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1.0 Contexte ?
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1.0 Le contexte
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Farmers seek probe as
casualtnes fail resndue tests

AWES CAMPRELL

Bruno LE BIZEC

BAYONNE
CORRESPONDANT

Quatre professionnels de Ia filiére bovine

du Sud-Ouest, interpellés dans le cadre
d’'une enquéte sur 'usage d’anabolisants
dans PSlevage de veaux, devaient &tre pré-
sentés, landi 5 décembre, & la juge d'ins-
truction Annc-Marie Bellot, du péle de
santé publique du tribunal de Paris. La
weille, rods antres éleveurs de la filitre, pla-
cbs en garde A vue, avaient été relichés.

Au total, douze éleveurs et marchands
de bestiaux avaient été interpellés, jeudi
1" décembre, dans les départements du
Gers, des Landes, des Hautes-Pyrénées et
des Pyrénées-Atlantiques, par une centai-
ne de gendarmes asaistés dc membres de
PPOffice central de lutte contre les attein-
tes @ 'environnement et i la santé publi-
gue (Oclaesp). Six personnes avaient été
arrétées simultanément en Espagne.

Ces £leveurs avaient &£ interpellés en
raison de soupcons sur [Péventuelle
« admimistration de substances illicites des-
tinées d faire grossir les animaux plos rape-
dernent ». Selon un communiqué du pro-
cureur de la République de Paris, diffusé
wendredi 2 décembre, « les premiéres anea-
lyses ont révélé que les produits saisis [ors
des perquisitions étaient bien des promo-

te ». Les services de gendarmerie avaient
&éuus:smmars,élasmde contriles
vitbrinaires dans des Slevages de veanx
destinés & la boucherie,

De nombreux produits, parfois incon-
nus des vétérinaires frangais ou stockés
dans des flacons sans étiquette, ont été sai-
sis, Certaing provenaient d’Espagne, de -
Suisse, de Belglqueou des Pays-Bas. Quel-
que 1 500 veaux qui se trouvaient dans les
élevages concernés ont par ailleurs été
consignés, ce qui interdit temporaire-
ment leur abattage ou leur commercialisa-
tion. L'abattoir de Mauléon (Pyrénécs-
Atlantiques) aurait tué « en meconnaissan-
ce de cutse » des vesux ainsi wraités.

L’un des marchands de bestiaux inter-
pellés est un gros commergant de la com-
mune d’Ahaxe, prés de Saint-Jean-Pied-
de-Port. Sous couvert d’anonymat, un éle-
veur tente d’avancer une explication :
« Pour nous en sortir, nous avons agrandy
nos installations avee des hangars et des éta
bles. Nous nous somimes endettés, et nous
devons rembonrser. Avons-nous vmmaent e
choix Po R

MICHEL GARICOTX (AVEC AFP)
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1.1 Besoins, stratéegies, approches
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1.2 L'exercice : recherche d’ultra-traces

( & ( ## &
JLE#LYT ) %* %1 1 %& 1T |

*0%, 3-4-5 _, $%3%5
$*’3#!5 $*,3'% % #' 5

*,0%, 3-4-5 1 %&IT,

— $*3% %#' 5

Bruno LE BIZEC




0 # 1" #

1.3 Quelles réglementations ?

DIRECTIVE

96/22/EC

REGULATION
470/2009

(ex 2377/90/EC)

Bruno LE BIZEC

DIRECTIVE

96/23/EC

REGULATION
1881/2006Gro0D)
2002/32(FeeD)
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1.4 Decision « analytique » 2002/657/EC ?
N
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1.5 Un réseau de laboratoires de référence

FIELD LABORATORIES
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1.6 Quels composeés retenus pour illustrer mon propos ?
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2.1 Approche originelle
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2.1 Approche originelle
n '7 / E;() 6/
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2.2 Passage vers la HRMS
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2.2 Passage vers la HRMS
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2.2 Le bruit, une obsession

BRUIT ?
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2.3 Alternative par une dérivation specifique
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2.3 Alternative par une dérivation specifique

G< H o9
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2.3 Alternative par une dérivation specifique

7 .
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2.3 Alternative par une dérivation specifique
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2.4 Chromatographie liquide rapide et résolutive

20 pg mL1

080109 b agon 030 Sm

441/85

(B s R R R R e S R ———— (R

140 160 1.80 200 220 240 260 280 3.00 3.0 140 160 1.80 200 220 240 260 280 3.00 3.20 140 160 1.80 200 220 240 260 280 3.00 3.20
080109 b agon 030 Sm (Mn, 1x1

100~ 220 . . 221

1562 . 809 . 262
53279 i | 28062 i

T T T T I e e e Time O e e e e e e e e e e e e e e
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
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2.4 Chromatographie liquide rapide et résolutive

4 sec :
— 20 points

200 msec/transition (n=1)
20 msec/transition (n=10)
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2.5 La recherche d'inconnus

080109 b agon 012 Sm (Mn, 1x1
- 1.49
LUy 5339

278061

T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40
080109 b agon 017 Sm (Mn, 1x1
1.48
100 4966

321612

DDDB B <DDE

N N N N N e e R R R RN R
0.20 0.40 0.60

080109 b agon 012 Sm (Mn, 1x1

100+
| C

TERBUTALINE - Urine supplémentée a 20 pg.g? — différents modes d’acquisition
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3.1 Structures chimiques

HO

O

RN

D2 CH;in6a F/Clin9a CH;in 16

F/IClin6éa OHin 16a
GC: + GC: + GC: ++ GC: +++
\Y, [@9=— MC: - MC: +++ MC: ---

MC: mineralocorticosteroid
GC: glucocorticosteroid
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3.2 Approche originelle
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3.2 Approche originelle

DEXAMETHASONE
SIM (1 ng inj.)
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3.2 Evolution vers la LC-MS/MS

(1,6<,>4B3 6 7 [/ B3
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3.2 Evolution vers la LC-MS/MS
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3.3 Application pharmacocinétique

Analyte Dexamethasone
Signal 451>361

Etalon Interne Analyte
Concentration . Amplitude Amplitude
(ppb) Tr (min) S%nal S%nal
1 4,80 1244 6,77 559 1,411 0,449
) 4,77 1512 6,74 3759 1,413 2,486
10 4,77 1268 6,77 6445 1,420 5,083
50 4,77 1448 6,63 36684 1,392 25,334
4,53 1253 6,60 61016 1,456 48,696
4,60 1355 6,57 98874 1,428 72,970
4,63 1294 122263 1,418 94,485

Tr (min) Tr Rel. Signal Relatif

Technique LC-MS/MS

Etalon int. Fludrocortisone
Signal 439>349

Parameétres de régression
Ordonnée a
I'origine (b)

pente (a) R?

0,0000
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<0 =

Kl

3.3 Application pharmacocinétique

201103022 Sm (Mn, 1x1)
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MRM of 18 Channels ES-
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4.1 Eléments de contexte
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4.2 ldentification du peptide N-term

$ $ 3 5

Plasma cheval
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i

o
i

3

=]
IN
o

N
=]
N
=]

B
B

30— 304

23 7779 87 89
T T T T T T T T
7 8 <) 6 7 8
Time (min) Time (min)

o
o

B

(=]
Ll
B

(=]
1l

©
7

o] ©
o o
[N
o]
R

=0
o
~
o

o)
o
o)
o

Q
o]
qQ
o]

%)
o
W
o

N
o
N
o

B
B

IS
(=]

P e e o e B
IS
(=]

P e e e B

o

T T
7
Time (min) Time (min)

Bruno LE BIZEC




! ?, % %
>O( #! # 63C, ,OOD

4.3 Acces a de multiples signaux, et évaluation simultanée du bruit

H : ., ,*3 G 5
' 99 G |

Bruno LE BIZEC




>0( # ! . 63 C, 2 %%D

4.4 Suivi cinétique des résidus

Bovine, Plasma, 4 mL 913,38>774.27
Temps de run HPLC : 25 min, UPLC : 6 min

N-Term rbST 1
3.34
5.05
165

2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20

N-Term rbST 1__
3.21 1
518.26
6414
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4.5 Améelioration du signal par la nano ESI

9
8057 00
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4.6 Diminution du bruit par la MS3
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3.0 Introduction: complexity of steroid pathway
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5.1 Approche originelle

CH
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5.1 Approche originelle 0.1 ng.g in bovine muscle

m/z 418
170 NT

wwww/\fﬂ/\

/WTE
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5.2 Introduction de la MS/MS _ _
0.05 ng.d* in bovine muscle

17bNT-d,

421>194

418>19:«

418>182

418>287
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5.3 Dérivation specifique et NCI

17a-E,

Plasma: 5 ng.L

17b-E,
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5.4 Possibilités par LC-MS

SULPHATE CONJUGATE

SOzH
O/

GLUCURONIDE CONJUGATE

COOH

A

OH
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5.5 Dérivation et LC-MS
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5.5 Dérivation et LC-MS 1007 . HD>JB=F

a
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5.6 IRMS, biosynthese des stéroides

EXOGENOUS
ENDOGENOUS ROUTE

ROUTE
CHOLESTEROL ACETATE HEMISYNTHESIS

IN FEED \ / FROM STEROLS
CHOLESTEROL

PREGNENOLONE

\ 4
l TESTOSTERONE
DHEA ESTERS

(lSC/ 12C) ENDOGENOUS (13C/ lZC) EXOGENOUS

» TESTOSTERONE
AND METABOLITES

(13C12C) OBSERVED (13C/*2C) = (13C/2C) gnpo T ( 13C/12C) 40
ENDO P
P TESTO
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5.6 IRMS, Instrumentation

—
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5.6 IRMS, chromatogramme typique
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5.6 IRMS, étude de cas
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6.1 La quéte d’'une sensibilité toujours meilleure

o HD
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6.2 La mesure de profils complets, en ciblé ou non
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6.2 Profils complets

1 1" #
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6.3 Profilages ciblés

1% )%* -&!
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6.3 Profilages ciblés

17b- hydroxyestr-4-ene-3-one
Nandrolone, 17b-NT

CHs OH
H
CH3 %
, =

O

estr-4-ene-3,17-dione
5b" eStl’ane 3b 17a leIS / 17a- hydroxyestr—4—ene—3—one Norandrostenedione’ NAED
Epinandrolone, 17a-NT

5a- estrane-3a,17a-diols
5b- estrane-3a,17a-diols o

5b-estrane-3a-ol-17-one
Noretiocholanolone, NE

H
Ho H
v
. 5a- estrane-3b,17a-diols
HOV
-
A
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6.3 Profilages ciblés

1: MRM of 13 Channels El+
14.32,619553

l4ab#
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6.4 Profilages globaux

K 6

*I"#% %~ -&!

M32T1039
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A ~MB2TU3
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M265T101 Pl
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6.4 Profilages globaux

Biological
samples

i

SAMPLE PREP

i

6(

FINGERPRINTING

1 sample = 1 fingerprint

1

1 sample = 1 LC-HRMS fingerprint
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6.4 Profilages globaux

Samples from « Control » animals Samples from « Treated animals »

For each ion (m/z), comparison of intensities between the groups
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6.4 Profilages globaux, description

Fact. 3: 11.81%

[y
o

8
6
4
2
0

-2

-4

-6

-8

B R R R
, o N N O

HEXANE

Projection des ind. sur le plan factoriel ( 2x 3)
Observations avec la somme des cosinus carrés >= 0.00
Var. illustrative : Implants

2 imglants

Controls

= 1 implant
44981 4498-3
""" S P B o

s
50(6’24
.

Fact. 2: 21.62%

ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (ACP)

Bruno LE BIZEC
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1 implant
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Controls
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6.4 Profilages globaux, prédiction
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6.5 Monitoring des bio marqueurs %" "

Mass exact

M300T826 300.202
M305T826 305.157
M344T855 344.228
M365T855 365.157

M371T879 371.228
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7.1 Panorama des possibilités
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s\ \ETABOLOMIC: FT-MS

STEROIDES | DEFAUTS STEROIDES
ATS -AGO | DEMASSE NATURELS

APPLICATIONS
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