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- En solvant
- En matrice (urine)
- Gamme

UHPLC-MS

A : H2O + 0,1% AF (+Formate 
ammonium  ESI NEG)
B : ACN + 0,1% AF
Débit : 0,4mL/min

Colonne : BEH RP18 100 x 
2,1mm 1,7μm
Four : 40°C

Volume d’injection : 5 μL

MRM ESI POS/NEG

Retraitement des données

CONTEXTE

MATÉRIEL ET MÉTHODES

OPTIMISATION MS

VALIDATION DE LA METHODE

Optimisation paramètres 
source + transitions

Détermination des critères de validation: 
– LOD, LOQ, 
– Répétabilité
– Reproductibilité
– Linéarité

Une méthode de quantification pour chaque biomarqueur peut être limitée par la disponibilité,
le prix ou l’utilisation à grande échelle des standards commerciaux.

CHOIX DES STANDARDS

Disponible 
commercialement

oui

non
Choix d’un autre

standard

Tarif abordable ?

oui
OPTIMISATION

Pour chaque standard sélectionné

non

Effet Matrice 
non oui

Utilisation d’un standard interneEtalonnage externe

OPTIMISATION LC MS

CONCLUSION

L’enjeu aujourd’hui en métabolomique non ciblée, dans les domaines de la santé et nutrition, est de découvrir de potentiels biomarqueurs de pathologie ou état nutritionnel. Afin de les valider et comparer les
études menées entre elles, une grande importance est donnée à la quantification absolue de ces métabolites. Une combinaison de biomarqueurs peut donner une plus grande robustesse et spécificité qu’un
biomarqueur unique, aussi le challenge actuel est de développer une méthode de quantification large échelle de plusieurs dizaines/centaines de composés d’intérêt.

Il existe de nombreux paramètres de validation selon les deux principaux référentiels, EMA (European Medecines Agency) et FDA (Food and Drug Administration) en bionanalyse : exactitude, précision, courbes
d’étalonnage, LOQ, LOD, stabilité de l’analyte à doser, rendement d’extraction, effet matrice, coûts, robustesse…Les recommandations à suivre sont similaires mais non identiques aussi comment évaluer et la
qualité et fiabilité des essais en métabolomique ciblée ??

objectif : montrer les difficultés rencontrées et les points clés dans le développement d’une méthode de quantification large échelle

Répartition des échantillons par classe :
- Classe 1 = 0 à 200 mOsmol/L     
- Classe 2 = 201 à 400 mOsmol/L
- Classe 3 = 401 à 600 mOsmol/L
- Classe 4 = Sup à 601 mOsmol/L

Classification des échantillons 
par mesure de leur Osmolalité

Validation sur échantillons réels d’urine

Préparation des échantillons

1. Vortex manuel

2. Dilution au ½ ou ¼…avec 
de l’eau milliQ en fonction 
de leur classeMise en place du gradient LC

Détermination RT

Evaluation effet matrice
Constitution des mix

Standards

Sciex 5500 QTRAP ®UHPLC 1260 Agilent

Développement de méthode (> 100 standards)

Curtain Gas : 30 psig
Ion spray voltage : -
3500 V / +4500V
Source temperature : 
600°C
GS1 & GS2 : 50 psig

- le mode d’ionisation   
- les paramètres sources
- Ions Fils

Analyse en mélange de standards

Analyse de standard unique

ESI NEG

Sélection dans la littérature de 
candidats biomarqueurs

Pour organiser le transfert de
la méthode vers partenaires et
s’intercomparer l’utilisation
d’un logiciel ouvert est utilisé :

/!\ Cette phase de sélection est très longue, le développement de la méthode est d’autant 
plus difficile car la liste est implémentée au fur et à mesure 

Passage en LCMSMS
- Obtention RT
- Définition des classes (1, 2 ou3)  

Optimisation gradient pour éviter les coélutions
Evaluer interférence entre analytes
Représentation de la couverture analytique

Classe 1

Classe 2

Classe 3

Infusion de chaque standard pour déterminer  :

Optimisation nombre de points par pics chromatographiques pour une meilleure définition  

classe 1: pic exploitable
classe 2: pic dédoublé, épaulement ou tailing
classe 3: pas de pic ou pic détecté sur 1seule transition

Seules les classes 1 et 2 sont conservées

Ces travaux ont nécessité l’optimisation de 193 standards, 103 composés sont retenus selon les critères qualités cités ci-dessus. L’étape suivante est de transférer la méthode de quantification large échelle au sein
des laboratoires partenaires pour organiser un essai interlaboratoire. L’objectif suivant sera de s’intercomparer et d’évaluer la qualité de cette nouvelle méthode ciblée. Une réflexion commune entre les partenaires
sera menée afin de concevoir l’essai interlaboratoire qui couvrira les parties analytiques et traitement des données. A ce jour il est difficile de suivre les référentiels reconnus FDA et EMA pour des développements
de quantification large échelle, le groupe MAP/UK (UK consortium on Metabolic Phenotyping) propose des niveaux de validation selon le nombre de métabolites à quantifier (Sarmad et al., 2023) qui seront des
perspectives intéressantes.

choix de 2 transitions 
MRM par analyte

Classe 2

Constitution d’une gamme avec 10 points de 
calibration injectée en triplicat sur 3 jours

Dans les domaines de la santé –
nutrition,  des milliers de 
métabolites sont présents selon 
des gammes de concentration et 
des polarités très différentes ce 
qui constituent un challenge 
supplémentaire à relever !


