
141  

 

1.1 Contexte 

L’objectif de l’étude in vitro du projet Metacolor était d’explorer plus largement le métabolisme 

des TAMs, en conservant comme modèles VPBO et MG, afin de déterminer si l’approche 

méthodologique permettait d’imputer un ou plusieurs métabolites pertinents in vitro au 

métabolisme de la truite. Une équipe spécialisée en éco-toxicologie et compétente sur la 

préparation de fractions microsomales chez le poisson, le FFPW en République Tchèque, a été 

contactée. J’ai pu ainsi me former dans leur laboratoire sur la méthodologie de préparation des 

fractions subcellulaires et sur leur incubation. Plusieurs types de fractions subcellulaires 

(microsomes, fractions S9 de truite) ont pu être ramenées dans notre laboratoire, dont certaines 

induites par la -naphtoflavone, un inducteur du CYP1A, afin de poursuivre les 

expérimentations. 

1.2 Méthodologie et principaux résultats 

Méthodologie de mise au point des conditions d’incubation 

Les fractions sub-cellulaires ont été préparées par une technique de centrifugation différentielle 

(microsomes, S9) extraites de chaque truite. Les premières incubations tests réalisées au FFPW, 

avec des temps d’incubation de 30 min, ont été injectées pour analyse par LC-HRMS à mon 

retour au laboratoire et n’ont pas permis de détecter une formation de métabolites du MG ou du 

VPBO. Il a alors été nécessaire d’optimiser ces conditions. Profitant d’une méthode développée 

au laboratoire pour un projet de toxicologie, nous avons optimisé les conditions de température 

et durée d’incubation pour aboutir à la détection des métabolites.  

Des substrats spécifiques des principales activités du CYP450 ont été utilisés: la phénacetine 

pour le CYP1A2, le diclofénac pour le CYP2C9, la méphénytoine pour le CYP2C19, le 

midazolam pour le CYP3A4, le bupropion pour le CYP2B6, et la chlorzoxazone pour le 

CYP2E1. Les métabolites associés ont été détectés et quantifiés, en faisant varier les temps 

d’incubation et les températures.  

In vitro investigations of the metabolism of 
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Méthodologie de recherche des métabolites formés : 

En utilisant les conditions optimales (2 h à 20 °C), nous avons incubé MG et VPBO avec les 

fractions microsomales de truite et les fractions S9 induites avec la -naphtoflavone puis 

analysé le surnageant dans un système LC-LTQ-Orbitrap-HRMS. Les co-facteurs appropriés 

ont été ajouté pour initier les réactions de phase I ou de phase II. 

 

 

 

Principaux résultats : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Incubations avec 

VPBO et MG 

 

Détection des 

signaux en Full 

scan par LC-

LTQ-Orbitrap-

HRMS 

Fractions 

subcellulaires 

(microsomes, S9) 

issues de foie de 

truites 

Recherche des 

métabolites de 

phase I et II 

Optimisation des 

conditions 

d’incubations (6 

substrats 

d’enzymes CYP 

majeures) 

 t°C-  temps 

 

Détection des 

signaux par 

LC-HRMS ou 

LC-MS/MS 

Préparation de 

fractions 

subcellulaires 

(microsomes, S9) 

issues de foie de 

truites, par 

centrifugation.  

Quantification 

des métabolites 

formés : 

estimation du 

temps et de la 

t°C optimaux 

-Observation d’une activité pour: 

CYP1A, CYP2-like et CYP3A-like, 

suite à la formation d'acétaminophène, 

OH-diclofénac, OH-midazolam 

-Activité optimale pour 2h d’incubation 

et 20°C 

 

 

-Optimisation d’une méthode générique de 

détection LC-HRMS 

-Détection de 16 métabolites du VPBO formés 

par réactions de phase I, résultant en particulier 

de réactions avec le CYP1A.  

-Aucun métabolite de phase II détecté.  

-Le principal métabolite détecté, le dééthyl-

VPBO, a été fragmenté par CID afin de 

déterminer sa structure chimique.  

 

Mise au point des conditions 

d’incubation 
Recherche des métabolites formés 

Objectifs : appréhender les techniques de préparation 

microsomales, d’incubation. Rechercher les métabolites du VPBO 

formés in vitro, comparer le métabolisme à celui du MG, identifier 

un  métabolite majeur 
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1.3 Conclusion 

Cette étude a permis d’appréhender les différents types de fractions microsomales de poisson, 

depuis leur préparation jusqu’à leur utilisation pour initier une étude de métabolisme. L’objectif 

était d’obtenir des résultats de première approche in vitro pour l’étude du métabolisme du 

VPBO. Ces résultats suggèrent que la biotransformation de VPBO dans le foie de poisson est 

médiée par les enzymes CYP formant à la fois des métabolites désalkylés et des métabolites N-

oxydés ainsi qu'une réduction de la double liaison conduisant à une leuco-forme, le dééthyl-

leuco-VPBO. Le métabolite N-dééthylé de VPBO est celui retrouvé en plus forte intensité. MG 

suit une voie similaire in vitro pour la déalkylation, mais pas pour les métabolites N-oxydés. 

Cette étude est probante afin d’obtenir rapidement un aperçu du ou des métabolites majeurs 

pouvant être intéressants à confirmer lors d’une étude in vivo de persistance, afin de définir un 

ou des résidus marqueurs. Le dééthyl-VPBO a été retrouvé le plus intense, cependant le 

mécanisme de réduction de la double liaison a été peu détecté in vitro, alors que les leuco formes 

sont connues in vivo comme majeures pour MG et CV. Il nous est alors apparu nécessaire de 

proposer une expérimentation in vivo pour appréhender la pharmacocinétique du VPBO, ce qui 

a été l’objet du 3e article. 
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Article 3 : Tissue distribution, metabolism, and 

elimination of the dye Victoria pure blue lead to 

an appropriate biomarker in trout 

1.1 Contexte 

Une précédente étude de métabolomique in vivo chez la truite arc-en-ciel traitée (article 1) a 

conduit à la découverte de certains marqueurs d'acide biliaire endogènes ainsi que de deux 

métabolites du VPBO, le DLVPBO et le tri-dééthyl-VPBO (Dubreil et al., 2019b, 2020a). 

L’étude in vitro, quant-à-elle, a mis en évidence l’apparition de nombreux métabolites, dont un 

majeur, le dééthyl-VPBO (article 2). Nous avons mis en place une étude de pharmacocinétique 

avec une déplétion sur deux mois chez la truite arc-en-ciel (Oncorhinchus mykiss), afin de 

définir plus précisément un résidu marqueur. L’expérimentation a été conduite à l’Anses de 

Plouzané dans l’Unité Pathologies Virales des Poissons, comme pour l’étude de 

métabolomique. 

Les objectifs étaient (1) d'identifier le principal métabolite du VPBO dans la truite arc-en-ciel 

traitée; (2) de caractériser la distribution tissulaire de VPBO et de son principal métabolite 

trouvé dans la truite arc-en-ciel traitée pendant les périodes d'absorption et de dépuration; (3) 

d'estimer et de comparer les temps de demi-vie du VPBO et de son principal métabolite dans 

les muscles et la peau; et (4) de suggérer un résidu marqueur dans les tissus comestibles (muscle 

+ peau) pour des évaluations appropriées en sécurité sanitaire des aliments. 

1.2 Méthodologie et principaux résultats 

Méthodologie de la phase animale :  

Traitement et dépuration : Le colorant a été administré à la truite arc-en-ciel pendant une 

journée au bain-marie en circuit fermé à une dose de 0,1 mg.L-1. Le système a été ensuite 

positionné en circuit ouvert pendant environ deux mois pour l’étude de la dépuration du VPBO. 

Pendant ces périodes, 6 poissons étaient prélevés: 

- Durant le traitement à: 0.083, 0.25, 0.417 et 1 jour. 

- Durant la dépuration à: 2, 3, 5, 9, 17, 34, 49 et 65 jours.  
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Méthodologie de recherche d’un résidu marqueur : 

Le principe de cette approche était d’analyser les signaux obtenus après extraction des tissus de 

poisson et analyse LC-HRMS, afin de les exploiter par des modèles de pharmacocinétique pour 

le VPBO et un métabolite majeur identifié. Le VPBO a été dosé par une méthode validée puis 

la concentration du métabolite majeur identifié, le DLVPBO, a été estimée en considérant une 

équivalence de signal avec le parent. L’exploitation pharmacocinétique a été réalisée pour les 

tissus cibles de muscle et de peau. Un modèle non-compartimental a été appliqué pour 

déterminer les paramètres de pharmacocinétique. 

 

 

 

 

 

Principaux résultats : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Méthode validée pour le dosage du 

VPBO dans le muscle, la peau, le foie, 

le plasma. 

-Détection de 15 métabolites, dont 14 

métabolites de phase I proposés et 1 de 

phase II 

-Le DLVPBO identifié comme 

métabolite majeur dans le muscle et la 

peau de truite. 

 

-VPBO : 

Traitement : 

Foie>peau>muscle>plasma 

Dépuration : 

Conc. VPBO > LOQ dans muscle et peau 

Demi-vie élimination= 17.1 jours muscle 

Temps de résidence moyen : 12.7 jours peau et 

20.7 jours muscle 

 

-DLVPBO : 

Dépuration : 

Cmax DLVPBO < Cmax VPBO muscle et peau 

Demi-vie élimination= 22.5 jours muscle 

Temps de résidence moyen : 29.9 jours peau et 

43.1 jours muscle 

 

 

Recherche des métabolites formés Dosage du VPBO dans les tissus 

Pharmacocinétique du VPBO et DLVPBO 

Objectifs : identifier le métabolite majeur, appréhender la 

pharmacocinétique du VPBO chez la truite arc-en-ciel. Proposer un 

résidu marqueur de traitement. 

-Extraction à 

l’ACN : muscle, 

peau, foie, plasma 

-Détection des 

signaux en Full 

scan par LTQ-

Orbitrap-HRMS 

 

-Recherche des 

réactions de 

métabolisme 

-Identification 

du métabolite 

majeur 

-Témoins 

-Truites 

traitées au VPBO 

 Prélèvements 

de plasma, 

muscle, peau, 

foie, pendant le 

traitement et la 

dépuration 

Estimation des 

paramètres 

pharmacocinétiques 

pour VPBO et 

DLVPBO 

Phase animale, prélèvements 

et extraction des tissus 
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1.3 Conclusion 

A notre connaissance, aucune étude pharmacocinétique n'a jamais été réalisée sur le composé 

VPBO chez les poissons. Nous avons pu montrer que le VPBO est rapidement absorbé et 

distribué dans le muscle, la peau, et le foie après une administration dans l’eau du bassin 

pendant un jour. Nous avons identifié l’apparition de 15 métabolites, dont 14 de phase I et un 

de phase II proposé. Ces métabolites, excepté celui de phase II, sont similaires à ceux détectés 

in vitro. Le dééthyl-leuco-VPBO, identifié auparavant pendant l’étude de métabolomique, a été 

déterminé comme le plus intense et le plus persistant sur la période de dépuration de 2 mois 

dans les tissus. Bien que les concentrations du VPBO soient supérieures à celles du DLVPBO 

au début du traitement, elles tombent en-dessous celle du DLVPBO au bout de 17 jours de 

dépuration dans le muscle et la peau. Nous avons pu démontré qu’au bout de 60 jours de 

traitement, les concentrations de VPBO et son métabolite majeur, le DLVPBO, sont encore 

détectables dans le muscle et la peau. Le DLVPBO semble légèrement (environ 3 fois) plus 

intense que son parent à la fin de cette période. Ces résultats démontrent que le VPBO et son 

métabolite majeur, le DLVPBO, devraient être suivis dans les tissus comestibles de poisson. Le 

DLVPBO est un résidu marqueur approprié car il est plus persistant, et le VPBO est plus intense 

dans la première partie du traitement. C’est pourquoi la surveillance de ces deux résidus ne doit 

pas être dissociée pour un contrôle efficace des résidus. 
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