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Développement d’une méthode générale d’analyse métabolomique de l’urine 
humaine par UHPLC-HRMS/MS pour la recherche de biomarqueurs : 

optimisation des paramètres de séparation et de traitement des données

Contexte : Activités agricoles et Cancer

3

www.agrican.fr
Données cohorte AGRICAN

qEtudier la plausibilité biologique en termes de cancer, les 
effets précoces (pour des secteurs les plus complexes ou les 
moins représentés), rechercher des marqueurs prédictifs
d’un risque de cancer.

qApproche holistique de la question des cancers en milieu 
professionnel agricole.

Les activités professionnelles 
agricoles ont un impact sur 
l’incidence des cancers

Effet des pesticides?

Autres déterminants?

Biothèque Epibio97

q Grandes cultures
q Période 1997-2000 : 410 fermes - 758 sujets 
q Echantillons biologiques chez 90 % des individus 

ü Urine 

ü Sérum
ü Lymphocytes viables
ü Globules rouges, 
ü ADN de leucocytes 

q Questionnaire standardisé complet 

8% des 7 991 
exploitations 
agricoles du 
Calvados

Cancer Res 2004 (64) (6) 2264-2269;
DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-03-3604 Besoin d’une méthodologie 

générale d’analyse 
métabolomique de l’urine

Mise en place d’une étude test :

Homme 1 Homme 2

…
Homme 10

10

Femme 1 Femme 2

…
Femme 11

VS

Echantillons Urines Hommes

Echantillons Urines Femmes

Méthodologie

ESI Positif ESI Négatif

Séparation des molécules peu polaires

C18

Waters Acquity® BEH C18 (1x100mm; 1,7 µm)
✓ ✓

Séparation des molécules polaires

HILIC

Waters Acquity® BEH amide (1x100mm; 1,7 µm)
✓ ✓
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Temps (min)Détection masse : QTOF Agilent 6540, 1 scan/sec, 50-1000 m/z 

§ 4 conditions
§ 2 gradients

Comparaison des 
pics détectés dans 
plusieurs 
échantillons

Correction 
des temps de 
rétention

Intégration des 
zones ou une feature
devrait être présente 
mais non détectée

Insertion du jeu de 
donnée au format 
MzML

Détection des 
features

Rassemblement 
des données en 
un seul fichiers

Annotation

Traitement des résultats : Galaxy W4M & mixOmics

https://workflow4metabolomics.org/
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Résultats

Méthodes de normalisation des urines

q Osmolarité
q Créatinine
q Signal MS total
Gagnebin et al., Analytica chmica Acta, 2017

Warack et al., Journal of chromatography B, 2009
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% de NA : % de features non 
retrouvées dans tous les 
réplicats (n=3)

Normalisation par le signal 
MS total exploitable

UMR 1086

Conclusion
q Analyse

multivariée
(PLS-DA)
HILIC POS

11 marqueurs

q Analyse
univariée
(Wilcoxon)
HILIC POS

117 marqueurs

Comparaison de 5 phases mobiles C18

Comparaison de 5 phases mobiles HILIC

Paramètres chromatographiques et de détection en HRMS

https://workflow4metabolomics.org/

