres le rejet de la station d’épuration de
Bordeaux), en lien avec les différents processus de dégradation possibles, le phénoméne étant
influencé par le temps de résidence des eaux fluviales, la température et la concentration en
matiéres en suspension. Les concentrations de certains PP ne sont toutefois pas influencées par ces
parametres, mais par les apports successifs le long du bassin versant, tels que pour la

carbamazépine, I'oxazépam ou le sotalol, qui sont alors entrainés sur le littoral et en milieu marin par
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les phénomeénes de flux. La contamination des eaux coOtieres et marines par les PP est donc une

problématique a prendre en considération.

1.3.2 Occurrence des produits pharmaceutiques dans les eaux marines

L’état de la contamination du milieu marin par les PP est moins renseigné, selon I'argument qu’un
facteur de dilution important limiterait I’exposition de ce compartiment aux polluants (Maruya et al.,
2012). Pourtant, ces milieux sont concernés par les rejets des résidus de PP a travers |'urbanisation
croissante des zones cotieres et le développement d’émissaires en mer de rejets de STEU, en plus du
cas particulier des fermes aquacoles. Les apports des bassins versants, et ce malgré une diminution
des concentrations des PP lors de I'éloignement des cotes, contribuent également aux apports en
milieu marin (Fenet et al., 2014; Lara-Martin et al., 2014). De plus, I'évaluation de la contamination
en PP des milieux marins s’est préalablement heurtée a des difficultés analytiques: les
concentrations en PP dans ce milieu sont en-de¢a des concentrations classiquement mesurées en
eau douce et des limites de détection des outils analytiques. Pour palier a cette difficulté, de
nouveaux outils ont été développés, tels que les échantillonneurs passifs. Les échantillonneurs
passifs sont constitués d’une phase réceptrice qui, immergée dans un milieu, permet sur la base de
mécanismes de diffusion et de sorption I’échantillonnage de molécules dissoutes dans le milieu qui
présentent une affinité pour la phase réceptrice. Ce type d’échantillonneurs permet ainsi d’estimer la
concentration de contaminants sur une période donnée. Le début des années 2000 a vu |I'apparition
de phases réceptrice adaptées a I'étude de composés organiques polaires dans les milieux
aquatiques. Parmi ces phases, 'une d’entre elle (le POCIS — Polar Organic Chemical Integrative
Samplers) s’est avérée efficace pour I'étude qualitative et semi-quantitative de la présence des PP en

milieux marin et cotiers (Martinez Bueno et al., 2016; Munaron et al., 2012).

Plusieurs études se sont intéressées a la présence des PP dans les milieux de transition, entre
eaux douces et eaux marines, ces milieux étant essentiels a la reproduction de nombreuses espéces
et au maintien de la biodiversité, et en milieu marin. Les concentrations en PP relevées dans les
étangs cotiers sont plus élevées que dans les eaux marines « libres » (Bayen et al., 2013; Munaron et
al., 2012). Les campagnes d’échantillonnages menées le long des cotes lors de différentes études ont
montré que les concentrations en PP mesurées étaient beaucoup plus faibles qu’en eaux douces.
Arpin-Pont et al. (2016) ont effectué une revue des différents travaux portant sur le milieu marin et
ont montré que les concentrations en PP des eaux cOtiéres variaient de quelques nanogrammes a
guelques microgrammes par litre, mais ceci de facon exceptionnelle et a des concentrations
n’atteignant pas celles mesurées en eau douce (Figure 4). Dans I'ensemble, les concentrations en PP
en milieu marin sont inférieures a 10 pg/L, excepté pour I'acétaminophéne (paracétamol), dont la

concentration maximale mesurée a moins de 500 m du rejet de STEU de Marseille, dans I'anse de
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Cortiou, était supérieure a 200 pg/L (Arpin-Pont et al., 2016). Les classes de composés atteignant les
plus fortes concentrations sont les analgésiques (E), les AINS (B), les antibiotiques(A), les

médicaments du systéme cardio-vasculaire (D) et les médicaments du systéme nerveux central (C)
(Figure 4). Cette revue de la littérature met donc en avant le fait que le milieu marin est, lui aussi,

concerné par une pollution due a la présence de PP.
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Figure 4 — Concentrations maximales en produit pharmaceutiques mesurées en milieu marin (ng/L) — A : antibiotiques ;
B : anti-inflammatoires non-stéroidiens ; C: médicaments du systéme nerveux central; D: médicaments du systéeme

cardio-vasculaire ; E : analgésiques ; F : autres produits pharmaceutiques (Arpin-Pont et al., 2016)

La présence des PP dans les milieux marins pose la question des effets potentiels de ces composés

chez des organismes non-cibles vivant dans ces milieux. De par les apports continus en PP dans les
milieux aquatiques, I'ensemble de la faune et de la flore de ces milieux sont exposés a chacun de

leurs stades de vie a ces composés, mais également d’une génération a 'autre. Parmi les PP, certains
sont plus préoccupants en raison de leurs quantités consommés et le manque d’informations
concernant leur occurrence et effets dans les milieux aquatiques. Ainsi, 4 PP ont été inscrits dans la
liste de vigilance de la DCE (EU 2015/495): trois composés cestrogéniques (le 17-alpha-
ethinylestradiol, le 17-beta-ethinylestradiol et I'estrone) et un anti-inflammatoire non-stéroidien, le

diclofénac (DCF). Dans la suite de ce manuscrit, nous nous focaliserons sur le DCF.

17



Chapitre 1 : Synthése bibliographique et objectifs de thése

2 Cas dudiclofénac

2.1 Présentation du diclofénac

Le diclofénac est un PP faisant partie de la famille des anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS).
Son rbéle principale chez I’'Homme consiste a inhiber, de fagon non-sélective, les enzymes
cyclooxygénases (COX) COX1 et COX2. Ces enzymes permettent la synthése de diverses
prostaglandines (PGs) a partir de I'acide arachidonique, également précurseur de la synthese
d’autres prostanoides (Figure 5). L’inhibition des COX entraine donc l'inhibition de la synthese de ces
prostanoides, dont les PGs, impliquées dans diverses fonctions biologiques chez 'Homme, telles que
la régulation de la pression artérielle ou encore la bronchoconstriction. Chez I’'Homme, ces enzymes
sont présentes dans différents tissus, tels que les reins, les intestins ou le cerveau (Cha et al., 2006)

et les prostanoides issus de la transformation de la prostaglandine G, sont connus pour avoir des

roles majeurs dans diverses fonctions biologiques (Dubois et al., 1998; Simmons et al., 2004).
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Figure 5 — Schéma de I'implication des cyclooxygénases (COX) dans le métabolisme de I'acide arachidonique (AA). L'AA
est formé suite a la transformation des phospholipides membranaires par la phospholipase A2 (PLA,) avant d’étre lui-
méme transformé en prostaglandine G2 (PGG,), elle-méme métabolisée en prostaglandine H2 (PGH,). Sous I'action de
différentes enzymes de synthése, la PGH2 est convertie en PG de différentes familles (D, E, F et I) ou en thromboxanes

(TX) (Rius and Claria, 2016)

En raison de la forte consommation des AINS pour un usage humain et vétérinaire, les AINS sont
considérés comme faisant partie des PP les plus fréquemment retrouvés dans I'environnement a
I’échelle mondiale (He et al., 2017). Parmi les AINS non-sélectifs, le diclofénac et I'ibuproféne sont

considérés comme les molécules les plus couramment utilisées dans le monde (He et al., 2017). En
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France, les données de I'assurance maladie montrent qu’entre janvier 2012 et avril 2017, le DCF a fait
partie des 3 AINS les plus prescrits avec environ 40 millions de boites vendues, représentant plusieurs
dizaines de milliers de tonnes de DCF a I’échelle de la France (Medic’AM, Sécurité sociale). Il est
toutefois nécessaire de garder a I'esprit que la base de données Medic’AM de I'assurance maladie ne
répertorie que les PP remboursés, donc prescrits sur ordonnance, et que I'ensemble des PP achetés

sans ordonnances dont le DCF, ne sont pas comptabilisés dans ces informations.

Parmi les AINS, le DCF est souvent considéré comme un PP posant des risques pour
I’environnement (He et al., 2017). Depuis le début des années 2000, la question des effets des PP
dans lI'environnement est une problématique qui n’a cessé de prendre de I'ampleur. L'un des
déclencheurs a été la quasi extinction de plusieurs especes de vautours du sous-continent asiatique
(Gyps bengalensis, G. indicus and G. tenuirostris), suite a la consommation de carcasses de bovins
ayant été traités au DCF (Oaks et al., 2004; Prakash et al., 2003). L’exposition au DCF de ces oiseaux a
entrainé I'apparition d’insuffisances rénales ayant conduit a la mort des oiseaux (Oaks et al., 2004).
Le méme scénario est par ailleurs susceptible de se reproduire pour les vautours du continent
africain. En effet, une étude d’effets a été réalisée chez des vautours africains (Gyps coprotheres) et
ces derniers, aprés exposition durant 48 h a 0,8 mg/kg de DCF, présentaient des lésions cardiaques,
hépatiques, pulmonaires et rénales (Naidoo et al., 2009). Ce type de symptdme est connu chez
I'Homme comme étant I'un des effets secondaires dus a la prise de DCF (Gan, 2010). De cet exemple
tragique a découlé une prise de conscience de la communauté scientifique sur la nécessité d’évaluer
les effets des PP dans I'environnement. Les effets du DCF sur des organismes non-cibles tels que les
vautours posent également la question de ses effets potentiels chez d’autres organismes non-cibles,
tel que ceux présents dans les milieux aquatiques. En raison du grand nombre de PP disponibles sur
le marché, différentes évaluations des risques ont été conduites dans le but de déterminer quels
était les PP a prioriser dans les études. Ce travail a mené a I'ajout de 4 PP dans la liste de vigilance de
la DCE (EU 2015/495), dont le DCF, dans le but d’acquérir de plus amples informations concernant
leur occurrence et leurs effets dans I'environnement. Les paragraphes ci-apres ont donc pour but de
faire un récapitulatif des données a notre disposition concernant le devenir, I'occurrence et les effets

du DCF dans les milieux aquatiques, avec un intérét marqué pour le milieu marin.

2.2 Devenir et occurrence du DCF dans les milieux aquatiques

Comme l'ensemble des autres PP, le diclofénac est susceptible de subir différents processus de
dégradation une fois entré dans les STEU et d’étre plus ou moins bien dégradé selon la technologie
employée pour le traitement des eaux usées, avec un taux d’abattement moyen oscillant entre 3 et
60 % selon le processus de traitement des eaux usées (Verlicchi et al., 2012). Le DCF est également

susceptible de présenter des taux d’abattement négatifs allant jusqu’a -105 %, tel que décrit dans
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une STEU suédoise (Zorita et al., 2009), pour les mémes raisons que celles présentées dans le
paragraphe 1.2 : la possible désorption des particules en suspension et la possible déconjugaison des
métabolites. Comme pour le propranolol, Maskaoui and Zhou (2009) ont pu déterminer que 37 % du
DCF détecté dans les rivieres britanniques étudiées était adsorbé aux colloides. La possible
adsorption du DCF aux particules en suspension est également susceptible de limiter sa photolyse
directe, qui est pourtant un important processus de transformation de ce composé dans les dix
premiers meétres des eaux de surface (Tixier et al., 2003). Bien que le DCF présente un temps de
demi-vie court en milieu aquatique (8 jours, Tixier et al.,, 2003), sa potentielle désorption des
colloides, les apports par les bassins versants et les apports constants via les rejets de STEU en mer

entrainent son transport et sa détection dans les eaux des milieux cotiers.

Comme pour les autres PP, peu d’études ont été conduites pour évaluer la présence du DCF en
milieu marin en comparaison de celles menées en eaux douces. Les études s’intéressant a la
contamination des milieux marins en DCF s’intéressent généralement, comme pour les autres PP, aux
concentrations retrouvées dans les estuaires et a des points de prélevement situés a proximité des
cotes. Les deux revues de la littérature les plus récentes conduites sur I’évaluation de la présence des
PP en milieux cotiers reportent également les concentrations en DCF lorsque celui-ci a été recherché
et détecté (Arpin-Pont et al., 2016; Gaw et al., 2014). Ces deux revues de la littérature font état de la
détection du DCF dans diverses zones du globe telles que le continent américain (Amérique du nord
et du sud), le continent asiatique (incluant le Moyen-Orient) et le continent européen. Le travail
bibliographique complémentaire effectué sur des publications dans I'ensemble plus récentes a
permis de compléter les informations données par ces deux études et de renseigner des
concentrations en DCF allant jusqu’a 19,4 ng/L pour les eaux marines américaines, des
concentrations supérieurs a 3000 ng/L pour les eaux marines asiatiques, et jusqu’a 550 ng/L pour les
eaux marines européennes (Tableau 1). Les concentrations en DCF en milieu marin/cotier reportées
dans la littérature sont, comme pour les autres PP, comprises entre quelques ng/L a une centaine
de ng/L, a I'exception des concentrations reportées en Arabie-Saoudite (Tableau 1). Une étude
récente menée en antarctique met toutefois en évidence que les lieux reculés, ou la présence
humaine est faible (60 habitants a I'année), sont également concernés par la contamination en PP.
Une campagne de mesure a été effectuée dans le but de déterminer les concentrations en PP, dont
le DCF, dans plusieurs zones de l'antarctique, plus ou moins anthropisées, et les résultats sont
alarmants en comparaison des concentrations reportées dans le Tableau 1. En effet, parmi les
différents PP détectés et quantifiés, les anti-inflammatoires sont largement représentés. Sur 10
points de prélevements, 4 présentent une contamination au DCF a des concentrations variant de 77 a

15085 ng/L (Gonzélez-Alonso et al., 2017). Le point de préléevement pour lequel la concentration la
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plus forte a été rapportée correspond au prélévement d’un échantillon d’eau a environ 5 metres du

rejet d’eaux usées, non traitées. La concentration la plus faible correspond quant a elle a un

prélevement d’eau de fonte d’un glacier fréquenté uniquement par les touristes. La mesure de ces

fortes concentrations est expliquée par les auteurs en raison de la réalisation de préléevement durant

les mois de décembre a février, période « estivale » locale, avec I'afflux de militaires, scientifiques et

touristes.

Tableau 1 — Concentrations en diclofénac mesurées en milieu marin et cétier (ng/L). Lorsqu’une seule concentration est

indiquée, il s’agit de la concentration maximale détectée

Concentrations

San Diego

Continent Pays Zone d’échantillonnage | Référence
reportées (ng/L)
Arabie-Saoudite Mer Rouge 1,6 —>3000 * Alietal., 2017
Estuaire de la riviere
. ND-32,7 Zhao et al., 2010
. Luixi
Chine - —
. o Estuaire du Yangzi Jiang
Continent asiatique L. 283 -843 Yang et al., 2011
o (ou Yang-Tsé-Kiang)
(Moyen-Orient inclus) - — - -
Israél Mer méditerranée 6,1 Nodler et al., 2014
. Cotes de Singapour <1,5-11,6 Bayen et al., 2013
Singapour -
Marina Bay 4-38 Wu et al., 2010
Taiwan Cotes au nord de Taiwan 2,5-53,6 Fang et al., 2012
Mer du Nord 6,2 Weigel et al., 2002
Allemagne - -
Mer Baltique 9,2 Nodler et al., 2014
Mer méditerranée,
Espagne 4 Gros et al., 2012
Costa Brava
Honfleur, estuaire de la Togola and Budzinski,
) 7,7-63,4
Seine 2007
France —
. Togola and Budzinski,
Calanque de Cortiou = 1500
2008
Gréce et Turquie Mer Egée 9,7 Nodler et al., 2014
. , . Golfe de Saronikos et o
Continent européen Grece . . <1,4-16,3 Alygizakis et al., 2016
baie d'Elefsis
Cotes de I'Atlantique
Irlande 60— 550 McEneff et al., 2014
Nord
Pologne Mer Baltique 92,6 Borecka et al., 2015
Portugal Zone cotiere de Porto 2,36 -3,99 Paiga et al., 2017
Estuaire de différents
. fleuves (Tyne, Tees, .
Royaume-Uni ) 57 -195 Thomas and Hilton, 2004
Mersey, Tamise) et
I’anse de Belfast Lough
Suede Mer Baltique 2 Wahlberg et al., 2011
Brésil Santos Bay, Sao Paulo 19,4 Pereira et al., 2016
Canada Nouvelle-Ecosse 2-6 Comeau et al., 2008
Continent américain Facade ouest des Etats-
Etats-Unis Unis, de Los Angeles a 0,6 Vidal-Dorsch et al., 2012

* Concentration détectée supérieure a |

(10221,1 ng/L)
ND : non détecté

a limite de quantification maximale de la méthode d’analyse de 3000 ng/L
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La présence en milieux marin et cotier du DCF est donc une réalité. Par ailleurs, plusieurs études
se sont intéressées a la bioaccumulation de PP, dont le DCF, dans les organismes marins « sauvages »
et ont ainsi pu mettre en évidence la présence de DCF dans les tissus de ces organismes. Une étude
menée par Moreno-Gonzélez et al. (2016) s’intéressant a la présence, entre autre, du DCF dans le
muscle et le foie de mulet doré (Liza aurata) prélevés dans le lagon de Mar Menor, en Espagne, a
révélé la présence de ce PP a des concentrations maximales de 2,2 ng/g dw (dry weight, par gramme
de poids sec) dans le foie et 1,3 ng/g dw dans les muscles. Quelques études du méme genre ont été
conduites chez des moules sauvages. Ainsi, Mezzelani et al. (2016) ont détecté le DCF a une
concentration moyenne de 16,11 ng/gdw dans des moules Mytilus galloprovinciallis (M.
galloprovincialis) prélevées dans la baie de Portonovo, en mer Adriatique. Une autre étude menée en
mer Adriatique a mis en évidence la présence de DCF dans des moules M. galloprovincialis a des
concentrations comprises entre 2,1 et 4,6 ng/g ww (wet weight, par gramme de poids humide)
(Capolupo et al., 2017). Enfin, une derniére étude menée sur la cote ouest du Portugal a permis de
mettre en évidence la présence de DCF dans les tissus de moules sauvages (M. galloprovincialis et
M. edulis) a des concentrations comprises entre 0,5 et 4,5 ng/g dw (Cunha et al., 2017). L’exposition
et la bioaccumulation du DCF chez les organismes non-cibles est susceptible d’engendrer des effets
chez ceux-ci. Ces effets peuvent étre d’autant plus préoccupants que le DCF a montré sa capacité a
engendrer des effets délétéres chez des organismes non-cibles, les vautours. Le paragraphe suivant

s’intéresse aux effets du DCF chez les organismes marins.

2.3  Effets du diclofénac chez les organismes marins

Peu d’études se sont intéressées aux effets du DCF chez les organismes marins. Divers effets ont
pu étre observés pour des expositions a des concentrations allant de I'ordre de celles retrouvées en
milieu cotier (quelques dizaines de ng/L) jusqu’a des concentrations trés supérieures a celles
mesurées dans ces milieux et en eaux douces (de l'ordre du mg/L). Les effets référencés ont
également été décrits pour différentes échelles d’observation, des effets de I’échelle moléculaire a
I’organisme. Ainsi, parmi les effets au niveau moléculaire sont référencés des effets génotoxiques. La
premiere étude caractérisant des effets génotoxiques chez la moule M. galloprovincialis a été
conduite durant 14 jours pour une exposition a 25 pg/L de DCF (Mezzelani et al., 2016). La seconde
étude caractérisant ce type d’effets a été conduite sur des hémocytes de moules M. galloprovincialis
exposées a des concentrations en DCF variant de 5 ng/L a 20 pg/L durant 1h, a la suite de quoi un
test de cometes a été effectué pour évaluer les dommages a ’ADN et a mis en évidence un effet
génotoxique dés 10 ng/L (Toufexi et al.,, 2016). Parmi les autres effets renseignés au niveau
moléculaire, le stress oxydant causé par une exposition de moules Mytilus spp. au DCF est le plus

renseigné dans la littérature, avec des études menées soit par la réalisation de mesures
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enzymatiques (mesure de I'activité des catalase, superoxyde dismutase, ...), de mesure des produits
de peroxydation lipidique ou encore par approche protéomique (Gonzalez-Rey and Bebianno, 2014;
Jaafar et al., 2015; Schmidt et al., 2011; Toufexi et al., 2016). Des effets au niveau cellulaire ont
également été observé tels que des effets cytotoxiques sur des hémocytes de moules M.
galloprovincialis (Toufexi et al., 2016), ou encore une altération de la stabilité de la membrane
lysosomale et une augmentation de lypofuscine, marqueur de processus autophagique, dans les
lysosomes (petits organites cellulaires), toujours chez la moule M. galloprovincialis (Mezzelani et al.,
2016). Chez le crabe Carcinus maenas, une exposition a 10 et 100 ng/L de DCF durant 7 jours a mené
a une altération des processus d’osmorégulation (Eades and Waring, 2010). Concernant les effets
macroscopiques observés, ceux-ci sont variés, selon les organismes étudiés et leur stade de
croissance. Ainsi, I'exposition de larves d’oursin Paracentrotus lividus et de crevettes Palaemon
serratus a des concentrations de I'ordre de la dizaine a quelques centaines de microgramme par litre
entraine une perturbation du développement larvaire, avec une diminution de la taille des larves et
une augmentation du taux de malformation (Gonzalez-Ortegdn et al., 2013; Ribeiro et al., 2015). Une
étude menée chez la moule adulte M. edulis trossulus a quant a elle mit en évidence qu’une
exposition a des concentrations en DCF variant de 1 a 10000 ug/L durant 1 a 3 semaines entrainait
une modification de la croissance des moules et une diminution de la force et de la quantité de
byssus qu’elles produisent, le byssus étant les filaments permettant aux moules de s’accrocher a un
substrat (Ericson et al., 2010). Enfin, une étude menée sur des amphipodes marins du genre des
gammaridés Echinogammarus marinus a mis en évidence que pour une durée d’exposition comprise
entre 7 et 21 jours, une exposition a des concentrations en DCF variant de 10 ng/L a 10 pg/L
entralnait chez ces organismes une perturbation de leur déplacement, notamment ceux associés a la
luminosité, mais également une diminution de leur survie, avec une courbe dose-réponse non-
monotone, présentant un effet maximal pour une exposition a 100 ng/L de DCF (Guler and Ford,
2010). Ces effets du DCF observés chez les organismes marins sont similaires a ceux observés chez les
organismes d’eau douce pour lesquels les effets suivants ont déja pu étre renseignés au niveau
moléculaire avec la génération d’un stress oxydant, une altération cellulaire et une perturbation de
I’'osmorégulation (Ghelfi et al., 2016; Guiloski et al., 2017, 2015; Hoeger et al., 2008; Saravanan and
Ramesh, 2013). Par ailleurs, d’autres types d’effets ont également pu étre renseignés chez des
organismes aquatiques tels que l'inhibition de I'activité des cyclooxygénases, cible principale du DCF
chez 'Homme (Mehinto et al., 2010), mais également de la synthése de I'un de leur produits de
biotransformation, la prostaglandine E, (Hoeger et al., 2005). Une étude plus récente a également
renseigné une réduction de I'activité dopaminergique, via la diminution de la concentration en
dopamine et de I'un de ses métabolites (la DOPAC, 3, 4-dihydroxyphenylacetic acid), chez le poisson

Rhamdia quelen exposé durant 21 jours a des concentrations en DCF variant de 0,2 a 20 pg/L
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(Guiloski et al., 2017). Enfin, plusieurs études ont pu observer des effets susceptibles d’engendrer
une perturbation des fonctions reproductrices de vertébrés aquatiques tels que les poisson ou les
xénopes, avec la modulation d’hormones stéroidiennes, de la vitellogénine, la modification du sex-
ratio ou encore du succes reproducteur des organismes (Efosa et al., 2017; Fernandes et al., 2011;
Groner et al., 2017; Guiloski et al., 2015; Hong et al., 2007). Le DCF est donc susceptible d’entrainer
une grande variété d’effets chez les organismes aquatiques, avec l'altération notamment de

fonctions importantes d’un point de vue biologique telle que la reproduction.

Dans la suite de ce manuscrit, nous avons donc fait le choix de nous focaliser sur le DCF et les
effets qu’il peut engendrer sur les écosystémes cotiers, et notamment sur un organisme particulier,
la moule méditerranéenne M. galloprovincialis. En effet, en France, les étangs et milieux cotiers
supportent une production piscicole et conchylicole importante. Les impacts potentiels des PP et leur
bioaccumulation chez les organismes des milieux littoraux restent relativement peu étudiés (Huerta
et al., 2012). Certaines études se sont intéressées a la mesure des PP dans la chaire de mollusques et
ont mis en évidence une accumulation de ces composés dans leurs tissus, tel que le DCF. Nous avons
donc fait le choix d’étudier les effets du DCF chez les mollusques, plus particulierement chez la moule
méditerranéenne M. galloprovincialis. Les moules sont communément utilisées en écotoxicologie et
ont été introduites dans des programmes de surveillance comme espéces sentinelles afin d’évaluer la
santé environnementale et spécialement I'impact de contaminants chimiques dans les estuaires et
les écosystemes cotiers (Fasulo et al., 2012; Lacroix et al., 2014). Cela se justifie par leur large
distribution géographique, leur sessilité, leur capacité a tolérer différentes conditions
environnementales et a bioaccumuler des contaminants en raison de leur grande capacité de
filtration. Les moules nous ont donc semblé étre un organisme d’étude pertinent pour évaluer les

effets potentiels du DCF.

3 Conclusions associées a la présence des produits pharmaceutiques dans les milieux
aquatiques et perspectives de recherche

L’étude de la bibliographie a permis de mettre en évidence que les PP sont présents dans les eaux
douces et marines de I'environnement, entrainant une exposition de la faune et de la flore vivant
dans ces milieux. Parmi les PP, les AINS font partie des molécules les plus consommeées et
fréquemment retrouvées dans I'environnement, a des concentrations généralement supérieures a
celles d’autres PP. C'est notamment le cas du DCF qui a été retrouvé a des concentrations pouvant
atteindre plus de 10 pg/L en milieu cotier, entrainant I'exposition des organismes marins. La majorité
des études réalisées sur des organismes aquatiques font part du potentiel de bioaccumulation des

AINS. Toutefois ce potentiel reste faible pour les moules (M. edulis trossulus et Dreissena
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polymorpha), d’apres les données reportées dans la littérature, avec un facteur de bioconcentration
variant de 4 a 13 L/kg. Au vue de cette faible bioconcentration, nous pouvons émettre I’hypothése
que les moules sont capables de métaboliser le DCF. Cependant, trés peu d'études se sont
intéressées a sa métabolisation chez les organismes aquatiques. Pourtant, la connaissance du
métabolisme est importante pour |'évaluation des risques écotoxicologiques des PP. Les organismes
non-cibles, tout comme I'Homme, sont susceptibles de métaboliser les PP. lls présentent des
physiologies différentes de celle de 'Homme et sont donc susceptibles de métaboliser les PP via
d’autres voies métaboliques que celles classiquement renseignées dans la littérature. L'étude des
métabolites du DCF pourrait étre effectuée par approche ciblée, sur la base des métabolites déja
renseignés dans la littérature, dépendant des connaissances du métabolisme humain et d’autres
vertébrés. Cette méthode de recherche ne serait toutefois pas adaptée a la détection de métabolites
formés par d’autres voies de biotransformation, propres aux invertébrés, ou méme a la moule. Le
développement d’approche de type non-ciblée pour I'analyse du métabolisme des PP chez ces
organismes pourrait donc étre envisagé. Dans le cadre de notre projet, ce type d’approche pourrait
permettre d’étudier les métabolites du DCF chez la moule sans hypothése a priori, et ainsi mettre en

évidence des métabolites de ce composé potentiellement non renseignés dans la littérature.

Dans la littérature, trés peu d’études se sont intéressées aux perturbations engendrées par une
exposition au DCF chez des organismes non-cibles sur la base de son mode d’action connu chez
I’'Homme. Chez les mollusques, I'inhibition des COX est susceptible d’inhiber la synthése des PGs qui
sont suspectées de jouer un rble dans des fonctions biologiques importantes telles que
I'osmorégulation et la reproduction. Il semble donc important d’évaluer si le DCF agit chez cet
organisme sur la base du méme MoA que celui renseigné chez I’'Homme. L’évaluation des risques
écotoxicologiques amene a la question des effets potentiels des PP, et plus particulierement du DCF,
sur les organismes non-cibles qui ne sont pas supposés étre exposés a ce PP. Les différentes études
menées pour évaluer les effets du DCF chez les organismes aquatiques ont été réalisées par des
méthodes diverses, s’intéressant a des effets variés, pour des concentrations d’exposition allant de
I'ordre des concentrations retrouvées dans I'environnement a des concentrations d’exposition non
réalistes, de I'ordre du mg/L ou g/L, et pour des durée d’exposition allant de quelques heures a
plusieurs jours, voir mois. Malgré ces études, peu d’entre elles se sont intéressées au mode d’action
du DCF chez ces organismes. Les PGs sont toutefois présentes dans divers organismes aquatiques tels
que les poissons, les moules (Mytilus spp.) ou certains coraux (Grosser et al., 2002; Rowley et al.,
2005; Stacey and Goetz, 1982). Ainsi, étudier les effets du DCF sur la synthése des PGs chez des
organismes non-cibles est une étape préalable a la meilleure compréhension des effets du DCF chez

ces organismes. De plus, comme précisé pour la métabolisation des PP, ces organismes présentent
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des physiologies différentes de ’'Homme, pour lequel ces composés ont été concgus. Ils sont donc
susceptibles d’agir sur la base du mode d’action renseigné chez I’'Homme, ou sur la base d’'un mode
d’action non-documenté, propre a I'organisme exposé. Etudier les effets non-documentés chez des
organismes non-cibles susceptibles d’étre induits par un mode d’action différent de celui renseigné
chez I'Homme n’est toutefois pas une tache aisée : des hypothéses de recherche peuvent étre
effectuées sur la base d’effets déja renseignés au préalable, tels que les effets secondaires du DCF.
Pourtant, le développement de nouvelles approches permettant la mise en évidence d’effets non-
documentés chez un organisme exposé a un xénobiotique, et ce grace a une méthode sans
hypothése a priori, semble étre une perspective intéressante a développer. Ainsi, le Plan National
Santé Environnement 3 (PNSE 3) met en évidence la nécessité de développer des méthodologies et
technologies innovantes, telle que la métabolomique pour étudier ces effets non-documentés chez
des organismes non-cibles. Appliquée a I’environnement, cette approche non-ciblée est capable de
renseigner sur I'exposition a un xénobiotique et les différents effets qu’elle engendre, et ce sans

hypothése a priori (Bundy et al., 2009).

4 Lamétabolomique : un outil d’analyse non-ciblée

La métabolomique est une méthode d’analyse non-ciblée, sans a priori, qui permet I'exploration
du métabolome de I'ensemble des organismes du vivant. Cette approche est prometteuse pour la
recherche et le développement de biomarqueurs pour la surveillance de la qualité des milieux et

I’évaluation du risque environnemental (Monteiro et al., 2013).

4.1 Le métabolome : définition et principe

La métabolomique correspond a I’étude des métabolites circulants secrétés et/ou excrétés par un
organisme. Les métabolites sont des molécules de faibles poids moléculaire (moins de
1 500 Dalton, Da) présents dans une cellule, un organe ou un organisme entier. Le métabolome se
réfere essentiellement i) aux métabolites endogeénes, produits du métabolisme appelé « endo-
métabolome » et ii) aux xénobiotiques, substances chimiques exogenes retrouvées et parfois
biotransformées dans un organisme, appelé « xéno-métabolome ». L’endo-métabolome est
constitué de métabolites appartenant a deux grandes classes : les métabolites issus du métabolisme
primaire, bien connu car essentiels au développement de I'organisme et communs a différentes
especes, et les métabolites issus du métabolisme secondaire, plus complexe et spécifique aux
espéces étudiées et a certaines fonctions secondaires. L'ensemble de ces métabolites, pour une
méme matrice, font partie de familles différentes, telles que les lipides ou encore les acides aminés,
qui présentent des propriétés physico-chimiques extrémement variées en terme de volatilité,

solubilité, polarité et poids moléculaire (Courant et al., 2014). La gamme de concentrations couverte
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par les différents métabolites est étendue, variant de la picomole a la milimole (Dunn and Ellis,
2005). Le métabolome est donc un ensemble de métabolites possédant des propriétés physico-
chimiques tres variées, un poids moléculaire généralement compris entre 50 et 1 500 Da et couvrant

une large gamme de concentration.

Par ailleurs, la taille du métabolome est variable d’un organisme a un autre : le métabolome de la
levure Saccharomyces cerevisiae est estimé a environ 600 métabolites (Forster et al., 2003) alors que
jusqu’a 200 000 métabolites, primaires et secondaires, ont été référencés pour le regne végétal
(Fiehn, 2002). La connaissance du métabolome humain est quant a elle en constante évolution : au
début des années 2000, Beecher (2003) estimait qu’il était constitué d’environ 2000 métabolites
majeurs, depuis, cette évaluation a été revue a la hausse a deux reprises avec plus de 6400
métabolites annotés, puis plus de 40 000 métabolites, avec I'inclusion des métabolites « attendus »,
pour lesquels les voies biochimiques sont connues mais le composé n'a pas encore été détecté dans
le corps (Wishart et al., 2013). Le recensement de ces informations est effectué dans des bases de
données telle que celle associée au « Human Metabolome Project » : la « Human Metabolome
DataBase » (HMDB), initiative soutenue par une équipe canadienne (Wishart et al., 2013, 2009,
2007). Le métabolome des organismes aquatiques est de son c6té moins bien connu, méme si
guelques bases de données référencent les informations les concernant. C’est par exemple le cas de
la base de données « Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes » (KEGG) (Kanehisa et al., 2012,
2008; Kanehisa and Goto, 2000), initialement destinée au référencement du génome de divers
organismes et dans laquelle des cartes de différentes voies métaboliques susceptibles d’étre
communes a plusieurs organismes sont référencées, ou encore de la base de données MetaCyc
(metacyc.org) qui référence, entre autres, les connaissances expérimentales accessibles sur les voies

métaboliques de I'ensemble du domaine du vivant (Caspi et al., 2014).

Le principe de I'approche métabolomique repose sur la génération d’empreintes métaboliques
issues de différents groupes d’échantillons par une technique analytique adaptée a la question de
recherche (Résonnance Magnétique Nucléaire, RMN, ou Spectrométrie de Masse, MS, pour les plus
utilisées). La comparaison des empreintes métaboliques obtenues permet alors de révéler les
éventuelles similarités et/ou différences entre les groupes d’échantillons étudiés et de mettre en
évidence d’éventuelles modifications du métabolome entre une population d’échantillons
« témoins » et une population d’échantillons « tests » (Nicholson et al., 1999). La comparaison de ces
empreintes peut étre exploitée de deux fagons: dans le but d'une analyse métabolomique
descriptive, ou dans celui d’'une analyse métabolomique diagnostique. La métabolomique descriptive

a pour but de caractériser et expliquer les changements métaboliques dus a (aux) facteur(s) d’étude.
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Elle s’intéresse a un ensemble de métabolites et aux changements observables suite a une maladie
ou I'exposition a un polluant, par exemple (Dettmer et al., 2007). La métabolomique diagnostique
correspond quant a elle a la mise en évidence de biomarqueurs spécifique d’une situation ou un
facteur étudié, dans le but de mettre en place des outils de diagnostique ou de surveillance.
L'utilisation de I'approche métabolomique est d’ores et déja utilisée dans plusieurs champs
d’application, tels qu’en médecine pour des études étiologiques ou encore la recherche de
biomarqueurs associés a des maladies. Elle est également utilisée dans d’autres contextes tels que

I’alimentation, la toxicologie ou I’'environnement (Courant et al., 2014).

Une étude métabolomique se déroule en différentes étapes, du design expérimental a
I’élucidation structurale des composés détectés (Figure 6). Chacune de ces étapes nécessite une
attention particuliere de la part des expérimentateurs, ces dernieres influengant la qualité et la

quantité des informations récoltées (Courant et al., 2014).
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Figure 6 — Déroulement analytique classique d’une étude métabolomique (Courant et al., 2014)

4.2 Les étapes clés de I'approche non-ciblée

Lors d’'une étude métabolomique, le but est d’étudier la variabilité entre individus de plusieurs
groupes engendrée par le facteur étudié, tel qu’une exposition a un contaminant par exemple. Parmi
les différentes étapes nécessaires au bon déroulement de I'approche métabolomique, certaines sont
des étapes critiques influencant la qualité des résultats obtenus. Pour s’assurer de la qualité de cette

étude, il est donc nécessaire de limiter au maximum la variabilité associés a d’autres facteurs : i) la
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variabilité intra-individu (e.g. le cycle circadien, la glycémie, ...), ii) la variabilité inter-individus (e.g.
I'age, le sexe, ...) et iii) la variabilité technique, associée a la reproductibilité et répétabilité des gestes
des opérateurs (e.g. échantillonnage homogene, ...) et des techniques analytiques (e.g. méthodes
d’extraction des échantillons, ..). L'ensemble des ces paramétres peuvent étre des facteurs
confondants : il s’agit de facteurs de variabilité (analytiques ou biologiques) qui peuvent étre corrélés
au facteur étudié de fagcon non causal et donc susceptibles de biaiser I'interprétation des résultats,
voire conduire a de faux positifs. lls peuvent également étre des facteurs de variabilité
« orthogonaux » qui vont masquer la variabilité que nous cherchons a maximiser, i.e. la variabilité
associée au facteur étudié. Il est donc nécessaire de contrdler et normaliser au mieux ces différentes
étapes pour limiter la variabilité de ces différents facteurs et ainsi maximiser la variabilité associée au

facteur étudié.

4.2.1 Le choix du design expérimental

Le choix du design expérimental est la premiére étape cruciale d’'une analyse métabolomique
(Johnson and Gonzalez, 2012; Suhre and Gieger, 2012). Il est nécessaire de déterminer, pour une
question de recherche donnée, quels sont les éléments qui pourraient étre des facteurs de variabilité
et donc influencer les résultats. Lors de I'étape de design expérimental deux principaux facteurs de
variabilité sont a prendre en compte et a maitriser : les variabilités intra- et inter-individu. Prenons
I’exemple d’une exposition d’organismes aquatiques a un xénobiotique en conditions contrélées.
Lors de cette exposition, un nombre d’individus suffisants par groupe est nécessaire afin de palier a
I’éventualité d’une distribution de sexes non-homogeénes (particulierement pour des organismes
non-sexables avant dissection tels que les moules), ou des différences d’ages (pour les moules, la
différence d’age est évaluée en fonction de la croissance de la coquille). De plus, pour limiter la
variabilité inter-groupes, il est également nécessaire de limiter au maximum les facteurs de
variabilités tels que, par exemple, le régime alimentaire, la salinité et la température de I'eau. La
détermination d’un nombre de réplicats adapté a I'organisme d’étude, et a I’étude menée, permet

de limiter I'influence de la variabilité biologique d’un échantillon a un autre (Courant et al., 2014).

La seconde étape du design expérimental consiste a déterminer, en fonction de la question de
recherche, quel serait le type d’échantillon(s) a prélever le(s) plus pertinent(s) et les conditions
d’échantillonnage pouvant engendrer des difficultés pour I'exploitation des résultats (Walsh et al.,
2008). Une fois ce choix effectué, il est nécessaire de déterminer comment le prélever, et par qui il
sera prélevé. Si plusieurs échantillons différents doivent étre prélevés sur différents individus, le
prélevement d’un méme type d’échantillon par un méme manipulateur pour I'ensemble des
individus permettra par exemple d’augmenter la répétabilité du prélévement d’un individu a un

autre et donc de limiter le poids du facteur associé a la répétabilité technique. Par ailleurs,
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I'utilisation de matériel spécifique lors du prélevement d’échantillons peut elle aussi intégrer des
facteurs de variabilité : Bando et al. (2010) ont ainsi mis en évidence l'influence de I'utilisation de
différents anticoagulants lors de la collection d’échantillons de plasma sur l'interprétation des

résultats.

Une fois le design expérimental déterminé, la seconde étape cruciale du déroulement d’une
analyse métabolomique est la préparation des échantillons : cette derniere conditionne elle aussi la
qualité des données obtenues, mais également leur quantité, en raison de la grande variabilité des
propriétés physico-chimiques des métabolites, telle que décrite précédemment. La préparation
d’échantillon est donc elle aussi une étape critique qui nécessite d’étre développée en adéquation

avec la question de recherche posée.

4.2.2 Lapréparation des échantillons dans le cadres d’analyses métabolomiques

Quelle que soit la méthode analytique choisie, des interférences peuvent intervenir (effets
matrice, phénomenes de suppression d’ions) en raison de la complexité des échantillons biologiques
analysés (Dettmer et al., 2007). Une étape préalable de préparation des échantillons dépendante de
I"appareil d’analyse utilisé (MS ou RMN) est donc nécessaire afin de les réduire au maximum. Cette
étape conditionne le succes de I'analyse effectuée : I'extraction des métabolites d’intérét doit étre
optimisée pour éviter les pertes et obtenir des extraits les plus riches possible en termes de
métabolites, tout en permettant d’éliminer au maximum les composés présents dans la matrice qui
entraineraient des interférences lors de la mesure (Dettmer et al., 2007). La préparation
d’échantillon peut nécessiter une étape de développement considérable afin d’obtenir les résultats
les plus riches et répétables possibles lors des analyses. En effet, si |'utilisation d’'une méthode
d’extraction des métabolites n’est pas répétable d’un échantillon a un autre, un facteur de variabilité
de type technique sera introduit lors de I'analyse et pourrait engendrer la perte de I'information
associée au facteur étudié. L'étude de la littérature fait état de plusieurs types de préparation des
échantillons, que ceux-ci soient des tissus ou des biofluides. Parmi ces différentes méthodes de
préparations d’échantillons, certaines sont retrouvées de fagon plus récurrente en raison de leur

performance d’extraction et de leur reproductibilité.

L'extraction des métabolites présents dans une matrice solide est communément effectuée par
extraction solide/liquide : les métabolites de la matrice étudiée sont ainsi transférés dans un solvant
ou mélange de solvants. La majorité des publications faisant état de méthodes de préparation de
tissus destinés a étre analysés en métabolomique se rapportent a la méthode de référence qu’est la
Bligh & Dyer, (B&D) développée en 1959 (Bligh and Dyer, 1959). Cette méthode d’extraction utilise

un mélange de solvants polaires (I'eau et le méthanol) et apolaire (le chloroforme). Ce mélange
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entraine la séparation de I"échantillon en trois phases : la premiere phase contenant le mélange
eau/méthanol permettant I'extraction des composés polaires, la seconde phase constituée par le
chloroforme permettant |'extraction de la fraction apolaire des tissus et la troisieme phase
constituée de tissus dont les métabolites ont été extraits. Différentes variantes ont été testées et
plusieurs équipes ont mis en évidence que cette extraction était plus performante lorsqu’elle était
effectuée en plusieurs étapes (Want et al., 2013; Wu et al., 2008). L’extraction initialement proposée
par Bligh and Dyer (1959) fait référence a un mélange méthanol/chloroforme/eau 2/2/1 v/v/v.
D’autres études font également état de I'utilisation de ce mélange de solvant, mais dans des
proportions variables. Ainsi, Lin et al. (2007) ont étudié les muscles et les foies de deux espéces de
poissons. Ills ont montré, en se basant sur le rendement d’extraction et la reproductibilité, que les
meilleures conditions pour une extraction solide/liquide impliquaient I'utilisation d’un mélange
méthanol/chloroforme/eau (2/2/1.8 ; v/v/v), alors que d’autres auteurs utilisent un mélange
méthanol/chloroforme/eau 4/4/2.85 (v/v/v) pour I'extraction de métabolites de tissus de moules
(Cappello et al., 2013; Fasulo et al., 2012). D’autres publications font référence a des méthodes
d’extraction différentes, utilisant d’autres solvants tel que I'acétonitrile (ACN), ou encore le
dichlorométhane (DCM) (Aharoni et al., 2002; Cubero-Leon et al., 2012; Dietmair et al., 2010; Liebeke
and Bundy, 2012; Masson et al., 2010; Tuffnail et al., 2008; Tulipani et al., 2013). Enfin, plusieurs
publications font part de l'utilisation d’ultrasons pour favoriser I'extraction de composés encore
présents dans la matrice et la solubilisation des composés déja extraits dans le(s) solvant(s)
d’extraction (Aharoni et al., 2002; Dietmair et al., 2010; Huerta et al., 2012; Liu et al., 2012; Vuckovic,
2012).

Les échantillons liquides, généralement moins complexes, ne nécessitent pas obligatoirement une
extraction des métabolites, mais une étape est nécessaire pour s’affranchir des composés avec
lesquels des interférences pourraient avoir lieu, masquant les informations associées aux
métabolites, tel que les protéines. Certaines études se sont intéressées spécifiquement a la
comparaison de différentes méthodes de préparations de ces échantillons. Ainsi Tulipani et al. (2013)
ont comparé cing méthodes de préparations d’échantillons de plasma humain : des extractions par
solvants (lI’acétonitrile seul, le méthanol seul, un mélange méthanol/éthanol 50:50), une
ultrafiltration a 5000 Dalton (Da) et la combinaison d’une extraction par solvant (de I’acétonitrile
acidifié) et d’une extraction sur phase solide (SPE) spécifiquement concue pour s’affranchir des
phospholipides présents dans I’échantillon a analyser. Les différentes comparaisons qu’ils effectuent
leur permettent de conclure que les meilleures méthodes de préparation des échantillons sont la
combinaison solvant/SPE, malgré la perte des phospholipides, suivie de I'extraction par I'acétonitrile

seul qui, malgré des difficultés de reproductibilité, donne des résultats plus riches en informations
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que les autres méthodes d’extraction. De leur coOté, Tiziani et al. (2008) ont montré des résultats
différents de ceux obtenus par Tulipani et al. (2013). Ils mettent en évidence que s’affranchir des
protéines présentes dans des échantillons de sérum de boeuf analysés par RMN permet d’obtenir
une richesse d’information plus importante lorsque les échantillons subissent une étape
d’ultrafiltration plutét qu’une extraction a I'aide d’un solvant ou une précipitation en présence
d’acide perchlorique. L'utilisation des SPE pour la préparation des biofluides est une méthode qui
commence a étre employée. Cette étape de purification des échantillons peut permettre, en fonction
de la phase stationnaire, de s’affranchir des phospholipides et lipophospholipides responsables de
suppressions d’ions lors de I'analyse des échantillons par MS. Cette étape a été optimisée pour un
grand nombre d’échantillons avec [I'utilisation de microplaques. Ces nouvelles méthodes de
purification des échantillons sont considérées comme répétables et pertinentes en comparaison a
des méthodes plus classiques : elles permettent une mesure plus sensible des composés analysés

(David et al., 2014; Tulipani et al., 2015).

Toutes ces études arrivent a la conclusion qu’il n’existe aucune méthode « parfaite » pour la
préparation des échantillons destinés aux analyses métabolomiques, mais que certaines d’entre elles
permettent de mieux s’affranchir des effets matrices et augmentent le recouvrement du
métabolome. Il est donc nécessaire de tester différents types d’extraction sur les échantillons a
analyser, qu’ils soient solides ou liquides, afin de choisir celle qui permettra I'acquisition d’un plus
grand nombre d’informations en lien avec la question de recherche posée. La préparation
d’échantillons reste un challenge en métabolomique en raison de la grande variabilité des propriétés
physico-chimiques des métabolites et la gamme de concentration qu’ils couvrent. Une étape
préalable de développement de préparation d’échantillons est donc nécessaire pour chaque type de
matrice étudiée, avec une volonté d’amélioration constante pour I'acquisition du plus grand nombre

d’informations pertinentes en une seule analyse.

4.2.3 Méthode d’acquisition des empreintes métabolomiques

La métabolomique nécessite 'utilisation d’une technique analytique adaptée en vue de générer
les empreintes métaboliques. La RMN est historiquement la technique la plus utilisée en
métabolomique (Lankadurai et al., 2013). Toutefois, ces dix derniéres années, la MS a démontré son
potentiel dans ce domaine : bien que moins répétable que la RMN, la MS est une technique plus
sensible permettant de détecter des composés minoritaires a |'état de traces susceptibles de
représenter de l'information pertinente dans le cadre d’études non ciblées. Il s’agit donc d’une
méthode d’analyse adaptée a la recherche de biomarqueurs d’exposition et d’effets (Lankadurai et
al., 2013; Lin et al., 2006; Viant, 2007). Par ailleurs l'utilisation de la spectrométrie haute résolution

(HRMS) est de plus en plus utilisée pour les analyses métabolomiques en raison de sa capacité a
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différencier des composés isobares de par la précision qu’elle permet pour la mesure de la masse des
composés. Pour rendre l'utilisation de la MS encore plus performante et pouvoir distinguer des
composés isomeres, celle-ci peut étre couplée a des techniques de séparation telles que la
chromatographie gazeuse (GC) et la chromatographie liquide (LC). Le couplage a de telles méthodes
permet la séparation des métabolites selon leurs propriétés physico-chimiques et augmente la

sensibilité et la résolution de la méthode d’analyse (Monteiro et al., 2013).

Développée dans les années 1960, la chromatographie en phase gazeuse est la technique la plus
répandue pour I'analyse des composés volatils ou semi volatils non thermolabiles. La phase mobile
appelée gaz vecteur, est généralement de I'hélium. Les solutés sont introduits directement sur la
colonne lorsque I’échantillon est gazeux, ou aprés volatilisation de I’échantillon liquide dans la
chambre d’injection. La séparation chromatographique dépend uniquement des températures de
volatilisation des analytes ainsi que de leur affinité avec la phase stationnaire de la colonne, la nature
de la phase mobile ayant peu d’influence sur la séparation. Elle apparait également comme une
technique de choix pour I'analyse des composés lipophiles, acides gras, ou encore I'analyse de
composés plus polaires faisant partie du métabolisme primaire (aprés dérivation). La GC-MS est
depuis longtemps utilisée en métabolomique de par sa trés bonne capacité séparative et sa
robustesse (Putri et al., 2013). Cette robustesse, notamment quand lionisation choisie est
I'ionisation par impact électronique, trés répétable, permet I'établissement et ['utilisation de
banques de données spectrales qui peuvent étre partagées entre laboratoires, ou commerciales,
telle que la base NIST (National Institute of Standards and Technology database). Ainsi, I'utilisation de
la GC permet 'acquisition d’informations concernant des petits composés volatiles et apolaires. Elle
permet une détection rapide des métabolites, notamment avec le développement de I'utilisation de
colonnes chromatographiques plus courtes et de diametre interne plus faible, qui ont permis de
diminuer les temps d’analyses (Dettmer et al., 2007). Pour faciliter I'analyse de molécules polaires,
non volatiles ou thermolabiles de nombreuses réactions chimiques de dérivation ont été
développées pour augmenter leur volatilité et leur stabilité thermique (Pasikanti et al., 2008). Deux
types de dérivations sont couramment rencontrés: I'oximation et la silylation, la premiere étant
souvent suivie de la deuxieme. Cette étape de dérivation complexifie la préparation des échantillons
et entraine donc un risque de pertes d’informations et de reproductibilité (Lin et al., 2006). De plus,

elle ne convient pas aux composés thermolabiles qui seraient détruits lors de I’analyse.

La chromatographie liquide, et plus particulierement la chromatographie liquide haute
performance (HPLC), permet quant a elle la séparation de tous types de composés, en fonction de

propriétés physico-chimiques de la phase solide de la colonne séparative (e.g. séparation de

33



Chapitre 1 : Synthése bibliographique et objectifs de thése

composés hydrophobes, de composés hydrophiles). L’utilisation de la LC couplée a un spectrometre
de masse est présentée comme une technique séparative sensible et robuste, apparaissant comme
une bonne alternative a [l'utilisation de la GC pour les molécules polaires, non-volatiles ou
thermolabiles, justifiant ainsi son utilisation dans le cadre d’analyses métabolomiques (Lin et al.,
2006).La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, introduite plus tardivement
que la GC-MS, est devenue une méthode de choix pour I'analyse du métabolome. Les analytes sont
séparés suivant leur solubilité dans la phase mobile et leur affinité avec la phase stationnaire. Le
principal avantage de la LC est de permettre I'analyse de composés peu volatiles, polaires,
thermolabiles et/ou de poids moléculaire élevé, incompatibles avec une analyse par GC. En général
cette méthode ne nécessite pas d’étape de dérivation avant I'injection. La séparation des composés
est liée a la capacité de rétention des molécules, c'est-a-dire a leur pouvoir d’interaction avec la
phase stationnaire. Cette derniére est I'élément clé d’'une bonne séparation chromatographique. Les
composés hydrophobes seront alors bien séparés avec une chromatographie de type phase inverse
(C8, C18), tandis que pour les composés hydrophiles et neutres la chromatographie d'interaction
hydrophile (HILIC) sera la plus adaptée (Theodoridis et al., 2008). Il existe plusieurs modes
d’ionisation en LC-MS. La source de type Electronébulisation (ESI) est trés utilisée en métabolomique
pour l'ionisation des molécules polaires et non volatiles. Le principal avantage de I'ESI est son
ionisation douce, cette technique permet une analyse quantitative trés sensible. Néanmoins, le
désavantage du processus ESI est sa grande sensibilité aux effets de matrice, notamment aux
phénomeénes de suppression d’ion, ce qui peut aboutir a une grande variabilité du signal mesuré.
L'ESI peut étre utilisée en mode d’ionisation positif ou négatif. Les données obtenues sur le
métabolome seront différentes selon le type de mode choisi, des métabolites étant ionisables de
facon plus ou moins efficace dans I'un ou I'autre mode. Les modes d’ionisation peuvent donc étre
complémentaires pour apporter des informations permettant d’obtenir une empreinte
compréhensive (Theodoridis et al., 2012).Pour I'analyse des petites molécules polaires, I'ionisation
chimique a pression atmosphérique est généralement utilisée, quant aux petites molécules apolaires
(inaccessibles par ESI), I'ionisation par photo-ionisation peut étre employée (Nordstrom et al., 2008).
Néanmoins, ces deux techniques sont rarement citées dans les publications se rapportant aux

analyses métabolomiques.

La grande variété des propriétés physico-chimiques des métabolites présents dans les différents
organismes et la gamme de concentration qu’ils couvrent (de la picomole a la milimole) expliquent la
difficulté a obtenir une « image » compléte de la totalité du métabolome de I'échantillon étudié par
I'utilisation d’une seule technique analytique (Viant, 2007). Une des solutions employée pour obtenir

un recouvrement le plus complet possible du métabolome consiste a effectuer I'analyse d’un méme
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échantillon par différentes méthodes analytiques, telle que l'utilisation de différentes colonnes
séparatives couplées a la MS (Boudah et al., 2014; Idborg et al., 2005; Jacob et al., 2014; Zhang et al.,
2012). La combinaison de différentes méthodes analytiques pour obtenir un plus grand nombre
d’information présente plusieurs limites: i) le nombre d’analyses étant plus important il est
nécessaire qu’une grande quantité d’échantillon soit disponible, ce qui n’est pas toujours possible, ii)
une augmentation de la durée des analyses et iii) associé a I'augmentation du nombre d’analyse une
augmentation du co(t global des analyses effectuées. Les métabolites présents dans les organismes
marins et dans leurs organes appartiennent a différentes familles biochimiques et possédent donc
des propriétés physico-chimiques diverses. Ainsi, selon les objectifs de I'analyse, il est nécessaire
d’orienter le choix de la colonne chromatographique destinée a la séparation des composés
d’intérét. Pour le cas particulier des analyses métabolomiques non ciblées, les colonnes séparatives
rencontrées de facon récurrentes font la distinction entre composés polaires et apolaires. Il est donc
nécessaire d’effectuer un choix de colonne propre aux analyses envisagées et donc de développer
une approche méthodologique et analytique adaptée la caractérisation du métabolome des
organismes étudiés et a la question de recherche, tout en gardant en téte que ce choix reposera

toujours sur un compromis.

4.2.4 Traitement des données brutes

Les données brutes issues des analyses métabolomiques par LC-MS (ou GC-MS) sont caractérisées
par trois dimensions: le temps, dépendant de I'élution des composés lors de l'injection sur la
colonne de séparation, les rapports masse sur charge des composés détectés et les intensités des
pics associées a ces signaux, dépendantes de I'abondance des composés. Un chromatogramme
obtenu suite a l'injection d’un échantillon lors d’'une analyse métabolomique est donc en ensemble

d’information complexe, comme l'illustre la Figure 7.
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Figure 7 — lllustration des données obtenues par couplage entre une méthode séparative et la MS pour une analyse
métabolomique. Un échantillon est caractérisé par des signaux de masses et intensités différentes, élués a différents

temps d’analyse, il s’agit donc de données en 3 dimensions (Courant et al., 2014)

Un grand volume de ces données particulierement complexes est généré, ce qui nécessite
I'utilisation de logiciels appropriés pour les retraiter. Dans ce cadre, I'environnement R et des scripts
développés spécifiqguement dans cette optique sont utilisés. Ainsi, le script XCMS est généralement
utilisé pour la premiere étape de traitement des données brutes (Smith et al., 2006). Cette premiére
étape consiste en la détection et I'intégration des différents pics chromatographiques constituants
les profils métabolomiques par le script XCMS. Celui-ci identifie dans un premier temps I'ensemble
des pics chromatographiques présents dans chaque échantillon soumis au retraitement. Il regroupe
ensuite les pics chromatographiques possédant un rapport masse sur charge (m/z) et un temps de
rétention similaire entre les différents échantillons. Enfin, le script recherche les données
manquantes éventuelles dans un ou plusieurs échantillons de la série. Les signaux ainsi détectés sont
réunis dans un fichier unique permettant une meilleure vue d’ensemble des informations acquises.
Certains logiciels « constructeur » peuvent également étre utilisés, mais de par le fait qu'’ils soient
payants, leur utilisation pour le retraitement des données est moins courante. Lorsque I'objectif est
de comparer des jeux de données générés sous XCMS, le script metaXCMS est généralement utilisé
(Patti et al., 2012). Ce script, travaillant sur la base des rapports obtenus par traitement des données

avec XCMS, identifie les variables communes et les variables uniques a chaque jeu de donnée
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comparé. Cette comparaison est basée sur les rapports m/z et les temps de rétention obtenus pour

chaque ion détecté et intégré par XCMS.

Avant de s’'intéresser a l'information portée par le jeu de donné obtenu, il est nécessaire de
s’assurer de sa qualité en évaluant la répétabilité technique et analytique des données. Pour cela, un
échantillon constitué d’un mélange homogéne de I'ensemble des échantillons analysés, appelé
contrdle qualité (QC) est réalisé au moment de la préparation d’échantillon. Cet échantillon est
analysé a plusieurs reprises et de fagon récurrente lors de I'analyse. Ainsi, I'ensemble des intensités
des signaux détectés dans cet échantillon sont supposées étre identiques et présenter les mémes
intensités d’une injection a 'autre, témoignant de la répétabilité de la méthode d’extraction et/ou de
la méthode analytique employée. Pour évaluer la similarité des différents signaux d’une injection a
une autre, le coefficient de variation (CV) des intensités de chacun de ces signaux est calculé. En
métabolomique, une séquence d’injection (et donc d’analyse) est considérée comme acceptable
lorsque plus de 70 % des signaux détectés dans les injections du QC présentent un CV inférieur a

30 % (Want et al., 2010).

Une fois I'acquisition des données réalisée, il est nécessaire d’effectuer un traitement statistique
des données afin de visualiser 'ensemble du jeu de données obtenu et extraire I'information utile en

vue de répondre a la question de recherche posée.

4.2.5 Analyses statistiques appliquées a la métabolomique

Les fichiers de sortie obtenus par XCMS sont complexes. Le contenu de ces fichiers correspond a
une liste de tous les ions détectés dans les échantillons analysés pour lesquels plusieurs paramétres
sont renseignés. En premier lieu, une identité est donné a chaque ion, dépendante de sa masse (M)
et de son temps de rétention (T). En second lieu sont indiqués les paramétres de masse et de temps
de rétention mesurés en moyenne pour les ions reportés. Puis des indicateurs statistiques sont
également renseignés pour chacun des ions : un fold-change, qui correspond au rapport des
moyennes d’intensités d’un ion pour chacun des groupes tests comparés, et le résultat d’un test de
Welsh, pour lequel une p-value est reportée correspondant a la significativité de la différence des
intensités moyennes pour l'ion considéré (Figure 8). Une valeur de p-value égale a 0,05 est en
général considérée comme la limite acceptable de niveau d’erreur concernant le pouvoir
discriminant d’un ion, mais un ion présentant une p-value inférieure a 0,1 est susceptible d’indiquer
une tendance a la modulation due au facteur étudié et correspond donc également a une
information intéressante. Enfin I'intensité de chacun des ions dans les échantillons étudiés est

donnée (Figure 8).
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Figure 8 — Transformation des données issues des analyses par LC-MS en un tableau de données informatif grace a XCMS

(Courant et al., 2014)

Pour visualiser de fagon plus globale I'information contenue dans les tableaux de données, des
analyses statistiques multivariées peuvent étre effectuées. Les deux outils statistiques les plus utilisés
en métabolomique sont I'Analyse en Composante Principale (ACP) et la régression des moindres
carrés partiels (Partial Least Squares Discriminant Analysis PLS-DA ou I’Orthogonal PLS-DA). L’objectif
de I'ACP est de réduire la covariance de données provenant d’'une matrice (dans notre cas les
données issues du traitement XCMS) en un nombre plus restreints de variables indépendantes
(composantes principales), combinaisons linéaires des variables initiales, orthogonales entre elles,
qui s’attachent a restituer la variabilité des données originelles. La premiere composante principale
est extraite afin de restituer le maximum de variabilité des données. Les composantes principales
suivantes sont orthogonales a la premiéere et orthogonales entre elles et permettent d’expliquer la
variabilité qui n’a pas été prise en compte dans la premiére composante. L'ACP est une analyse
statistique non supervisée : aucune information n’est donnée en termes de groupes d’échantillons
existants. Elle est souvent utilisée en complément des analyses supervisées afin d’obtenir une
premiere visualisation des résultats et la détection éventuelle d’échantillons atypiques. La PLS-DA est
guant a elle une analyse statistique multivariée supervisée : une variable Y est introduite dans le jeu
de données, lui-méme composé des différents ions identifiés par XCMS (les variables X). Cette
variable Y correspond a la variable a expliquer, c’est-a-dire I'appartenance de chaque observation a
un groupe donné (par exemple « témoins » ou « exposés » a un contaminant). Les composantes
extraites sont alors des combinaisons linéaires des variables X permettant d’expliquer au mieux cette

variable Y (Dettmer et al., 2007; Viant, 2008).
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Afin d’identifier les métabolites responsables de la discrimination des deux groupes visualisée par
analyse multivariée, en vue de les replacer dans des voies métaboliques pour interpréter
biologiquement les résultats observés, |'étape suivante du travail d’approche métabolomique
consiste a réaliser une étape d’annotation des signaux, et lorsque c’est possible, d’identification

formelle.

4.2.6 Annotation des signaux et interprétation biologique

L'annotation du métabolome est I'étape la plus complexe de I'approche métabolomique et a pour
but de déterminer la structure chimique associée aux signaux détectés, ce afin de pouvoir les
replacer dans des voies métaboliques et ainsi pouvoir expliquer les phénoménes métaboliques
induits par une exposition. Aprés la détermination des signaux porteurs de la redondance
d’information, autant que faire se peut, l'identification putative des composés détectés est effectuée
a l'aide de différentes bases de données publiques construites par différents groupes de recherche
référencant des métabolites de divers organismes (HMDB, KEGG, MetLine, LipidMap, ...). Ces bases
de données permettent de rechercher la structure d’'un composé sur la base de sa masse
monoisotopique mesurée en spectrométrie de masse. Cependant, il peut y avoir une centaine de
possibilités de structures pour une masse entrée avec une précision au troisieme chiffre apres la
virgule. Des algorithmes basés sur les 7 regles d’or (Kind and Fiehn, 2007) prenant en compte les
régles de valence des atomes ou encore I'utilisation du massif isotopique, par exemple, ont été créés
afin de réduire le nombre de structures proposées par la base de données. Néanmoins, afin de
bénéficier de I'utilisation de ces algorithmes, le composé doit étre compléetement résolu pour qu’il
n’y ait pas de coélution ou d’interférence isobarique pouvant mener a une interprétation erronée.
L'utilisation des bases de données mene donc a une identification putative d’'un métabolite. Les
entrées présentes dans ces bases de données étant issues des contributions de la communauté
scientifiques, ces bases de données sont incomplétes et certaines annotations sont susceptibles
d’étre erronées (Johnson and Gonzalez, 2012). La confirmation de I'identification d’un signal se fait
donc par l'injection du standard analytique correspondant, sur le méme systéme et dans les mémes
conditions que ceux utilisés pour générer les empreintes. Dans le cas ou I'identification putative ou
définitive du composé n’aboutirait pas, ou dans le but de confirmer une identification putative avant
I'achat d’un standard, une étape de fragmentation peut étre ajoutée lors de |'analyse par
spectrométrie de masse, engendrant ainsi des données spectrales multidimensionnelles (Werner et
al., 2008; Xiao et al., 2012). Si I'utilisation de cette méthode permet de corroborer I'identité putative
d’un composé, cette derniére devra également étre confirmée par l'injection d’un standard dans les
mémes conditions analytiques. En raison de I’'ensemble des difficultés associées a la confirmation de

I'annotation d’'un composé, cette étape de travail reste un challenge en métabolomique (Walsh et
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al., 2008). Ce challenge est également lié a la redondance d’informations qui peut étre rencontrée en
spectrométrie de masse. En effet, lors de I’analyse par MS, un métabolite peut générer plusieurs
signaux. Ces différents signaux présentent des rapports masse/charge (m/z) différents de la molécule
parent (adduits, fragments, ...) tout en lui étant associé. La genese de ces différents ions entraine
donc une redondance d’informations lors des analyses, plusieurs ions détectés ne correspondant en
réalité qu’a un seul composé. Afin d’éviter la redondance d’information, il est nécessaire de
déterminer, au mieux, les ions précurseurs et leurs adduits et ions produits associés afin d’éviter les
erreurs et redondances d’annotations. Différents outils sont disponibles pour tenter de faciliter cette
étape d’identification. L'un d’entre eux, développé sous R, est I'outil CAMERA (Kuhl et al., 2012). Ce
dernier intervient apres le traitement des données sous XCMS, dans le but d’associer différents ions

fragments ou adduits a leur ion parent.

Malgré les différents challenges associés a I'approche métabolomique, cette méthode semble
prometteuse et a fait son apparition récemment dans des études s’intéressant a des problématiques

environnementales, comme certains des exemples présentés ci-dessous.

4.3 Exemples d’application de la métabolomique a des problématiques environnementales

Comme expliqué précédemment, |'acquisition et la comparaison d’empreintes métaboliques
’ H N ’ . . N e . .
d’organismes controles et d’organismes exposés a un PP permet d’étudier deux parties du

métabolome : le xéno-métabolome d’une part et I'endo-métabolome d’autre part (Figure 9).

Profil métabolique

Xéno-métabolome

versus " )
Endo-métabolome

Figure 9 — Schéma conceptuel de I'étude du xéno- et de 'endo-métabolome des moules exposées au diclofénac

L’étude de ces deux parties du métabolome peut-étre faite par approche ciblée, avec la recherche
des métabolites connus chez d’autres espéeces pour le xéno-métabolome, ou I'évaluation des effets
sur la base du MoA renseigné chez 'Homme pour I'endo-métabolome. L'utilisation d’une approche

non ciblée pour étudier le xéno- et I'endo-métabolome d’organismes dans le cadre de
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problématiques environnementales est toutefois une méthodologie présentant un intérét croissant,

comme en témoignent les exemples présentés ci-dessous.

4.3.1 Evaluation de I'exposition par étude du xéno-métabolome

L’évaluation de I'exposition des organismes par approche non-ciblée est un aspect récent de la
métabolomique environnementale, les exemples pour illustrer ce type d’étude sont donc plutét
succins, mais témoigne de l'intérét de cette méthode pour évaluer sans a priori I’exposition des
organismes et les composés susceptibles de se bioaccumuler, et ce méme lorsque |'exposition est
complexe. Les quelques exemples ci-aprés présente les résultats obtenus par approche non-ciblée

pour évaluer I'imprégnation d’organismes aquatiques.

Une des premieres applications de cette approche est d’étudier la métabolisation d’un
xénobiotique chez un organisme non-cible. Ainsi, Southam et al. (2011) ont évalué Ia
biotransformation du fenitrothion, un pesticide organophosphoré, chez le gardon (Rutilus rutilus).
Apreés 28 jours d’exposition a des concentrations comprises entre 2 et 200 ug/L, les auteurs ont mis
en évidence la formation de desmethylfenothrion dans différents organes du gardon (le cerveau, le
foie et les testicules). lls ont ainsi pu confirmer que la principale voie de transformation du
fenitrothion était la O-demthylation, comme déja décrit par ailleurs pour les pesticides
organophosphorés (Jokanovié, 2001). Une autre application de cette approche a consisté a évaluer
I’exposition d’organismes non-cibles a un mélange complexe, tel qu’un rejet de STEU. C'est par
exemple le cas de I'étude menée par David et al. (2017), pour laquelle des gardons ont été exposés
durant 15 jours a un rejet de STEU. Apres exposition, le xéno-métabolome a été étudié dans les
échantillons de tissus et plasma prélevés. Les auteurs ont ainsi pu mettre en évidence différents
xénobiotiques appartenant a différentes familles: des perturbateurs endocriniens, tel que le
bisphénol A, des produits de soins personnel, des pesticides et antibactériens, comme le triclosan, ou
encore des produits pharmaceutiques et leurs métabolites. Parmi les PP, les deux familles
majoritairement représentées sont les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine, tel que la
venlafaxine ou la fluoxétine, ou encore les AINS, dont le diclofénac, I'ibuproféene ou le naproxene.

Parmis les autres PP détectés se trouvent la carbamazépine ou le nordiazépam, une benzodiazépine.

Ces deux exemples illustrent les perspectives offertes par I'utilisation d’'une approche non-ciblée
pour évaluer I'exposition des organismes non-cibles a des xénobiotiques. Cette approche offre
également la possibilité d’étudier la métabolisation de ces PP au sein de ces organismes. L’approche
non-ciblée permet également d’étudier les effets d’une exposition, grace a |'évaluation des
modulations de I'endo-métabolome entre des organismes controles et des organismes exposés. Des

exemples de ce type d’application sont présentés dans le paragraphe ci-apres.
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4.3.2 Evaluation des effets de xénobiotiques sur I’endo-métabolome d’organismes aquatiques
Les deux études citées dans le paragraphe ci-dessus ne se sont pas contentées d’évaluer la
modulation du xéno-métabolome des gardons exposés, elles se sont également intéressées a la
modulation de I'endo-métabolome de ces organismes. Southam et al. (2011) ont ainsi mis en
évidence l'influence du fenitrothion sur le métabolisme des stéroides, ainsi que sur le métabolisme
de la phénylalanine. De leur c6té, David et al. (2017) ont mis en évidence une altération de la
synthése des prostaglandines et une modulation des métabolismes du tryptophane et de la

sérotonine, des acides biliaires et des lipides.

Les études de l'altération de I'endo-métabolome menées chez la moule se sont intéressées a
différents typs d’exposition, mais, a notre connaissance, aucune d’entre elle ne s’est intéressée a une
exposition a un PP. Parmi les études métabolomiques menées chez la moule, certaines se sont
intéressées aux effets des métaux lourds. Une étude métabolomique a été conduite par Kwon et al.
(2012) suite a I'immersion de moules (Mytilus spp.) dans une zone contaminée par des métaux
lourds, et d’un second groupe de moules (Mytilus spp.) dans une zone « contréle ». La comparaison
des profils métaboliques des deux groupes de moules par '"H RMN met en évidence la modulation
d’osmolytes, tels que la bétaine ou la taurine, et d’acides aminés libres. Les auteurs en ont conclu
que I'exposition des moules a des métaux lourds entrainait une perturbation de I'osmorégulation
chez ces organismes. Une autre étude a été conduite pour évaluer les effets d’une exposition au
cuivre, associée a une variation de la température chez la moule méditerranéenne
M. galloprovincialis. Des empreintes métabolomiques ont été acquises par RMN a partir
d’échantillons d’hémolymphe et ont permis de mettre en évidence que les effets d’'une exposition au
cuivre étaient plus marqués lors de I'augmentation de la température de |'eau. Cette exposition au
cuivre entraine, comme pour les métaux lourds, une modulation de la synthese des acides aminés
libres (Digilio et al., 2016). Un autre exemple d’étude de I'endo-métabolome est I'étude des effets du
benzo(a)pyréne, du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane, un insecticide) et de leur mélange chez la
moule Perna viridis. Cette étude a été réalisée par RMN suite a une exposition de 7 jours a 10 pg/L de
chaque composé, seul ou en mélange. Elle a permis de mettre en évidence que I'exposition au
benzo(a)pyréne entraine une perturbation de I'osmorégulation. Cette perturbation de
I'osmorégulation est aussi observée pour |‘exposition au DDT, ainsi qu’une modulation du
métabolisme énergétique. L'étude de I'endo-métabolome suite a [I'exposition aux deux
xénobiotiques n’a toutefois pas été concluante d’aprés les auteurs, qui n"ont pu mettre en évidence

de différences entre les moules contréles et les moules exposées (Song et al., 2016).

La majorité des études par analyse non-ciblées conduites chez la moule ont été réalisées par

RMN. L'application de la MS, et plus particulierement de la HRMS, pour évaluer I'exposition et les
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effets d’'un ou plusieurs xénobiotiques chez la moule reste donc a explorer. Les empreintes
métaboliques générées a partir d’organismes aquatiques exposés a des xénobiotiques peuvent ainsi
permettre la mise en évidence d’une exposition, via la détection directe des composés parents et de
leurs métabolites dans les organismes (étude du xéno-métabolome), mais également des effets de
cette exposition au niveau moléculaire par I'étude des perturbations physiologiques induites sur
I'organisme (étude de I'endo-métabolome) (Lankadurai et al., 2013). La métabolomique est donc un

outil prometteur pour évaluer les effets des PP sur les organismes aquatiques.

5 Objectifs de thése et stratégie de recherche

L’étude de la bibliographie effectuée dans ce chapitre nous a permis de mettre en évidence que la
mesure des effets des PP et I'élucidation de leurs mode d’actions chez les organismes non-cibles,
susceptibles de présenter les mémes cibles biologiques que 'Homme mais également des cibles
biologiques différentes, représente toujours un challenge. La nécessité de renseigner les modes
d’actions des PP est donc une priorité pour déterminer s’ils peuvent engendrer des effets délétéres

chez les organismes aquatiques.

Le DCF est I'un des AINS les plus consommés a I'échelle mondiale et est connu pour avoir
engendré des effets néfastes chez certaines populations d’organismes non-cibles, tels que les
vautours de la péninsule indienne. L'étude bibliographique concernant les effets du DCF renseignés
chez les organismes aquatiques, et plus particulierement les organismes marins, met en évidence
que divers effets ont pu étre observés (stress oxydant, atteintes cellulaires, ...) sans pour autant

déterminer quels sont les mécanismes d’action associés.

A notre connaissance, parmi I'ensemble des études s’intéressant aux effets du DCF chez les
organismes aquatiques, seule une étude s’est intéressée aux effets du DCF sur la base de son MoA
renseigné chez 'Homme en évaluant la modulation de la synthése des PGs. Cette étude a été
conduite chez la truite et a mis en évidence la diminution de la concentration en PGE, (Hoeger et al.,
2005). Le premier objectif de cette thése sera de déterminer si le DCF peut, chez la moule comme
chez le poisson, perturber la synthése des PGs. Pour cette étude, une méthode d’analyse ciblée sur la
guantification de PGs nous semble la plus pertinente a mettre en ceuvre. Nous avons donc développé
une méthode de quantification ciblée pour la mesure de trois prostaglandines, la PGD,, la PGE; et la
PGF,, dans les tissus de moules. La méthode analytique développée sera appliquée a la mesure des

PGs dans des échantillons de moules exposées en conditions contrblées au DCF (Chapitre 2).

La majorité des études réalisées sur des organismes aquatiques fait part du potentiel de

bioaccumulation des AINS chez les organismes non-cibles. Toutefois ce potentiel reste faible,
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notamment pour les moules, avec des facteurs de bioconcentration reportés variant de 4 a 13 L/kg.
Au vu de cette faible bioconcentration, nous avons émis I’hypothese que les moules étaient capables
de métaboliser le DCF. Trés peu d’études se sont intéressées a la métabolisation du DCF chez les
organismes aquatiques et a notre connaissance seule une étude de métabolisation du DCF a été
réalisée chez la moule, par approche ciblée permettant le suivi de métabolites connus déja
renseignés dans la littérature. Le second objectif de recherche que nous nous fixons sera d’étudier la
métabolisation du DCF chez la moule. Pour effectuer cette étude, des moules seront exposées en
conditions controlées a une forte concentration en DCF, nous permettant ainsi de mettre facilement
en évidence les métabolites de ce PP, méme ceux qui pourraient étre mineurs. Pour notre étude,
nous privilégierons I'utilisation d’une approche non-ciblée sans hypothése a priori utilisant la
chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse haute résolution afin de permettre la

détection de métabolites non-renseignés préalablement dans la littérature pour ce PP.

Enfin, I’étude bibliographique sur I'évaluation des effets du DCF chez les organismes aquatiques
met en évidence des effets sans pour autant renseigner quelles sont les voies métaboliques
impactées associées, et donc des clés de compréhension des mécanismes d’action entrainant ces
effets. Peu d’études se sont intéressées aux effets au niveau moléculaire ainsi qu’aux approches
permettant une évaluation d’effets engendrés par I'exposition sans hypothése a priori, permettant
de renseigner des effets potentiellement non documentés : dans le cas ol I'organisme ne posséde
pas les mémes récepteurs que 'Homme, cibles initiales de la molécule pharmaceutique, il est
possible que d’autres modes d’action entrent en jeu chez les organismes et induisent des effets
déléteres (Daughton and Ternes, 1999). Ces études sont encore peu communes et novatrices pour
des problématiques d’évaluation d’effets des PP sur des organismes non-cibles. Le dernier objectif de
cette thése sera donc d’évaluer la pertinence de la métabolomique par LC-HRMS pour la mise en
évidence d’effets d’une exposition au DCF chez les moules. Cette évaluation, ou preuve de concept,
sera effectuée sur des organismes exposés a une forte concentration en DCF dans le but de
renseigner les voies métaboliques impactées et proposer des clés de compréhension des MoA
impliqués. L'interprétation des résultats, en lien avec la littérature existante, devrait également
permettre une meilleure compréhension des cascades de réactions se déroulant dans I'organisme
susceptible de mener a des effets indésirable pour celui-ci, appelé « adverse outcome pathway »

(AOP) en anglais).

L’étude des effets et du métabolisme du DCF sur la moule combinant les approches décrites ci-
dessus constituent une méthodologie de travail a évaluer dans son ensemble vis-a-vis de sa

pertinence pour les études environnementales sur les PP et autres contaminants émergents.
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Par ailleurs, nous avons mis en évidence précédemment que le développement d’une méthode de
travail adaptée a la question de recherche posée est une étape cruciale, et ce pour les analyses
métabolomiques comme pour les analyses ciblées. Les trois étapes majeures nécessitant un
développement préalable a chaque analyse de matrice sont : le choix de la matrice, la préparation
d’échantillon et le choix d’'une méthode analytique optimale. Pour chacun des questions de
recherche présentées, une étape de développement méthodologique a préalablement été effectuée
et sera présentée en amont des résultats obtenus pour chacune de ces questions dans les chapitres

correspondants.

Vous trouverez a chaque début de chapitre de ce manuscrit un résumé graphique des objectifs de
these envisagés, les stratégies de recherches qui leurs sont associées pour y répondre, la fraction du

métabolome étudié ainsi que les résultats obtenus, présentés dans chacun des chapitres suivants.
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Chapitre 2 : Effets du DCF sur la base de son mode d’action connu chez 'Homme

1 Introduction

Le mode d’action principal des AINS, incluant le DCF, renseigné chez ’'Homme est leur capacité a
inhiber l'activité des cyclooxygénases qui sont, entre autres, impliquées dans la synthése des
prostaglandines. La présence de cyclooxygénases chez la moule est appuyée par I'étude réalisée par
Cubero-Leon et al.(2010) qui se sont intéressés a I'expression des genes des cyclooxygénases chez
M. edulis pour évaluer les effets d’une exposition a différents perturbateurs endocriniens (17pB-
estradiol, ethynylestradiol et estradiol benzoate). L'étude préalable qu’ils ont menée pour évaluer
I’expression de ces genes chez la moule a permis de mettre en évidence que les génes identifiés
comme associés aux COX chez la moule partageaient 66 % de similarité avec le gene de la COX-2 chez
le poisson zébre et 58 et 64 % de similarité avec les génes humains de la COX-1 et de la COX-2,
respectivement (Cubero-Leon et al., 2010). Plusieurs études se sont intéressées a l'activité des
cyclooxygénases chez la moule dans différents contextes. Leur activité a été suivie chez Mytilus edulis
suite a I'exposition a un retardateur de flamme, le dechlorane plus, qui entraine leur inhibition
(Gagné et al., 2017). La modulation de I'activité des cyclooxygénases est également induite suite a
I’exposition a des mélanges complexes de contaminants : Gagné et al. (2011) ont mis en évidence
une augmentation de l'activité des COX chez la moule d’eau douce Elliptio complanata suite a
I’exposition a un rejet de STEU. La présence de COX chez les moules marines (et d’eau douce) étant
renseignée, nous avons effectué une étude bibliographique pour déterminer I'effet des AINS sur la
synthése des prostaglandines chez les organismes aquatiques. L'étude de la littérature met en
évidence que peu d’études se sont intéressées aux effets des AINS sur I'activité des COX ou la
syntheése des prostaglandines : quatre études ont été menées chez le poisson alors qu’une seule
étude a été réalisée chez la moule. Trois des études menées sur poissons ont évalué les effets de
I'ibuprofene. L'une a mis en évidence une diminution de I'activité des COX chez les femelles et une
tendance a I'augmentation chez les males sans s’intéresser aux concentrations en prostaglandines
(Flippin et al., 2007). Les deux autres études s’intéressant aux effets de l'ibuproféne sur les
prostaglandines des poissons ont mis en évidence une diminution de la concentration en PGE,
(Bhandari and Venables, 2011; Morthorst et al., 2013). La derniére étude menée chez le poisson
évaluant les effets du DCF sur la synthése des prostaglandines a elle aussi mis en évidence une
diminution de la concentration en PGE,, cette diminution s’accentuant avec I'augmentation des
concentrations d’exposition (Hoeger et al., 2005). La seule étude menée chez la moule Elliptio
complanata a mesuré |'activité des COX suite a 'injection d’ibuproféne dans le muscle adducteur et
mis en évidence que cette activité diminuait avec I'augmentation de la concentration d’exposition
(Gagné et al., 2005). L'étude de la bibliographie met donc en évidence |'absence d’étude

s’intéressant a la modulation de la synthése des prostaglandines suite a une exposition au DCF chez
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la moule. Ainsi, le premier objectif de ma thése a été de déterminer si le MoA du DCF renseigné chez
I'Homme était identique chez la moule en évaluant la modulation de la synthése des PGs chez la
moule suite a une exposition au PP. Pour répondre a cet objectif, une méthode d’analyse ciblée de
trois prostaglandines, la PGD,, la PGE, et la PGF,, a été développée. Le travail présenté dans ce
chapitre porte sur i) le choix de la matrice d’intérét pour la mesure des PGs dans les tissus de moules,
ii) I'optimisation de la méthode d’extraction des PGs et iii) 'application du protocole développé pour

la mesure des PGs dans des tissus de moules exposées au DCF.

2  Optimisation d’'un protocole d’extraction des PGs et choix de la matrice d’intérét

Le développement de cette méthode d’analyse ciblée a été initié dans le cadre d’'une précédente
these (Arpin-Pont, 2015). Les parametres analytiques pour I'analyse des PGs avaient été optimisés
lors de ce travail préalable et I'optimisation de la préparation d’échantillons avait été initiée. Les
résultats de ces développements préalables apparaissent dans I'article présenté a la fin de ce
chapitre (paragraphe 3.2). La méthode de préparation des échantillons développée dans ce travail
préalable repose sur une extraction solide/liquide des PGs des tissus de moules (50 mg) a 'aide
d’acétonitrile et d’acide formique (480 et 20 uL respectivement), renouvelée deux fois, suivie d’'une
étape de purification sur cartouche d’extraction en phase solide (SPE Oasis HLB 30 mg). Afin de
compléter le travail préalablement réalisé, différents organes collectés sur la moule ont été testés
afin de choisir la matrice la plus adaptée a la mesure des prostaglandines ; nous avons également

testé une plus grande quantité de phase dans les cartouches SPE.

2.1 Matériel et méthode

2.1.1 Produits chimiques

Les solutions de travail utilisées ont été préparées a partir de standards de qualité analytique
(pureté supérieure a 98%) de PGD,, PGE, et PGF,a (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) ; PGE,-d4,
PGD,-d4 et PGF,a-d4 (Cayman Chemicals, Ann Harbor, Etats-Unis). La structure de I'ensemble de ces
molécules et leurs masses molaires sont présentée dans le Tableau 2. Les solutions méres (100 mg/L)
et filles de chacune des solutions ont été réalisées dans du méthanol (qualité pesticide ; Carlo Erba,

Val de Reuil, France).

Les solvants utilisés pour la préparation des échantillons sont I'acétonitrile (qualité pesticide,
Carlo Erba, Val de Reuil, France), I'acide formique (99%, Carlo Erba, Val de Reuil, France), le méthanol
(qualité pesticide, Carlo Erba, Val de Reuil, France) et I'’eau milli-Q générée a partir d’'un systeme UV

Millipore (Bedford, MA, USA). L'eau et I'acétonitrile utilisés pour les analyses LC-HRMS sont de
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qualité LC-MS (Carlo Erba, Val de Reuil, France). L’acide formique intégré dans les phases mobiles est

également de qualité LC-MS (99%, Carlo Erba, Val de Reuil, France).

Tableau 2 - Structures et masses molaires des PGs étudiées dans les tissus de moules

Masse molaire

Molécule Structure ion précurseur
[M-H]
PGF.a - 354.48
PGE, - 352.47
PGD, - 352.47
PGF,a-d4 _ 358.51
PGE,-d4 - 356.49
PGD,-d4 - 356.49

2.1.2 Matériel biologique

Des moules M. galloprovincialis « blanches » (non exposées en laboratoire) ont été obtenues
aupres d’un conchyliculteur de Bouzigues (34, France). Les moules ont été nettoyées puis disséquées
afin de récupérer différents échantillons : hémolymphe, branchies, gonades, glandes digestives,
tissus restants. L'ensemble des échantillons ont été congelés a -80°C. Les échantillons utilisés pour
les développements de méthodes correspondent a un mélange de tissus homogene d’individus
femelles et d’individus males, sexés par observation de frottis gonadiques au microscope durant la
dissection, lyophilisés (Heto Power dry LL 3000, Thermo) et broyés. Le choix de la matrice d’étude
pour I'analyse des PGs a été effectué entre les gonades et les tissus restants, les autres échantillons
étant destinés a d’autres types d’analyses (analyse métabolomique, mesures d’activités
enzymatiques par exemple) nécessitant de conserver I'ensemble de la prise d’essai disponible, cette
derniére étant faible (50-100 mg). L'optimisation de la préparation d’échantillon a été effectuée avec

la matrice d’étude choisie.

2.1.3 Préparation des échantillons

L’extraction des PGs a été réalisée grace a I'ajout de 480 pL d’acétonitrile (ACN) et 20 uL d’acide
formique (AF) a 50 mg d’échantillon. Les échantillons préalablement vortexés sont passés pendant 10
minutes aux ultra-sons avant d’étre centrifugé 15 minutes a 2 000 g (4°C). Le surnageant est prélevé
et I'extraction est répétée. L’ensemble des surnageants est alors évaporé a sec sous azote puis repris

dans 200 pL de méthanol (MeOH) et 1000 pL d’eau milli-Q (EMQ).
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2.1.3.1 Extraction sur cartouche SPE Oasis HLB 30 mg

Les extraits obtenus ont été purifiés sur cartouche SPE 30 mg conditionnées avec 2 mL de MeOH
puis 2 mL d’EMQ avant percolation de I’échantillon. Les cartouches ont été rincées deux fois avec
2 mL d’un mélange MeOH/EMQ (30:70 ; v:v) puis séchées durant 15 minutes. L’élution a été réalisée
avec 3 mL d’un mélange MeOH/EMQ_(80:20 ; v:v). Les éluats ont été évaporés a sec sous azote puis
repris dans 300 pL de phase mobile (ACN/H,0 LC-MS ; 20:80 ; v:v). Les échantillons ont ensuite été

filtrés sur filtre 0.2 um (Minisart SRP 4, Sartorius).

2.1.3.2 Extraction sur cartouche SPE Oasis HLB 200 mg

La purification des extraits sur cartouches Oasis HLB 200 mg a été réalisée comme suit : aprés
conditionnement des cartouches avec 5 mL de MeOH puis 5 mL d’EMQ, I'échantillon est déposé. Les
cartouches ont été rincées a deux reprise avec deux fois 3 mL puis 1 mL d’'un mélange MeOH/EMQ
(30:70; v:v), puis séchées durant 15minutes. L'élution a été réalisées avec deux fois 3 mL d’un
mélange MeOH/EMQ (80:20 ; v:v) puis les éluats ont été évaporés a sec sous azote et repris avec
300 pL de phase mobile (ACN:H,O LC-MS; 20:80; v:v). Les échantillons ont ensuite été filtrés a
0.2 um (Minisart SRP 4, Sartorius).

2.1.4 Analyse LC-HRMS

Les analyses ont été effectuées sur trappe orbitale (Thermo Exactive) couplée a une séparation
par chromatographie liquide. Les données ont été acquises en mode électrospray négatif. La colonne
séparative utilisée est une colonne pentafluorophenyl propyl (PFPP, 100 mm x 2.1 mm; 3 um, Sigma
Aldrich). Les phases mobiles utilisées sont un mélange (A) ACN avec 0,1 % d’acide formique et (B)
H20 avec 0,1 % d’acide formique. Le gradient suivant a été appliqué : 5% de A pendant 1 minute,
50% de A a 15 min, 80% de A a 17 min, puis 100% de A a 19 min durant 2 minutes. Les paramétres du
spectrometre de masse sont les suivants : tension du capillaire, 4 kV ; gaz de nébulisation, 55 unité
arbitraire ; gaz de désolvatation, 10 unité arbitraire. Le mode « full scan » a été utilisé avec une
fenétre de masses de m/z 150-600 et une résolution de 50 000 (FWHM, m/z 200). Pour bien
quantifier les PGs, une fragmentation par cellule HCD (High Collision Dissociation) a été optimisée,
avec une énergie de fragmentation fixée a 20eV. Seuls les fragments les plus abondants ont été
conservés pour la quantification des prostaglandines. Les fragments que nous avons choisis de suivre
pour chacun des analytes sont présentés dans le Tableau 3. En raison des difficultés a observer les
ions précurseurs de la PGD, et de la PGE,, deux fragments différents ont été suivis pour ses

molécules, les fragments de masse m/z 271 et m/z 189.
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Tableau 3 — Tableau des ions précurseurs et ions fragments suivis pour la quantificationc de la PGD2, PGE2 et PGF2a

Molécule T.r . m/z ’[M-H]' . m/z [M-H] . m/z [M-H]
(min) ion précurseur ion fragment 1 ion fragment 2
PGF,a 14 353.23335 - -
PGF,a-d4 14 357.25845 - -
PGE, 14.7 351.21770 271.20674 189.12849
PGE,-d4 14.7 355.24280 275.23184 193.15359
PGD, 15.0 351.21770 271.20674 189.12849
PGD,-d4 15.0 355.24280 275.23184 193.15359

L’évaluation des quantités de PGs dans les deux matrices étudiées a été réalisée sur la base des
intensités brutes. Pour la PGE,, cette évaluation a été effectuée pour les deux ions fragments étudiés.
L’évaluation du rendement d’extraction pour les deux cartouches testées a été effectuée de la méme

facon.

2.2 Résultats

2.2.1 Choix de la matrice d’intérét pour la quantification des PGs

Le protocole utilisé pour choisir la matrice d’intérét a été le protocole utilisant la cartouche SPE 30
mg. L'extraction des PGs a été réalisée sur gonades et tissus restants (communément appelés « soft
tissue ») de moules blanches afin de déterminer quelle matrice présentait les concentrations en PGs
les plus importantes afin de faciliter leur détection et donc leur quantification. Nous avons ainsi
évalué quel tissu présentait les plus grandes quantités en PGD,, PGE, et PGF,, grace au protocole

préalablement développé au laboratoire.

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence que la PGF,, est présente dans les deux
tissus étudiés, avec des résultats indiquant une intensité sensiblement supérieure dans les tissus
restants par rapport aux gonades (Figure 10). Concernant la PGD, et la PGE,, leur abondance est plus
faible que celle de la PGF,, pour chacune des deux matrices. La concentration en PGD, est méme
inférieure a la limite de détection de la méthode développée. Les moyennes des intensités obtenues
pour les deux ions fragments de la PGE, sont plus élevées —d’un facteur 1,3 a 2,4 — dans les tissus
restants que dans les gonades. Par ailleurs, les rapports d’intensité signal/bruit pour la PGF,, et les
deux ions fragments de la PGE, étudiés sont supérieurs dans les tissus restants en comparaison des
gonades, et ce pour les trois analytes. Les tissus restants semblent donc étre une matrice dans
laquelle les PGs — et particulierement la PGE, — sont présentes en une concentration plus élevée, ou
pour laquelle I'ionisation des PGs est meilleure, ou la suppression d’ion plus faible, que pour les
gonades. Les tissus restants ont donc été sélectionnés comme matrice d’étude. Par ailleurs,
I"utilisation des tissus restants pour la mesure des PGs permet d’envisager |'utilisation des gonades

pour d’autres types de mesures (mesures enzymatiques, par exemple).
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Figure 10 — Moyennes (n = 3) des intensités brutes de la PGF,, (m/z 353,2334) et des deux ions fragments de la PGE,
(m/z 271,2067, m/z 189,1285) pour les tissus restants et les gonades. Les chiffres présentés au-dessus de chacun des

histogrammes correspondent au rapport signal/bruit pour chaque analyte, dans chacune des matrices étudiées

2.2.2 Optimisation de I'’extraction des PGs

L’optimisation des I'extraction des PGs a été effectuée sur les tissus restants. L’exploitation des
chromatogrammes d’ions de la PGE, (et de la PGD, lorsqu’elle est détectée) met en évidence que,
pour certains échantillons le bruit de fond est tres marqué pour I'ion précurseurs comme pour les
ions fragments (Figure 11). L"étape de purification par SPE a pour but d’éliminer un maximum de
composés indésirables susceptibles d’engendrer des interférences et effets matrices lors de I'analyse.
Nous avons donc évalué si |'utilisation d’une cartouche SPE avec une quantité de phase plus
importante (Oasis HLB 200 mg) permettrait de mieux purifier les échantillons et potentiellement

s’affranchir d’une partie du bruit environnant nos pics d’intérét (Figure 11).
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Figure 11 — Chromatogrammes d’ions extraits de la PGD, et de la PGE, dans les tissus restants de moules dopés a 500 ppb
avec : A/ les ions précurseurs, B/ les ions fragments 1 (m/z 271,20674), C/ les ions fragments 2 (m/z 189,12849) et D/ les

ions précurseurs des standards deutérés (dopage a 500 ppb)
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Les résultats obtenus mettent en évidence que I'utilisation de la cartouche 200 mg n’améliore pas

I’extraction des PGs, et ne limite pas la présence du bruit de fond pour la quantification de la PGD, et

la PGE, (Figure 12).

1.E+07
o 2008
s
£ 8.E+06
-]
&
P
£ 6.E+06
2
) 1042
g 4.E+06
© 641
aQ =
§ 2.E+06 . 362
° 230
c
S 0.E+00 = | =
<

30mg ‘ 200 mg ‘ 30mg ‘ 200 mg ‘ 30mg ‘ 200 mg ‘
PGF2a PGE2 (ion fragment 1) PGE2 (ion fragment 2)

Figure 12 — Moyennes (n=3) des intensités brutes de la PGF,, (m/z 353,2334) et des deux ions fragments de la PGE,
(m/z 271,2067, m/z 189,1285) pour les deux cartouches SPE testées. Les chiffres présentés au-dessus de chacun des
histogrammes correspondent au rapport signal/bruit pour chaque analyte, pour chacune des cartouches d’extraction

étudiées

La Figure 12 permet de mettre en évidence de facon marquée que les moyennes des intensités
sont meilleures pour les tissus extraits avec la cartouche 30 mg que ceux extraits avec la cartouche

200 mg, et ce pour la PGF,, et les deux fragments de la PGE, étudiés.

3  Application : évaluation des effets du diclofénac sur la base de son mode d’action renseigné

chez la moule méditerranéenne

3.1 Design expérimental

Pour répondre a notre premier objectif de thése qui est de déterminer si le DCF agit chez la moule
selon son MoA renseigné chez ’'Homme, une exposition de moules M. galloprovincialis a été réalisée

durant 3 jours en conditions controlées a deux concentrations d’exposition au DCF, 1 et 100 pg/L.

Les moules ont été fournies par un conchyliculteur de Bouzigues (34, France). Aprés leur arrivée
au laboratoire, les moules sont nettoyées et mesurées afin i) de s’affranchir des parasites présents
sur les coquilles qui pourrait entrainer un biais lors de I'exposition et ii) créer des groupes
homogenes en taille, et donc en age, et ainsi limiter au maximum un biais di a une différence de
métabolisme associé a des stades de croissance différents. Quatre groupes de 16 moules (6 — 8 cm)
ont été constitués en prévision de I'exposition, chaque groupe correspondant a une condition

d’exposition : groupe « controle » (C), le groupe de moules exposées au véhicule —I'éthanol — aussi
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appelé groupe « solvant de contrdle » (SC), le groupe de moules exposées a 1 ug/L de DCF (1 pg/L) et

le groupe de moules exposées a 100 pg/L de DCF (100 pg/L).

Durant 7 jours, les moules sont acclimatées dans des aquariums de 10 L d’eau de mer
préalablement filtrée avant une période d’exposition de 3 jours. Aprés contréle des conditions
physico-chimiques (salinité, pH, O,), I'eau des aquariums a été renouvelée chaque jour puis les
moules ont été nourries avec une suspension d’algue Tetraselmis suecica (Greensea, Meéze, 34,
France) a une concentration de 10 000 cellules/mL. Durant les trois jours d’exposition, I'exposition au
DCF a été renouvelée quotidiennement, 15 minutes apreés nourrissage pour éviter la sorption du DCF

aux algues et ainsi limiter I'exposition par voie trophique.

A l'issue des 3 jours d’exposition, 'ensemble des moules a été disséqué de facon a récupérer les
branchies, les glandes digestives et I'ensemble des tissus restants. Les échantillons initialement
conservés a -80°C ont été lyophilisés et broyés pour analyse. Pour répondre a la question posée,

seuls les échantillons de tissus restants ont été analysés.

Les résultats de cette étude sont présentés dans l'article Exposure of marine mussels to
diclofenac: modulation of prostaglandin biosynthesis publié en 2017 dans la revue Environmental

Science and Pollution Research.
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Abstract

Human pharmaceuticals, such as nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), are an emerging
threat to marine organisms. NSAIDs act through inhibition of cyclooxygenase (COX) conversion of
arachidonic acid into prostaglandins. One experiment was carried out whereby marine mussels were
exposed for 72 h to 1 and 100 pg/L diclofenac (DCF). A specific and sensitive method using liquid
chromatography high resolution tandem mass spectrometry was developed to quantify DCF in
mussel tissues. The developed method could also clearly identify and quantify COX products, i.e.
prostaglandin levels, and be used to assess their modulation following DCF exposure. Prostaglandin-
D, (PGD,) was always found below the detection limit (20 pg/kg dry weight (dw)). Basal
prostaglandin-E, (PGE,) concentrations ranged from below the detection limit to 202 pg/kg dw.
100 pg/L exposure resulted in a significant reduction in PGE, levels, whereas a downward trend was
observed at 1 pg/L exposure. No difference was observed for prostaglandin-F,, (PGF,,) levels

between controls and exposed organisms.

Keywords: Mytilus galloprovincialis, NSAID effects, prostaglandins, mass spectrometry
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Introduction

Large coastal cities exert strong pressure on marine ecosystems, notably through the development
ofsea outfallwastewatertreatment plants. Very few studies have focused on the impact of coastal
metropoles, especially regarding the extent of coastal contamination by pharmaceuticals, under the
pretext of high dilution in this environment (Maruya et al. 2012). However, pharmaceuticals are
sometimes detected at up to pg/L levels in marine waters, depending on the pharmaceutical and
location (Nodler et al. 2014; McEneff et al. 2014; Arpin-Pont et al., 2016). In particular, diclofenac
(DCF), a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) included in the first watch list of the EU Water
Framework Directive (EU 2015/495), is often detected in seawater at levels in the ng/L to hundreds
of ng/L range (McEneff et al. 2014; Afonso-Olivares et al. 2013), with maximum reported

concentrations of up to 843 ng/L (Gaw et al. 2014).

In most cases, pharmaceuticals are characterized by highly specific mechanisms of action (MoA), high
potency and prolonged activity in order to minimize dosing requirements and potential toxicity in
patients. These compounds may thus be pharmacologically active in organisms with expressed and
functional drug targets. Exposure of marine organisms to pharmaceuticals leads to a wide variety of
physiological effects. Thereby, exposure of Mytilus edulis to high concentrations (1000 and 10000
pg/L) of DCF and ibuprofen (IBU) in laboratory experiments resulted in impaired scope for growth
and byssus thread strength (Ericson et al. 2010). At environmental concentration, antioxidant
responses to DCF and IBU exposure (250 ng/L for 15 days) were demonstrated in Mytilus
galloprovincialis and found to be time-specific and transient. Gill and digestive gland superoxide
dismutase, catalase and glutathione reductase activities were increased after the 3™ day and
declined to below the control level by the end of exposure (Gonzalez-Rey et al. 2012, 2014).
Oxidative status imbalance, along with increased detoxifying enzyme activity was also demonstrated
in the blue mussel (Mytilus spp.) exposed to DCF at concentrations in the pg/L range (Schmidt et al.
2011). These findings highlight the mechanistic interest of characterizing the potential effects of
pharmaceuticals on marine species. However, few studies have focused on determining the effects of

pharmaceuticals, according to their MoA, on wildlife species. .

In humans, the MoA of NSAIDs involves the inhibition of both cyclooxygenase (COX)-1 and (COX)-2
isozymes, which indirectly inhibit the synthesis of prostaglandins (PGs) involved in inflammation
processes. As mentioned earlier, studies have been carried out on the physiological effects of NSAIDs
on marine organisms. However, relatively little is known regarding their potential to alter the

eicosanoid metabolism of lower aquatic species and subsequent impacts on these organisms. Studies
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on zebrafish demonstrated a decrease in prostaglandin-E, (PGE,) levels in a dose-response
relationship in response to IBU exposure (20 to 500 pg/L) (Morthorst et al. 2013). Similar results were
obtained in the bluntnose minnow (Bhandari et al. 2011) and COX-1 and COX-2 expression levels
were significantly reduced by DCF exposure in rainbow trout from only 1 pg/L (Mehinto et al. 2010).
IBU exposure was also shown to reduce COX activity in freshwater mussels (Gagne et al. 2005).
Therefore, modulation of PG production in marine bivalvesfollowing exposure to NSAIDs, as
observed in fish, is worth questioning as the biosynthesis pathway of PG in molluscs is also thought

to be COX-dependent (Rowley et al. 2005).

Very few studies have measured PG concentrations in molluscs. Osada et al. (1989) detected PGF,,,
PGE, and PGD, in gill tissues of scallop (P. yessoensis) at levels ranging from 2 to 46 pg/kg wet
weight (ww). Chakraborty et al. (2014) reported levels of around 70 mg/kg for PGE, and 50 mg/kg for
PGF,, in the freshwater mussel Perna viridis. Moreover, there are some uncertainties regarding the
identification and quantification of PGs in molluscs since the techniques used so far (e.g. enzyme
immunoassay (EIA), radioimmunoassay (RIA), thin-layer chromatography (TLC), liquid
chromatography coupled with a diode array detector (DAD) or a fluorescence detector) do not have
high enough specificity to ensure accurate identification and quantification (Rowley et al. 2005).
There is a clear need for the development of quantification/identification methods using

confirmatory techniques such as mass spectrometry.

In the present study, our hypothesis was that - as in humans - exposure to the NSAID DCF would lead
to a decrease in PG levels in Mytilus galloprovincialis. To test this hypothesis, a specific and sensitive
analytical method using liquid chromatography tandem mass spectrometry was developed to
quantify DCF in marine mussel tissues, and clearly identify and quantify PG levels. An experiment was
conducted under controlled conditions to test the hypothesis of reduced PG levels after DCF
exposure. The experimental design consisted of one experiment whereby marine mussels were
exposed for 72 h to nominal concentrations of 1 and 100 pg/L DCF, with the lower tested

concentration being close to the maximum reported environmental concentration.

Material and methods

Chemicals

DCF (CAS 15307-79-6), diclofenac-d4 (DCF-d4, CAS 153466-65-0), prostaglandin E, (PGE,, CAS 363-24-
6), prostaglandin D, (PGD,, CAS 41598-07-6) and prostaglandin F,, (PGF,, CAS 551-11-1) were
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purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Prostaglandin E,-d4 (PGE,-d4, CAS 34210-10-1),
prostaglandin D,-d4 (PGD,-d4, CAS 211105-29-2) and prostaglandin F,,-d4 (PGF,.-d4, CAS 211105-40-
7) were purchased from Cayman Chemicals (Ann Harbor, Ml). All chemicals used in this study were
analytical grade (purity > 90%). Stock standard solutions of individual compounds were prepared at
1000 mg/L concentration in methanol for DCF and DCF-d4, and 100 mg/L in ethanol for native and
deutered PGs. All standard solutions were stored at -20°C. Ultrapure water was generated by a
Simplicity UV system from Millipore (Bedford, MA, USA) with a specific resistance of 18.2 MQ.cm at
259C. Pesticide analysis-grade solvents (ethanol, methanol) and LC/MS-grade solvents (water,
acetonitrile) were purchased from Carlo Erba (Val de Reuil, France). Formic acid (purity, 98%) was
obtained from Fisher Labosi (Elancourt, France). Dispersive Oasis HLB™ SPE cartridges (30 mg, 1 cc

and 200 mg, 6 cc) were obtained from Waters (Mildford, MA, USA).

Animals

Mytilus galloprovincialis mussels were obtained from Mediterranean Sea cultures (Bouzigues,
France) in May during the inter-spawning (non-reproductive) stage. Prior to the experiment, mussels
were sorted to ensure an uniform size distribution (shell length 6-8 cm) and cleaned. Only serpula or
barnacles were removed from the mussel shell and mussels were rinsed in a basin of seawater
before being randomly distributed in glass aquaria containing filtered seawater. Seawater (provided
by IFREMER Palavas, France) was pumped a few meters from the shoreline at around 4 m depthand
then decanted and filtered using sand filters. It was sterilized in a UV-disinfection unit and CO, was
removed in a degassing unit. Mussels were acclimatized for 1 week before the experiment. The
temperature was maintained at 18+2°C. Filtered (GF/F, Whatman) seawater was continuously
aerated and renewed daily. During the acclimatization and exposure periods, mussels were fed once
daily with Tetraselmis suecica (Greensea, Méze, France) at constant density (10 000 cells/mL), within

2 h before exposure in order to avoid sorption of DCF into the food.

Diclofenac exposure experiment

Four glass aquaria with 10 L of filtered seawater contained 16 mussels each. They corresponded to
control (C), solvent control (SC, ethanol) and the two nominal DCF concentrations, i.e. 1 ug/L and
100 pg/L. The exposure was set at 72 h and the four groups were processed at the same time. During
the acclimation and exposure periods, the seawater was renewed daily (static renewal) and the room
temperature was regulated at 18°C. Spiking DCF solutions prepared in ethanol were added daily to
the exposed aquaria after daily water renewal. Absolute ethanol was added in the solvent control

(SC) aquaria at the same quantity as in aquaria exposed to DCF, where ethanol was used as spiking
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solution solvent. Seawater was sampled (in duplicate) daily before and after this renewal so as to
qguantify the DCF concentration. pH, oxygen and temperature were checked every morning. At the
last day, the remaining mussels (note that there were a few deaths during the exposure period) were
collected for dissection (n=15 for controls, n=15 for solvent control, n=16 for 1 pg/L exposure and
n=14 for 100 ug/L exposure, which corresponds to 12% mortality, higher than the 10%
recommended by OECD guidelines). Digestive glands and gills were set aside and frozen at -80°C for
further metabolomics analysis (not within the scope of the present study). The remaining tissue
(corresponding to 80% of the whole organism dry weight) was frozen at -20°C until DCF and PGs

analysis.

Sample preparation

Seawater samples (10 mL for the low dose tank and 100 puL diluted in 10 mL ultrapure water for the
high dose tank) were spiked with DCF-d4 (1 pg/L). The samples were purified and pre-concentrated
using SPE HLB cartridges (200 mg). The cartridges were preconditioned with 5 mL methanol and 5 mL
milli-Q water. The cartridges were rinsed with 2x3 mL milli-Q water after loading the sample. The
cartridges were subsequently dried under vacuum for 15 min. Elution was performed using 2x5 mL
methanol. The extracts were dried using nitrogen (Turbo-Vap from Zymark-Hopkinton,
Massachusetts) and the residues were reconstituted in 200 pL acetonitrile/water (30:70; v:v) before
transfer to vials for injection.

Mussel samples were freeze-dried (Heto Power dry LL 3000, Thermo) and ground into powder. Then
50 mg of each sample were placed in a test tube for solid liquid extraction. The samples were spiked
with DCF-d4 and PG labelled standards at appropriate concentrations prior to extraction (2 mg/kg dw
for DCF-d4 and 500 ug/kg dw for the PG-d4 mix). Samples were extracted twice with 480 pL
acetonitrile and 20 pL formic acid using ultrasound (10 min each). After each extraction, samples
were centrifuged at 2000 g for 15 min at 4°C. Combined supernatants were collected in a glass tube
and evaporated to dryness under a nitrogen stream followed by reconstitution in 1 mL water and
200 pL methanol. An SPE cleaning step was carried out using SPE HLB cartridges (30 mg). The
cartridges were preconditioned using 2 mL of methanol and 2 mL of ultrapure water. After loading,
the cartridges were washed with 2x1 mL methanol/water (30:70; v:v). Elution was performed using
3 mL of methanol/water (80:20; v:v). The extracts were evaporated to dryness under a nitrogen
stream and the residue was reconstituted in 150 pL acetonitrile/water (20:80; v:v) before transfer to

vials for analysis.

LC-MS analysis
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Analyte separation was carried out using an HPLC system (Accela 1250 pump and degaser, Thermo
Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with a Hypersil Gold analytical column (100x2.1 mm; 1,9 um)
(Thermo Scientific). The LC mobile phases were acetonitrile (A) and water (B), both containing 0.1%
formic acid. Optimal separation was achieved using a 400 uL/min flow rate and the following
gradient: 1 min isocratic at 5%, then a linear gradient to 100% A at 12 min, 3 min isocratic at 100% A,
a linear gradient to 5% A at 17 min and finally 5 min isocratic at 5% A. The injection volume was
10 yL. An Exactive LC-MS (Thermo Fisher Scientific) system equipped with a heated electrospray
ionization probe (HESI) source operating in negative ion mode was used for the analysis. The HESI
parameters were as follows: 4 kV electrospray voltage; sheathgas, 55 arbitrary units; auxiliary gas,
10 arbitrary units. The heater in the source was set at 300°C and the heated capillary in the mass
spectrometer was operated at 275°C. The tube lens was set at -85 V, skimmer at -16 V, and capillary
voltage at -32.5 V. Full scan mode and “all ion fragmentation” MS/MS mode with a mass range of
m/z 150-600 at a mass resolving power of 50000 (FWHM, m/z 200) was used. 20 eV energy was
applied to the higher-energy collisional dissociation (HCD) cell. Each compound was identified
according to the: (1) retention time, (2) mass accuracy of deprotonated molecules (M-H)'<5 ppm in
full scan MS mode, and for PGs, (3) identification of at least one ion fragment at a mass accuracy <5
ppm in full scan MS/MS mode and a fulfilled ion ratio between the fragment ion and parent ion for
PGF,, or the fragment ion n°2 and fragment ion n°1 for PGE, and PGD, (due to the unspecific signal of
the parent ion for these two molecules, see section 3.1). The LC-MS/MS acquisition parameters used

for analyte measurement and LoD estimation are presented in Table 1.

Table 1: Retention time and estimated LOD in mussel tissues and seawater (LoD: limit of detection; RT:
retention time)

[M-HJ F:zrg‘mnoe;\t Fri'zimnoeznt RT (min) Lc()Egi/nk;izs:I()es LoD i?usge/i\)uater

DCF 294.009 - - 9.3 10 0.01
DCF-d4 298.035 - - 9.2 - -
PGF,, 353.233 309.210 - 6.7 20 -
PGE, 351.218 271.207 189.128 6.9 20 -
PGD, 351.218 271.207 189.128 7.1 20 -
PGF,a-d4 357.258 - - 6.7 - -
PGE,-d4 355.243 - - 6.9 - -
PGD,-d4 355.243 - - 7.1 - -
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Quantification and performance of the method

Due to the endogenous nature of PGs, for tissue samples, standard extracted calibration curves were
plotted in ultrapure water by adding a fixed amount of internal standard (2 mg/kg DCF-d4 and 500
pg/kg PGs-d4) and increasing quantities (6 levels) of the target analytes ranging from 0 mg/kg to
10 mg/kg for DCF and from 0 mg/kg to 2 mg/kg for PGs. For seawater samples, standard extracted
calibration curves were plotted in seawater by adding a fixed amount of internal standard DCF-d4
(1 pg/L) and increasing quantities (6 levels) of DCF (from 0 to 10 pg/L). Calibration curve samples
were extracted as already described (section 2.4).

The LoD for each analyte was conventionally determined as the concentration inducing a signal-to-
noise ratio of 3 in mussel extracts. Due to the endogenous nature of PGs, the repeatability in tissue
samples was calculated on the labelled PG signals detected in all of the analyzed samples (n = 60).
For seawater samples, the DCF repeatability was also calculated on the DCF-d4 signal detected in all
of the analyzed samples (n = 48). Absolute recoveries were calculated on the basis of labelled analyte
signals in mussels (and seawater samples) compared to the labelled analyte signals obtained for a
pure standard injected in the same conditions at the same concentration.

DCF concentrations in mussels were measured to evaluate its bioconcentration in the organisms. An
apparent bionconcentration factor (BCF,) was calculated as the ratio of the measured concentration

in the tissues and the measured concentration in seawater.

Statistical analysis

Descriptive statistics are given either as means and standard deviation for DCF or as medians and
ranges for PGs. Medians were preferably reported instead of means because PGE, and PGD, were
below the detection limit in several samples, resulting in a non-Gaussian distribution. Differences
between groups were evaluated using the Mann-Whitney U one-tailed test. The upper bound
approach was preferred: when an analyte was not detected (i.e. below the LoD), its value was
expressed as the LoD, when it was detected, its value was expressed as the quantified concentration.

The statistical analyses were performed using the xIstat software package (Addinsoft, Paris, France).

Results

Analytical performance

As described in the Material and methods section, specific fragment ions were investigated for PGs.

Whereas precursor ion signals for PGE, and PGD, were highly specific in water samples (Fig. 1, A-1),
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the same signals in tissue samples showed high interference (Fig. 1, B-1), which may hamper
accurate quantification of PGs and possibly lead to concentration overestimation. Specific fragment
ions obtained through HCD cell activation were highly specific, as demonstrated in Fig. 1 B-2 and B-3.
Linearity was found to be satisfactory, with R? values greater than 0.99 for all target analytes. The
relative standard deviation for deuterated analytes were lower than 20% for all analytes except
PGD,-d, (28%) (Table 2). Absolute recoveries were higher than 50% for all analytes, while the relative

recoveries were close to 100% (Table 2).
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Fig. 1 — Chromatograms of precursor and product ions obtained in HRMS and HRMS/MS mode for PGE, and
PGE,-d4 using 20 eV fragmentation energy in: A) a water calibration curve sample with a concentration
equivalent to 500 pg/kg dw, and B) a mussel extract for which PGE, was quantified at 114 pg/kg dw; 1)
precursor ion; 2) quantification ion; 3) identification ion; 4) precursor ion from the internal standard.

Table 2 - Linearity range, correlation coefficients, absolute and relative recoveries, and relative
standarddeviation of the HPLC-HRMS method.
. ) . Absolute Relative Relative
i Linearity Correlation
Matrix Analyte coefficient R2 | recovery recovery standard
range (%) (%) deviation (%)
DCF-d4 - - 68 - 19
DCF 0- 10,000 pg/kg >0.99 66 97 10
0-2000 k
PGF,y-d, he/kg >0.99 50 ; 16
. (for native)
Tissue

0 - 2000
PGE,.d, ug/ke >0.99 83 ; 19
(for native)

0-2000 pg/kg

PGD,-d 0.99 58 - 28
24 (for native) g
DCF-d4 - - 106 -
Sea water
DCF 0-10 pg/L >0.99 103 97

Measured diclofenac exposure concentrations in water and mussels (internal dose)

DCF concentrations were measured in water to control organism exposure in aquaria (Table 3).

Before DCF exposure, DCF was found to be lower than the LoD in all aquaria. During exposure,
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measured concentrations in water were close to the nominal concentrations for both exposures (less
than 10% deviation) with acceptable relative standard deviations. No difference in DCF
concentrations was observed between water sampled before and after the renewal.

In mussels, DCF concentrations were measured to check the organism exposure (Table 3). DCF was
detected in all exposed organisms, regardless of the exposure concentration, and quantified in
mussel tissues at mean concentrations of 0.026 mg/kg dw and 2.08 mg/kg dw for respective

exposures of 1 pg/L and 100 pg/L.

Table 3: Mean concentrations and standard deviations of DCF in water (ug/L) and mussels (mg/kg dw) for each
group: control (C), solvent control (SC), 1 pug/L and 100 pg/L after a 72h exposure period.

Group C SC 1 100
(number of mussels) (n=15) (n=15) (n=16) (n=14)
Concentration in mussels (mg/kg dw) <0.01 <0.01 0.026+ 0.013 2.08+0.25
Concentration in water (ug/L) <0.01 <0.01 0.95+ 0.07 96.0+4.4

Effects of diclofenac exposure on PG levels

PGF,, and PGE, were quantified at ug/kg levels for all exposures and corresponding control samples
(Table 4). PGF,, was the predominant prostanoid found in mussels before exposure (median
concentration (C; SC) = 268 ug/kg dw, n=30), followed by PGE, (median concentration (C;
SC) = 44 pg/kg dw, n=30) and finally PGD,, which was always found below the LoD (20 pg/kg dw).
PGF,, levels were not significantly affected by DCF exposure and ranged from 90 to 518 ug/kg dw,
with median concentrations ranging from 261 to 315 pg/kg dw in the different groups. A downward
trend in the PGE, concentration was observed between non-exposed mussels and those exposed to
1 pg/L DCF, but these findings were not statistically significant (median concentration (C; SC) =
44 ug/kg dw; median 1 pg/L= 32 pg/kg; p=0.13) (Table 4, Fig. 2), whereas this decrease was
confirmed and statistically significant for exposure to 100 pg/L (median concentration (C; SC) =
44 pg/kg dw; median 100 pg/L = <20 pg/kg; p=0.01). Moreover, whereas PGE, was higher than the
LoD in almost all control samples (21/30 samples), it was above the LoD in 11 of the 16 mussels

exposed to 1 ug/L DCF and in 4 of the 14 mussels exposed to 100 pg/L.

Table 4: Median concentrations (minimum—maximum) of PGE,, PGD, and PGF,, in mussel tissues (ug/kg dw).

Group C SC 1 100
(number of mussels) (n=15) (n=15) (n=16) (n=14)
PGF,,median 267 279 315 261
(min-max) (132-405) (141-518) (180-507) (90-464)
PGE,median 47 43 32 <20
(min-max) (<20-202) (<20-152) (<20-87) (<20-81)

66



Chapitre 2 : Effets du DCF sur la base de son mode d’action connu chez 'Homme

PGD,median <20 <20 <20 <20
(min-max) (<20-<20) (<20-<20) (<20-<20) (<20-<20)
— 200 . i
3 |

® max
é" *

.
g 150 ’—‘; Q3
c
9 di
"r'& - medalan
"E 100 . .
S Q1
c
8 50 o - . .
a - min
(U] o [ ] —e—
o
0 T
C sC 1 pg/L 100 pg/L

Fig. 2 — Box plots of the PGE, median concentration in control (C), solvent control (SC) and individuals exposed
to 1 and 100 pg/L DCF. The horizontal red line within the box indicates the median, boundaries of the box
indicate the 25™- and 75" percentile, and black circles indicate the highest and lowest resulting values.
Significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01 (Mann-Whitney U test, one-tailed test).

Discussion

Hazard assessments regarding marine species are based on different criteria, with the major ones
being bioconcentration and persistency. Pharmaceuticals are generally not persistent, but their
continuous release through wastewater outfalls leads to their pseudo-persistency. Little information
is currently available on pharmaceutical bioconcentrations in marine organisms. Ericson et al. (2010)
reported a BCF of 10 L/kg for mussels exposed for 8 days to 10000 ug/L DCF (log Kow = 4.5) and
Daniele et al. (2016) calculated BCF levels ranging from 4 to 13 L/kg for mussels regardless of the
exposure concentration, i.e. 0.05, 0.5 and 5 pg/L. The BCF, of diclofenac that we estimated in the
present study was in the same order of magnitude as that noted in previous studies (25 L/kg). Studies
on fish highlighted that DCF was highly metabolized in liver and transformed in several metabolites
(Kallio et al. 2010). DCF is also metabolized in mussel tissue, as reported in a recent study in which 13
DCF metabolites were identified. Three of them were phase | metabolites, including 4'-hydroxy-
diclofenac and 5-hydroxydiclofenac. The remaining 10 were phase Il metabolites, including sulfate
and amino acid conjugates (Bonnefille et al., 2017). Weak bioconcentration and metabolite
formation were also previously demonstrated in mussels for other pharmaceutical products (Boillot
et al., 2015). However, a low bioconcentration does not mean that the molecule has not reach the

biological targets before being metabolized and eliminated. Pharmaceuticals are indeed designed for
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this purpose: i) they reach their biological target, and ii) are excreted rapidly from the organism. The

metabolites highlighted evidence of DCF assimilation by mussels.

Prostaglandin levels measured in this study appeared to be up to 1000-fold lower than those
measured in the freshwater mussel Perna viridis using HPLC-DAD (Chakraborty et al. 2014). However,
mussel tissue components may cause PG measurement interference and noise. This was confirmed
in the present study, where the PG precursor ion was inadequate for accurate quantification due to
the high background noise, even though precursor ion signals detected via high resolution mass
spectrometry at 5 ppm accuracy are usually considered to be highly specific. It is thus possible that
analytical methods relying on less specific detectors such as DAD or fluorescence may be hampered
by the same interference issue and therefore may overestimate PG concentrations if the associated
sample preparation is not stringent. We were confident in the results obtained in the present study,
although lower than those obtained in previously reported studies, because of the use of: i)
deuterated analogous internal standards, ii) specific PG ion fragments monitored through high

resolution mass spectrometry, and iii) a fulfilled ion ratio between the two diagnostic ions.

Regarding PG modulation due to DCF exposure, mussels exposed for 72 h to 100 ug/L DCF showed a
significant decrease in PGE, levels, while a downward trend in the PGE, concentration was observed
between non-exposed mussels and those exposed to 1 pg/L DCF. This is the first time that a direct
link between NSAIDs and COX products has been established in mussels. Previous reports described
similar conclusions in fish. Bhandari and Venables (2011) studied IBU effects on prostanoid
production in the fish Pimephales promelas using LC-MS/MS. They demonstrated that exposure to
50 pg/L and 100 pg/L IBU resulted in a significant 30-80% reduction in PGE, levels in gills compared to
the basal level after 48 h. In the whole body of zebrafish, PGE, was found to be reduced from 40
ug/kg to 20 pg/kg after a 7 days exposure to 500 pg/L IBU, while no consistent effect was found on
other reproductive parameters (steroid hormone levels and egg production) (Morthorst et al. 2013).

PGF,, was not modulated by DCF in the present study (nor in the fish studies).

In conclusion, here we demonstrated that in mussel DCF had the same MoA as in humans, i.e.
reduction of PGE, levels. Whereas the tested DCF concentrations were above the median
concentrations of this molecule measured in the environment, it should be kept in mind that aquatic
populations are exposed to numerous pharmaceuticals, including several NSAIDs. Therefore, if they
do occur, additive effects may result in impaired prostanoid biosynthesis in aquatic organisms, even
if each pharmaceutical is present at low concentration. The role of PGs in invertebrates has not yet

been fully documented. PGE, was shown to be involved in Na transport regulation in gills of the
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freshwater mussel Ligumia subrostata (Saintsing et al. 1983) and in ion regulation in gill tissues of the
marine bivalve Modiolus demissus during hypoosmotic stress (Freas et al. 1980). Eicosanoids are
involved in the reproductive biology of molluscs. Moreover, serotonin regulates spawning and sexual
differentiation in the same organisms (Gibbons and Castagna, 1984). It has been demonstrated in
scallop that induction of spawning by serotonin injections is prevented by aspirin, suggesting that
PGs are involved in spawning in this species (Matsutani and Nomura, 1986). Furthermore, serotonin
effects are not blocked by NSAIDs in the presence of PGE,, suggesting that serotonin is positively
modulated by this PG (Matsutani and Nomura, 1987). Therefore, a decrease in PGE, following DCF
exposure may have an adverse outcome on mussel spawning. Moreover, given the possible crosstalk
between PGs and steroidogenic pathways, inhibition of PG synthesis could affect reproduction
parameters. Xenope exposure to DCF resulted in imbalances in sex steroid levels and ratios (Efosa et
al., 2017). Finally, DCF may act as an endocrine disrupting chemical with estrogenic modes of action
(vitellogenin induction), as demonstrated in mussels and tilapia (Gonzalez-Rey et al., 2014; Groner et
al., 2017). Given these different elements, more research is needed to fully understand the effects of
NSAIDs in bivalves. Non-targeted approaches such as “omics” can be valuable ways to gain further
insight into the phenomena involved. Metabolomics analysis can be conducted, for instance, as this
approach has made significant inroads in the environmental research community and has
considerable potential for characterizing the responses of aquatic organisms to natural and
anthropogenic stressors (Viant et al. 2007; Courant et al. 2014). Non-targeted metabolomics studies
could be carried out to highlight the main metabolic pathways which are disturbed after Mytilus spp.

exposure to NSAIDs, and also to obtain possible evidence of other potential undocumented effects.
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4  Conclusions et perspectives

L’étude que nous avons menée a permis de mettre en évidence que chez la moule, comme pour
le poisson, I’exposition au DCF entraine une modulation des PGs et plus particulierement de la PGE,.
Nous pouvons donc émettre I’hypothése que le DCF agit chez notre organisme d’étude selon le
méme MoA que celui renseigné chez I'Homme : via linhibition des cyclooxygénases. Deux
perspectives de recherche associées a ce travail peuvent étre envisagées : évaluer la modulation de
la synthése des PGs suite a une exposition a de plus faibles concentrations en DCF que celle réalisée
pour cette étude et, en paralléle, effectuer une mesure de I'activité des cyclooxygénases chez la
moule permettant de déterminer si, comme pour I’'Homme, le DCF inhibe les deux isoformes COX-1

et COX-2 des cyclooxygénases.

Les facteurs de bioconcentration déterminés pour chacune des concentrations d’exposition de
cette étude (21,7 — 27,4 L/kg) sont en accord avec ceux référencés pour les expositions de moules au
DCF dans la littérature (4 — 13 L /kg). Ceux-ci nous semblent toutefois faibles au regard du log K, du
DCF (4,5) (Avdeef et al., 1998). Nous avons donc émis I’hypothése que la faible bioconcentration du
DCF chez la moule pouvait étre due a sa métabolisation chez cet organisme. Les études s’intéressant
a la métabolisation du DCF chez les organismes aquatiques sont rares dans la littérature, nous avons
donc choisi d’étudier cette derniére chez la moule méditerranéenne afin de valider, ou non, notre

hypothése. Ce travail est présenté dans le Chapitre 3 de ce manuscrit.
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Question de recherche

Le DCF agit-il chezla
moule selonle méme
MoA que chez ’'Homme ?

La moule est-elle capable
de métaboliserle DCF?
En quels métabolites ?

Quels sontles effetsdu
DCF sur le métabolisme
delamoule?

Méthode d’analyse du
métabolome

Analyse ciblée

Analyse non-ciblée
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Fraction du métabolome
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Prostaglandines
PGD,, PGE,, PGF,,

Xéno-métabolome
Fraction polaire

Endo-métabolome
Fraction polaire

Résultats obtenus

PGD,:non détectée
PGF,: pas de modification
PGE,, : diminution
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1 Introduction

Le coefficient de partage octanol/eau (log K,.) du diclofénac, qui caractérise le caractére
hydrophile ou hydrophobe d’'une molécule, est de I'ordre de 4,5 (Avdeef et al 1998). Plus le log Ko,
d’'une molécule est élevé, plus cette molécule est susceptible de se bioaccumuler dans les

organismes, le log K,,, du DCF laisse donc penser qu’il est capable de se bioaccumuler.

Les données reportées dans la littérature portant sur la bioaccumulation du DCF dans les moules
(D. polymorpha et M. edulis trossulus) font état d’'un facteur de bioconcentration faible, compris
entre 4 et 13 L/kg, selon les concentrations d’exposition (Daniele et al., 2016b; Ericson et al., 2010).
Nous avons émis I'hypothese que cette faible bioaccumulation dans les moules pouvait étre due a la
capacité des moules a métaboliser ce composé. Le log K,,, du DCF a été déterminé a un pH de 3,
auquel le DCF est sous forme non-ionisable, et loin des conditions environnementales (Avdeef et al.,
1998). Pour prendre en compte l'ionisation du DCF, son coefficient de distribution log D,,, a été
évalué a des pH plus proches des conditions environnementales. Il a ainsi été déterminé que le
log Dy, du DCF a pH 7 était de l'ordre de 1,9 ; et de I'ordre de 1,31 a pH 7,4 (Avdeef et al., 1998;
Scheytt et al., 2005). Ces faibles log D, a des pH de I'ordre de ceux retrouvés dans I’'environnement

expliqueraient la faible bioaccumulation du DCF chez les organismes.

L’étude de la bibliographie effectuée a permis de mettre en évidence que les études portant sur la
métabolisation des AINS chez les organismes aquatiques sont rares. Parmi les études menées chez
les organismes aquatiques pour étudier la métabolisation du DCF, trois d’entre elles ont été réalisées
chez le poisson. Deux d’entre elles ont été réalisées suite a I'exposition de truites arc-en-ciel a des
concentrations et durées d’exposition différentes (Kallio et al., 2010; Lahti et al., 2011). Les résultats
de ces deux études ont permis aux auteurs de mettre en évidence la formation de 4’-hydroxy-
diclofénac (4’OH-DCF), 5-hydroxy-diclofénac (50H-DCF), leurs conjugués sulfate et glucuronide, ainsi
que la formation du conjugué acyl-glucuronide du 3-hydroxy-diclofénac. La troisieme étude a été
réalisée suite a I'exposition d’épinoches a différentes concentrations en DCF (0,05 ; 0,45 et 4,1 ug/L)
durant 6 mois. A l'issu de cette exposition, seule la formation de 4'0OH-DCF a pu étre mise en
évidence par les auteurs (Daniele et al., 2016a). A notre connaissance, une seule étude de
métabolisation du DCF a été réalisée chez la moule. Cette étude a été menée suite a I'exposition de
moules zébrées (D. polymorpha) a 0,05 ; 0,5 et 5 ug/L de DCF durant 3 et 6 mois. Seul un produit de
transformation du DCF, I'oxindole (ou 2-indolone), a pu étre détecté dans les tissus de moules
exposées a 0,5 et 5 pg/L durant 3 mois (Daniele et al., 2016b). La non-détection d’autres métabolites

du DCF dans le cadre de cette étude peut résulter de i) de I'application d’une approche ciblée sur la
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base des métabolites connus du DCF chez 'Homme pour lesquels des standards analytiques sont
disponibles, ne permettant pas la mise en évidence d’autres métabolites potentiels ou ii) d'une trop
faible concentration d’exposition ne permettant pas la détection ni la quantification des métabolites
connus du DCF potentiellement minoritaires. L'utilisation d’une approche ciblée sur la base des
connaissances référencées dans la littérature pour les métabolites d’'un xénobiotique n’est pas
forcément pertinente pour I'étude de cette métabolisation chez des organismes non-cibles
possédant une physiologie et un métabolisme différents de ceux chez qui ces études sont
classiquement conduites dans la littérature (Homme, rat, souris, ...). La premiére hypothése proposée
pour expliquer la non-détection d’autres métabolites du DCF chez la moule nous semble plus
vraisemblable. En effet, bien que les études de métabolisation des PP soient rares, deux études de
métabolisation menées ont permis la mise en évidence de la production de métabolites hydroxylés
et de déméthylation pour deux PP, la carbamazépine et la venlafaxine (Boillot et al., 2015; Martinez
Bueno et al., 2013 ; Elena Gomez, communication personnelle).Toutefois, aucune autre étude
n’étant référencée dans la littérature concernant la métabolisation du DCF chez la moule, la
réalisation d’une premiere étude exploratoire menée suite a une exposition a forte concentration
semblerait étre une premiere étape nécessaire avant d’évaluer la métabolisation de ce PP lors
d’expositions a concentrations plus faibles, de I'ordre de celles retrouvées dans I’environnement, et
ainsi répondre a la premiere hypothése émise. Par ailleurs, le nombre de publication limité portant
sur la métabolisation des PP chez la moule ne nous permet pas d’émettre d’hypothése quant aux
métabolites du DCF qui pourraient étre formés chez cet organisme. Pour lever le verrou associé a la
seconde hypothese proposée, nous proposons d’évaluer le métabolisme du DCF chez la moule
méditerranéenne par approche non-ciblée. Ainsi, I'étude du xéno-métabolome permettrait de
mettre en évidence le DCF et ses métabolites dans les moules exposées a une forte concentration en
DCF, et ce sans hypothése a priori. L'utilisation d’une telle approche est susceptible de permettre
I'identification de métabolites du DCF déja renseignés dans la littérature chez d’autres organismes,
mais également des métabolites qui, pour ce PP, n’auraient jamais été décrits. Pour mener a bien
cette étude, des moules méditerranéennes ont été délibérément exposées a une forte concentration
en DCF, selon le design expérimental présenté ci-dessous. Une fois les échantillons de tissus de
moules analysés, une stratégie de recherche, telle que décrite ci-dessous, a été appliquée dans le but

de mettre en évidence les signaux du DCF et ceux de ses métabolites.
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2  Développement d’'une méthode d’analyse pour I'étude du xéno-métabolome

2.1 Optimisation de la préparation d’échantillons

L’optimisation de la préparation des échantillons a été effectuée sur la base d’une méthode
d’extraction préalablement développée au sein du laboratoire en vue de quantifier le DCF. Cette
méthode a été optimisée dans le but d’obtenir de bons rendements d’extraction pour trois
métabolites du DCF : le 4’0OH-DCF, le 50H-DCF et le diclofénac acyl-B-D-glucuronide. La préparation
d’échantillon initiale correspond a I'extraction du DCF et ses métabolites par une extraction solide

liquide suivie d’'une étape de concentration et purification de I’échantillon par SPE.

Le protocole suivant est ainsi appliqué : le DCF et ses métabolites sont extraits de 50 mg de tissus
restants lyophilisés et broyés avec 480 pL d’acétonitrile (ACN) et 20 plL d’acide formique (AF). Les
échantillons préalablement vortexés sont passés aux ultra-sons durant 10 minutes avant d’étre
centrifugé 15 minutes a 2000g (4°C). Le surnageant est prélevé et I'extraction est répétée.
L’ensemble des surnageants est alors évaporé a sec sous azote puis repris dans 200 pL de méthanol
(MeOH) et 1000 pL d’eau milli-Q (EMQ) avant d’étre concentrés et purifiés sur cartouche SPE 30 mg
conditionnées avec 2 mL de MeOH puis 2 mL d’EMQ avant percolation de I'échantillon. Les
cartouches ont été rincées deux fois avec 2 mL d’'un mélange MeOH/EMQ (30:70 ; v:v) puis séchées
durant 15 minutes. L’élution a été réalisée avec 3 mL d’un mélange MeOH/EMQ (80:20 ; v:v). Les
éluats ont été évaporés a sec sous azote puis repris dans 150 pL de phase mobile (ACN/H,0 LC-MS ;
20:80 ; v:v). Les échantillons ont ensuite été filtrés sur filtre 0.2 um (Minisart SRP 4, Sartorius). En
raison des bonnes performances de ce protocole pour I'extraction des trois métabolites du DCF

(Tableau 4), celui-ci a été validé pour I'analyse ciblée des ces composés.

Tableau 4 - Fidélité, rendements absolus et rendements relatifs de la méthode d’extraction du DCF et de ses métabolites

, . Fidélité Rendement brut Rendement relatif
Métabolite S
(CV de la répétabilité) (%) (£ CV) (%) (£ CV) (%)
DCF 10 66+ 8 97+6
4’0OH-DCF 13 72+9 106+ 6
50H-DCF 9 71+6 104 +9
Diclofénac acyl-B-D-
. 10 69 +10 105+11
glucuronide

L'optimisation de I'extraction des métabolites du DCF pour I'analyse non-ciblée a été effectuée
dans I'idée de retenir le plus grand nombre possible de métabolites du DCF. Pour cela, le protocole
développé pour I'analyse ciblée des métabolites du DCF a été adapté : la phase de rincage de la
cartouche a été modifiée et effectuée avec 2 mL d’un mélange méthanol/eau (5:95 ; v:v) dans le but
de s’affranchir de quelques impuretés mais également retenir au mieux les métabolites susceptibles

d’étre élués lors du rincage avec un mélange de solvant présentant une plus grande quantité de
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méthanol. Le second parametre du protocole de préparation d’échantillon ayant été modifié pour
I'analyse des métabolites du DCF par approche non-ciblée est le volume de reprise qui a été fixé a

400 pL de phase mobile (ACN/H,0 LC-MS ; 20:80 ; v:v).

2.2 Analyse LC-HRMS

Une méthode sensible et spécifique basée sur un couplage LC-HRMS, avec une séparation
chromatographique en phase inverse, a été développée en vue de quantifier I'accumulation du DCF
chez notre organisme modeéle. Une seconde méthode analytique basée sur le principe d’analyse non-
ciblée a été développée dans le but de déterminer les produits de transformation du DCF formés par

la moule.

Le gradient d’élution a été optimisé dans le but de pouvoir séparer les deux métabolites
hydroxylés du DCF, les 4'OH-DCF et 50H-DCF. Le gradient d’élution ainsi déterminé comme optimal
avec en phase mobile (A) un mélange eau et acide formique (0,1 %) et en phase mobile (B) un
mélange acétonitrile et acide formique (0,1 %), a un débit de 200 uL/min, est le suivant (A:B, v:v) :
5:95 a 0 minutes, 14:86 a 3 minutes, 34:66 a 14 minutes, 45:55 a 18 minutes et 95:5 de 20 a 25

minutes.

L'optimisation des paramétres HRMS correspond a un compromis entre les parametres
déterminés pour chacun des standards analytiques (n=3) de métabolites du DCF infusés. Les
parametres moyens choisis sont présentés dans le Tableau 5. La « faible » température de source est

associée a la non-détection du conjugué glucuronide a des températures plus élevées.

Tableau 5 — Paramétres HRMS optimum pour le DCF et ses métabolites, et parameétres moyens choisis pour les analyses

. Parametres d’optimisation moyens
Parametre

ESI + ESI -

Gaz de désolvatation (unité arbitraire) 50 50
Gaz de nébulisation (unité arbitraire) 10 10
Tension du capillaire (|kV]) 4,5 -3
Température du capillaire (°C) 275 275
Tension du céne (V) 40 -60
Tension de la ligne de transfert (V) 95 -110
Tension du skimmer (V) 22 -16
Température de la source (°C) 150 150
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La seule différence entre les analysés ciblées et les analyses non-ciblée des métabolites du DCF
est le mode d’ionisation. Pour le premier type d’analyse, seule le mode ESI négatif a été appliquée,
alors que pour la recherche des métabolites par analyse non-ciblée, les deux modes d’ionisation ont
été appliqués. Par ailleurs, l'identification du diclofénac acyl-B-D-glucuronide étant incertaine en
raison de la présence de plusieurs pics chromatographiques (Figure 13), ce métabolite n’a pas été

étudié dans la suite de ce travail.
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Figure 13 — Chromatogramme d’ion extrait du standard du diclofénac acyl-B-D-glucuronide (ESI négatif)

3  Application : analyse du xéno-métabolome de moules exposées au DCF par approche non-
ciblée
3.1 Design expérimental
Le design expérimental que nous avons appliqué a I'exposition de moules au DCF en conditions
controlées a été réalisé dans le but de renseigner des métabolites qui pourraient étre produits chez
la moule en limitant les risque de non-détection. Pour cela, une exposition a de fortes concentrations

a été menée selon les modalités détaillées ci-apres.

Les moules (M. galloprovincialis), fournies par un conchyliculteur de Bouzigues (34, France), ont
été nettoyées et mesurées a leur arrivée au laboratoire afin de créer des groupes de moules
homogénes en taille (6 — 8 cm). Quatre groupes d’aquariums (6 aquariums/groupe ; 2 L d’eau/3
moules/aquarium) ont ensuite été constitués : un groupe contrdle (C) et contréle solvant (le véhicule
pour le DCF étant I’éthanol, SC), un groupe exposé a 100 ug/L et un groupe exposé a 600 ug/L de
DCF. Aprés une période d’acclimatation de 7 jours, chaque groupe a été exposé durant 7 jours puis

disséqué. La glande digestive, les branchies et le tissu restant ont été prélevés et stockés (-80°C).
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3.2 Méthodologie de recherche des métabolites en analyse non-ciblée
La recherche des métabolites du DCF a été réalisée dans les tissus restants des moules exposées a
600 pg/L de DCF. La méthode d’extraction appliquée pour I'extraction de ces métabolites est décrite

dans le paragraphe 2.1 de ce chapitre.

La stratégie de recherche non-ciblée des métabolites du DCF, inspirée de la métabolomique, a été
appliquée dans le but de générer des empreintes métaboliques pour chacun des deux groupes
d’exposition. La comparaison des empreintes métaboliques obtenues avait pour but de mettre en
évidence des signaux présents dans les moules exposées et absents des moules non exposées au
DCF, donc susceptibles de correspondre au DCF ou a ses produits de métabolisation. L'identification
des métabolites s’est appuyée sur différents parametres. Le premier paramétre étudié était la
présence d’un massif correspondant a un composé dichloré : 'abondance naturelle des isotopes du

3¢l, *’Cl) est détectable en spectrométrie de masse et entraine I'observation d’un massif

chlore (
isotopique spécifique marquant la présence d’un ou plusieurs chlores dans une structure chimique.
Lorsqu’un composé est monochloré, les deux pics majeurs de son massif isotopique présentent un
ratio 3:1 en hauteur de pics relative, correspondant a I'abondance naturelle du **Cl (75,7 %) et du *’Cl
(24,22 %). Sur la méme base, un composé dichloré présentera trois pics majoritaires présentant des
différences de masse de 2 unités et un rapport de hauteur de pics relative 9:6:1. Le DCF présente
donc, en spectrométrie de masse, un massif isotopique avec trois pics majoritaires M (deux *Cl),
M+2 (un **Cl et un *'Cl) et M+4 (deux *’Cl) avec des abondances relatives de 9, 6 et 1, respectivement
(Figure 14). Les métabolites du DCF possédant un ou deux chlores sont donc supposés présenter des
spectres de masses caractéristiques de la présence de ce(s) chlore(s) dans leur structure. Dans un
second temps, la masse du métabolite potentiel a été comparée a celle du DCF en vue de mettre en
évidence une différence de masse propre a un métabolite déja renseigné dans la littérature pour le
DCF ou a une modification structurelle renseignée pour d’autres xénobiotiques. Le temps de
rétention du métabolite potentiel a également été comparé a celui du DCF : la métabolisation ayant
pour but de rendre un composé plus polaire et I'analyse chromatographique étant réalisée en phase
inverse, le métabolite potentiel était supposé présenter un temps de rétention plus court que celui
du DCF. Une étape de fragmentation a été effectuée et I'étude des fragments obtenus a permis de
proposer une structure aux métabolites potentiels les plus abondants. Enfin, une étape de
confirmation des identités putatives des métabolites a été réalisée pour ceux pour lesquels un

standard analytique était disponible.
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Figure 14 — Massif isotopique théorique du DCF, composé dichloré présentant un rapport 9/6/1 entre les masses

M/M+2/M+4 (en vert, de gauche a droite)

Les résultats de cette étude sont présentés dans I'article Metabolic profiling identification of

metabolites formed in Mediterranean mussels (Mytilus galloprovincialis) after diclofenac exposure

publié en 2017 dans la revue Science of the Total Environment.
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Abstract

Despite the growing concern on the presence of pharmaceutically active compounds in the
environment, few studies have been conducted on their metabolism in marine organisms. In this
study, a non-targeted strategy based on the generation of chemical profiles generated by liquid
chromatography combined with high resolution mass spectrometry was used to highlight metabolite
production by the Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis) after diclofenac exposure. This
method allowed revealing the production of 13 metabolites in mussel tissues. Three of them were
phase | metabolites, including 4’-hydroxy-diclofenac and 5-hydroxydiclofenac. The remaining 10 were
phase Il metabolites, including sulfate and amino acids conjugates. Among all of the metabolites

highlighted, 5 were reported for the first time in an aquatic organism exposed to diclofenac.

Keywords: NSAID, metabolism, LC-HRMS, non-targeted strategy, aquatic organism
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1 Introduction

Pharmaceutically active compounds (PhACs) in aquatic environments have become major
contaminants of interest over the last decade (Boxall et al., 2012; Fent et al., 2006). Their presence is
due mostly to their limited removal rate in wastewater treatment plant effluents, which are
considered as the main source of PhACs (Santos et al., 2010). A very small number of them have just
been added to the first European Union Water Framework Directive watch list (Directive
2008/105/EC, European Commission, 2015). Diclofenac (DCF) was included on the list with the aim of

gathering the first monitoring data.

Marine waters, like surface waters, are concerned by PhAC inputs because of the high population
growth rates in coastal areas and the development of sea outfall wastewater treatment plants (Fenet
et al., 2014). The extent of coastal PhAC contamination has been studied much less than in
continental waters, under the pretext that dilution rates are high in such environments (Maruya et
al., 2012). However, lagoons—which are transition zones between continental and marine waters—
do not benefit from this dilution and are known to be nursery grounds for early marine fish life
stages and a habitat for aquatic shellfish species such as mussels. Relatively few studies have focused
on the potential impact of pharmaceuticals and their bioconcentration in organisms inhabiting
coastal environments (Huerta et al., 2012). Recent studies have nevertheless been published on the
occurrence and bioconcentration of drug residues in seawater and marine organisms, thus raising
guestions on associated environmental risks (Alvarez et al., 2014; Arpin-Pont et al., 2016; Moreno-
Gonzdlez et al., 2016). Among PhACs found in seawater, DCF concentrations have been reported

from few ng/L to approximately 1 ug/L (Gaw et al., 2014).

PhAC exposure may lead to bioconcentration in non-target organisms, particularly mussels because
of their limited mobility and filter feeding behavior. Once bioconcentrated, pharmaceuticals can be
metabolized by organisms. Recent studies demonstrated that mussels exposed to DCF had a
bioconcentration factor (BCF) ranging from 4 to 13, depending on the exposure concentration
(Daniele et al., 2016b; Ericson et al., 2010). These results implied a low bioconcentration in mussel

tissues, thus raising the question of possible DCF metabolization.

To our knowledge, only a few studies have investigated DCF metabolism in aquatic organisms. Two of
them were conducted in bile of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Kallio et al., 2010; Lahti et al.,
2011). The first study (Kallio et al., 2010) was conducted after intraperitoneal exposure to 0.25 mg
DCF/100 g fish biomass and the bile samples were collected at 2 days post-injection. The second
study (Lahti et al., 2011) was carried out after 10 days of exposure to different DCF concentrations,

i.e. an environmental (1-2 pg/L) and a higher (25-50 pg/L) concentration. The results of both studies
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highlighted the presence of DCF and some of its main metabolites, i.e. 4’-hydroxy-diclofenac and 5-
hydroxy-diclofenac, as well as their sulfate and glucuronide conjugates. In both studies, the acyl
glucuronide of 3'-hydroxy-diclofenac was also detected. In a third study, DCF metabolite formation
was studied in three-spined sticklebacks (Gasterosteus aculeatus). The fish were exposed for 6
months to various environmental DCF concentrations (0.05; 0.45 and 4.1 ug/L). Only 4'-hydroxy-
diclofenac was detected in fish exposed to the highest concentration (Daniele et al., 2016a). Finally, a
last study was conducted on zebra mussels, which to our knowledge is the only study that has been
performed on bivalves (Daniele et al.,, 2016b). Mussels were exposed to three different DCF
concentrations (0.05; 0.5 and 5 pg/L) for two different durations, i.e. 3 and 6 months. Only 2-
indolone, a DCF transformation product, was detected in mussel tissues. Note that these four studies
were conducted on the basis of a targeted analysis, i.e. a search for already known transformation
products, thus limiting the possibility of finding unacknowledged metabolites in organisms such as

mussels for which information on PhAC metabolism is limited.

The use of a non-targeted approach, based on the generation of profiles of chemicals detected in
organisms exposed and unexposed to a xenobiotic could be a good strategy for studying PhAC
metabolism in such organisms. A semi-quantitative mass spectrometry approach based on the
comparison of signal intensities detected in both groups of organisms could highlight differential
signals corresponding to the administered xenobiotic and its metabolites. This kind of comprehensive
approach for characterizing PhAC metabolites has been convincingly applied for drug metabolite
detection in rat biological fluids (Plumb et al, 2003). However, it is not yet well applied in
ecotoxicology even though it is proven powerful in toxicology (Werner et al., 2008). For example,
Southam et al. (2011) demonstrated by such an approach that the main route of fenitrothion
(organophosphorus pesticide) degradation in roaches (Rutilus rutilus) was O-demethylation based on
a metabolomic study performed using Fourier Transform mass spectrometry. This kind of approach
could thus be suitable for studying PhACs metabolism in non-target organisms for which data is

scarce.

In this context, while very little information is available on the DCF biotransformation in non-target
organisms, the goal of the present study was to investigate the potential of such a non-targeted
approach for identifying DCF metabolites produced in mussels after exposure. To increase the
probability of metabolite detection, mussels were exposed to two DCF concentrations that were
higher than those usually found in marine waters. Analyses were performed with liquid
chromatography (LC) combined with high resolution mass spectrometry (HRMS). This approach

allowed us to putatively identify 13 DCF metabolites in mussel tissues, two of which have yet to be
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assigned. This is the first time that as many DCF metabolites were reported in an aquatic organism.
After metabolite identification, those for which an analytical standard was available were quantified

in both tissues and seawater for the two exposure concentrations.

2 Material and Methods

2.1 Chemicals

DCF (298%) and diclofenac-d4 (DCF-d4, > 98%)were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany). 4'-hydroxy-diclofenac (4'OHDCF, > 97%) and 5-hydroxy-diclofenac (50H-DCF, 98% * 2%)
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Stock standard solutions of
individual compounds were prepared at 1000 mg/L concentration in methanol for DCF, DCF-d4,
4'0OH-DCF and 50H-DCF. Subsequent stock standard dilutions were prepared with methanol. All

standard solutions were stored at -20 °C.

Ultrapure water was generated by a Simplicity UV system from Millipore (Bedford, MA, USA) with a
specific resistance of 18.2 MQcm at 25 °C. Pesticide analytical-grade solvents (methanol) and LC/MS
grade solvents (water, acetonitrile) were from Carlo Erba (Val de Reuil, France). Formic acid (98%)
was obtained from Fisher Labosi (Elancourt, France). Dispersive Oasis HLB™ SPE cartridges (30 mg, 1
cm3 and 200 mg, 6 cm3) were obtained from Waters (Mildford, MA, USA). 30 mg cartridges were
used for sample preparation of tissue while the 200 mg cartridges were used for seawater sample

preparation.

2.2  Animals and experimental design

Mytilus galloprovincialis mussels were purchased in November from Mediterranean mussel suppliers
(Bouzigues, France) and immediately transported to the laboratory (<1 h). After they were cleaned,
the mussels were acclimatized in aerated (9 mg/L) filtered (GF/F, Whatman) natural seawater
(salinity of 55 g/L, pH=7.8) for 7 days before the experiment. During the acclimation and exposure
periods, the seawater was renewed every day (static renewal), the room temperature was regulated
at 18 °C, and the mussels were fed Tetraselmis suecica (Greensea, Méze, France) at constant density
(10,000 cells/mL). 72 mussels (shell length 6—8 cm) were randomly distributed in 24 glass aquaria at a
density of 3 mussels per liter. Four groups were constituted: control (C), solvent control (SC, absolute
ethanol) and two groups exposed at nominal concentrations of around 100 and 600 pg/L of DCF,
respectively. Each group consisted of 6 replicates, i.e. 6 aquaria of 3 mussels each. During the
exposure period, the DCF concentrations were reestablished after daily water renewal. Seawater was
sampled every day to quantify DCF and its hydroxylated metabolites. After 7 days of exposure, no

mussel mortality was observed in each group. All mussels were dissected: gills and digestive glands
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(not within the scope of this study) were frozen at —80 °C for further analysis, and the remaining soft

tissues were frozen at -80 °C before freeze drying (Heto Power dry LL 3000, Thermo) and analysis.

2.3 Sample analysis

2.3.1 Non-targeted analysis of DCF and its metabolites

2.3.1.1 Tissue sample preparation

50 mg dry weight (1 mg) of tissue samples were extracted twice with 480 pL acetonitrile and 20 pL
formic acid using ultrasound (10 min each). After each extraction, samples were centrifuged (2000 g,
15 min, 4 °C). Combined supernatants were collected in a glass tube, evaporated to dryness under a
nitrogen stream, and reconstituted in 1 mL of water and 200 pL of methanol. A cleaning step was
carried out using 30 mg SPE Oasis HLB preconditioned with 2 mL of methanol and 2 mL of ultrapure
water. After loading, the cartridges were washed with 2 x 1 mL methanol/water (5/95; v/v). Elution
was performed using 3 x 1 mL of methanol/water (80/20; v/v). The extracts were evaporated to
dryness under a nitrogen stream and reconstituted in 400 puL acetonitrile/water (20/80; v/v) and

filtered directly into an analysis vial using a 0.20 um PTFE syringe filter (Minisart SRP 4, Sartorius).

2.3.1.2 LC-MS analysis

For LC separation, a reverse phase PFPP analytical column (100 mm x 2.1 mm; 3 um particle size)
(Sigma Aldrich) was used. The LC mobile phases were acetonitrile (A) and water (B), both containing
0.1% formic acid. Optimal separation was achieved using a 200 puL/min flow rate and the following
gradient (A:B, v/v): 5:95 at 0 min, 14:86 at 3 min, 34:66 at 14 min, 45:55 at 18 min, and 95:5 from20
min to 25min. The injection volume was 5 pL using full loop injection. An Exactive LC-HRMS (Thermo
Fischer Scientific) equipped with a heated electrospray ionization probe (HESI) source was used for
analysis. The HESI parameters in positive/negative mode were as follows: sheath gas, 55 arbitrary
units (AU); auxiliary gas, 10 AU; capillary temperature, 275 °C; heater temperature 150 °C and
electrospray voltage was set at 4.5/-3 kV. The tube lens was set at 95/-110 V, skimmer at 22/-16 V
and capillary voltage at 40/-60 V. Full scan mode with a mass range of m/z 100-800 at a mass
resolving power of 50,000 (FWHM, m/z 200) was used in both ionization modes. Moreover, an “all
ion fragmentation” MS/MS mode with a mass range of m/z 50—-800 at a mass resolving power of
50,000 (FWHM, m/z 200) was used: 10 eV energy was applied to the high energy collision

dissociation (HCD) cell.

2.3.1.3 Data processing and DCF metabolite identification strategy
Chemical profiles from 4 SC samples and 4 exposed samples at 600 ug/L of DCF were generated by
LC-HRMS. The analysis gave us *.raw data which were converted into a more exchangeable format

(from *.raw to *.mzxml) with the free software MS Convert (ProteoWizard 3.0, (Chambers et al.,
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2012)). The data were processed without any a priori using the open-source XCMS data processing
software (Smith et al., 2006), which integrated each chromatographic peak in each sample analyzed.
Every step processed by the XCMS software has been previously described by Courant et al. (2009).
XCMS parameters were adapted to acquire relevant information: the m/z interval for peak picking
was set at 0.01, the signal to noise ratio threshold was set at 3, the group band-width was set at 8,
and the minimum fraction was set at 0.6. After data processing, peaks were sorted to generate a
two-dimensional data table in which rows represented the different ions and columns reported

characteristics associated with the detected ions (Courant et al., 2014).

This table allowed us to compare the two groups of samples and determine the presence/absence of
the peaks in the SC and exposed samples: only signals present in the exposed samples and missing in
the SC samples were considered as likely to correspond to DCF metabolites. The fold change was
calculated as the ratio of the mean signal intensity in exposed samples versus the mean signal
intensity in the control samples. The higher the fold change, the higher the probability that the signal
observed was associated with a metabolite appearing in exposed mussels. Only signals with a fold
change of higher than 10 in negative or positive ionization mode were kept and further processed to
elucidate the structures associated with the signals. Moreover, extracted ion chromatograms (EIC)
were checked for all potential signals associated with metabolites so as to confirm the absence of
any signal in the controls. Elemental compositions of unknown metabolites were generated by
ThermoXcalibur Qual Browser (Xcalibur 3.0, Thermo Fisher Scientific Inc.), and those with the best

fits, along with C, H, N, O and Cl compositions that could be related to DCF, are reported in this study.

2.3.2 Targeted extraction of DCF and its hydroxylated metabolites 4’OH-DCF and 50H-DCF
2.3.2.1 Sample preparation

50 mg dry weight (¥1mg) of tissue samples were spiked with DCF-d4 (2 mg/kg). Solid/liquid
extraction was conducted using the same protocol as that of non-targeted extraction, except for the
washing step which was performed with 2 x ImL methanol/water (30/70; v/v). The extracts were
evaporated to dryness under a nitrogen stream and reconstituted in 150 uL acetonitrile/water

(20/80; v/v) before analysis. Histologically identified mature mussels were analyzed (n=51).

Seawater samples (400 plL) were spiked with DCF-d4 (100 pg/L) and diluted with milli-Qwater to
reach 5mL final volume. Samples were purified and pre-concentrated using 200 mg SPE Oasis HLB
cartridges preconditioned with 5 mL of methanol and 5 mL of ultrapure water. After loading, the
cartridge were washed with 2 x 3 mL methanol/ water (30/70; v/v) and 1 mL methanol/water (30/70;
v/v). Elution was performed using 2 x 5 mL of methanol. The extracts were dried under a nitrogen

stream and reconstituted in 200 uL acetonitrile/ water (30/70; v/v) before analysis.
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2.3.2.2 LC-MS analysis

The above described LC-MS method (§2.3.1.2) was used for water and tissue analysis. Targeted
analysis was only performed in negative electrospray ionization mode. Each compound
was identified on the basis of the: (1) retention time, (2) mass accuracy of deprotonated molecule
[M-H]< 5 ppm in full scan MS mode compared to values obtained for the analytical standard in the

same analytical conditions (Table 1).

Table 1 — Retention time and estimated LOD in mussel tissues and seawater (LOD: limit of detection; RT: retention time)

, Retention time LOD in tissues LOD in seawater
Analyte [M] [M-H] (min) (ng/kg dw) (ne/L)
D‘C('g(f;’)‘ac 295.0167 |294.0094 21.55 1 0.1
D‘C('g(f;r_‘;‘z;d“ 299.0418 | 298.0345 2155 1 0.1
4"hy?£?gn'_(g2§)fe”ac 311.0116 |310.0043 19.91 1 0.1
5'th(r5°g\l_/|'_‘gZ'|‘E’)fe”ac 311.0116 |310.0043 19.61 4 1

2.3.2.3 Quantification of DCF and its hydroxylated metabolites

Tissue calibration curves were established in blank mussel tissues by adding a fixed amount of DCF-
d4 internal standard and increasing quantities of the target analytes from 0 to 10,000 pg/kg dw for
DCF, from 0 to 500 pg/kg dw for 4’OH-DCF, and from O to 100 pg/kg dw for 50H-DCF before

extraction.

Seawater calibration curves were established by adding a fixed amount of DCF-d4 internal standard
and increasing quantities of the target analytes from 0 pg/L to 600 pg/L for DCF, from0O pg/L to
50 pg/L for 4' OH-DCF and for 50H-DCF in blank seawater.

DCF concentrations in differentiated mussels were measured to evaluate its bioconcentration in the
organisms. An apparent bionconcentration factor (BCF,) was calculated as the ratio of the measured

concentration in the tissues and the measured concentration in seawater.

2.3.2.4 Performance of the method

Analyte limits of detection were conventionally determined as the concentration inducing a signal to
noise ratio of 3 in samples. The repeatability was calculated on the basis of 4 samples spiked with
200 pg/kg dw of each standard for tissues and with 200 pg/L of each standard for seawater. Absolute
recoveries were calculated on the basis of analyte signals in samples spiked before extraction
compared to analyte signals obtained for samples spiked after extraction. Relative recoveries were

calculated as the ratio of the absolute recovery of each target compound to that of DCF-d4.
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2.3.2.5 Statistical analysis

Descriptive statistics are given either as means and standard deviation for DCF, 4'OH-DCF and 50H-
DCF. Nonparametric statistical tests were performed since no hypotheses concerning the normal
distribution of the 4'0OH and 50H-DCF concentrations in tissue samples were put forward. Differences
between groups were evaluated using the one-tailed Mann-Whitney U test. The upper bound
approach was preferred: when an analyte was not detected (i.e. below the LOD), its value was

expressed as the LOD.

3 Results

3.1 Analytical performances

Linearity was found to be satisfactory, with R2 values better than 0.99 for all target analytes in tissue
and better than 0.97 in seawater samples. The average repeatabilities for DCF-d4, DCF, 4'OH-DCF,
and 50H-DCFwere around 11% and never exceeded 21% (Table 2). Absolute recovery ranges were

higher than 66% for DCF-d4, DCF, 4'0OH-DCF, and 50H-DCF (Table 2).

Table 2 — Linearity range, correlation coefficients, absolute and relative recoveries, and average repeatability of the HPLC-
HRMS method

Correlation Absolute Relative Average
Matrix Analyte Linearity range coefficient R? recovery (xSD) | recovery (+SD) repeatability
(%) (%) (%)
DCF-d4 - - 68 (+ 8) - 5
Tissues DCF 0-10,000 pg/kg >0.99 66 (+ 8) 97 (£ 6) 10
4’OH-DCF 0-500 pg/kg >0.99 72 (+9) 106 (+ 6) 13
50H-DCF 0-100 pg/kg >0.98 71 (x6) 104 (x9)
DCF-d4 - - 106 (+ 10) -
DCF 0-500 pg/L >0.99 103 (+ 7) 97 (+ 6)
Seawater
4’'0OH-DCF 0-50 pg/L >0.99 104 (+ 9) 98 (+2)
50H-DCF 0-50 pg/L >0.97 81 (+21) 76 (+ 13) 21

3.2  DCF quantification

The DCF concentrations were measured in water to control the exposure of mussels in aquaria. The
results are presented in Table 3. DCF was not detected in C and SC aquaria, so the reported
concentrations for these conditions correspond to the limit of detection. Exposure concentrations

measured in exposed aquaria were quantified at 122.6 and 647.8 pg/L.
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Table 3 — Mean concentrations and standard deviations of DCF in water (ug/L), in mussels (mg/kg, dw) and BCF (L/kg)

calculated for each exposure group (C: control; SC: solvent)

Group C SC 100 600
(number of mussels) (n=11) (n=11) (n=14) (n=15)
Concentration in water <0.1 <0.1 12264163 | 647.8+108.1
(ug/L)
Concentration in <1 <1 2008+361 | 7343 £1800
mussels (ug/kg dw)
H *
ExperimentalBCF, i i 16.5 113

(L/kg)
*BCFa was calculated on the whole organism tissues exempt of the digestive gland and gills (see §2.3.2.3 for calculation
method)

DCF was not detected in C and SC organisms. Mean DCF concentrations in exposed mussels were
around 2 mg/kg dw and 7.3 mg/kg dw for exposure at 100 pg/L and 600 pg/L, respectively (Table 3).
A low apparent bioconcentration factor (BCF,) was calculated for both exposure concentrations,

ranging from 11 to 16 L/kg.

3.3 Non-targeted analysis of DCF and its metabolites in tissues

Thirteen metabolites were detected by the applied non-target approach. The non-targeted data
treatment revealed more information in negative ionization mode than in the positive mode: 11
potential metabolites were detected in negative mode and 9 in positive mode. Among them, 7were
detected in both ionization modes. These metabolites are described below and are numbered
fromM1 toM13 according to their increasing retention time. All of them except M13 presented a

specific dichlorinated compound pattern, as discussed below for DCF.

3.3.1 Diclofenac

Diclofenac (DCF) was the major compound highlighted. The M peak corresponding to the parent
compound with molecular mass [M-H]" 294.0094 in negative electrospray ionization mode (Fig. 1A),
was eluted at 21.51min retention time. In mass spectrometry, the molecular ion region of
a monochlorinated compound has two major peaks separated by two m/z units with a 3:1 ratio in
peak heights, corresponding to the natural abundance of one chlorine. Indeed, chlorine has two
principal stable isotopes, i.e. *°Cl (75.78%) and *’Cl (24.22%). In case of dichlorinated compounds,
such as DCF, peaks of the molecular ion region (M, M + 2 and M + 4) with gaps of 2 m/z units
between them have a 9:6:1 relative peak height ratio. This relative ratio was observed for the
diclofenac molecular ions detected in the mussel samples with M ([M-H]™ = 294.0094) having an
abundance of 9, M + 2 isotopic ions ([M-H]" = 296.0063) having an abundance of 6; and M + 4
isotopic ion ([M-H] = 298.0032) having an abundance of 1. These abundances are respectively due to
the presence of two **Cl (M), one **Cl and one *’Cl (M + 2); and two *’Cl (M + 4) (Fig. 1A). The relative

ratio of dichlorinated compound was used as diagnostic isotopic pattern to confirm DCF metabolites
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identification. The experimental mass [M-H]™ 294.0094 associated with DCF (Cy4H;;NO,Cl,) did not
differ from the DCF theoretical mass (Table 4). HCD fragmentation demonstrated the presence of a
fragment at m/z 250.0192. This fragment displayed the same 9:6:1 isotopic pattern as that observed
for DCF (Fig. 1B). This fragment was associated with a loss of 43.9902 amu (atomic mass unit)
compared to the measured DCF m/z 294.0094, corresponding to a neutral loss of CO2 in the DCF
structure. A second fragment was observed at m/z 214.0419. This fragment corresponded to a loss of
35.9767 relative to the previously observed fragment, relevant with a loss of HCI. This HCI loss was
confirmed by the 3:1 isotopic pattern presented by this fragment, which is specific to a
monochlorinated compound (Fig. 1C). The same observations were done in positive ionization mode
(Table 4). The DCF identification was confirmed by injection of the analytical standard in the same LC-

HRMS conditions.

[C1a H1o N O2 %Ciz] A 250.0192 B |C
100 254.0094 100 100 2140419 :
90~ 20 90~
80~ 80 80
8 70 Ko 8 70 8 70}
< [C 14HiwoN 0Oz =Cl CI] = 2520182 c
© &0 298.0082 T g0 < 0]
3 =2 =
2 50 2 50 2 50}
2 40+ 2 4o £ 40 218.0393
= = =
& 207 [C1s H1o N 0237Cl2| & 20 & 20
20 | 2950124 AERO032 20 | 2s51.0225 2040132 | 20
10— I 297.?095 10 | 252.0196 10—
299.0085
0 T |1.|||| 0 L | B DS B e | 01||||:|||||1|1
294 298 298 250 252 254 214 215 218
miz miz miz

Figure 1 — High-resolution mass spectrum of DCF molecular ion at 50,000 FWHM. The green insets show the diagnostic M
(m/z=294.0094) / M+2 (m/z=296.0063) / M+4 (m/z=298.0032) dichlorinated isotopic distribution (A). High-resolution mass
spectrum of molecular of fragments m/z 250.0192 (B) and m/z 214.0419 (C) at 50,000 FWHM

3.3.2 Phase | metabolites

3.3.2.1 Oxidative metabolism — hydroxylation

Two metabolites, i.e. M5 and M8, displayed a [M-H]™ of 310.0045 in ESI-. They presented a mass
increment of +15.9953 compared to DCF, corresponding to biotransformation of an RH structure into
an ROH structure, hypothetically leading to the formation of hydroxy metabolites (Anari et al., 2004;
Zhang et al.,, 2009; Zhu et al., 2006). Mass spectra associated with these putative hydroxy
metabolites highlighted the presence of two chlorines in their structure (9:6:1 isotopic pattern)
confirming their potential connection with DCF. M5 and M8 exhibited shorter retention times than
DCF, thus supporting the hypothesis of DCF hydroxylation, leading to a more polar compound that
was eluted earlier in reverse phase LC (Table 4). For M8, two fragments were highlighted, the first
one at m/z 266.0143, corresponding to a CO2 loss and a second one at m/z 230.0370, corresponding

to an HCI loss consecutive to the CO2 loss observed for DCF (Table 4).Moreover, these fragments
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have already been reported for hydroxy metabolites (Sarda et al., 2012). Concerning M5, a fragment
at m/z 266.0139 was also observed. The second fragment corresponding to an HCl loss consecutive
to the CO2 loss was not observed, probably because M5was not sufficiently abundant in mussel
tissues. The injection of commercially available hydroxy DCF standards in the same analytical
conditions allowed us to allocate the 50H-DCF structure at M5 and the 4'OH-DCF structure at M8.

M5 and M8 were also highlighted in positive ionization mode (Table 4).

3.3.2.2 Lactam of hydroxy-diclofenac formation

Metabolite M7 was detected at 19.98 min and [M-H] 291.9940. It presented a characteristic isotopic
pattern of a two chlorinated compound. M7 presented a mass shift of 2.0154 with DCF. This mass
shift is generally explained by a loss of H,, which could be attributed to five different reactions:
i) transformation of the first alcohol to aldehyde; ii) transformation of the second alcohol to ketone;
iii) transformation of 1,4-dihydropyridines to pyridines; iv) desaturation; and v) hydroxylation
followed by dehydration (Nassar, 2009). The first three reactions were not relevant with respect to a
possible DCF metabolite, whereas the last one seemed to be the most suitable for explaining the M7
formation. The lack of specific fragments highlighted after fragmentation in ESI- did not allow us to
hypothesize a chemical structure for M7. However, in positive ionization mode, the precursor ion
[M+H]" 294.0073 exhibited a fragment at m/z 231.0437, corresponding to a loss of CO and Cl. A
second fragment at m/z 196.0731, corresponding to a loss of Cl consecutive to the previous loss of
CO and Cl, was detected. Both of these fragments were similar to those observed for DCF and have
already been reported in the literature and associated with a lactame dehydrate of hydroxy DCF
(Stulten et al., 2008). Although fragments were observed, we were unable to determine the location
of the hydroxyl group, but we hypothesize that the detected M7 was a lactame dehydrate of hydroxy
DCF.
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Table 4 — Summary of HPLC and mass spectrometric data obtained for non-targeted analysis of DCF and its metabolites in mussel tissues.

Relevant [M-H]

Relevant [M+H]"

Peak | t El tal Observed Fold fragment / Observed Fold fragment / Relati
R . ementa ) - o + o elative
ID | (min) Assignment composition [M] Chemical structure ['\2 HI change| adduct ions (m/z) [MA+H] change| adduct ions (m/z) | abundance * Reference
(Am) (HCD -10 eV) (Am) (HCD -10 eV)
i 250.0192 278.0123 B
M |21.51| Diclofenac C14H1NO,CI i o 294.0094 1\ (-0.4 mmu) 296.0232 1\ (-1.1mmu) . (Eggésrlét;/";gf;;
‘ 1 NH (0.0 mmu) : 214.0419 (-0.8 mmu) ‘ 250.0173 i ’
Sarda et al., 2012)
cl (-1 mmu) (-1.2 mmu)
i O\\S,OH (Sarda et al., 2012;
cl NH 401.0134 Stierlin et al., 1979;
. o} . .
ND - - ! !
M1 | 13.83 | DCF, taurine | CyH16N,04Cl,S NH (0.1 mmu) Inf. ND + Stierlin and Faigle,
. 1979)
310.0050
(+0.7 mmu)
0 266.0151 (Sarda et al,, 2012
4'0H-DCF, i o 389.9618 (+0.6 mmu) arca erak, 2.5
M2 | 14.66 sulfate C14H11NOgCI,S o8 ﬁw\é\ (+0.7 mmu) Inf. 230.0379 ND - - + Stlerllnlg;g)Falgle,
=8
wo' O cl (+0.1 mmu)
194.0595
(-1.6 mmu)
0]
cl e~
MH,
OH-DCF, /@[ | o= 353.0460 355.0607
M3 | 16.57 ethanolamine C16H16N>05Cla R; o R, (-0.5 mmu) Inf. (-0.4 mmu) 15 ¥
R;=0H and R,=H
or R;=H and R,=0OH
428.0676 474.0744 430.0813
M4 | 16.91 | Unassigned | CiHpuNOGCl," N/A Inf. 30 ND ++
'8 1oraEe / (-0.3 mmu)b (+1.6 mmu)b (-0.6 mmu)b
(o]
cl o 310.0047 266.0139 312.0174 266.0127 (Huber et al., 2012;
M5 | 19.74 1 SOH-DCF C1aH1NO5Cly @:NH\é (+0.4 mmu) Inf. (-0.6 mmu) (-1.5 mmu) Inf. (-0.7 mmu) o Sarda et al., 2012)
cl OH
(o]
/\/OH
M6 | 19.98 DCF, CooHe NSOl ¢l NH 337.0513 209 373.0283 339.0657 33 361.0476 r (Cohen et al., 1975)
’ ethanolamine 1611622 @:NH (-0.3 mmu) (0.0 mmu) (-0.5 mmu) (-0.5 mmu) v
Cl
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(Grillo et al., 2003;

cl
OH-DCF N 231.0437 Stierli ., 1979
s | R, 291.9940 294.0073 (-0.8 mmu) tier I',” et ‘Z’j" o
M7 | 19.98 actam Cy14HgNO,Cl, R: C (+0.2 mmu) 1037 - (-1.0 mmu) 11 196.0731 + Stierlin and Faigle,
dehydrate _ _ 1979; Stiilten et al.,
R, = OH and R,=H (-2.6 mmu) 2008)
or R;=H and R,=OH
i 266.0143 294.0074
, cl OH 310.0045 (-0.2 mmu) 312.0178 (-0.9 mmu) (Huber et al., 2012;
. - . . 4+
M8 | 20.04 | 4'OH-DCF C1aH1NO5Cly NA (+0.2 mmu) Inf 230.0370 (-1.1 mmu) Inf 266.0124 Sarda et al., 2012)
Ho o (-0.8 mmu) (-1.0 mmu)
HO O
o}
DCF, b 423.0520 (Steventon and
M9 | 20.05 Cy9H15N,05Cl 0 11 ND ND - - ++
glutamic acid 1971825 § " N o (0.0 mmu)”® Hutt, 2001)
Cl
ol o Ot 370.0602 352.0497 .
M10 | 20.50 | DCF, glycerol Cy7H,7NO,Cl, NH ND - - (:0.5 mmu) 34 (:0.5 mmu) +++ (Giri et al., 2006)
Cl
(o]
OH
. cl NH 353.0448 Hutt and Caldwell,
M11 | 20.78 | DCF, glycine C16H12N,05Cly l NH Nﬂ/ ND - - (:0.6 mmu) Inf. ND + (1990. King, 2009)
Cl
0 CHs
. ¢l NHILCHs 407.0927 130.0862 409.1052 132.1015
M12 | 21.87 | DCF, leucine Cy0H2,N,03Cl, NH o (:0.8 mmu) 350 (-1.2 mmu) (-2.8 mmu) Inf. (:0.4 mmu) ++ (Feung et al., 1973)
Cl
371.9189 327.9298
M13 | 21.95 | Unassigned C14H10NOZBrCI2b N/A (-1.0 mmu)b Inf. (:0.3 mmu) b ND - - ++ (Smith, 1968)

Am: observed mass-theoretical mass

Inf.: infinite

mmu: milli mass unit

ND: not detected

®regardless of the ionization efficiency

® ased on the formula deduced with ThermoXcalibur Qual Browser
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3.3.3 Phase Il metabolites
3.3.3.1 Conjugation to diclofenac

Conjugation to amino acid

The M1 metabolite eluted at 13.83 min was highlighted only in negative ionization mode at [MH]"
401.0134. M1 presented a mass shift of +107.0037 compared to DCF. This mass shift could be
associated with conjugation to the taurine amino acid, as observed in a study on indinavir
biotransformation by a human hepatic post-mitochondrial preparation (Anari et al., 2004; Zhang et
al., 2009). This potential conjugation was in accordance with the parity change in mass, i.e. even for
DCF and odd for M1, due to the addition of a nitrogen atom in the structure. This mass change was
due to the trivalence of the nitrogen atom. Unfortunately, the low intensity of M1 did not allow us to
perform a conclusive fragmentation. This compound has already been described by several authors
as a DCF conjugation product in studies in dogs (Stierlin and Faigle, 1979) or in mice for DCF (Sarda et

al., 2012).

M9 was only detected at [M-H]™ 423.0520. M9 eluted earlier than DCF (20.05 min) and was therefore
more polar. The M9 parity mass change supported the hypothesis that there is one more nitrogen
atom in its structure compared to DCF. No fragments were highlighted for M9. The calculated
theoretical formula for M9 was C;9H45N,05Cl, which could correspond to conjugation to N- or O-
acetylserine, or glutamic acid. Among these compounds, to our knowledge, no O-acetylserine
conjugation has yet been described for xenobiotic metabolism. N-acetylserine conjugation to a
reactive metabolite of paracetamol, the N-acetyl-p-benzoquinoneimine, was investigated in vitro,
and no evidence of conjugation was highlighted in the work of Madsen and coworkers (Madsen et
al., 2007). However, conjugation of different xenobiotics such as benzoic acid or 3-(2,2-
Dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylic acid to glutamic acid has already been reported in
bats and cows, and for other compounds in other organisms (Steventon and Hutt, 2001), so it

therefore seems likely to occur in mussels.

M11 was only detected in positive ionization mode with at [M+H]" of 353.0448 and presented a
shorter retention time than DCF (20.78 min). The mass shift between M11 and DCF was +57.0216.
This mass shift could be associated with conjugation to the glycine amino acid (Anari et al., 2004;
Zhang et al., 2009). This conjugation was confirmed by the odd mass observed. Although we did not
observe any M11 fragments, we are confident in this putative identification: glycine conjugation has
already been well described for PhACs metabolism (Hutt and Caldwell, 1990; King, 2009), although

not yet reported in mussels.
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The M12 metabolite was detected at [M-H]™ 407.0927,with a retention time of 21.87 min. M12
presented an odd mass and a mass shift of +113.0833 with DCF. The mass shift could be associated
with conjugation to the leucine amino acid (or isoleucine). The hypothesis of leucine (or isoleucine)
conjugation was in line with the observation of a fragment detected at m/z 130.0862, corresponding
to leucine loss. Moreover, the detection of M12 at [M+H]" 409.1052 in positive ionization mode, with
a fragment at m/z 132.1015, also supports this hypothesis. Leucine conjugation has already been

described in plants exposed to the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (Feung et al., 1973).

Conjugation to other compounds

M6 measured at [M-H]™ 337.0513 and its adduct [M-CI]” at m/z 373.0283 eluted at 19.98 min. M6
also presented an odd mass that could be associated with the addition of a nitrogen atom in its
structure. A mass shift of +43.0416 compared to DCF was observed and indicated conjugation with a
C,H,NO compound. Because of the minor intensity ofM6, no fragments were detected in negative
jonization mode. Although the M6 compound was detected in positive ionization mode at m/z
339.0657, no fragments were observed in this ionization mode either. In this ionization mode, an Na
adduct was detected at m/z 361.0476. The molecular mass observed in both negative and positive
ionization mode corresponded to the chemical formula C;sH16N,0,Cl,. Conjugation to a C,H;NO
compound was in agreement with conjugation with ethanolamine, which has already been observed

in human urine after exposure to the anesthetic halothane (Cohen et al., 1975).

The M10 metabolite was only detected in positive mode at [M+H]" 370.0602 and eluted at 20.50
min. A fragment at m/z 352.0497, corresponding to a loss of H,0, was observed but did not allow us
to determine the chemical structure of M10. The mass shift between M10 and DCF was equal to
+74.0370. The attributed theoretical chemical formula of this compound was C;;H;;NO,Cl,,
suggesting possible conjugation with a C3HgO; compound, putatively glycerol. Conjugation with
glycerol has already been reported in mouse urine for arecoline, an areca nut constituent, which has

been used medicinally as an antihelmintic (Giri et al., 2006).

3.3.3.2 Conjugation to diclofenac phase | metabolites

M2 was only detected in negative ionization mode at [M-H]" 389.9618 at 14.66 min. The M2
retention time was shorter than that of DCF, 4'0OH-DCF and 50H-DCF. M2 showed a mass shift of
+79.9570 compared to the OH-DCF metabolite, characteristic of sulfate conjugation during
biotransformation (Anari et al., 2004). Moreover, different fragments were observed, i.e. one
fragment at m/z 310.0050 corresponding to a sulfate loss, one fragment at m/z 266.0151

corresponding to a CO, loss, and two other fragments at m/z 230.0379 and m/z 194.0595,
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corresponding to the consecutive loss of one or two chlorines, respectively (Table 4). The observed
mass corresponded to sulfate conjugation to an hydroxy DCF metabolite, as already described in
mouse urine and feces (Sarda et al., 2012). The observed M2 fragments have been described as

specific to a 4'0H-DCF sulfate compound in the literature (Sarda et al., 2012).

M3 was measured in negative ionization mode at [M-H] 353.0460 and in positive ionization mode at
[M+H]" 355.0607. This compound eluted at 16.57 min. A mass shift of +43.0414 compared to OH-DCF
metabolite is observed. This mass shift is described above as corresponding to a putative conjugation
to ethanolamine. As noted for other low intensity metabolites highlighted in this study, such as M1,
M6 or M11, no fragments were detected for M3 in both ionization modes. The lack of observed

fragments did not allow us to determine the location of the hydroxyl group in the M3 structure.

3.3.4 Unassigned metabolites

Among the 13 potential DCF metabolites, 2 of them have yet to be structurally identified (Table4).

M4 was detected at [M-H]™ 428.0676, with its formic acid adduct at m/z 474.0744 in negative
ionization mode, and at [M+H]" 430.0813 in positive ionization mode. M4 eluted at a shorter
retention time than DCF (16.91min), supporting the hypothesis of a more polar compound than DCF.
The mass shift betweenM4 and DCF was +134.0579 and did not correspond to any known metabolic
reaction. No fragments were detected for M4, which did not allow us to hypothesize a structure for
this compound (Table 4). The theoretical chemical formula calculated for M4 was Cy9H,:NOgCl,. We
were unable to putatively identify this compound, in accordance with current literature on

xenobiotic or PhAC metabolism.

M13 was only detected in negative ionization mode at [M-H]" 371.9189 and eluted at a higher
retention time than DCF (21.95 min). A fragment corresponding to a CO2 loss was observed at m/z
327.9298. The mass shift of +77.9095 compared to DCF did not to our knowledge correspond to any
known metabolic reaction. The formula calculated for M11 was C;4H10NO,BrCl,. The M13 observed
mass spectrum was close to the theoretical one determined for the Cy4H;oNO,BrCl, formula (Fig. 2).
Few studies report bromination of halogenated and phenol compounds in dogfish or fungus, but this

reaction has never been observed for PhACs (Smith, 1968).
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Figure 2 — Theoretical high-resolution mass spectrum of C14H10NO2BrCI2 molecular ions in negative ionization mode (A),
and high-resolution mass spectrum of molecular ions of M13 at 50,000 FWHM in negative ionization mode (B)

3.4 Quantification of hydroxy diclofenac metabolites

Both DCF hydroxy metabolites previously highlighted in mussel tissues have been quantified for the
two exposure concentrations. Mean concentrations of 4'OH-DCF (89.0 + 42.7 and 178.6 + 79.8 ug/kg
dw) and of 50H-DCF (10.7 + 4.7 and 23.2 + 17.3 pg/kg dw) were measured in tissues exposed to 100
and 600 pg/L of DCF, respectively. We can conclude that 4'OH-DCF was prevalent in tissues
compared to 50H-DCF. Moreover, both hydroxy metabolites were searched in seawater, which was
sampled every 24 h before renewal of control and exposed aquaria. 50H-DCF concentrations were
under the limit of detection in all aquaria, 4'OH-DCF was detected at mean concentrations of 0.5 and
2.2 (£1.6) pg/L in aquaria exposed to 100 and 600 ug/L of DCF, respectively. As these two
metabolites have not been described as DCF photolysis products (Agliera et al., 2005; Bartels and von

Timpling Jr., 2007), we concluded that DCF metabolism was triggered in <24 h in mussels.

4 Discussion

The observed BCF (11.3 and 16.5 for DCF exposure at 100 and 600 ug/L, respectively) were in the
same range as those already obtained for mussels exposed to DCF. In a first study, the BCF reported
for Baltic Sea mussels exposed to 1 mg/L of DCF was of 10 (Ericson et al., 2010). A second study
conducted in zebra mussels reported a BCF ranging from4 to 13 following exposure to DCF
environmental concentrations (0.05, 0.5 and 5 pg/L) for 3 and 6 months (Daniele et al., 2016b).
Based on the obtained values, we concluded that there was little DCF bioconcentration in mussel

tissues.
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This low bioconcentration associated with the presence in mussels of cytochrome P450 (CYP 450)
complexes involved in xenobiotic metabolism supported the hypothesis of DCF metabolic

transformation in mussels (Livingstone et al., 1989).

The non-targeted analysis of mussel tissues allowed us to identify 3 phase | metabolites, and 10
phase Il metabolites, none of which have to date been described for DCF metabolism in mussels.
These 13 above described metabolites allowed us to propose a partial metabolic pathway for DCF

metabolism in mussels (Fig. 3).

Previous studies were conducted to identify DCF metabolites in humans and baboons, dogs, rats and
mice (Sarda et al., 2012; Stierlin et al., 1979; Stierlin and Faigle, 1979). CYP2C9 and CYP3A4 enzymes
have been reported as being involved in the formation of 40H-DCF and 50H-DCF, respectively, in
humans (Leemann et al., 1993; Shen et al., 1999). However, the presence of these enzymes in
mussels has yet to be formally documented, but some CYP450 enzymes have been described in
several mollusk species, including M. galloprovincialis (Livingstone et al., 1989). More recently, CYP3-
like genes have been identified in M. edulis mussels. The CYP3-like sequences identified were
described as sharing 36 to 39% identity with human CYP3A4, which is involved in 50H-DCF formation
(Zzanette et al., 2013), so the observation of DCF hydroxylated metabolites in mussels is relevant.
Other hydroxy metabolites have been previously described in baboon, human and rat urine and bile,
including 3'-hydroxy-diclofenac and 4',5-dihydroxy-diclofenac (Stierlin et al., 1979; Stierlin and Faigle,
1979). These other hydroxy metabolites were not detected in our study, nor in another study
conducted in mussels (Daniele et al., 2016b). Three assumptions could be put forward to explain this:
i) these compounds were not concentrated enough to be detected in our study, ii) the sample
preparation was not adapted to extract them from mussel tissues, or iii) these metabolites were not
generated during DCF transformation in mussels. Hydroxy-diclofenac lactame dehydrate (M7) was
previously described as an artifact formed during sample preparation of urines of different species
exposed to DCF (Stierlin et al., 1979). However, this hypothesis was challenged by Grillo and
coworkers. They hypothesized that lactame dehydrate derivative (also called indolinone derivative)
formation may occur via two pathways: diclofenac-S-acyl-glutathione degradation or intramolecular
cyclization of diclofenac-S-acyl-CoA thioesters, i.e. intermediary products which are both unstable
(Grillo et al., 2003). More recently, the hydroxyl-diclofenac lactame dehydrate was described as a
human urinary metabolite after exposure to DCF (Stulten et al., 2008). The sample preparation
applied to urine samples in that study was not the same as that used by (Stierlin et al., 1979), thus
invalidating the assumed artifact formation during the sample preparation. Therefore, the hypothesis

of M7 formation in mussels could be considered realistic.
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Some of the phase Il metabolites have already been described in the literature. The DCF taurine
conjugate was described as the major metabolite detected in dog urine (Stierlin et al., 1979), while
also being described in mouse urine (Sarda et al., 2012). Other OH-DCF taurine metabolites have also
been reported in mouse urine (Sarda et al., 2012), but only taurine conjugation to the parent
compound (M1) was observed in our study. Although amino acid conjugation to pharmaceuticals has
been well described in many species — but not in mussels to our knowledge — we reported for the
first time glutamic acid (M9), glycine (M11) and leucine (M12) conjugated to DCF. Leucine
conjugation to a xenobiotic is less common. Although the formation of such a metabolite was
described elsewhere (Feung et al., 1973), leucine conjugation has not been described in the literature
for marine organisms. No information is available concerning leucine conjugation formation, so the
mechanism involved in M12 formation in mussels remains unclear and did not allow us to confirm or

refute our hypothesis.

Sulfate conjugate of 4’hydroxy-diclofenac (M2) has already been described in rats (Stierlin and Faigle,
1979) and mice (Sarda et al., 2012). Other sulfate conjugates of DCF metabolites have also been
described in these organisms (i.e. 50H-DCF sulfate or 4'OH-DCF glucose sulfate), but these
metabolites were not detected in this study. The same assumptions than those described for the

hydroxylated metabolites can be made concerning the non-detection of sulfate conjugates.

Glucuronide conjugates of DCF, OH-DCF and OH-DCF conjugates have been reported in fish (Kallio et
al., 2010; Lahti et al., 2011). These glucuronide conjugates were not observed in mussel tissues
(present and former studies). This lack was not associated with any inability of xenobiotic
conjugation to glucuronide in mussels: in vitro experiments carried out by exposing mussel digestive
glands to aminofluorene showed glucuronide conjugate formation (Kurelec and Kréa, 1989).
However, glucuronidation seems to be less common than glucosidation in invertebrates (James,
1987), which could explain the absence of detection of such metabolites. The previous hypothesis

put forward for hydroxylated and sulfate metabolites are also possible.

2-indolone was observed in mussel tissues (Daniele et al., 2016b), which was not detected in the
present study. Two hypotheses could be put forward to explain this: i) our sample preparation did
not allow us to recover 2-indolone, or ii) 2-indolone was formed following DCF photolysis (Bartels
and von Timpling Jr., 2007), but note that the former study on mussels was conducted in a
mesocosm. Nevertheless, 2-indolone has also been described as an intermediate in the formation of
hydroxy-diclofenac lactam dehydrate in rat bile (Grillo et al.,, 2003). This suggests that this

intermediate was too reactive to be observed in our study.
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Concerning the less common conjugates observed, such as glycerol or ethanolamine, few studies
have reported their production in organisms exposed to xenobiotics. As far as we are aware, very few
studies have reported such conjugation to PhACs in mammals and none of them refer to marine

organisms.

In humans, hydroxy metabolites and glucuronide conjugates are the main metabolites detected in
plasma and urine (Riess et al., 1978; Tang, 2003). However, the quantification of both hydroxy
metabolites in tissues indicated 50H-DCF (M5) and 4'OH-DCF (M8) represented about 0.4% and 3.4%
of the DCF concentration measured in tissues, respectively. In these conditions, M8 seemed to be
predominant in relation to M5 and was one of the most abundant metabolites detected (when not
considering the ionization efficiency). Daniele and coworkers did not detect any DCF metabolites in
their study, except 2-indolone. However, considering that: i) 4’OH-DCF has a low formation rate in
mussels, and ii) the highest exposure concentration in the study of Daniele was 5 pg/L, whereas that
in our study was 120-fold higher (600 pg/L), 4'OH-DCF (and other metabolites) were probably close
to their method's limit of quantification. Another hypothesis is that the higher exposure
concentration applied in our work may trigger different and/or more metabolic pathways. Both of
these hypotheses may explain the higher number of metabolites observed in the present study. Our
results tends to confirm that high concentrations are more suitable for studying PhAC metabolism in
organisms for which little published information is available. Nevertheless, considering the low
formation rate of all the metabolites detected in the present study, we probably did not identify all
metabolites formed after DCF exposure, possibly because of unsuitable sample preparation, or due
to the poor ionization efficiency of those omitted metabolites in the mass spectrometry analyses.

Further research using other techniques (e.g. 14C-labelling) could help to overcome this limitation.

Unassigned metabolite DCE, Br
(M4 (MI13)
DCF, taurine diate OH-DCF, lactam dehydrate
. el
=  pdotone i inll
DCEF, glutamic acid
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Figure 3 — Proposed metabolic pathway of diclofenac in mussel tissues.
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Knowledge on pharmaceuticals metabolism in non-target organisms is a matter of increasing
concern. The xenobiotic (bio)transformation product potential activity has been pointed out as a
significant issue in studying pharmaceuticals environmental impact (Escher and Fenner, 2011; Huerta
et al., 2012; Schmitt-Jansen et al., 2007; Schulze et al., 2010). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
activity in human is known to be associated with the inhibition of both cyclooxygénases (COX)-1 and
(COX)-2, leading to the inhibition of prostaglandins synthesis which are involved in inflammation
processes. This mode of action was confirmed in aquatic organisms such as fish or mussels exposed
to ibuprofen (Bhandari and Venables, 2011; Gagné et al., 2005; Morthorst et al., 2013) or to DCF
(Mehinto et al., 2010; Courant et al, in prep.). However, very little information is available concerning
the activity of diclofenac metabolites. 4'0OH-DCF was described as able to inhibited the
cyclooxygenase-2 activity, leading to the prostaglandin E2 synthesis inhibition in human cell
(Yamazaki et al., 1997) and it has been suggested as more potent than DCF (Menassé et al., 1978).
Some other DCF metabolites are well known to generate (toxic) effects in organisms. In human and
rats, both 4'0OH-DCF and 50H-DCF are known as potential protoxicants because of their potential
biotransformation in quinone imines and arene oxides DCF metabolites. Moreover, the common
glucuronide conjugates are also described as potentially reactive, particularly by means of protein
adducts formation (Boelsterli, 2003). None of these metabolites (glucuronide conjugates, arene oxide
or quinine imines) were observed in this study. As suggested above it does not mean that these
metabolites were not formed in mussels but probably we were not able to highlight them. Further
studies would be necessary to study the potential formation of such reactive DCF metabolites in

mussels.

In summary, this study revealed that different pathways were involved in DCF metabolism in mussels
— the description of the different metabolites formed was in accordance with the low apparent BCF
calculated in the studied tissues. Perspectives would be to study the effects after DCF exposure (at
environmental concentrations) in mussels. Metabolomics and particularly the MS-chemical profiles
generated through this approach could help to generate information: i) on biotransformation
products of a particular compound (which was within the scope of this study for DCF metabolites),
and ii) on variations in endogenous metabolites that could occur following exposure and that would
correspond to the physiological response of the organism to this exposure. In this latter case, the
same approach based on a comparison of signal intensities detected in profiles collected before and
after exposure to a pollutant, could highlight down- or up- regulation of some metabolites,
corresponding to perturbations of particular metabolic signalization pathways. This may help to gain

insight into the possible adverse effects of pollutants in non-target organisms.
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5 Conclusion

The use of a non-targeted approach was powerfully applied for screening DCF transformation
products in Mediterranean mussels. It allowed us to detect the parent compound and 13 DCF
metabolites, 3 of which were phase | metabolites, and 10 were phase Il metabolites. Non-targeted
analysis, carried out without any a priori, enabled us to detect metabolites that we might have
overlooked in a targeted analysis because of their general lack of mention in the literature. We
conclude that in ecotoxicology the non-targeted approach is effective for studying xenobiotic
metabolism in non-target organisms, particularly those for which little is known regarding their

metabolism.
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4  Conclusions et perspectives

L'étude menée par approche non-ciblée pour déterminer si la moule méditerranéenne était
capable de métaboliser le DCF et quels étaient les métabolites produits a permis de détecter 3
métabolites de phase | dont deux bien connus chez 'Homme, le 4’0OH-DCF et le 50H-DCF, et 10
métabolites de phase Il. Parmi les métabolites de phase Il, 6 d’entre eux sont des métabolites
conjugués, principalement des conjugués aux acides aminés. Deux métabolites restent toutefois non-
identifiés, malgré une étape de fragmentation lors de I'analyse. Cette étude a permis de mettre en
évidence 5 métabolites du diclofénac qui n’avaient, a notre connaissance, jamais été reportés dans la
littérature. Cette étude a également permis de montrer la pertinence et les performances de
I’'approche non-ciblée dans I'étude de la métabolisation des xénobiotiques chez des organismes non-

cibles, pour lesquels les données dans la littérature sont éparses voire inexistantes.

Plusieurs perspectives sont envisageables a la suite de ce travail. La perspective majeure concerne
le développement d’'une méthode de préparation d’échantillons permettant la couverture d’un plus
grand nombre de métabolites: en effet, bien que les conjugués glucuronides au DCF soient
renseignés dans la littérature comme des métabolites courants du DCF, aucun d’entre eux n’a été
mis en évidence au cours de I'étude réalisée. La formation de conjugués glucuronides n’est pas le
processus métabolique le plus commun chez les moules (James, 1987), bien qu’il ait déja été
renseigné pour certains xénobiotiques (Kurelec and Kréa, 1989). Nous pouvons donc émettre
I’'hypothése que ces métabolites peuvent étre formés chez la moule mais que la méthode
d’extraction employée, notamment la SPE, n’est pas adaptée a leur extraction. Une seconde
perspective serait de déterminer si la métabolisation du DCF par la moule a concentrations plus
proches des concentrations environnementales entraine la formation des mémes métabolites. Pour
cette étude, et afin de ne pas étre confronté aux mémes difficultés que Daniele et al. (2016b), il
serait nécessaire d’adapter la préparation d’échantillons : I'extraction des métabolites a partir d’une
prise d’essai plus importante pourrait ainsi augmenter la probabilité de détecter des métabolites
présents en trés faible quantité dans les tissus de moules. Enfin, la derniere perspective envisageable
serait la confirmation des métabolites identifiés putativement grace a la comparaison des signaux

détectés avec l'injection de standards analytiques, si ceux-ci sont un jour disponibles.

Les résultats obtenus par approche non-ciblée a permis de mettre en évidence que la moule est
capable de métaboliser le DCF, entrainant la formation de divers métabolites, dont certains n’ont
jamais été référencés dans la littérature. La capacité de l'approche non-ciblée a explorer le
métabolome et a mettre en évidence des métabolites du DCF laisse a penser que |'utilisation d’une
telle approche est prometteuse pour I'étude des effets du DCF chez la moule sans hypothese a priori.

L'étude bibliographique menée dans le chapitre 1 a révélé que les effets du DCF chez la moule
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pouvaient étre observés a différentes échelles (macroscopique a moléculaire). Afin d’acquérir le plus
grand nombre d’informations sur les effets du DCF chez la moule en une seule méthode d’analyse,
nous avons fixé comme troisieme objectif de travail I'évaluation de ces effets a I'aide d’une approche

non-ciblée, la métabolomique.
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Question de recherche

Le DCF agit-il chezla
moule selonle méme
MoA que chez I’'Homme ?

La moule est-elle capable
de métaboliserle DCF ?
En quels métabolites ?

Quelssontles effets du
DCF sur le métabolisme
de lamoule?

Méthode d’analyse du
métabolome

Analyse ciblée

Analyse non-ciblée

Analyse non-ciblée

Fraction du métabolome
étudiée

Prostaglandines
PGD,, PGE,, PGF,,

Xéno-métabolome
Fraction polaire

Endo-métabolome
Fraction polaire

Résultats obtenus

PGD,:non détectée
PGF, : pas de modification
PGE,, : diminution

13 métabolites détectés,
2 non-identifiés,
5 identifiés pourla
premiére fois
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1 Introduction

L'approche non-ciblée s’est révélée pertinente pour I'étude du xéno-métabolome des moules
exposées au DCF. Notre troisieme objectif a donc été d’évaluer sa capacité a révéler les effets
potentiellement non-documentés et différents du mécanisme d’action déja élucidé du DCF sur
I’endo-métabolome des moules méditerranéennes. En effet, le profilage métabolique, basé sur
I"acquisition de données par analyses non-ciblées, semble une approche prometteuse pour
rechercher des effets non documentés a ce jour. La comparaison des profils métaboliques générés
par LC-HRMS peut révéler des similitudes et / ou différences entre les groupes d'échantillons étudiés
et ainsi permettre la mise en évidence des changements métaboliques entre une population
«contrble» et une population «test» sans hypotheses a priori. Ainsi, |’utilisation d’une telle approche
est susceptible de renseigner la modulation de différentes voies métaboliques suite a I'exposition au

DCF, et ainsi permettre de renseigner d’autres modes d’action chez des organismes non-cibles.

1.1 Optimisation de la méthode d’analyse et de la préparation d’échantillons

La présentation de I'approche métabolomique effectuée en Chapitre 1 a permis de mettre en
évidence que plusieurs étapes de cette approche représentaient des challenges. Parmi ces
différentes étapes, trois éléments majeurs nécessitent un développement préalable: i) I'optimisation
de la méthode d’acquisition des empreintes métaboliques, avec I'optimisation des parameétres du
spectrometre de masse et le choix d’'une colonne séparative adaptée a nos échantillons, ii) le choix
de la matrice d’étude, entre '"hémolymphe et les glandes digestives et enfin iii) I'optimisation de la
préparation d’échantillon, avec I'évaluation de I'utilisation de solvant d’extraction seul ou en
mélange ternaire. Afin d’obtenir des données les plus informatives possibles, nous avons

préalablement effectué ces développement au sein du laboratoire. Ils sont présentés ci-apres.

1.2 Matériel et méthode

1.2.1 Produits chimiques

L'eau milli-Q a été générée par un systéme « Simplicity UV » (Millipore, Bedford, MA, USA) avec
une résistance spécifiques de 18.2 MQcm a 259C. Les solvants de qualité « pesticide » (méthanol,
chloroforme et dichlorométhane) et de qualité LC/MS (eau, acétonitrile, acide formique 99 %) ont

été fournis pas Carlo Erba (Val de Reuil, France).

1.2.2 Matériel biologique

Les échantillons utilisés ont été prélevés sur des moules M. galloprovincialis « blanches » (non
exposées en laboratoire) obtenues auprés d’un conchyliculteur de Bouzigues (34, France). Les moules

(6,2-8 cm) ont été nettoyées puis disséquées afin de récupérer différents échantillons : hémolymphe,
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branchies, gonades, glandes digestives, tissus restants. L'ensemble des échantillons ont été congelés
a -80°C. L’ensemble des échantillons utilisés pour les développements de méthodes correspondent a
un mélange homogene de glandes digestives ou d’hémolymphe d’individus femelles et d’individus
males, sexés par observation de frottis gonadiques au microscope durant la dissection. Avant
analyse, les glandes digestives ont été lyophilisés (Heto Power dry LL 3000, Thermo) et broyés.
L'optimisation de la méthode d’extraction a été réalisée sur un pool de glandes digestives. Le choix
de la matrice a été effectué entre les échantillons de glandes digestives, siege de nombreuses
réactions enzymatiques chez la moule, et d’hémolymphe, liquide circulant jouant un role dans
diverses fonctions biologiques telles que I'immunité ou le transport d’oxygene. Méthode de

préparation des échantillons de glandes digestives et d’hémolymphe

Comme décrit dans le chapitre 1, différentes méthodes d’extraction a partir de tissus sont
référencées dans la littérature. Toutefois, trés peu d’analyses métabolomiques conduites par MS ont
été réalisées sur des tissus de moules, nous avons donc fait le choix de tester deux méthodes
d’extraction de métabolites qui consistent en la réalisation d’une extraction solide/liquide, soit avec
du MeOH, soit avec un mélange eau/MeOH/chloroforme (de type Bligh & Dyer), ces deux
méthodologies étant les plus représentées dans la littérature. Pour le mélange
eau/MeOH/chloroforme donnant une séparation biphasique (phase polaire/phase apolaire), nous
nous sommes intéressés spécifiguement a la phase polaire des extraits. Une fois le choix du

protocole effectué, celui-ci a été optimisé pour I'analyse de la matrice choisie.

1.2.2.1 Choix du protocole d’extraction des métabolites pour la matrice « glandes digestives »

Les deux protocoles d’extraction évalués pour obtenir le meilleur recouvrement possible du

métabolome sont présentés ci-apres.

Extraction au MeOH (n=5) — Un volume de 400 pL de MeOH est ajouté a 50 mg p.s. (poids sec) de
la matrice solide correspondant a I’échantillon a analyser. L’'ensemble est vortexé durant 1 minute
puis centrifugé durant 15 minutes a 2 000 g dans une centrifugeuse thermostatée a 4°C. Apres cette
étape de centrifugation, 200 plL de surnageant sont prélevés, auxquels 300 uL de MeOH sont ajoutés.
Le mélange est a nouveau vortexé durant 1 minute puis centrifugé durant 15 minutes a 2000 g dans
une centrifugeuse thermostatée a 4°C. Enfin, 100 uL de surnageant sont prélevés, évaporés a sec
sous azote et repris dans 200 pL de phase mobile, un mélange H,0/ACN, 95/5, v/v. Cinq réplicats

sont effectués.

Extraction eau/MeOH/chloroforme (n=5) — Ce protocole d’extraction a été préalablement

développé par Wu et al. (2008) et appliqué par Fasulo et al. (2012) pour I'extraction de métabolites

116



Chapitre 4 : Evaluation des effets du diclofénac par approche non-ciblée : étude de I'endo-
métabolome

des tissus de moules. Brievement, a prise d’essai de 50 mg p.s., 200 uL de méthanol (MeOH) et 43 pL
d’eau ont été ajoutés. L'ensemble a été vortexé durant 1 minute, puis 200 pL de chloroforme (CHCl3)
et 100 pL d’eau y sont ajoutés avant d’étre vortexé a nouveau durant 1 minute et laissé sur glace,
avec agitation, durant 10 minutes. L’échantillon est alors centrifugé durant 15 minutes a 2000 g dans
une centrifugeuse thermostatée a 4°C. Cing réplicats sont effectués. Seule la fraction polaire des

extraits a été étudiée.

1.2.2.2 Optimisation du protocole d’extraction pour la matrice « glandes digestives »

Au cours des derniéres années, différentes variantes du mélange chloroforme/méthanol/eau ont
été testées et proposées pour |'extraction de métabolites des tissus (Liebeke and Bundy, 2012;
Masson et al., 2010). Ces études proposent de remplacer les solvants traditionnels, méthanol et
chloroforme par, entre autres, de |'acétonitrile et du dichlorométhane. Deux mélanges dérivés du
mélange initial ont ainsi été testés : eau/acétonitrile/chloroforme et
eau/méthanol/dichlorométhane. Ces deux mélanges de solvants ainsi que le mélange
eau/méthanol/chloroforme présenté dans le paragraphe précédent ont été évalués pour I'extraction

des métabolites de glandes digestives de moules.

Le méme protocole d’extraction, décrit ci-apres, a été appliqué pour la préparation des
échantillons de glandes digestives (n=5 réplicats pour chaque méthode d’extraction). 30 mg p.s. de
glandes digestives ont été pesés et mélangés a 240 pl de méthanol (ou acétonitrile — ACN) et 75 pl
d’eau. Le mélange a ensuite été homogénéisé 60 secondes par vortex puis 240 pl de chloroforme (ou
dichlorométhane — DCM) et 120 ul d’eau ont été rajoutés. Le mélange a ensuite été homogénéisé 60
secondes par vortex puis centrifugé 15 minutes a 2000 g, a 4°C. 50 ul de surnageant ont été prélevés
et filtrés a 10 kilodalton (filtres a centrifuger, VWR). Un volume identique de filtrat a été récupéré
pour chaque échantillon, évaporé a sec sous flux d’azote et repris dans 150 pl d'un mélange
eau/acétonitrile (95:5, v/v). Pour contrdler le bon déroulement des analyses, un échantillon de

controle qualité a été réalisé en mélangeant 20 ul de chaque.

1.2.2.3 Choix du protocole d’extraction des métabolites pour la matrice « hémolymphe »

Différents protocoles ont été testés puis comparés pour |’extraction de métabolites présents dans
la matrice hémolymphe (matrice non lyophilisée). Un pool de différents prélevements
d’hémolymphe issus de moules males et de moules femelles a été constitué. Pour chacune des

méthodes d’extraction testées, 5 réplicats ont été effectués.

Avant extraction des métabolites, les échantillons ont été passés 10 minutes aux ultrasons avant

d’étre centrifugés 10 minutes a 2 000 g, a 4°C. Ainsi, le contenu cellulaire est libéré et les débris

117



Chapitre 4 : Evaluation des effets du diclofénac par approche non-ciblée : étude de I'endo-
métabolome

cellulaires forment un culot. Les surnageants sont prélevés pour extraction des métabolites et

purification des échantillons selon I'un des protocoles suivant :

Extraction de type Bligh & Dyer (n=5) — Pour cette extraction, 60 uL d’hémolymphe ont été
prélevés puis mélangés a 380 puL de MeOH avant d’étre vortéxés durant 1 minute. 760 plL de CHCl; et
240 uL d’eau ont par la suite été ajoutés avant une nouvelle homogénéisation par vortex durant 1
minute. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 15 minutes a 2000g, a 4°C. 500 uL de
surnageant (phase aqueuse) ont été filtrés sur un filtre a centrifugé de 10 kilodalton (kDa) (VWR),
puis 400 uL du filtrat obtenus ont été évaporés a sec sous flux d’azote et repris avec 100 pL d'un

mélange eau/acetonitrile (95:5, v/v).

Extraction au méthanol (n=5) — Pour cette extraction, 300 uL de MeOH ont été ajoutés a 100 plL
d’hémolymphe. Les échantillons vortexés durant 1 minute ont été centrifugés 15 minutes a 2 000 g, a
4°C. 300 pL de surnageant ont été prélevés et filtrés sur un filtre a centrifuger de 10 kDa (VWR).
250 pL du filtrat obtenu ont été évaporés a sec et repris avec 100 pL d'un mélange eau/acetonitrile

(95:5, v/v).

Extraction par filtration (n=5) — Pour cette extraction, 100 ul d'hémolymphe ont prélevés et filtrés
sur un filtre a centrifuger de 10 kilodalton (VWR). Le filtrat obtenu a été centrifugé 15 minutes a

2 000 g (4°C) et 60ul de surnageant ont été prélevés pour injection.

1.2.3 Analyses par LC-HRMS

Les analyses ont été réalisées sur une trappe orbitale (Thermo Exactive) opérant en mode
balayage complet de m/z 50 a m/z 1000 a une résolution de 50 000 (FWHM, m/z 200). Les gaz de
désolvatation et de nébulisation ont été produits par un générateur d’azote associé au spectrometre
de masse. Les modes électrospray positif et négatif ont été utilisés pour I'acquisition des empreintes
métaboliques. Les parametres du MS utilisés correspondent a des parametres moyens déterminés
suite a l'infusion de standards analytiques. Les parametres de source utilisés pour les analyses sont

présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 — Paramétres de source utilisés pour I’acquisition des empreintes métaboliques

Paramétre Mode d’ionisation positif Mode d’ionisation négatif
Gaz de désolvatation (UA) 55 55
Gaz de nébulisation (UA) 10 10
Tension du capillaire (| kV]) 3,5 3,0
Température du capillaire (°C) 350 300
Tension du cone (V) 45 -20
Tension de la ligne de transfert (V) 90 -90
Tension du skimmer (V) 26 -25
Température de la source (°C) 300 300

La premiere étape de développement analytique a été d’effectuer un choix de colonne de
séparation par chromatographie liquide : plusieurs études récentes ont montré que la richesse de
composés détectés dans les empreintes métaboliques acquises était dépendante de la méthode
séparative utilisée lors de I'acquisition desdites empreintes. Ainsi Boudah et al. (2014) ou encore
Zhang et al. (2012) ont montré que l'utilisation de trois colonnes de chromatographie liquide
différentes utilisées comme outils séparatifs pour I'analyse de mémes échantillons permettaient
I'acquisition d’informations différentes. Pour répondre a cette problématique, deux phases
stationnaires de chromatographie liquide ont été testées au laboratoire. Une des colonnes de
séparation chromatographique couramment utilisée pour les études métabolomiques utilisant le
couplage chromatographie liquide spectrométrie de masse est I'Hypersil Gold. Cette colonne est
décrite comme particulierement adaptée pour la rétention de composés moyennement polaires et
apolaires. Toutefois, de par ces propriétés, nous pouvons déja dire qu’un grand nombre de composés
polaires ne seront pas retenus sur cette phase de type C-18 lors de I'analyse. La seconde colonne
testée, la Discovery HS-F5, est décrite comme plus adaptée a I'analyse des composés polaires. Sa
phase stationnaire favorise la rétention des composés dont la structure contient, par exemple, des
cycles et / ou des liaisons pi-pi (Bell et al., 2005; Bell and Jones, 2005). En ce sens, elle va permettre
de retenir un certain nombre de composés polaires que nous cherchons a analyser tels que certains

acides aminés et acides organiques.

La MS a donc été couplée a une séparation chromatographique. Deux colonnes de séparation par
chromatographie liquide ont été testées : une premiere colonne de type RP-C18 (RP, phase inverse),
I’'Hypersil Gold (100 x 2.1 mm; 1.9 um; Thermo Scientific, USA) et une seconde colonne de type
pentafluorophenyl propyl, la Discovery HS-F5 (100x 2.1 mm; 3 um; Supelco Analytical, Sigma
Aldrich, USA). Le méme gradient d’élution a été employé afin de pouvoir comparer les capacités
séparatives et de rétention des deux colonnes chromatographiques. Les phases mobiles employées

correspondait a : (A) un mélange 99 % H,0, 1 % ACN et 0,1 % AF et (B) un mélange 99 % ACN, 1 % H,0
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et 0,1 % AF. Le gradient chromatographique appliqué était le suivant : 95 % de A durant 2 minutes,
puis 5% de A a 18 minutes et ce durant 4 minutes, avant un retour a 95 % de A a 25 minutes et ce

pour 10 minutes.

1.2.4 Criteres de comparaison et d’évaluation

1.2.4.1 Choix de la colonne séparative

L’évaluation de la capacité séparative et informative associée a I'utilisation des deux colonnes
testées a été évaluée sur la base de I'injection de standards analytiques de composés polaires (10
standards différents), dans les mémes conditions (mémes phases mobiles, gradient d’élution,

conditions HRMS), dans les deux modes d’ionisation (positif et négatif).

1.2.4.2 Choix et optimisation de la méthode d’extraction

L’évaluation des différentes méthodes d’extraction testées s’est faite sur la base de différents
criteres que sont: i) la richesse d’information et ii) la répétabilité des extractions. Ces différents
parameétres ont été évalués dans le but de choisir la méthode de préparation des échantillons
permettant de recueillir le plus d’informations possibles. La métabolomique étant basée sur une
mesure semi quantitative de composés et la comparaison des abondances brutes de ces composés
d’un groupe d’échantillon a un autre, la répétabilité des différentes étapes constituant I'analyse
métabolomique est donc un critére important. La répétabilité des extractions (ou d’une séquence
d’analyse) peut étre évaluée pour chaque type d’extraction selon la méthode proposée par Want et
al. (2010). Le coefficient de variation (CV) a été calculé pour I'ensemble des ions détectés dans les
échantillons préparés par une méme méthode d’analyse. Une méthode est considérée comme
répétable lorsque le pourcentage de signaux ayant un CV inférieur a 30 % est supérieur a 70 % du
nombre total de signaux détectés. Les méthodes d’extractions ont été comparées a l'aide de
metaXCMS afin de déterminer le nombre d’ions communs et propres a chaque méthode d’extraction
testées. Les parameétres suivant ont été appliqués pour cette comparaison a I'aide de metaXCMS : un
fold-change supérieur a 1, une p-value inférieure a 1, une tolérance de rapport masse sur charge de

0,005 et une tolérance de variation du temps de rétention de 30 secondes.

1.2.4.3 Choix de la matrice étudiée

Parmi les différentes matrices prélevées sur les moules blanches, deux matrices nous semblaient
prometteuse pour évaluer les effets du DCF sur I'endo-métabolome des moules : ’lhémolymphe et
les glandes digestives. Le choix de la matrice d’intérét a été effectué sur la base de la richesse

d’information des empreintes métaboliques générées.

120



Chapitre 4 : Evaluation des effets du diclofénac par approche non-ciblée : étude de I'endo-
métabolome

1.3 Résultats

1.3.1 Optimisation de la séparation chromatographique

Le choix de la colonne de séparation chromatographique a été effectué sur la base de deux

critéres que sont la finesse des pics et la rétention des composés en fonction des phases étudiées.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que |'utilisation de I'Hypersil Gold permet
I'obtention de pics chromatographiques plus fins en raison de la différence de granulométrie de
particules entre les deux colonnes (1.9 um pour la colonne Hypersil Gold et 3 um pour la Discovery
HS-F5). Toutefois, parmi les 10 standards analysés, 5 ont été retenus de fagon satisfaisante (au-dela
du volume mort) avec I'Hypersil Gold contre 8 avec la Discovery HS-F5. Bien que I'utilisation de
I’'Hypersil Gold permette I'obtention de pics chromatographiques plus fin, I'utilisation de la Discovery
HS-F5 est plus adaptée a la rétention de composés trés polaires ou trés hydrophiles et donc plus

adaptée a I'analyse des métabolites présents dans la phase polaire extraite étudiée.

1.3.2 Choix de la méthode d’extraction des métabolites des glandes digestives

Richesse d’information — La comparaison de la richesse d’informations obtenue par les différents
protocoles correspondant au nombre de signaux détectés dans les empreintes pour chacune des
méthodes de préparation d’échantillons testées. Cette richesse d’information a été évaluée sur la
base des signaux pertinents, c’est-a-dire présentant un CV inférieur a 30 % et non élués dans le
volume mort et durant les 10 minutes de reconditionnement aprés le run. Le nombre de signaux

détectés pour chaque protocole d’extraction testé est présenté dans le Tableau 7.

Tableau 7 — Nombre d’ions détectés pour chacune des méthodes d’extraction testées, dans chacun des deux modes

d’ionisation
Protocole d’extraction MeOH H,0/MeOH/CHCl;
Nombre de signaux détectés
o o 3386 4067
en ionisation positive
Nombre de signaux détectés
949 1366

en ionisation négative

Ce Tableau 7 met en évidence que le nombre de signaux obtenus grace au MeOH est plus faible
qgue le nombre de sighaux obtenus grace a la méthode de type Bligh & Dyer. La méthode de type
Bligh & Dyer semble donc plus informative que la méthode utilisant le MeOH, particulierement en
mode d’ionisation négatif, avec environ 1,4 fois plus de signaux détectés. Si le nombre de signaux
détecté est considéré comme proportionnel au nombre de composés extraits, le mode d’ionisation
négatif est moins informatif que le mode d’ionisation positif (environ trois fois moins de signaux

détectés), bien que ce dernier entraine généralement une redondance d’informations plus
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importante que celle constatée en mode d’ionisation négatif. L’extraction de type Bligh & Dyer est
donc plus informative que celle utilisant le MeOH seul, que ce soit en mode d’ionisation positif ou

négatif.

Les solvant/mélange de solvants utilisés pour les deux méthodes d’extraction ayant des
propriétés spécifiques (plus ou moins polaire, plus ou moins protique), les métabolites extraits par
chacune des méthodes testées dépendent de leur affinité pour les solvants d’extraction. Cette
affinité a été évaluée en s’intéressant aux signaux communs et uniques détectés dans les empreintes

acquises, grace au script metaXCMS (présenté dans le chapitre 1).

1197
Méthanol 2189 Bligh & Dyer

1878

Figure 15 — Exemple des signaux communs et uniques détectés selon les différentes méthodes d’extractions en mode

d’ionisation positif (Diagramme de Venn, metaXCMS)

Le diagramme de Venn obtenu (Figure 15) permet de mettre en évidence que chaque méthode
d’extraction présente des spécificités propres pour certains métabolites. Le chiffre indiqué dans
I'intersection des deux cercles correspond au nombre de signaux communs aux deux méthodes
d’extractions. Les chiffres apparaissant dans chacun des cercles correspondent aux nombres de
signaux uniques a chacune des méthodes d’extractions. En mode d’ionisation positif, le nombre de
composés extraits spécifiquement dans la phase polaire de la Bligh & Dyer est pres de 1,6 fois plus
important que le nombre de composés extraits spécifiquement avec le MeOH (si on fait I’hypothése
qgue le nombre de signaux détectés est proportionnel au nombre de composés détectés). La méme
tendance est observée en mode d’ionisation négatif. Nous avons mis en évidence que la méthode
d’extraction de type Bligh & Dyer permet I'extraction d’un plus grand nombre de métabolites que la
méthode d’extraction au MeOH. Il est toutefois nécessaire que cette méthode d’extraction soit

répétable afin de pouvoir I'utiliser lors d’analyses métabolomiques.

Répétabilité des extractions — Les CV ont été calculés pour 'ensemble des signaux détectés dans
les échantillons selon les deux protocoles de préparation testés et les deux modes d’ionisation
utilisés. Le nombre de signaux avec un CV inférieur a 30%, exprimé en pourcentage du total de

signaux pour les deux modes d’ionisation (Figure 16).
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Figure 16 — Pourcentage de signaux détectés présentant une variabilité inférieure a 30 % pour chacune des méthodes
d’extraction, en mode d’ionisation positif et négatif — MeOH : extraction au méthanol ; B&D : extraction de type Bligh &

Dyer

Les graphiques ci-dessus mettent en évidence que les extractions au MeOH et Bligh & Dyer sont
toutes deux satisfaisantes en termes de répétabilité : plus de 70 % des ions présentent une variabilité
inférieure a 30 % dans les deux modes d’ionisation. Toutefois I'extraction de type Bligh & Dyer est la
plus répétable avec 75 % et 93 % des ions présentant une variabilité inférieure a 30 % dans les modes

d’ionisation positif et négatif, respectivement.

Au vu des résultats présentés, I'extraction au méthanol permet d’accéder en une seule étape a un
ensemble de composés et s’avere répétable. Comme vu précédemment, le nombre de métabolites
extraits grace au MeOH est proche du nombre de métabolites présents dans la phase polaire
obtenue par extraction Bligh & Dyer. Toutefois, la méthode Bligh & Dyer présente |'avantage
d’obtenir deux phases extraites : une phase méthanol-eau regroupant les composés polaires et une
phase chloroforme regroupant les composés apolaires. Ce constat met en évidence que la méthode
Bligh & Dyer (bien que plus chronophage a mettre en ceuvre) permet d’accéder a un plus grand
nombre de métabolites, notamment les composés extraits dans la phase apolaire (qui n’a pas été
analysée dans le cadre de cette thése). De plus, la méthode Bligh & Dyer apparait comme la plus

répétable, elle est donc sélectionnée pour la suite de notre étude.

1.3.3 Optimisation de la méthode d’extraction des métabolites des glandes digestives

Différentes études menées sur les glandes digestives et foies d’autres organismes ont mis en
évidence que la méthode Bligh & Dyer « classique », effectuée a 'aide d’'un mélange eau/MeOH/

CHClI;, n’était pas forcément la méthode la plus optimale pour I'extraction des métabolites de ce type
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de matrices. Différents parametres, présentés ci-dessous, ont donc été évalués dans le but de
déterminer quel mélange de solvant, parmi ceux présentés en introduction de ce chapitre, était le

plus optimum pour I'extraction des métabolites des glandes digestives de moules.

Richesse d’information — Les résultats obtenus sont tres différents pour chacun des deux modes
d’ionisation. En effet, quelle que soit la méthode d’extraction utilisée, le nombre de signaux détectés
en négatif est environ deux fois plus important qu’en positif (Tableau 8). En ionisation positive, le
protocole d’extraction eau/MeOH/DCM permet d’obtenir un plus grand nombre de signaux que le
protocole eau/ACN/CHCI; lui-méme apportant une richesse légérement plus importante que le
protocole eau/MeOH/CHCl; (1060>922>805 signaux, respectivement). En ionisation négative la
tendance est légérement différente: le mélange eau/MeOH/DCM (3401 signaux) permet
I’acquisition d’environ 100 signaux supplémentaires par rapport au mélange eau/MeOH/CHCl; (3280
signaux) qui lui-méme permet I'acquisition d’environ 150 signhaux supplémentaires par rapport au

mélange eau/ACN/CHCI; (3118 signaux).

Tableau 8 — Nombre de signaux détectés pour chacune des méthodes d’extraction testées

eau/méthanol/ eau/acétonitrile/ eau/méthanol/
chloroforme chloroforme dichlorométhane
(eau/MeOH/CHCIl;) (eau/ACN/CHCI;) (eau/MeOH/DCM)
Mode d |o.n_|sat|on 305 922 1060
positif
Mode d’ionisation 3780 3118 3401

négatif

Afin de comparer les signaux communs et uniques a chacun des différents protocoles testés, une
comparaison des informations extraites par XCMS pour chaque protocole d’extraction a été
effectuée a I'aide de metaXCMS (Figure 17). Le traitement des données par metaXCMS a permis de
mettre en évidence que les trois protocoles d’extraction permettent d’acquérir un grand nombre de
signaux qui leur sont communs, particulierement en mode d’ionisation négatif (environ 43 % en
positif et 67 % en négatif). Pour chacun des deux modes d’ionisation, le mélange eau/MeOH/DCM
présente le plus grand recouvrement de signaux uniques, suivi en positif du mélange eau/ACN/CHCl;

et en négatif du mélange eau/MeOH/CHCls.
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Mode d'icnisation positif Mode d'ionisation négatif

176

Eau/ACN/CHCI; Eau/MeOH/DCM Eau/ACN/CHCI; Eau/MeOH/DCM
396 2195

109 144 285 479
156 321

Eau/MeQH/CHCI; Eau/MeOH/CHCl;

Figure 17 — Signaux communs et spécifiques détectés selon les différentes méthodes d’extractions, analyses effectuées

en mode d’ionisation positif (gauche) et négatif (droite) (Diagramme de Venn, metaXCMS)

Répétabilité des extractions — Les coefficients de variation (CV) ont été calculés pour tous les
signaux détectés dans les échantillons préparés selon les trois protocoles testés, dans les deux modes
d’ionisation utilisés. Les nombres de signaux avec un CV inférieur a 30%, exprimé en pourcentage du

total de signaux, sont présentés dans le Tableau 9 pour les deux modes d’ionisation.

En ionisation positive, la répétabilité d’extraction la plus élevée est obtenue avec le protocole
eau/acétonitrile/chloroforme, avec 71% des signaux présentant une variabilité inférieure a 30 %,
suivi du protocole d’extraction employant le mélange eau/méthanol/dichlorométhane. En ionisation
négative, la répétabilité la plus élevée est obtenu avec le protocole eau/méthanol/dichlorométhane,
avec 83% des signaux qui présentant une variabilité inférieure a 30 %. Toutefois la répétabilité des

deux autres méthodes d’extraction pour ce mode d’ionisation son trés proches (81 — 82 %).

Tableau 9 — Pourcentage de signaux présentant un CV inférieur a 30 % dans les deux modes d’ionisation pour chacune

des méthodes d’extraction évaluées

eau/méthanol/ eau/acétonitrile/ eau/méthanol/
chloroforme chloroforme dichlorométhane
(eau/MeOH/CHCl;) (eau/ACN/CHCI;) (eau/MeOH/DCM)
Mode d |t?r!|sat|on 65% 71% 67%
positif
Mode d’ionisation 82% 81% 83%

négatif

Parmi les trois protocoles d’extraction testés, le protocole eau/MeOH/DCM apparait comme
présentant la meilleure répétabilité en ionisation négative, et en seconde place en ionisation
positive. Il est également le protocole permettant d’obtenir la meilleure richesse d’information pour

I’analyse des glandes digestives de moules. Il a donc été retenu pour la suite du travail effectué.

1.3.4 Choix de la méthode d’extraction des métabolites de ’'hémolymphe

Trois méthodes de préparation d’échantillons ont été testées pour la matrice hémolymphe et

évaluées leur répétabilité et la richesse des informations acquises.
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Répétabilité des extractions — L’évaluation de la répétabilité des trois protocoles a permis de
mettre en évidence que l'extraction de type Bligh & Dyer était la moins répétable des trois
méthodes, avec moins de 71 % des signaux présentant un CV inférieur a 30 % dans les deux modes
d’ionisation. Concernant les deux autres méthodes d’extraction, celles-ci présentent une répétabilité
identique en mode d’ionisation négatif (79 % des signaux présentant un CV acceptable), alors qu’en
ionisation positive, I'extraction au MeOH est plus répétable que la filtration (80 % des signaux avec

un CV acceptable contre 71 %, respectivement).

Richesse d’information — Concernant la richesse d’information obtenue, la filtration permet
d’acquérir environ 150 signaux supplémentaires (dans chacun des deux modes d’ionisation) que
I’extraction au MeOH, qui elle-méme permet I'acquisition d’un plus grand nombre de signaux que la
méthode Bligh & Dyer (+150 signaux), en ionisation positive seulement, le nombre de signaux acquis
en ionisation négative étant identique (Tableau 10). Ces deux premiers résultats nous permettent

d’écarter la méthode de type Bligh & Dyer pour I'extraction des métabolites de I’hémolymphe.

Tableau 10 — Nombre de signaux détectés en mode d’ionisation positif et négatif pour chacune des méthodes

d’extraction testées pour la préparation des échantillons d’hémolymphe

Méthode d’extraction des

Mode d’ionisation positif Mode d’ionisation négatif
métabolites
Bligh & Dyer 364 755
Filtration 682 922
MeOH 502 755

Concernant la comparaison des signaux communs et uniques a chacun des méthodes
d’extraction, l'utilisation de metaXCMS a permis d’obtenir deux diagrammes de Venn mettant en
évidence que, dans les deux modes d’ionisation, la filtration permet d’obtenir une plus grande

quantité d’information comparé a I'utilisation du MeOH (Figure 18).

Mode d'ionisation négatif

215

Méthanol Filtration

Figure 18 — Exemple des signaux communs et uniques détectés selon les différentes méthodes d’extractions de
métabolites des échantillons d'hémolymphe, analyses effectuées en mode d’ionisation négatif (Diagrammes de Venn,

metaXCMS)
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Bien que l'utilisation du MeOH pour |'extraction des métabolites de I'hémolymphe soit une
méthode de préparation d’échantillons plus répétable que la filtration, cette derniére permet
I'acquisition d’empreintes plus riches. Nous avons donc fait le choix de préparer les échantillons

d’hémolymphe par filtration.

1.3.5 Choix de la matrice d’intérét

L’hémolymphe est une matrice d’intérét moins complexe, nécessitant une méthode d’extraction
moins élaborée que la matrice « tissu ». Toutefois cette différence de complexité se retrouve dans la
richesse des signaux obtenus. En effet, les empreintes métaboliques issues de I'analyse des glandes
digestives sont environ 1,6 fois plus riches que celles issues de I'analyse de I’hémolymphe en
ionisation positive, et la différence est encore plus marquée en ionisation négative avec des
empreintes environ 3,7 fois plus riches. Par ailleurs, le prélevement des échantillons d’hémolymphe
est complexe, entrainant un risque de prélevement non-homogéne d’une moule a I'autre, et donc
une variabilité associée aux prélevements d’échantillons susceptible de noyer la variabilité associée
au facteur étudié. En conséquence, nous avons fait le choix d’écarter I’'hémolymphe et de nous
intéresser a I'évaluation des effets d’une exposition au DCF uniquement sur les glandes digestives

des moules.

2  Application : évaluation des effets du diclofénac par approche non-ciblée chez la moule

méditerranéenne

2.1 Design expérimental

Le design expérimental de I’exposition mise en ceuvre pour étudier les effets du DCF sur I'endo-
métabolome est le méme que celui présenté en chapitre 3 de ce manuscrit (chapitre 3,
paragraphe 3.1). Toutefois, pour cette étude nous avons étudié I'endo-métabolome des glandes
digestives des moules exposées a 100 pg/L de DCF. Le but de cette étude étant d’évaluer la capacité
de la métabolomique a mettre en évidence des effets des PP sur les organismes non-cibles en tant
que preuve-de-concept, la concentration d’exposition a été volontairement choisie supérieure aux

concentrations retrouvées dans |I’environnement.

Les résultats de ce travail ont fait I'objet d’'une publication, a paraitre en 2018, dans la revue
Science of the Total Environment sous le titre Metabolomics assessment of the effects of diclofenac

exposure on Mytilus galloprovincialis: potential effects on osmoregulation and reproduction.
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2.2 Publication n°3:
Metabolomics assessment of the effects of diclofenac exposure on Mytilus galloprovincialis:

potential effects on osmoregulation and reproduction

Bénilde Bonnefille, Elena Gomez, Mellis Alali, David Rosain, Hélene Fenet, Frédérique Courant

UMR HydroSciences Montpellier, Université Montpellier, Montpellier, France
* Corresponding author at: Département Sciences de I'Environnement et Santé Publique - Faculté de
Pharmacie, UMR HydroSciences - Université de Montpellier, 15, Av Charles Flahault, 34093

Montpellier Cedex 05, France

E-mail address: frederique.courant@umontpellier.fr

Highlights

e A non-targeted approach was applied to gather information on DCF effects on mussels
e Metabolomic study highlighted DCF effects on two main metabolic pathways
e DCF effects on neurotransmitters may be of concern

e DCF exposure could lead to mussel osmoregulation and reproduction damage

Graphical Abstract

 Modulationof |

== Tyrosine metabolism
. == Tryptophan metabolism

Potential effects

== Spawning modulation ? ‘
- == Osmoregulation disruption ?
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Abstract

The presence of pharmaceutically active compounds in aquatic environments has become a major
concern over the past 20 years. Elucidation of their mode of action and effects in non-target
organisms is thus now a major ecotoxicological challenge. Diclofenac (DCF) is among the
pharmaceutical compounds of interest based on its inclusion in the European Union Water
Framework Directive Watch List. In this study, our goal was to investigate the potential of a
metabolomic approach to acquire information without any a priori hypothesis about diclofenac
effects on marine mussels. For this purpose, mussel's profiles were generated by liquid
chromatography combined with high resolution mass spectrometry. Two main metabolic pathways
were found to be impacted by diclofenac exposure. The tyrosine metabolism was mostly down-
modulated and the tryptophan metabolism was mostly up-modulated following exposure. To our
knowledge, such DCF effects on mussels have never been described despite being of concern for
these organisms: catecholamines and serotonin may be involved in osmoregulation, and in gamete
release in mollusks. Our results suggest potential impairment of mussel osmoregulation and

reproduction following a DCF exposure.

Keywords: NSAID, non-targeted approach, dopaminergic pathway, serotonin
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1 Introduction

Pharmaceuticals have become major environmental contaminants of concern over the last 20
years (Boxall et al., 2012; Heberer, 2002). The presence of pharmaceuticals in waters is mainly due to
inputs from wastewater treatment plants (Petrie et al., 2015; Verlicchi et al., 2012). Marine waters
are also affected by these inputs due to the development of sea outfall wastewater treatment plants

and watershed contributions (Fenet et al., 2014).

There is growing interest in pharmaceuticals and consequently their potential effects on non-
target organisms, including marine organisms, is a current research challenge (Segner, 2011). Recent
studies have documented the presence of pharmaceuticals in marine organisms (Alvarez et al., 2014;
Arpin-Pont et al., 2016; Moreno-Gonzalez et al., 2016). However, few studies have focused on the
potential impact of pharmaceuticals on coastal organisms (Huerta et al.,, 2012). Among
pharmaceuticals found in seawater, diclofenac (DCF) concentrations from a few ng/ L to 1 ug/L have
been reported (Gaw et al., 2014). DCF has recently been added to the first European Union Water
Framework Directive Watch List but there is insufficient monitoring data available (Commission
Implementing Decision 2015/495, European Commission, 2015). DCF is one of the most widely
prescribed non-selective non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) with the highest
environmental concentration and detection rates (along with ibuprofen) (He et al., 2017). Its
presence in aquatic ecosystems has led to its detection in wild aquatic organisms, such as mussels, at
concentrations of around 10 ng/g along European coasts (Capolupo et al., 2017; Cunha et al., 2017;

Mezzelani et al., 2016).

Some effects of DCF on mussels have been documented in the literature. Laboratory exposure of
Mytilus edulis to high DCF concentrations (1.000 and 10.000 pg/L) led to impaired scope for growth
and byssus thread strength (Ericson et al., 2010). Furthermore, different periods of exposure to 250
ng/L of DCF led to oxidative stress in marine mussels (Gonzalez-Rey and Bebianno, 2014). Finally
recent study conducted in Mediterranean mussels exposed to 1 and 100 pg/L of DCF during 3 days
revealed a prostaglandin E2 synthesis reduction which may be in accordance with both
cyclooxygenase COX-1 and COX-2 inhibition, as DCF known mode of action in human (Courant et al.,
2017). These studies, conducted by targeted approaches on various endpoints, revealed that DCF can
have impacts while also highlighting the necessity of developing one-shot analysis methods capable
of detecting diverse effects. Indeed, DCF may have other modes of action beyond inhibition of

cyclooxygenase COX-1 and COX-2 activity.
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To assess potential undocumented DCF effects on mussels, we investigated the efficiency of a
non-targeted approach in order to work without any a priori hypothesis. A non-targeted
metabolomic approach involves generation and comparison of metabolic profiles acquired from
different groups of samples by a suitable analytical technique, such as nuclear magnetic resonance
(NMR) or mass spectrometry (Courant et al., 2014). Metabolic profiles provide an overview of all
metabolites accessible for analysis and their comparison between different sample groups can
provide molecular signatures in certain disease states, physiological conditions or effects of

xenobiotic exposure, for example (Courant et al., 2014).

This approach has been conclusively applied to assess the effects of various pollutants on fish or
crustaceans using liquid chromatography hyphenated to mass spectrometry. A metabolomic study
has been conducted following exposure to fenitrothion, an organophosphate pesticide, on roaches
and the results highlighted steroid metabolism disruption and hepatic phosphagen system
perturbations (Southam et al., 2011). Other metabolomic studies have been conducted to assess the
effects of sewage treatment plant effluents on fish, and the findings revealed diverse effects such as
prostaglandin or lipid metabolism modulation (David et al., 2017; Samuelsson et al., 2011). However,
few metabolomic studies have been conducted to evaluate the impacts of pharmaceuticals exposure
on non-target organisms. A metabolomic study of daphnia exposed to carbamazepine and ibuprofen
amino acid modulation revealed potential effects of carbamazepine on energy metabolism
(Kovacevic et al.,, 2016).An experiment conducted by Gomez-Canela et al. (2016) on gammarids
highlighted the effects of nimesulide and propranolol on protein synthesis, oxidative stress and
signaling cascades. These experiments demonstrated that the metabolomic approach is valuable for
studying xenobiotics effects on non-target organisms. Metabolomic studies on mussels have mainly
been carried out using the NMR approach while being focused on metals, pesticides and other

xenobiotics, but no studies have focused on pharmaceuticals to date.

The present study was carried out to assess the potential of metabolomics for highlighting
undocumented effects of DCF exposure on Mediterranean mussels. We deliberately exposed mussels
to a high DCF concentration for this proof-of-concept. Analyses were performed with liquid
chromatography (LC) hyphenated to high resolution mass spectrometry (HRMS). This approach
allowed us to highlight two metabolic pathways impacted mainly by DCF exposure. This is the first
time that a LC-HRMS metabolomic study has been conducted to assess DCF effects on a non-target

organism.
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2 Material and Methods
2.1 Chemicals

DCF (>98%) was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Stock standard solution
was prepared at 1000 mg/L concentration in methanol, as well as subsequent stock standard
dilutions. All standard solutions were stored at —20 °C. Ultrapure water was generated by a Simplicity
UV system from Millipore (Bedford, MA, USA) with a specific resistance of 18.2MQ cm at 25 °C.
Pesticide analysis-grade solvents (methanol, dichloromethane) and LC/MS-grade solvents (water,

acetonitrile, formic acid 99%) were from Carlo Erba (Val de Reuil, France).

2.2 Animals and experimental design

The experimental design was described elsewhere (Bonnefille et al., 2017). Briefly, Mytilus
galloprovincialis mussels (6—8 cm shell length) purchased in November from Mediterranean mussel
suppliers (Bouzigues, France) were acclimated for 7 days before the experiment. Groups of mussels
randomly distributed in glass aquaria were constituted. Among these groups, one was exposed to
solvent (ethanol), the vehicle used to expose mussels to DCF (SC group, 3 mussels per aquaria,
6 aquaria), and another one was exposed to a concentration of 122.6 ug/L (*16.3) of DCF (nominal
exposure concentration of 100 ug/L; 3mussels per aquaria, 6 aquaria). Daily seawater renewal (static
renewal) was carried out for each acclimation and exposure day. During the exposure period, the
DCF concentrations were reestablished every day and monitored by LC-HRMS analysis. No mortality
was observed during the exposure period. The monitored water parameters were: pH (7.8), salinity
(55 mg/L), dissolved oxygen (9 mg/L) and temperature (18 °C). These parameters did not differ

among the two exposure groups.

After 7 days of exposure, all mussels were dissected: digestive glands were frozen at -80 °C
before freeze drying (Heto Power dry LL 3000, Thermo) and analysis. Mature mussels were
histologically identified. For each exposure group, only male mussels were studied (n =8 in each

group) due to the insufficient number of female mussels in each group.

2.3 Samples analysis

2.3.1 Tissue sample preparation

Forty-five milligram dry weight (1 mg) of digestive gland were extracted with a biphasic mixture

of water/methanol/dichloromethane (Liebeke and Bundy, 2012; Masson et al., 2010). Briefly, tissues
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were homogenized with 360 pL of cold methanol and 115 pL of cold water by vortex for 1 min.
Secondly, 360 uL of cold dichloromethane and 180 pL of cold water were added and the samples
were vortexed a second time for 1 min, left on ice for 15 min, and centrifuged at 2000g for 15 min at
4 °C. The methanol/water layer containing the polar metabolites was collected and filtered on
modified PES centrifugal devices (VWR, cut off at 10 kDa) at 12000g for 30 min in order to remove
high molecular weight proteins. 250 puL of the filtered aqueous phase was evaporated to dryness
under a nitrogen stream and reconstituted in 200 pL acetonitrile/water (5/95; v/v). A quality control
(QC) sample corresponding to a pool consisting of 50 pL of each sample extract was injected at the
beginning of the injection sequence to equilibrate the column. QC injections were repeated
throughout the injection sequence to monitor the analytical repeatability and sensitivity during
analysis. To assess the injections repeatability, relative standard deviation (RSD) was calculated for
each ion detected in the QC injections replicated. Only ions with an RSD lower than 30% were kept

for data processing and annotation (Want et al., 2010).

2.3.2 LC-MS analysis

A reverse phase pentafluorophenyl propyl analytical column was used for LC separation (PFPP,
100 mm x 2.1 mm; 3 um particle size; Sigma Aldrich). The LC mobile phases were 99% acetonitrile
and 1% water (A), 99% water and 1% acetonitrile (B), both containing 0.1% formic acid. Optimal
separation was achieved using a 200 pL/min flow rate and the following gradient (A:B, v/v): 5:95
during 3 min, 40:60 at 8 min, 50:50 at 9 min, 70:30 at 13 min, and 95:5 from 15 min to 18 min. The
injection volume was 5 pL using full loop injection. An Exactive LC-HRMS (Thermo Fischer Scientific)
equipped with a heated electrospray ionization probe (HESI) source was used for analysis. The HESI
parameters were the following in positive/negative mode: sheath gas, 55 arbitrary units (AU);
auxiliary gas, 10 AU; capillary temperature, 350 °C; heater temperature 300 °C and the electrospray
voltage was set at |3.5|/|3| kV. The tube lens was set at 90/-90 V, skimmer at 26/-25 V and
capillary voltage at 45/-20 V. Full scan mode with a mass range of m/z 50—1000 at a mass resolving

power of 50,000 (FWHM, m/z 200) was used in both ionization modes.

2.4 Post-acquisition metabolic fingerprint treatment

2.4.1 Data processing and quality control

Chemical profiles from 8 SC samples and 8 samples exposed to 100 ug/L of DCF were generated
by LC-HRMS. The *.raw data obtained were converted into *.mzxml data with the freeware MS
Convert (ProteoWizard 3.0, Chambers et al., 2012). The data were processed by open-source XCMS

data processing software (Smith et al., 2006). Every step processed by XCMS software has been
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previously described by Courant et al. (2009). The XCMS parameters were as follows: the m/z interval
for peak picking was set at 0.01, the signal to noise ratio threshold was set at 6, the group band-
width was set at 8, and the minimum fraction was set at 0.6. After data processing, peaks were
sorted to generate a two-dimensional data table on which rows represent the different ions and

columns report characteristics associated with the detected ions (Courant et al., 2014).

2.4.2 Statistical analysis

Univariate statistical analysis results were obtained from the XCMS treatment using the Welsh
test. Multivariate data analyses were performed with SIMCA software (version 13.0, Umetrics,
Sweden). Datasets were log transformed and Pareto-scaled, and principal component analysis (PCA)

was performed to assess clustering between samples.

2.4.3 Metabolites annotation and identification

The annotation process was conducted on signals with a p < 0.1. The rationale for choosing such a
threshold is based on i) the low number of mussels per group which may lead to a low statistical
power and ii) the opportunity to reveal a biological modulation trend due to the exposure. Indeed, a
trend (p < 0.1) toward the down or up-modulation of several metabolites from the same pathway
(highlighting a disruption in the biochemical cascade) may be more biologically relevant than a single
marker metabolite (p < 0.05). Even if the latter is statistically more powerful, a single metabolite is
however not strong enough to reveal a biochemical pathway disruption accurately. Before
annotation of those signals, visual inspection of all extracted ion chromatograms was performed to
ensure that each selected signals at a defined m/z and retention time corresponded to a metabolite,
presenting a Gaussian chromatographic peak (i.e. not a baseline drift or background noise signal).
The putative monoisotopic masses were used for queries in the Human Metabolome Database

(HMDB) (http://www.hmdb.ca/) with a monoisotopic mass tolerance of 0.002 Da to obtain

corresponding possible chemical structures (raw formulas). Among these annotations, only those
with a deviation lower than 5 ppm between the observed mass and the theoretical mass were kept.
The identity of annotated compounds was confirmed whenever possible with the injection of the
corresponding commercially available standard compound on the same analytical system under the
same conditions (validation based on both retention time and monoisotopic mass). For compounds
for which we lacked analytical standards, when possible a comparison was performed between our
data and information available in the literature on the analysis of standard compounds conducted
with the same analytical column (Boudah et al., 2014). Levels of annotation are reported in the Table

1 on the basis of the work conducted by Sumner et al. (2007). The level 1 annotated peaks are
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characterized by a minimum of two independent and orthogonal data relative to an authentic
analytical standard analysed under the same analytical conditions (in this study retention time and
accurate mass). The level 2 annotated peaks are corresponding to putatively annotated compounds
on the basis of the use of literature (public databases) and/or external laboratory results. When
several putative annotations were possible for the same signal, they were kept and are reported in
Table 1 and Fig. 1. The metabolic pathways presented in this study were drawn up on the basis of

human metabolome (KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.kegg.ip) as no

information was available on the mussel metabolome.

3 Results

3.1 Analytical performances and statistical treatment

Extracts of digestive glands from control mussels (SC) and those exposed to DCF were profiled by
LC-HRMS in both negative and positive electrospray ionization modes. Analysis in negative ionization
mode led to the detection of 8823 signals, and 2372 signals in positive ionization mode. PCA
modelling indicated that the profiling methods were repeatable with little analytical variability in
both ionization modes. Indeed, the QC samples injected repeatedly during the LC-HRMS analysis
were grouped on the score plot (Supporting information, Fig. S1)-The percentages of ions with an
RSD lower than 30% in negative and positive ionization mode were 80.7% (7120 signals) and 84.4%
(2002 signals), respectively, thus validating the analytical repeatability quality during injections:

N70% of the signals should have an RSD of b30% (Want et al., 2010).

PCA modelling of both datasets did not show a clear separation between SC and DCF-exposed
mussels, revealing a discrete DCF exposure signature. Univariate statistical results revealed 591
signals (differing between SC and exposed groups) with p < 0.1 in ESI-, and 161 signals in ESI+. Signals
with p b 0.1 revealed an up- or down-modulation trend due to exposure. Such signals may be
meaningful, especially if connected in the same metabolic pathway, and may highlight DCF effects

that could be biologically relevant despite a discrete signature.

3.2 Modulated metabolites analysis

Among the signals that could be annotated (other differential signals are presented in the
Supporting information Table S1), many of them were involved in the tyrosine and tryptophan
metabolic pathways (Table 1). We highlighted 10 signals for the tyrosine metabolism: catecholamines
(dopamine, epinephrine and norepinephrine) and/or their precursors and metabolites were
particularly represented (6 annotations). This pathway was mainly down-modulated by DCF exposure

(Fig. 1). The down-modulation of these compounds ranged from -48 to —-25%. Two signals were up-
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modulated, i.e. norepinephrine-sulfate (+27%), and normetanephrine (+54%). Other tyrosine
metabolism signals were gentisate aldehyde (-19%), gentisic acid (-39%), 5,6-dihydroxyindole
(-34%), and fumaric acid (+12%). For tryptophan metabolism, 8 signals were highlighted as
modulated by DCF exposure. Among them, 5-hydroxy-L-tryptophan (oxitriptan) and 5-
hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA, a serotonin metabolite) were the compounds most impacted by
DCF exposure, with modulation of +98 and +275%, respectively (Table 1). Finally, we highlighted 2
signals of the steroid hormone biosynthesis pathway positively modulated by DCF exposure (+46 and
+50%). Among these two signals, 17a-hydroxypregnenolone was formally identified by standard

injection.
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Fig. 1 — Partial maps of the two most impacted pathways following DCF exposure: A/tyrosine metabolism and B/tryptophan metabolism. The detected and annotated metabolites are
highlighted in bold on the pathways. The relative modulation of differential metabolites is indicated with arrows. The green arrow corresponds to up-modulation (exposed compared to
solvent control) and red arrow to down-modulation (exposed compared to solvent control). Indirect connections between metabolites are indicated with dashed arrows. Metabolites

underlined with the same color correspond to two possible annotations for the same signal.
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Table 1 — Summary of the main metabolic pathways modulated by exposure to 100 pg/L of diclofenac in mussel digestive glands

Retention | Molecularion Mass Fold .
Metabolism pathway Metabolite annotation time species Calculated | Observed difference Trend change p-value Annotation
(min) detected mass mass (ppm) (%) level +
5,6-dihydroxyindole 6.82 [M+NH,]" 167.0815 | 167.0809 -3.75 J 34 0.002 2
Vanillactic acid 11.93 [M-H,0-H] 193.0501 | 193.0501 +0.81 N; -48 0.073 2
3,4-dihydroxybenzeneacetic acid
(3'4'd'hydroxyp:renylacet'c acid) 8.56 [M-H] 167.0350 | 167.0344 3.56 ¢ 41 0.083 2
3,4-dihydroxymandaldehyde
Norepinephrine sulfate 1.65 [M-H] 248.0234 | 248.0239 +1.74 ™ +27 0.072 2
Tyrosine metabolism Normetanephrine * (M-H
or 9.34 or 182.0823 | 182.0818 -2.58 ™ +54 0.052 2
Tyramine [M+FA-H]
Metanephrine ! 8.37 [M+NH4]+ 215.1390 | 215.1384 -2.96 NA -39 0.078 2
3,4-dihydroxymandelic acid 8.32 [M-H,0-H] 165.0188 | 165.0187 -0.41 N -25 0.052 2
Gentisate aldehyde 8.18 [M-H] 137.0244 | 137.0236 -5.69 N -19 0.040 2
Gentisic acid 7.18 [M-H] 153.0193 | 153.0186 -4.76 NE -39 0.017 2
5-hydroxy-L-tryptophan (Oxitriptan) 7.66 [M-HT 219.0775 | 219.0776 0.18 ™ +98 0.100 1
Serotonin - 11.37 [M+FA-H] 221.0932 | 221.0931 -0.46 ™ +53 0.072 2
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) 9.68 [M+H]" 192.0655 | 192.0650 -2.80 ™ +275 0.092 2
Tryptophan metabolism N-methyltryptamine 10.97 [2M+FA-H] 393.2296 | 393.2293 -0.73 ™ +44 0.077 2
3-hydroxyanthranilic acid 4.76 [M+FA-H] 198.0408 | 198.0404 -2.13 NJ -27 0.059 2
2-oxoadipic acid 6.75 [M-H,0-H] 141.0188 | 141.0186 -1.35 N -62 0.092 2
3-methyldioxyindole 7.37 [M+H]" 164.0706 | 164.0700 -3.58 N2 -26 0.070 2
Other compounds of 17a-Hydroxypregnenolone 11.18 [M+FA-H] 377.2333 | 377.2343 +2.49 ™ +46 0.100 1
interest annotated
18-hydroxycorticosterone
Steroid P_\ormone ; or I 10.68 [M+FA-H] 407.2075 | 407.2087 +3.00 ™ +50 0.096 2
ortiso

biosynthesis

# Based on the work of Sumner et al. (2007)

Annotation level 1: Metabolite identity confirmed by injection of the corresponding analytical standard in the same analytical conditions

Annotation level 2: putative annotation, based on the use of public databases
In accordance with the retention time observed for the corresponding analytical standard in Boudah et al. (2014) on the same chromatographic column
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4 Discussion

The main goal of our study was to determine the metabolomics potential to highlight effects of
pharmaceuticals in non-target organisms, especially DCF effects on Mediterranean mussels. This
approach allowed us to highlight two main metabolic pathways impacted: tyrosine metabolism,
particularly compounds in connection with the dopaminergic pathway, and tryptophan metabolism,
especially oxitriptan and compounds resulting from its biotransformation (Fig. 1). Signals of the
dopaminergic pathway were mostly down-modulated, while those associated with oxitriptan

biotransformation were mostly up-modulated (Fig. 1).

Despite the non-detection of dopamine and its metabolite DOPAC (3,4-dihydroxyphenylacetic
acid), commonly measured to determine dopaminergic activity, we highlighted the modulation of
other compounds connected to catecholamines (e.g. metanephrine, norepinephrine sulfate, Fig. 1). A
concentration decrease in dopamine and its metabolite DOPAC were already reported for 21 day
exposure at 0.2; 2; and 20 pg/L DCF in fish (Guiloski et al., 2017), in line with the potential down-
modulation of the dopaminergic pathway highlighted in our study. Catecholamines are known to be
involved in byssus formation (Bandara et al., 2013; Price, 1983). Ericson et al. (2010) highlighted a
decrease in byssus thread strength following DCF exposure, which may be due to catecholamine
modulation, as supported by our results. This modulation may involve mussel detachment from their

support, therefore potentially increasing mortality.

In the tryptophan metabolism, we reported up-modulation of serotonin and 5-HIAA (Table 1). The
higher up-modulation of 5-HIAA (+275%) compared to serotonin (+53%) is in line with an increase in
serotoninergic activity. To our knowledge, this kind of modulation has never been described
following a DCF exposure in invertebrates. In vertebrates, Guiloski et al. (2017) studied
serotoninergic activity modulation following DCF exposure and did not observe any alteration in

serotonin and 5-HIAA synthesis, as well as no change in 5-HIAA/serotonin ratio.

Regarding the modulation of both catecholamines and serotonin reported in our study, it may
involve an osmoregulation disruption. Indeed, these metabolites are modulated by water salt
concentration variations in marine green crab (Zatta, 1987) and freshwater mussels (Dietz et al.,
1992), highlighting their potential role in this function. The DCF potential to affect osmoregulation
has already been reported for various aquatic organisms at different observation scales. The
osmoregulatory capacity was disrupted in green shore crabs exposed to 10 and 100 ng/L DCF
concentrations for 7 days (Eades and Waring, 2010). Other studies conducted in fishes following DCF

exposure reported i) structural alterations in gill pillar and chlorine cells and ii) modulation in
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electrolytes (Na+, K+, Cl-) concentration, each being involved in osmoregulation processes
(Saravanan and Ramesh, 2013; Triebskorn et al., 2004). The hypothesis of osmoregulation disruption
is also supported by the involvement of PGE2 in osmoregulatory processes in bivalves (Freas and
Grollman, 1980; Saintsing et al., 1983), since PGE2 is modulated by DCF exposure (Courant et al.,
2017). In mussels, osmoregulation disruption may potentially lead to variations in the hemolymph
ionic composition and subsequently to cellular homeostasis disruption, while also disrupting
nitrogenous compound excretion rates along with disruption of free amino acids involved in cell
volume regulation (Gosling, 2003). The loss of free amino acids represents an energy loss for
organisms and is suggested to be responsible for stress and even mortality in marine mussels

(Hawkins and Hilbish, 1992).

In addition to their involvement in mussel osmoregulation, catecholamines and serotonin are
known to be involved in reproduction. They have been described as playing important roles in mussel
gamete multiplication and release and in sexual maturation (Lafont and Mathieu, 2007; Mathieu et
al., 1991). Serotonin is described as being a gamete release inducer in bivalves, and dopamine as an
inhibitor of serotonin activity on gamete release (Fong et al., 1993a, 1993b; Gibbons and Castagna,
1984; Osada et al.,, 1998). Dopaminergic and serotoninergic related compounds modulation, as
observed in the present study, may therefore lead to gamete production and release impairment in
mussels. Furthermore, PGs, especially PGE2 and PGF2aq, are involved in gamete proliferation and
release in mollusks, while promoting sensitization to serotonin (Deridovich and Reunova, 1993;
Martinez et al., 2000, 1999; Matsutani and Nomura, 1987). Since PGE2 synthesis is reduced following
DCF exposure, this may reinforce the previous hypothesis of gamete production and release
impairment (Courant et al., 2017). Our hypothesis that DCF may be involved in reproductive function
impairment is in accordance with recent studies. A recent study conducted on marine invertebrates
(echinoderms and polychaete worms) indicated negative impacts on reproductive success due to
sperm swimming velocity and motility reduction, negatively affecting fertilization success (Mohd
Zanuri et al., 2017). Other studies conducted on vertebrates' aquatic organisms reported imbalances
in sex steroids and alteration of gonadotropin and vitellogenin gene expression patterns (Efosa et al.,

2017; Groner et al., 2017).

Despite the low number of steroid hormones detected in our study, 17a-hydroxypregnenolone
was found to be up-modulated following DCF exposure. The role of steroid hormones is poorly
understood in mussels (Fernandes et al., 2011; Lafont and Mathieu, 2007). They have been described
as promoters of sexual differentiation in mollusks and involved in modulation of PGs and the activity

of neurotransmitters, such as catecholamines and serotonin, in bivalves (Cubero-Leon et al., 2010;
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Deridovich and Reunova, 1993; Dimastrogiovanni et al., 2015; Wang and Croll, 2006).. Hence, steroid
hormone modulation in mussels may be related to the modulation of dopaminergic and
serotoninergic compounds observed and discussed above. From these results, we hypothesize
complex modulation of gamete release by steroids hormones and PGs in bivalves, which may be

disrupted following DCF exposure and could result in alteration of mussel reproduction success.

In summary, our results suggest another DCF mode of action beyond COX inhibition. Indeed, in
human, monoamine oxidase (MAO) is described as being involved in various metabolic pathways,
including tyrosine and tryptophan metabolism (Fig. 2) (Glover et al., 1977; Sjoerdsma et al., 1955).
MADO is the enzyme involved in dopamine and serotonin oxidation processes. This enzyme has been
documented in mussel tissues (Gagné and Blaise, 2003). Our results suggest that MAO activity in
mussels may be impacted by DCF exposure and may explain the tyrosine and tryptophan
metabolisms modulation observed. This hypothesis of MAO disruption due to DCF exposure has to
be assessed and may allow a better understanding of DCF adverse outcome pathway in
Mediterranean mussels. From our results and existing knowledge from the literature, we can suggest
an adverse outcome pathway of DCF in mussel leading to potential impairment of byssus formation,

osmoregulation and reproduction function (Fig. 3).
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Fig. 2 — Partial map of tyrosine metabolism with the involvement of monoamine oxidase (MAO). The detected and
annotated metabolites are highlighted in bold on the pathways. The relative modulation of differential metabolites is
indicated with arrows. The green arrow corresponds to up-modulation (exposed compared to solvent control) and red
arrow to down-modulation (exposed compared to solvent control). Indirect connections between metabolites are
indicated with dashed arrows. Metabolites underlined with the same color correspond to two possible annotations for

the same signal.
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Fig. 3 — Schematic representation of DCF adverse outcome pathway in mussels (with integration of knowledge from other aquatic organisms)
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In conclusion, the metabolomic approach was powerfully applied in this study to highlight the
potential disruption of important biological functions in mussels following DCF exposure. Our study
confirmed the efficiency of metabolomics in highlighting pharmaceuticals effects on non-target
organisms. We have reported the effects of DCF on dopaminergic and serotoninergic pathways,
along with the modulation of prostaglandins already reported for DCF, which may result in
impairment of the reproductive function and osmoregulation disruption. Our results, in connection
with existing knowledge from the literature, thus demonstrated the existence of key molecular
events, while providing new information to identify potential adverse outcome pathway in non-
target organisms. Metabolomics may thus be a promising tool to help define adverse outcome
pathway for pharmaceuticals (Brockmeier et al., 2017). Further research is needed to confirm the
assumptions proposed, as well as to study whether DCF modes of action for exposure to 100 pg/L are

similar at lower exposure concentrations.
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Table S1 — Summary of the differential signals with p<0.05 modulated by exposure to 100 pg/L of diclofenac in mussel digestive glands. When a putative annotation based on the accurate
measured monoisotopic masses is possible, it is reported in the “putative annotation” part of the table.

Putative annotation

lonization |Observed | Retention Fold Molecular Mass
mode mass time (min) Trend change prvalue Annotation HMDB code | ion species Calculated difference Metabolic pathway
detected mass (ppm)
+ 249.1478 11.27 NZ -47 0.005 Gamma-CEHC HMDB01931 [M+H]* 249.1485 -2.96 Metabolites of Vitamin E
- 121.0285 8.30 J -30 0.006 Benzoic acid HMDB01870 [M-H] 121.0295 -8.15 Phenylalanine metabolism
Beta-Alanine metabolism
- 200.0924 3.88 ™ 45 0.017 Pantothenic acid HMDB00210 [M-H20-H] 200.0923 0.78 Pantothenate and CoA biosynthesis
Vitamin digestion and absorption
+ 340.3564 17.73 N2 -23 0.019 Docosanamide HMDB00583 [M+H]* 340.3574 -2.94 Primary fatty acid
- 157.1226 11.95 NZ -55 0.020 157.1234 -5.00 Lipids
+ 160.0963 8.15 NZ -30 0.024 5-acetamidovalerate HMDB12175 [M+H]" 160.0968 -3.04 Lysine degradation
- 158.0816 8.17 N2 -24 0.029 5-acetamidovalerate HMDB12175 [M-H] 158.0823 -4.02 Lysine degradation
+ 162.1118 2.95 T 44 0.036 L-carnitine HMDB00062 [M+H]" 162.1125 -3.95 Non-essential amino acid
) 127.0391 | 8.10 ¢ 29 | 0.042 (s)-2-aceto-2- HMDBO0690O | [M-H20-H] | 127.0395 | 297 |  aine leucineand isoleucine biosynthesis
hydroxybutanoic acid 2-Oxocarboxylic acid metabolism
- 450.2635 12.72 ™ 113 0.043 LysoPE (0:0/16:1(9z)) HMDB11474 [M-H] 450.2626 2.07 Glycerophosphoethanolamines
- 574.3162 12.85 ™ 63 0.046 LysoPE HMDB11493 [M+FA-H] 574.315 1.98 Glycerophosphoethanolamines
(0:0/22:4(72,102,132,162))

- 324.2187 12.00 ™ 60 0.049 10-nitrolinoleic acid HMDB05049 [M-H] 324.218 2.05 Lipids
- 256.0864 1.68 ™ 105 0.001
- 189.1280 9.82 ™ 325 0.003
- 282.0099 12.38 ™ 356 0.003
+ 250.0498 1.67 ™ 99 0.003
- 196.0644 1.67 ™ 85 0.005
+ 197.1167 9.22 NA -46 0.005
+ 234.0760 1.67 ™ 93 0.005
- 165.0914 8.33 N2 -38 0.007
- 179.0668 1.63 T 94 0.010
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- 218.1033 8.47 0 97 | 0.011
- 197.0817 7.12 N 42 | 0.014
" 265.2111 2.85 0 84 | 0.016
- 229.1809 | 13.98 N 19 | 0.016
+ 173.0289 3.23 N 54 | 0.017
- 4181917 | 10.70 0 43 | 0.017
- 153.0186 7.18 N 39 | 0.017
- 159.0656 3.45 N -45 | 0.019
- 2231338 | 12.52 0 45 | 0.019
- 180.0604 1.63 0 76 | 0.021
- 271.2283 | 15.07 N 27 | 0.024
- 265.0699 7.58 N 25 | 0.024
- 263.1656 | 13.57 0 25 | 0.024
- 178.0634 1.65 0 76 | 0.025
- 329.0807 9.58 N 59 | 0.025
- 2101133 | 10.75 0 82 | 0.026
- 163.1122 9.40 N 46 | 0.026
- 303.1820 | 10.45 0 74 | 0.027
" 196.0448 3.23 N 56 | 0.028
+ 130.0648 | 10.27 0 85 | 0.028
- 240.1244 9.77 0 67 | 0.029
- 166.0221 8.30 N 29 | 0.029
- 243.1234 6.68 0 585 | 0.029
+ 1821252 | 12.07 N -46 | 0.029
- 238.1450 | 11.60 0 58 | 0.031
- 680.3204 | 13.25 0 102 | 0.031
- 305.1379 | 11.33 N -54 | 0.033
- 195.1023 9.13 N 32 | 0.033
- 276.0995 9.55 N 262 | 0.034
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+ 271.0652 3.22 N2 -74 0.034
- 240.0854 8.67 ™ 147 0.036
- 457.0740 12.97 ™ 2851 0.036
+ 116.5499 3.23 N2 -49 0.036
- 353.0224 3.32 N2 -61 0.037
- 282.0196 12.45 ™ 59 0.037
- 263.1061 12.22 N2 -53 0.037
- 383.3539 18.25 N2 -10 0.037
- 217.0910 6.65 N2 -62 0.038
- 326.1638 10.97 ™ 103 0.039
- 125.0962 11.85 N2 -20 0.039
- 298.1126 6.87 N2 -41 0.040
- 171.1020 11.03 N2 -27 0.041
- 263.0602 7.22 N2 -39 0.041
- 359.0637 1.70 T 67 0.041
- 494.2136 3.72 ™ 130 0.042
- 198.1132 10.15 ™ 69 0.042
+ 226.1541 6.47 N2 -31 0.042
- 135.0496 3.42 ™ 51 0.042
+ 119.0393 3.23 N2 -54 0.043
- 254.1401 10.70 ™ 35 0.045
+ 309.1772 1.63 ™ 57 0.045
- 250.1565 9.02 ™ 435 0.046
- 223.0556 9.05 N2 -67 0.047
- 197.0302 5.25 N2 -54 0.047
- 170.0817 8.02 ™ 42 0.048
- 101.0597 7.15 N2 -49 0.048
+ 88.0394 11.08 ™ 38 0.049
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3  Conclusion et perspectives

Ce travail d’évaluation par analyse non-ciblée a permis de mettre en évidence que deux voies
métaboliques ressortaient comme particulierement impactées. La premiére est le métabolisme de la
tyrosine, la seconde le métabolisme du tryptophane. Plus précisément, nous avons mis en évidence
la modulation de neurotransmetteurs associés aux voies dopaminergique et sérotoninergique. Chez
la moule, ces neurotransmetteurs sont impliqués dans des fonctions biologiques essentielles que
sont l'osmorégulation et la reproduction. Certaines études menées préalablement sur d’autres
organismes aquatiques a I'aide de méthode ciblées et s’intéressant a des parametres variés avaient
pu mettre en évidence les effets potentiels du DCF sur leur reproduction. Ainsi, certaines d’entre
elles s’étaient intéressées i) au stress oxydant (Gonzalez-Rey and Bebianno, 2014; Schmidt et al.,
2011), ii) aux perturbations endocriniennes qui pouvaient étre engendrées (Efosa et al., 2017; Gréner
et al.,, 2017), ou encore iii) aux effets sur le systeme dopaminergique et sérotoninergique des
organismes (Guiloski et al., 2017). Une étude conduite chez M. galloprovincialis avait également
suggéré une altération de la reproduction suite a une exposition au DCF, en raison d’une
augmentation de I'expression des alkali-labile phosphates, marqueur « vitellogenine-like » chez la
moule (Gonzalez-Rey and Bebianno, 2014). L’utilisation de ce marqueur pour qualifier la perturbation
de la fonction reproductrice chez la moule a toutefois été remise en cause récemment (Sanchez-

Marin et al., 2017).

L’application de I'approche métabolomique a donc permis de mettre en exergue la modulation
des métabolismes de la tyrosine, du tryptophane et la modulation de certaines hormones
stéroidiennes en une seule analyse. Ces résultats, en lien avec ceux de la littérature, mettent en
évidence une potentielle perturbation de I'osmorégulation et de la reproduction chez les moules
suite a l'exposition au DCF. L'utilisation d’approche non-ciblée pour I'évaluation d’effets des
xénobiotiques chez des organismes non-cibles permet donc de renseigner, avec le soutien de la
littérature déja existante, des effets engendrés au niveau moléculaire susceptibles d’avoir des
conséquences néfastes sur les organismes. La métabolomique semble donc étre une approche

prometteuse pour renseigner les « adverse outcome» associés a I'exposition aux PP, et autres

xénobiotiques, chez les organismes non-cibles.

Trois perspectives de poursuite du travail présenté dans ce chapitre sont envisageables.
L’évaluation des effets du DCF par approche non-ciblée a été réalisée sur la phase polaire des extraits
de glandes digestives de moules. Hors, l'inhibition des COX-1 et COX-2 sont susceptibles d’engendrer
des effets sur des prostanoides (tels que les isoprostanes et les thromboxanes) autres que les PGs

déja étudiées (chapitre 3). Par ailleurs, I'inhibition de I'activité des COX est susceptible d’engendrer
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des modifications du métabolisme de |'acide arachidonique. Si cette hypothese était avérée, le
métabolisme d’autres eicosanoides, tel que les lipoxines et leucotriénes par exemple (Figure 19),
pourrait étre impacté : la présence de lipoxygénases nécessaires a leur formation a partir de I'acide
arachidonique a été renseignée chez les invertébrés aquatiques, dont les bivalves (De Petrocellis and
Di Marzo, 1994; Hagar et al., 1989; Rowley et al., 2005; Varaksin et al., 1992). Ces composés sont
susceptibles d’étre retrouvés dans la phase apolaire des extraits obtenus par la méthode de type
Bligh and Dyer de glandes digestives. La premiere perspective de travail envisageable serait donc
d’analyser ces phases apolaires par approche non-ciblée, en développant une approche lipidomique

adaptée.

Comme mis en évidence dans les résultats, la perturbation du métabolisme de la tyrosine et du
tryptophane pourrait étre induite par une perturbation de l'activité de I'enzyme monoamine
oxydase. Cette enzyme étant présente chez la moule, une seconde perspective intéressante
découlant de ce travail serait d’évaluer si I’exposition au DCF entraine bien une modulation de cette
enzyme et par la suite déterminer si, chez la moule, cette enzyme est effectivement impliquée dans

les voies métaboliques de la tyrosine et du tryptophane.

Eicosanoids
signaling molecules
made by oxidation of fatty acids

.-. 2 ]_ Arachidonic acid esterified

@ : in membrane phospholipid
Iafl t
nflammatory _l Phospholipase A,

stimuli

Arachidonic acid

Gyt PAS0 coX1 LOX
Epoxygenase NSAIDs AM cox 2
{inducible)

Epoxyeicasatrienoic acids Prostanoids HETEs
(EETS) Prostaglandins Leukotrienes
Prostacylin (PGI,) Lipoxins
Thromboxane (TXA;)

Figure 19 — Les différentes voies de métabolisation de I’acide arachidonique chez 'Homme, suite a un stimulus
inflammatoire. L’inhibition des cyclooxygénases est susceptible de modifier I'activité des autres enzymes impliquées
dans le métabolisme de 'acide arachidonique (source :

http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/introduction_to_eicosanoids)

De plus, cette étude a été réalisée sur des moules exposées a une forte concentration en
diclofénac (100 pg/L), cent fois supérieure a la concentration maximale retrouvée en milieu marin
(Arpin-Pont et al., 2016; Gaw et al., 2014). La troisieme perspective de travail serait donc d’appliquer
I"approche métabolomique mise en ceuvre dans cette étude a I'évaluation des effets du DCF sur des

moules exposées a des concentrations plus proches de celles retrouvées dans le milieu marin.
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Le travail présenté dans ce manuscrit de these nous a permis d’approfondir les connaissances
portant sur les effets d’'une exposition au DCF chez la moule méditerranéenne M. galloprovincialis. Le
travail bibliographique mené a permis de mettre en évidence que nombre d’informations sont
manquantes concernant |'exposition, la biotransformation et les effets du DCF chez les organismes
non-cibles et particulierement chez les organismes marins. |l a également permis de mettre en
évidence que les nouvelles approches non-ciblées, telles que la métabolomique, pouvaient étre des
outils performants pour acquérir ces informations manquantes. Ce travail a permis de fixer trois
objectifs de these : i) déterminer si les cibles du mode d’action du DCF sont les mémes chez la moule
méditerranéenne que celles renseignées chez I'Homme, ii) déterminer si la moule méditerranéenne
est capable de métaboliser le DCF, et si oui, quels métabolites peuvent étre générés, grace a I'étude
du xéno-métabolome et enfin iii) renseigner de potentiels effets non-documentés du DCF chez

I’organisme d’étude choisi par étude de I'endo-métabolome.

La premiere partie du travail mené a permis de mettre en évidence que chez M. galloprovincialis,
une exposition au DCF entraine une diminution de la synthése de la prostaglandine PGE,. Ce résultat
laisse a penser que l'inhibition des cyclooxygénases, impliquées dans la synthése des PGs, par le DCF
comme renseigné chez 'Homme pourrait également étre un mode d’action de ce PP chez la moule.
Afin de confirmer ce résultat, il serait nécessaire de reproduire cette exposition dans le but de
déterminer a nouveau si la synthése des PGs est impactée par |'exposition au DCF et effectuer en
paralléle une mesure de cyclooxygénases afin de confirmer la conservation de la cible biologique
principale de ce PP chez la moule. Cette étude nous a également permis de confirmer que le facteur
de bioconcentration du DCF chez la moule reste limité, en accord avec les données de la littérature,
et en apparente opposition avec son log K. L’hypothése que nous avons émise était que ce faible

facteur de bioconcentration pouvait étre associé a la capacité des moules a métaboliser ce PP.

La seconde partie du travail mené a ainsi porté sur la biotransformation du DCF par la moule
méditerranéenne a I'aide d’une approche non-ciblée. Cette étude a permis de mettre en évidence la
formation de 13 métabolites du diclofénac par la moule, dont 5 n’avaient jusque la pas été
référencés dans la littérature. L'étude que nous avons réalisée reste toutefois a approfondir: la
préparation d’échantillon n’était, a priori, pas adaptée pour la détection des métabolites de type
conjugué glucuronide du DCF, bien renseignés chez les vertébrés, tels que 'Homme, la souris ou
encore le poisson. Les résultats obtenus pour I'étude du xéno-métabolome des moules exposées au
DCF ayant été concluants, nous nous sommes ensuite intéressés a I'étude de I'endo-métabolome de

ces moules.
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Bien que des effets du DCF sur la moule, tels qu’un stress oxydatif, une diminution de la force et
de la quantité de byssus, ou encore une diminution de la synthese de la PGE,, comme nous avons pu
le montrer, aient déja été observés chez cet organisme avant nos travaux, nous nous sommes
proposés d’évaluer si le DCF était susceptible d’avoir des effets non-documentés dans la littérature.
Pour répondre a cette question, nous avons évalué la capacité de I'approche métabolomique a
révéler la modulation de voies métaboliques suite a une telle exposition chez la moule
méditerranéenne M. galloprovincialis. L'application d’une telle approche pour étudier les effets
potentiellement non-documentés du DCF nous a permis de mettre en évidence une modulation de
I'activité des neurotransmetteurs appartenant a la famille des catécholamines et de la sérotonine.
Ces neurotransmetteurs, chez la moule, sont impliqués dans des fonctions biologiques essentielles
gue sont I'osmorégulation et la reproduction. L’étude de la littérature nous a permis de mettre en
évidence que la modulation des PGs, la modulation des neurotransmetteurs et la modulation des
hormones stéroidiennes (seule une tendance a pu étre observée lors de I'étude de I'endo-
métabolome, avec une modulation de la 17a-hydroxy-pregnénolone) semblent étre interconnectées
de par les différents roles joués par chacune de ces familles dans la reproduction des moules. Les
effets potentiels associés aux modulations de ces différents métabolites et voies métaboliques sont
en accord avec les travaux publiés s’intéressant aux effets du DCF chez d’autres espéces aquatiques

tels que les poissons ou les batraciens.

L’évaluation de I'exposition et des effets du DCF par approche ciblée et non-ciblée nous a donc
permis de renseigner des éléments jusque la manquant a la compréhension de son mode d’action et
son devenir lors de I'exposition d’organismes non-cibles. L'approche métabolomique s’est avérée
pertinente et performante pour I'étude du xéno-métabolome ainsi que celle de I'endo-métabolome
des moules. Cette approche semble donc étre un outil d’avenir pour la compréhension des cascades
de réactions se déroulant dans I'organisme susceptible de mener a des effets indésirable suite a
I'exposition a un stress, tel qu’une pollution a un/des xénobiotiques. Les résultats obtenus pour
I’étude des effets du DCF, que ce soit par approche ciblée sur la base de son mode d’action connu
chez ’'Homme ou par approche non-ciblée par I'étude de I'endo-métabolome, nous ont pemis de
renseigner des effets du DCF au niveau moléculaire et, en lien avec la littérature existante chez la
moule et chez d’autres organismes aquatiques, de renseigner des éléments importants pour la
compréhension de I’AOP du DCF chez les organismes non-cibles, susceptibles de présenter des

physiologies et métabolismes différents de ceux de I’'Homme.

Les résultats que nous avons obtenus nous ont permis d’établir une représentation schématique

d’AOP du DCF chez la moule (Figure 20). En effet, nous avons pu renseigner quatre types d’effets au
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niveau moléculaire/cellulaire : i) la diminution de la synthése de la PGE, qui pourrait étre corrélée a
I'inhibition de I'activité des COX chez la moule, selon le méme mode d’action que renseigné chez
I'Homme, ii) la modulation du métabolisme de la tyrosine, et plus particulierement des
catécholamines, qui pourrait étre due a une perturbation de la monoamine oxydase ou d’autres
enzymes, iii) la modulation du métabolisme du tryptophane, et plus particulierement de la
sérotonine, qui pourrait étre due a une interaction du DCF avec la monoamine oxydase ou d’autres
enzymes et iv) la modulation de la synthése des hormones stéroidiennes, révélée par une
augmentation de la 17a-hydroxy-prégnénolone, pour laquelle nous n’avons pas pu émettre
d’hypothese quant a I'enzyme qui pourrait étre impactée suite a I'exposition au DCF et entrainer une
augmentation de sa synthese. L'étude de la littérature a permis de mettre en évidence que les
catécholamines sont impliquées dans plusieurs fonctions biologiques, dont deux communes avec la
sérotonine : I'osmorégulation et la reproduction. Cette étude de la littérature a également mis en
évidence que les quatre modulations observées au niveau moléculaire/cellulaire de I'événement 2
sont reliées, avec des effets favorisant ou défavorisant l'activité des catécholamines ou de la
sérotonine. Les résultats obtenus, en lien avec la littérature, corrobore I’hypothése des effets du DCF
sur la formation du byssus, la perturbation de I'osmorégulation et la perturbation de la reproduction

chez la moule.

+ Diclofénac?

Niveau moléculaire / cellulaire
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Figure 20 — Représentation schématique des effets observés en métabolomiques chez les moules exposées au diclofénac

et expliqués en lien avec la littérature existante sous la forme d’un AOP

L'utilisation de la métabolomique nous a donc permis d’émettre différentes hypotheses quant aux

effets du DCF a I’échelle de I'individu pour la moule méditerranéenne. Toutefois, cette approche ne
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permet pas, a elle seule, de valider les hypotheses avancées dans la construction de I’AOP. Il est donc
nécessaire de la coupler a d’autres types d’approches, telles que des mesures ciblées de métabolites,
comme effectuées pour les PGs, des mesures ciblées d’activité enzymatiques, comme la mesure de
I'activité des COX ou de la monoamine oxydase qui représentent une des perspectives des études
menées dans le cadre de cette these, et ainsi permettre de renseigner d’autres évenements au
niveau moléculaire/cellulaire qui permettrait une meilleure compréhension des effets du DCF chez
cet organisme. Une telle compréhension du (des) mode(s) d’action du DCF permettrait également
d’envisager des effets possibles au niveau individuel voir populationnel, qui nécessiteraient d’étre
confirmés par la réalisation d’études ultérieures, permettant ainsi d’acquérir de nouvelles
informations pour la compréhension de I’AOP du DCF chez la moule méditerranéenne, voir d’autres
organismes aquatiques. L'approche métabolomique pourrait également étre couplée a des mesures
semi-ciblées ou non-ciblées telle que la protéomique, qui pourraient représenter une approche
complémentaire a la compréhension du mode d’action du DCF chez la moule. Ce type de couplage
représente toutefois un challenge en raison de la difficulté a associer la modulation de certaines
protéines a la modulation de voies métaboliques, particulierement en raison des phénomeénes de
rétrocontroles susceptibles de masquer certains effets au niveau protéique. Un second challenge
associé au couplage de ces deux méthodes d’analyse non-ciblées pourrait étre la différence
d’échelles de temps des effets du DCF entre le niveau protéique et le niveau métabolique, ces effets

pouvant étre induits a des temps d’exposition différents et non homogénes dans le temps.

Malgré des perspectives d’application intéressantes, 'approche métabolomique appliquée a des
problématiques environnementales présente des limites. La premiere d’entre elles, rencontrée dans
cette étude, est associée a la méconnaissance de I'endo-métabolome de certains organismes. Bien
que différentes études biochimiques aient été menées pour comprendre le fonctionnement
physiologique des moules, a notre connaissance aucune étude de caractérisation de leur endo-
métabolome n’a été menée. Par ailleurs les connaissances portant sur les métabolites secondaires
formés chez ces organismes sont encore plus éparses. Ce manque d’informations rend I'annotation,
la compréhension et l'interprétation des résultats d’études métabolomiques ardues. La seconde
limite de cette approche est la variabilité biologique intra et inter-individus, susceptible de masquer
la variabilité d’intérét, associée au facteur étudié. Cette variabilité est particulierement marquée
chez les moules. En effet, outre une différenciation sexuelle, les moules ont un cycle reproductif
complexe, présentant différents stades, influencés notamment par la température. Le stade de
maturité sexuelle des moules prélevées au méme endroit a la méme date est généralement proche.
Des individus matures ayant déja relargués leurs gameétes et des individus matures ne les ayant pas

encore relargués sont toutefois susceptibles de présenter des profils métaboliques différents, en

160



Conclusion générale et perspectives

raison des différents processus biochimiques susceptibles d’étre modifiés avant et aprées le relargage
des gameétes. Durant la phase de repos sexuel, les individus présentent un tissus gonadique faible, les
individus sont alors considérés comme indifférenciés (par abus de langage). Ainsi, la variation
(spatio)-temporelle de la maturité sexuelle des moules fait apparaitre une limite a leur utilisation
pour l'application de I'approche métabolomique a des problématiques environnementales : elle
complexifie la comparaison des effets d’'un ou plusieurs facteurs étudiés a des périodes de I'année
différentes. Cette variabilité représente également une limite pour I'évaluation d’effets a faibles

doses des PP, gu’ils soient seuls ou en mélange.

Le travail mené durant cette thése de doctorat ouvre plusieurs perspectives quant a I'application
de la métabolomique aux problématiques environnementales, notamment en milieu marin. Les
concentrations en PP détectées dans les milieux aquatiques, et particulierement en milieu marin,
sont en-deca des concentrations d’exposition appliquées lors des expérimentations menées dans le
cadre de cette these. Se rapprocher des concentrations en PP détectées dans I'environnement
représente une premiere perspective de travail qui consisterait a évaluer la capacité de I'approche

métabolomique a mettre en évidence les effets d’un PP pour une faible concentration d’exposition.

L'approche métabolomique s’est avérée performante pour étudier la biotransformation et les
effets potentiellement non-documentés du DCF chez des organismes non-cibles. Cette méthode est
donc un outil prometteur pour I'acquisition de telles informations pour d’autres PP jusque la pas ou
peu étudiés et pour lesquels l'acquisition d’informations sur leur devenir et les effets qu’ils
engendrent chez les organismes représente une nécessité. Ainsi, elle permettrait d’étudier les
modifications du xéno- et de I'endo-métabolome d’organismes suite a une exposition a différentes
doses de PP seuls et déterminer si chez ces organismes le PP i) conserve le méme mode d’action que
celui renseigné chez ’'Homme et ii) si les effets observés sont dose-dépendants. Enfin, une troisieme
perspective découlant de ce travail serait de déterminer si les différents PP étudiés seuls sont
susceptibles d’interagir entre eux lors d’une exposition en mélange et d’entrainer des effets
différents de ceux observés lors des expositions simples, tels que des effets agonistes, synergiques
ou antagonistes sur les voies métabolites identifiées comme modulées. Un tel travail nécessite
toutefois le développement d’outils statistiques avancés de comparaison de tableau de données, en
collaboration avec des statisticiens. Ces deux perspectives de travail font I'objet d’un financement de
I’Agence Nationale de Recherche, obtenu courant 2016 au sein du laboratoire (IMAP ANR-16-CE34-
0006-01).

Par ailleurs, la réalité des pollutions du milieu aquatiques est complexe, avec |’exposition continue

des organismes a de multiples contaminants, susceptibles d’appartenir a des mémes classes
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thérapeutiques, présenter des modes d’action identiques et donc des effets additifs, ou des PP
susceptibles d’agir en synergie malgré des modes d’action différents. L'application de I"approche
métabolomique dans un tel contexte semble donc étre une perspective intéressante pour apporter
des clés de compréhension vis-a-vis des mécanismes induits et des effets qu’est susceptible
d’engendrer |'exposition a une multiexposition, tel qu’un rejet de STEU. De telles études ont déja été
réalisées pour des STEU dont les rejets étaient effectués en eau douce. Ainsi, David et al. (2014) ont
pu mettre évidence la présence de plusieurs PP dans le plasma et les tissus de poissons exposées a
un rejet de STEU et que cette exposition entrainait une réduction des concentrations en PGs et une
dérégulation des métabolismes du tryptophane (et particulierement de la sérotonine), des acides
biliaires et des lipides. Appliquer I'approche métabolomique a I’évaluation des effets d’un rejet de
STEU a des moules marines semble donc étre une perspective prometteuse pour évaluer les effets
d’une multipollution chez ces organismes, dans des conditions proches de celles rencontrées dans
I’environnement. L’utilisation de I'approche métabolomique dans ce contexte permettrait également
de déterminer des biomarqueurs qui pourraient permettre d’évaluer I'état de santé des populations
et ainsi faciliter la surveillance de la qualité du milieu. Cette perspective est actuellement explorée au
sein du laboratoire, ou une exposition de moules a un rejet de STEU a été réalisée en conditions
contrélées. Le travail mené par approche non-ciblée pour évaluer les effets de cette exposition en est

actuellement a ses débuts, mais laisse présager des résultats prometteurs.
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