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Chapitre I : Introduction générale 

A. Généralités sur le cancer du colon 

A.1. Incidence et mortalité  

Selon l’étude la plus récente du Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) le cancer colorectal (CCR) 

représentait le 3ème cancer le plus diagnostiqué dans le monde en 2018, soit 1,8 millions de nouveaux 

cas. (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019). Tous sexes confondus, le CCR était en 2018 le deuxième 

cancer le plus mortel et représentait 9,2% des morts par cancer, soit 880 000 morts.  L’incidence, qui 

traduit le nombre de nouveaux cas pour 100 000 habitants sur une période donnée et qui est exprimée 

en Age-Standardized Rate (ASR), était de 19,7 tous sexes confondus (23,6 pour les hommes contre 

16,3 pour les femmes) comme le montre la Figure 1 (Rawla et al., 2019).  

A l’instar de nombreux cancers, l’incidence du CCR est positivement corrélée à l’indice de 

développement humain (IDH). En effet, l’incidence est 5 fois plus élevé dans les pays à IDH élevé 

comparativement aux pays dont l’IDH est le plus bas (Fidler et al., 2016; Rafiemanesh et al., 2016). 

Bien que dans les pays aux plus hauts IDH (France, Etats-Unis...) l’incidence et la mortalité aient 

tendance à baisser en raison des stratégies de prévention et de l’avancée des traitements, l’apparition 

précoce de CCR est en augmentation pour la tranche des 20-49 ans aux USA (Rawla et al., 2019). 

L’occidentalisation des modes de vies, caractérisée notamment par une alimentation pauvre en fruits 

et légumes, une consommation élevée de viande rouge et de charcuterie ou encore peu d’activité 

Figure 1 Incidence du cancer colorectal en 2018 (Bray et al., 2018) 
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physique est désignée comme le facteur principal participant au développement du CCR (Arnold et al., 

2017; Keum and Giovannucci, 2017). 

A.2. Etiologie des cancers colorectaux 

Il est possible de distinguer deux grandes classes de CCR, à savoir les formes héréditaires et les formes 

sporadiques.  

Les formes héréditaires représentent 2 à 8% des CCR mais 20% des cancers diagnostiqués avant l’âge 

de 50 ans (Valle et al., 2019). Deux mutations génétiques autosomiques dominantes (mutation 

dominante sur un chromosome non sexuel) principales sont à l’origine des CCR familiaux : la polypose 

adénomateuse familiale (PAF) et le syndrome de Lynch ou Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer 

(HNPCC). 

A.2.1. La polypose adénomateuse familiale 

Cette maladie se caractérise par l’apparition de très nombreux polypes coliques observables par 

coloscopie vers la fin de l’adolescence. Ces adénomes multiples prolifèrent dans tout le colon jusqu’à 

une dégénérescence maligne dans la quasi-totalité des cas autour de 40-50 ans (Lynch and de la 

Chapelle, 2003). Le nombre de polypes étant déjà trop important dès le début de la maladie pour 

réaliser une polypectomie par coloscopie, le seul traitement viable repose sur une colectomie totale 

ou sub-totale (Lynch and de la Chapelle, 2003).  

L’origine de cette maladie provient de la mutation d’un gène suppresseur de tumeur situé sur le 

chromosome 5q21 : le gène APC (adenomatous polyposis coli). La mutation APC est présente chez 

tous les sujets atteints de PAF et dans 60-80% des cas de CCR sporadiques (Powell et al., 1992; Smith 

et al., 1993). En conditions normales, la protéine APC fait partie d’un complexe protéique impliqué 

dans la voie de signalisation Wnt induisant la phosphorylation de la -caténine et ainsi son adressage 

au protéasome. Lorsque le gène APC est muté, la phosphorylation de la -caténine n’a plus lieu et elle 

s’accumule dans le cytoplasme. S’en suit une translocation dans le noyau et une liaison au facteur de 

transcription Tcf altérant l’expression de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, la 

différenciation et la migration cellulaire (Galiatsatos and Foulkes, 2006; Näthke, 2004).  

A.2.2. Le syndrome de Lynch 

Le syndrome de Lynch est également une mutation autosomale dominante qui représente selon les 

études, 2 à 7% des cas de CCR héréditaires (Heinen, 2010). Ce syndrome se caractérise par l’apparition 

précoce de lésions néoplasiques (avant 45 ans) et par une instabilité microsatellitaire. Les 

microsatellites sont des séquences répétées du génome qui sont altérées chez les patients atteints du 

syndrome de Lynch et sont la conséquence de mutations du système de réparation des erreurs de 
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réplication de l’ADN : le système mismatch repair (MMR). Bien que 7 gènes aient été identifiés chez 

l’homme comme participant au système MMR, la majeure partie des mutations rencontrées dans les 

patients HPNCC se retrouvent sur les gènes MSH2, MLH1 et MSH6 (Heinen, 2010). Les sujets porteurs 

de ces mutations ont, outre le risque accru de développer un cancer colorectal, un risque également 

augmenté de développer des tumeurs extra-coliques au niveau de l’endomètre, de l’estomac, de 

l’urètre… (Lynch and Smyrk, 1996), ce qui complique le diagnostic. C’est pourquoi en 1991, suite à 

l’initiative de « l’International Collaborative Group on HNPCC », des critères ont été établis pour aider 

l’identification des familles atteintes de HPNCC : les critères d’Amsterdam (Rodriguez-Bigas et al., 

1997; Umar et al., 2004).  

A.2.2. Les cancers colorectaux sporadiques 

Bien que les cas héréditaires ne représentent qu’une mince fraction des cas de CCR, l’étude des 

mécanismes génétiques impliqués dans le développement des formes héréditaires a permis une 

meilleure compréhension du développement des formes sporadiques. En effet, la mutation APC et les 

mutations du système MMR sont retrouvées dans respectivement 70 à 80 % et 15 % des cas de CCR 

sporadiques (Fearon, 2011).   

Le développement d’un CCR sporadique est un processus multi-étapes, initié par le développement 

d’un adénome (tumeur bégnine) évoluant possiblement en carcinome (tumeur maligne) sous l’action 

de mutations séquentielles activatrices d’oncogènes et inactivatrices de gènes suppresseurs de 

tumeurs. En 1990, après avoir compilé plusieurs travaux analysant les mutations retrouvées à 

différents stades de progression des tumeurs coliques, Fearon et Vogelstein proposaient un premier 

modèle pour décrire la filiation adénome-carcinome comme le montre la Figure 2 (Fearon and 

Vogelstein, 1990).  

Comme décrit dans ce modèle, une succession d’altérations génétiques conférant un avantage sélectif 

aux cellules porteuses de ces mutations est à l’origine du développement adénome-cancer. Des 

Figure 2 Premier modèle adénome-carcinome proposé par Fearon et Vogelstein (d’après Fearon and Vogelstein, 1990) 
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mutations au niveau du gène APC constituent la première étape de ce processus séquentiel en 

induisant une hyper prolifération au niveau de l’épithélium colique. Cependant, la seule mutation 

d’APC ne suffit pas pour induire le développement d’un adénome. Des mutations au niveau de 

l’oncogène KRAS sont fréquemment retrouvées (environ 40% des  tumeurs colorectales) dans les 

adénomes précoces et sont fortement impliquées dans la transition de l’épithélium hyperprolifératif 

en adénome (Nguyen et al., 2020). De plus, il a été montré qu’en l’absence de la combinaison de 

mutation APC et KRAS, la mutation KRAS seule n’induisait pas d’hyper prolifération, supportant ainsi 

l’idée d’un processus multifactoriel (Agnantis and Goussia, 2012). A ce stade, la majorité des 

adénomes formés n’évoluent pas vers un cancer. Les plus petits (< 1 cm) ont 5% de chance d’évoluer 

vers un cancer avec un risque croissant en fonction de la taille de la tumeur (Agnantis and Goussia, 

2012). Dans le modèle de Fearon et Vogelstein, une mutation sur le chromosome 18q entrainant une 

perte d’expression du gène suppresseur de tumeur DCC (depleted in colon carcinoma) constitue la 

troisième étape de la carcinogenèse, suivie par une mutation du gène TP53 qui constitue la dernière 

étape de ce processus. TP53 est un régulateur majeur de la transcription des gènes impliqués dans la 

réparation de l’ADN retrouvé plus fréquemment altéré dans les carcinomes que dans les adénomes et 

indiquant le caractère tardif de ces mutations dans le processus de tumorigénèse (Russo et al., 2005).

   

Depuis la première présentation de ce modèle en 1990, d’autres modèles de séquence adénome-

carcinome ont été proposés. Parallèlement au modèle d’instabilité chromosomique (CIN) présenté 

par Fearon et Vogelstein, un autre modèle basé sur l’instabilité des microsatellites (MSI) a vu le jour 

permettant ainsi de catégoriser les tumeurs colorectales en deux types : non-hyper-mutées (modèle 

CIN) et hyper-mutées (modèle MSI) (Cancer Genome Atlas Network, 2012). La Figure 3 illustre les 

différences entre les modèles CIN et MSI. Comme pour le syndrome de Lynch, le modèle MSI est 

caractérisé par une instabilité des microsatellites de l’ADN suite à une altération somatique du 

système MMR et en particulier suite à l’hyperméthylation des ilots CpG du promoteur de MLH1.  Bien 

que ce phénotype soit retrouvé chez tous les patients atteints du syndrome de Lynch, la majorité des 

tumeurs MSI sont sporadiques et représenteraient 15% des cas de CRC. L’évènement initiateur de la 

tumorigenèse dans le modèle MSI peut varier et être commun avec le modèle CIN, la mutation APC 

étant retrouvée dans 35-50% des tumeurs MSI (Nguyen et al., 2020). Par la suite, le développement 

du CCR via la voie MSI fait intervenir des altérations génétiques différentes mais analogues à celle de 

la voie CIN, en particulier la mutation V600E (remplacement d’un résidu valine par un résidu glutamate 

au 600ème acide aminé de la protéine) de l’oncogène BRAF est retrouvée plus fréquemment que la 

mutation KRAS (Rajagopalan et al., 2002). Les tumeurs MSI sont en général plus fréquemment 
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retrouvées chez les femmes âgées et associées à un meilleur pronostic (Samadder et al., 2013; Walther 

et al., 2009).  

B. Viande rouge, charcuteries, fer héminique et cancer 

Pour la suite de ce manuscrit la définition de la viande rouge et de la charcuterie telle que définie par 

Bouvard et al. sera utilisée (Bouvard et al., 2015). A savoir, la viande rouge peut-être définie comme 

de la viande issue des muscles de mammifères n’ayant pas subi de procédé de transformation. En 

revanche la charcuterie fait référence à la viande qui a subi des procédés de transformation tels que 

la salaison ou encore le fumage afin de renforcer sa conservation ou ses propriétés organoleptiques. 

A l’inverse de la viande rouge, les charcuteries ne se limitent pas à la viande issue de mammifères et 

peuvent contenir de la volaille ou des sous-produits tels que des abats ou du sang.  

B.1. Bases épidémiologiques  

Comme vu dans la partie précédente la grande majorité des cancers colorectaux sont sporadiques. En 

fait, leur développement est étroitement corrélé au mode de vie et à l’exposition à divers facteurs de 

risques. Selon un consensus maintenant bien établi, le CCR fait partie des cancers les plus évitables en 

limitant les facteurs de risques. En 1981, Doll et Peto (Doll and Peto, 1981) estimaient que 10 à 70 % 

des cancers pouvaient être imputés à l’alimentation et particulièrement 90% des cancers colorectaux. 

Malgré une incertitude élevée, ce rapport pointait l’importance de la relation alimentation-cancer et 

tout particulièrement du lien étroit avec le CCR. Depuis lors, les estimations ont été revues à la baisse, 

mais le mode de vie reste un facteur prépondérant dans le développement du CRC. En 2000, Platz et 

al. estimaient que 30 à 50% des cas de CCR étaient directement liés au mode de vie et aux principaux 

Figure 3 Séquence adénome-carcinome suivant la modèle d’instabilité chromosomique ou d’instabilité des 
microsatelllites (Walther et al., 2009) 
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facteurs de risque : consommation d’alcool, tabagisme, obésité, inactivité physique et consommation 

de viande rouge et de charcuterie (Platz et al., 2000). Les études plus récentes sont en accord avec ces 

chiffres et démontrent l’importance du mode de vie par rapport à la prédisposition génétique (Carr et 

al., 2018; Erdrich et al., 2015). Parmi les facteurs de risque précédemment cités, la consommation de 

viande rouge et de charcuterie sera tout particulièrement détaillée dans ce manuscrit.   

En 1997, un premier rapport d’experts mandatés par le World Cancer Research Fund (WCRF) et 

l’American Institute for Cancer Research (AICR) ayant pour objectif de compiler l’ensemble des travaux 

effectués sur les liens entre mode de vie, nutrition et cancer, a été publié (Glade, 1999). Outre les 

recommandations sur la réduction de la consommation d’alcool, du tabagisme et du maintien d’une 

activité sportive régulière, les experts concluent également que la consommation de viande ne doit 

pas représenter plus de 10% de l’apport énergétique des régimes et recommandent de privilégier la 

viande blanche ou le poisson à la viande rouge. Depuis sa première parution, ce rapport a été 

régulièrement mis à jour, notamment en 2007 (Wiseman, 2008) et en 2018, et présente ses 

recommandations pour limiter les risques de cancer. Le dernier rapport datant de 2018 fait état de 

dix recommandations visant à réduire le développement de l’ensemble des cancers (World Cancer 

Research Fund International., 2018) :  

- Avoir un poids optimal (18,5 < IMC (indice de masse corporelle) < 25) 

- Pratiquer une activité physique régulière (45-60 minutes par jour) 

- Avoir une alimentation riche en céréales complètes, légumes, fruits et légumineuses 

- Limiter la consommation de « fast-foods », d’aliments transformés riches en gras ou en sucre 

- Limiter la consommation de viande rouge et de charcuterie  

- Limiter la consommation de boissons sucrées et sodas 

- Limiter la consommation d’alcool 

- Ne pas utiliser de compléments alimentaires pour atteindre les recommandations 

nutritionnelles 

- Pour les mères : allaiter si possible 

- Après un cancer : suivre ces recommandations 

La limitation de la consommation de viande rouge et de charcuterie est tout particulièrement 

recommandée dans un objectif de prévention du CCR. En effet, après une méta-analyse de 99 études 

à travers le monde, les experts de ce comité ont établi une liste d’aliments et habitudes alimentaires 

ayant un impact sur le risque du développement du CRC, en les classant par niveau de preuve 

d’association (Tableau 1). 
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Tableau 1 Facteurs associés à une augmentation ou diminution du risque de CCR. Adapté du rapport du WCRF de 2018 
(World Cancer Research Fund International., 2018) 

  Réduction du risque Augmentation du risque 

Preuves solides 

Convaincant Activité physique 

Charcuteries 
Alcool 
Surcharge pondérale 
Taille et âge adulte 

Probable 

Céréales complètes 
Fibres 
Produits laitiers 
Suppléments en calcium 

Viande rouge 

Preuves 
limitées 

Limité – suggestif 

Aliments contenant de la vitamine 
C 
Poisson 
Vitamine D 
Suppléments multivitaminés 

Faible apport en légumes non 
amylacés 
Faible apport en fruits 
Nourriture contenant du fer 
héminique 

Limité - sans 
conclusion 

Produits céréaliers, pomme de terre, graisse animale, volaille, 
produits de la mer, composition en acide gras, cholestérol, acides 
gras -3 alimentaires via le poisson, légumineuses, ail, sources de 
calcium non quotidiennes, produits avec sucres ajoutés, saccharose, 
café, thé, caféine, glucides, graisse totale, amidon, charge et index 
glycémique, folate, vitamine A, E et B6, sélénium, peu de graisse, 
méthionine, -carotène, -carotène, lycopène, rétinol, apport 
énergétique, fréquence des repas 

 

Des travaux similaires ont été réalisés en 2015 par un comité d’experts réunis par le Centre 

International de Recherche sur le Cancer (CIRC) (Bouvard et al., 2015). Dans ce travail, plus de 800 

études épidémiologiques et expérimentales portant sur l’association viande rouge/charcuteries et 

cancer ont été considérées pour déterminer le risque de développement du CCR et aussi d’autres 

cancers associés à la consommation de ces produits. Ainsi, les experts ont pu démontrer une relation 

dose-réponse significative avec une augmentation du risque de 17% (95% IC : 1.05-1.31) pour 100 g 

quotidiens de viande rouge et 18% (95 % IC : 1.10-1.28) pour 50 g quotidiens de charcuterie. Suite à 

cette étude la charcuterie a été classée dans le Groupe 1 selon la classification du CIRC qui regroupe 

les agents (composés chimiques, facteurs physiques, aliments, mélanges, etc…) qui sont cancérogènes 

pour l’homme. La viande rouge quant à elle a été classée dans le Groupe 2A qui regroupe les agents 

probablement cancérogènes pour l’homme.  

En dehors de ces études menées par des organismes internationaux, de nombreuses études 

épidémiologiques viennent appuyer ces associations. Une étude publiée récemment basée sur une 

cohorte anglaise a estimé que les sujets mangeant plus de 76 g / jour de viande rouge et 21 g / jour 

de charcuteries avaient un risque de développement de CCR augmenté de 20% (Bradbury et al., 2020). 

Une méta-analyse récente basée sur 148 articles a déterminé que les plus gros consommateurs de 

charcuteries avaient un risque de cancer colorectal accru de 18% en comparativement aux plus faibles 

consommateurs, 17% quand l’apport total de viande rouge (viande rouge + charcuteries) était 
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considéré, et 10% quand il s’agissait seulement de viande rouge (Farvid et al., 2021). La multiplication 

de ce type d’études épidémiologiques et la concordance des conclusions ont contribué à renforcer 

l’association entre viande rouge et transformée et cancer colorectal mais ont également conduit à 

étudier l’impact de cette consommation sur d’autres types de pathologies.  

B.2. Autres pathologies 

Compte-tenu de l’association étroite entre viande rouge et charcuteries et CCR, d’autres travaux 

visant à évaluer l’impact de cette consommation sur d’autres types de cancer ou encore sur diverses 

maladies chroniques ont été menés. En particulier, une augmentation de l’incidence de maladies 

cardio-vasculaire (MCV) associée à une consommation élevée de viande rouge et de charcuterie a été 

rapportée dans plusieurs études (Abete et al., 2014b; Zhong et al., 2020). En 2014, une méta-analyse 

a déterminé qu’en comparaison au groupe des plus faibles mangeurs, les gros consommateurs 

présentaient un risque accru de MCV de 18% pour la charcuterie et de 16% quand il s’agissait de viande 

rouge (Abete et al., 2014a). Aucune association entre viande blanche et MCV n’a été déterminée dans 

cette étude. A l’inverse, une étude récente a déterminé qu’une consommation élevée de viande 

rouge, charcuteries mais aussi volailles était associée à un risque accru de MCV (Zhong et al., 2020). 

Au-delà des fréquentes associations avec les MCV, une consommation élevée de viande rouge et de 

charcuterie a également été associée à d’autres maladies chroniques telles que le diabète de type II 

(Pan et al., 2011) ou encore d’autres localisations de cancers telles que le cancer du sein (Diallo et al., 

2018) du pancréas ou de la vessie (Les cancers en France, Les Données, INCa, édition 2015). Tous ces 

travaux ont conduit à l’établissement d’associations entre mortalité toutes causes confondues et la 

consommation élevée de viande rouge et de charcuterie. Ces résultats sur la mortalité globale sont 

particulièrement convaincants pour les charcuteries tandis que le niveau de preuve pour la viande 

rouge semble moins élevé (Abete et al., 2014a; Larsson and Orsini, 2014; Wang et al., 2016). 

B.3. Modèles d’étude de la carcinogénèse colorectale 

Les études épidémiologiques utilisées pour déterminer l’existence d’associations entre l’exposition à 

un ou plusieurs facteurs et le développement d’une pathologie ne suffisent pas à conclure quant à 

l’existence d’une causalité entre les deux phénomènes. Pour cela, les associations observées en 

épidémiologie doivent être complétées de données expérimentales. Pour des raisons éthiques 

évidentes, les études portant sur des agents cancéreux ou possiblement cancéreux sur l’Homme sont 

impossibles et il est donc nécessaire d’avoir recours à des modèles animaux ou cellulaires permettant 

de confirmer ou non les associations mises en évidence par les études épidémiologiques et d’étudier 

les mécanismes impliqués dans cette relation alimentation/développement du cancer. Concernant le 
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CCR, de nombreux modèles sont disponibles présentant tous des avantages et inconvénients comme 

détaillé dans le paragraphe suivant. 

B.3.1. Modèles in vivo 

La force des modèles in vivo, pour l’étude de pathologies complexes telles que le CCR, réside dans le 

fait que de tels modèles permettent de mesurer les effets d’un composé cancérigène à l’échelle d’un 

organisme entier. De par leur proximité génétique avec l’homme et surtout en raison d’un processus 

de cancérisation proche de celui de l’homme, les rongeurs sont considérés comme de bons modèles 

pour étudier la carcinogénèse colorectale (Corpet and Pierre, 2005). On peut distinguer deux grands 

types de modèle : les modèles chimio-induits et les modèles génétiques.   

Le modèle chimio-induit repose sur l’administration d’un composé inducteur de la carcinogénèse tel 

que l’azoxyméthane (AOM) à des rats ou des souris. Ce modèle, qui est celui utilisé au cours de cette 

thèse, est largement employé pour étudier l’effet promoteur ou protecteur de divers composés sur le 

développement de la carcinogénèse colorectale (Silva et al., 2015; Suzui et al., 2005). Ce modèle 

développe spontanément des lésions prénéoplasiques 2 à 3 mois après injection, et des tumeurs se 

développant 7 à 9 mois après injection (Femia and Caderni, 2008). Le rat présente l’avantage d’avoir 

une LD50 (dose léthale médiane) plus élevée que la souris ce qui permet de ne réaliser qu’une seule 

injection, contrairement à la souris, permettant ainsi de limiter les risques pour l’expérimentateur. 

Outre l’aspect économique, l’avantage du modèle chimio-induit, par rapport aux animaux 

transgéniques, repose sur une séquence de développement des tumeurs relativement similaire à celle 

observée chez l’Homme. De plus, des altérations génétiques présentes chez l’Homme, telles que des 

mutations sur le gène K-RAS, sont également retrouvées chez les animaux chimio-induits. En revanche, 

malgré de nombreux avantages, ce modèle comporte quelques limitations en dehors du fait que 

l’Homme n’est jamais exposé à ce composé carcinogène. La principale limitation réside dans le fait 

que la mutation APC qui est retrouvée dans environ 80% des tumeurs colorectales humaines n’est 

retrouvée dans ce modèle qu’à un taux plus faible d’environ 33% (Perše and Cerar, 2011).  

Par opposition aux modèles chimio-induits, les animaux transgéniques portent une mutation, souvent 

sur le gène Apc, et développent ainsi spontanément des tumeurs. La souris Min (Multiple Intestinal 

Neoplasia) et le rat Pirc (Polyposis in the rat colon) sont les deux modèles transgéniques les plus utilisés 

pour l’étude de la carcinogénèse colorectale. Le principale limitation du modèle Min est due à la 

localisation des tumeurs qui se forment essentiellement au niveau intestinal (40 tumeurs intestinales 

pour 1 tumeur colique environ) contrairement au rat Pirc (Amos-Landgraf et al., 2007). De plus, il est 

admis que ces modèles constituent principalement des modèles de PAF, qui ne représentent qu’une 

faible proportion des cas de CCR (Nascimento-Gonçalves et al., 2021). Des alternatives au modèles 

murins ont également été proposés avec le développement d’un modèle porcin de PAF (Flisikowska 
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et al., 2012).  

Plus récemment des modèles basés sur des xénogreffes ont été décrits afin d’étudier des stades plus 

tardifs de la pathologie (Nascimento-Gonçalves et al., 2021). La génération de ces modèles repose sur 

l’implantation de cellules tumorales ou de tumeurs au niveau de leur site de développement d’origine 

(modèle orthotopique) ou sur un site différent (modèle hétérotopique). Ces modèles permettent 

notamment d’étudier l’invasion tumorale, les processus de vascularisation des tumeurs ainsi que les 

métastases mais nécessitent cependant des compétences techniques importantes (Oliveira et al., 

2020).  

B.3.2. Marqueurs précoces de la carcinogénèse colorectale 

Afin de déterminer l’effet de certains composés ou aliments sur la carcinogénèse colorectale, de 

nombreuses études s’appuient sur l’étude des lésions pré-néoplasique. Idéalement, l’utilisation de ces 

marqueurs permet de conclure quant à l’effet carcinogène des composés étudiés sans aller jusqu’au 

stade tumoral ce qui permet de réduire à la fois la durée des expérimentations mais surtout la 

souffrance animale induite par les études de carcinogénèse. De plus, l’impact de l’alimentation étant 

plus important aux stades précoces du développement du cancer, de nombreuses études visent à 

évaluer l’effet de certains aliments sur le développement de marqueurs précoces du cancer. En 

particulier, dans le cas de la relation viande rouge/charcuterie et CCR, l’effet promoteur de la 

consommation est étudié via le dénombrement de lésions prénéoplasiques, les ACF (aberrant crypt 

foci) et les MDF (mucin depleted foci). 
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B.3.2.1. ACF 

Les ACF sont des lésions généralement caractérisées par un épithélium épaissi et des cryptes 

présentant un orifice déformé et élargi comme observable sur la Figure 4.  

Ces changements morphologiques sont liés à une hyper prolifération des cellules des cryptes. Depuis 

leur première description en 1987 (Bird, 1987), les ACF sont largement utilisés comme marqueurs 

précoces de la carcinogénèse colorectale en comparaison aux autres lésions (Femia and Caderni, 

2008). Compte-tenu de l’importance d’un marqueur précoce prédictif d’une évolution vers le stade 

cancer, beaucoup d’études se sont intéressées au lien ACF-tumeur. Il est à noter que la majorité des 

ACF ne vont pas jusqu’au stade tumoral et régressent souvent d’eux-mêmes (Clapper et al., 2020). 

Cependant, la corrélation entre nombre d’ACF et le degré de dysplasie a été fréquemment décrite 

(Kowalczyk et al., 2020; Sakai et al., 2011; Siu et al., 1997) ce qui justifie son utilisation comme 

marqueur précoce de carcinogénèse colorectale. Il est en revanche à noter que l’utilisation de ce 

marqueur reste controversée car toutes les études ne concluent pas quant à une corrélation entre 

ACF et risque de CCR (Quintanilla et al., 2019). Outre l’absence de corrélation, les principales critiques 

émises vis-à-vis des ACF concernent les altérations génétiques retrouvées dans ces lésions. En effet, 

la mutation du gène APC, qui constitue l’altération génétique la plus fréquemment retrouvée chez les 

patients développant un CCR sporadique, n’est quasiment jamais retrouvée dans les ACF de ces 

mêmes patients (Clapper et al., 2020). En revanche la mutation K-Ras, fréquemment présente dans la 

séquence adénome-carcinome, est retrouvée dans plus de 50% des ACF. Cependant, cette mutation 

est autant retrouvée dans les ACF dysplasiques, c’est-à-dire présentant des modifications épithéliales 

Figure 4 Foyer de cryptes aberrantes (ACF) de 5 cryptes observé au microscope après coloration au bleu de 
méthylène 
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similaires à celles observées dans les adénomes (par exemple une perte de polarité de la cellule, un 

rapport noyau/cytoplasme important…), que non-dysplasiques ce qui limite son utilisation pour 

prédire l’évolution de la dysplasie (Gupta et al., 2007).  

B.3.2.2. MDF 

Les MDF, décrits plus récemment par le groupe de G. Caderni (Caderni et al., 2003), sont des lésions 

prénéoplasiques caractérisées par (1) une absence ou une très faible production de mucine (2) une 

distorsion de la crypte et (3) une surépaisseur de la région par rapport au reste de l’épithélium colique. 

Contrairement aux ACF qui sont caractérisés par une coloration plus intense, les MDF présentent, 

après une coloration spécifique des mucines (coloration HIDAB), une absence de coloration due à 

l’absence de sécrétion de mucine (Figure 5).  

Plusieurs études chez le rat et l’homme laissent à penser que les MDF pourraient être des marqueurs 

prédictifs de carcinogénèse. Chez l’Homme, Sakai et al. ont dénombré les ACF et MDF dans 53 

échantillons issus de patients présentant un CCR sporadique et ont observé que les ACF ne 

présentaient pas de dysplasie contrairement aux MDF qui présentaient une dysplasie de bas-grade 

(Sakai et al., 2011). Concernant les altérations génétiques retrouvées dans les MDF, il a été montré 

que, chez le rat chimio-induit au DMH, 25% des MDF, 30% des tumeurs et 0% des ACF présentaient 

une mutation APC (Femia et al., 2007). Cependant, ACF et MDF ne sont pas à opposer car plusieurs 

travaux montrent une forte corrélation entre les deux marqueurs et en particulier pour les « flat-ACF » 

(Femia et al., 2008; Sødring et al., 2016).  

Figure 5 Foyer déplété en mucine observé au microscope après coloration HIDAB 
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B.4. Hypothèses sur la relation viande rouge et cancer colorectal 

Afin d’expliquer d’un point de vue mécanistique les associations observées entre viande 

rouge/charcuteries et développement du CCR, de nombreuses hypothèses sont actuellement 

débattues dans la littérature. Bien qu’il n’y ait pas à ce jour de consensus sur les mécanismes, plusieurs 

composés, soit présents de manière endogène, soit formés lors de la cuisson, ajoutés pour la 

conservation ou encore formés au cours de la digestion sont suspectés pour leur effets pro-

carcinogènes. Parmi les hypothèses proposées dans la littérature, l’implication du fer héminique 

contenu dans la viande rouge et charcuterie semble être un élément central dans la carcinogénèse 

colorectale induite par la consommation de ces produits. Dans cette introduction une partie spécifique 

sera donc dédiée à la présentation de cette hypothèse 

B.4.1. Les amines aromatiques hétérocycliques (AAH) 

B.4.1.1. Formation des AAH  

Parmi les composés suspectés, les AAH sont depuis longtemps étudiées pour leurs potentiels effets 

carcinogènes. Ces composés sont présents dans les gaz d’échappement, la fumée de cigarette mais 

aussi dans les viandes cuites à haute température (viande frite ou cuisson de type barbecue). On peut 

distinguer deux types d’AAH, les AAH formées entre 100 et 300°C, appelées AAH thermiques ou de 

type IQ (imidazoquinoline ou imidazoquinoxaline) et celles formées au-delà de 300 °C, appelées AAH 

pyrolytiques (Gibis, 2016). Les AAH thermiques sont présentes dans la majorité des produits animaux 

cuits à haute température puisque les précurseurs de leur formation, à savoir la créatine, certains 

acides aminés et hexoses sont présents dans ces matrices. Leur formation résulte d’une réaction de 

Maillard entre un acide aminé et un hexose suivie par une dégradation de Strecker, puis une réaction 

entre ce produit et la créatinine formée par action de la chaleur sur la créatine comme le montre la 

Figure 6 (Jägerstad et al., 1998). Ce schéma réactionnel est retrouvé dans la formation de la quasi-

totalité des AAH à l’exception du 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b]pyridine (PhiP). Les AAH 

les plus fréquemment retrouvées dans les produits carnés sont : la 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-

f]quinoxaline (MeIQx), la 2-amino-3,4,9-trimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (DiMeIQx), la 2-Amino-3-

methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ), la 2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-ƒ]quinoline (MeIQ) et le PhiP 

(Barzegar et al., 2019; Sugimura et al., 2004) et tous appartiennent à la classe des AAH thermiques (ou 

polaires). Leur formation est influencée par de nombreux facteurs tels que le type et le temps de 
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cuisson (Khan et al., 2008), le type de viande ou poisson (Oz and Kotan, 2016) ou encore le taux de 

graisse (Jägerstad et al., 1998).  

 

B.4.1.2. Carcinogénicité des AAH  

Bien que certaines AAH soient classées dans le groupe 2B (carcinogène possible) tels que : MeIQx, 

MeIQ et PhIP ou encore dans le groupe 2A (carcinogène probable) comme l’IQ, ces molécules ne sont 

pas intrinsèquement mutagènes. En effet, comme un grand nombre de molécules cancérogènes, leur 

action mutagène n’intervient qu’après bioactivation métabolique de ces molécules par l’organisme 

conduisant à leur bioactivation. Les AAH sont absorbées dans l’intestin grêle puis transportées dans 

le foie où elles sont activées, par le cytochrome P450 (principalement les cytochromes 1A1, 1A2 et 

2B1). Une fois activées ces molécules peuvent s’adduire à l’ADN et induire des mutations (Turesky and 

Le Marchand, 2011). Dans les années 80-90, de nombreuses études ont été réalisées sur des rongeurs 

afin d’étudier le potentiel carcinogène d’une exposition alimentaire à ces composés (Kato et al., 1989; 

Ohgaki et al., 1987, 1984; Takayama et al., 1984). Ainsi, une augmentation significative du nombre de 

tumeurs dans diverses localisations telles que le foie, le colon, l’intestin, les glandes mammaires a été 

observée. Dès lors, des études épidémiologiques ont été menées dans l’objectif d’évaluer l’association 

entre exposition aux AAH et développement de cancer (en particulier du CCR) et ont montré une 

augmentation du risque lié aux AAH (Fu et al., 2011; Helmus et al., 2013). Cependant, d’autres études 

n’ont pas montré de telles associations (Ollberding et al., 2012). Les disparités observées dans les 

conclusions de ces différentes études s’expliquent notamment par la difficulté de dé-corréler l’effet 

spécifique des AAH et celui des autres carcinogènes de la viande. La viande blanche cuite contient 

également des AAH et sa consommation n’est pas corrélée à une augmentation du risque de cancer. 

Figure 6 Formation des amines aromatiques hétérocycliques d'après Jägerstad et al. 
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De plus, il a été montré que pour les mêmes AAH dérivées de la viande blanche ou rouge l’effet 

promoteur du cancer n’était observé qu’avec les AAH dérivées de la viande rouge (Helmus et al., 

2013), ce qui suggère qu’un autre facteur favorisant entre en jeu. Enfin, il semblerait que le 

polymorphisme génétique de certains gènes (en particulier NAT1, NAT2 et GST1) soit impliqué dans 

une sensibilité différente aux AAH (Eichholzer et al., 2012). 

B.4.2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

De la même manière que les AAH, les HAP sont des composés également formés lors de la cuisson des 

viandes et proviennent de la combustion incomplète de composés organiques. Présents de manière 

quasi-ubiquitaire, les hommes sont exposés aux HAP via de nombreuses voies telles que 

l’alimentation, l’air ambiant, le tabagisme, les émissions industrielles… Dans un rapport publié en 

2008, l’European Food Safety Authority (EFSA) annonçait qu’environ 500 HAP avaient été détectés 

dans l’air ambiant (“Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Food - Scientific Opinion of the Panel on 

Contaminants in the Food Chain,” 2008). Cependant, pour des non-fumeurs, la majeure partie de 

l’exposition à ces composés intervient via l’alimentation, et notamment par la viande cuite. Les HAP 

sont produits lors de la cuisson de la viande, en particulier lors des cuissons au grill ou au barbecue et 

retrouvés à des niveaux de l’ordre de 130 µg / kg contre 0,01-1 µg/kg dans les viandes crues 

(Jeyakumar et al., 2017) (Oz and Yuzer, 2016). Du fait de leur présence ubiquitaire et de leur action 

mutagène, les HAP ont été largement étudiés. Dès 1987, le benzo[a]pyrene (BaP) qui est le composé 

le plus étudié, a été reconnu comme cancérogène probable par le CIRC (groupe 2A) avant d’être 

reclassé dans le groupe I (cancérogène pour l’homme) en 2012 (Demeyer et al., 2016). De même que 

pour les AAH, les HAP, une fois métabolisés, ont la capacité de former des liaisons covalentes avec les 

bases de l’ADN et induire ainsi un environnement mutagène propice au développement de cancers 

(Xiao et al., 2016).   

Malgré une génotoxicité démontrée in vitro et in vivo (Einaudi et al., 2014; Muthusamy et al., 2018), 

toutes les études épidémiologiques ne font pas état d’associations claires entre exposition alimentaire 

aux HAP via l’ingestion de viande rouge et développement du CRC. En effet, bien que certaines études 

épidémiologiques aient montré une association positive entre les HAP (en particulier le BaP) et un 

risque accru de CRC (Gunter et al., 2005; Sinha et al., 2005), d’autres études ne montrent pas 

d’association significative avec les HAP, mais plutôt avec les autres composés de la viande rouge (Cross 

et al., 2010; Shin et al., 2007). En revanche, de nombreuses études récentes montrent une association 

positive entre l’exposition aux HAP (toutes sources confondues) et le développement du cancer du 

sein (White et al., 2016). De plus, il est notoire que certains aliments non associés au développement 

du CRC tels que les produits céréaliers, la volaille ou le poisson contiennent des niveaux similaires de 
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HAP renforçant ainsi l’hypothèse que les HAP seuls ne seraient pas l’élément principal de la promotion 

du CRC par la viande rouge (Demeyer et al., 2016).  

B.4.3. L’hypothèse Neu-5Gc 

Plus récemment, une nouvelle hypothèse faisant intervenir un composé exogène a été proposée pour 

expliquer le lien entre consommation de viande rouge et développement du CRC : l’hypothèse de 

l’acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc). Cet acide sialique, qui dérive de l’hydroxylation de l’acide 

sialique humain N-acétylneuraminique, n’est plus produit de manière endogène par les humains en 

raison d’une mutation évolutive sur le gène CMAH (Tangvoranuntakul et al., 2003). En revanche, 

comme ce gène est actif chez la quasi-totalité des autres mammifères, des teneurs plus ou moins 

importantes de Neu5Gc sont retrouvées dans les produits issus de ces mammifères et notamment 

dans la viande rouge qui en contient des niveaux importants (Bashir et al., 2020; Samraj et al., 2015). 

D’un point de vue mécanistique, lors de la consommation de produits à haute teneur en Neu5Gc, ce 

composé s’incorpore dans les tissus humains avant d’être reconnu par des anticorps circulants anti-

Neu5Gc. La formation de ce complexe antigène-anticorps promouvrait ou génèrerait une 

inflammation chronique favorisant ainsi le développement du cancer ou d’autres pathologies (Samraj 

et al., 2015). En effet, dans une étude sur des souris KO (knockout) pour le gène Cmah et immunisées 

contre ce composé, il a été montré que, par rapport au groupe contrôle, les souris nourries avec un 

régime riche en Neu5Gc présentaient des niveaux élevés de marqueur d’inflammation dans le plasma 

ainsi qu’une augmentation de l’incidence de carcinomes hépatiques (Samraj et al., 2015). Plus 

récemment, il a été montré qu’un régime enrichi en Neu-5Gc (à l’aide d’une supplémentation en 

mucine submaxillaire porcine) induisait une dysbiose intestinale, chez la souris KO, conduisant à un 

microbiote moins diversifié et qu’une sous-représentation des espèces microbiennes capables de 

métaboliser ce composé participerait au phénotype inflammatoire (Zaramela et al., 2019). Cependant, 

dans une étude prospective humaine visant à déterminer la présence d’une association entre le taux 

d’anticorps anti-Neu5Gc et le risque de développement du cancer colorectal, aucune association n’a 

été rapportée (Samraj et al., 2018).  

Ainsi, bien que certaines études tendent à montrer l’implication du Neu5Gc dans la carcinogénèse 

colorectale, le nombre restreint d’études sur le sujet ne permet pas de conclure avec certitude quant 

au lien de causalité entre Neu5Gc et carcinogénèse. De plus la présence de ce composé dans d’autres 

produits animaux tels que le lait ou certains fromages qui ne sont pas associés à un risque accru de 

cancer reste un élément à considérer pour des études futures.  
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B.4.4. Les composés N-nitrosés 

Les nitrates et nitrites sont des additifs hautement utilisés dans l’industrie des viandes transformées, 

en majeure partie pour des raisons sanitaires. En effet, leur ajout lors de la fabrication de ces produits 

permet d’inhiber le développement de Clostridium botunilum (bactérie responsable du botulisme) et 

la croissance bactérienne de manière générale via la production d’oxyde nitrique (NO) (Majou and 

Christieans, 2018). Outre l’amélioration de la qualité sanitaire des aliments, les nitrites sont également 

utilisés pour renforcer les propriétés organoleptiques des viandes transformées et sont notamment 

responsables de la couleur rosée des charcuteries appréciée des consommateurs (Morales et al., 

2013). Cependant, leur usage est aujourd’hui remis en question en raison de leur capacité à induire la 

formation de composés N-nitrosés (NOC), dont certains sont connus pour leur activité mutagène. La 

formation de ces composés passe par une réaction de nitrosation entre un agent nitrosant tel que les 

nitrites et un substrat nitrosable, les plus fréquents étant les amines secondaires et les N-alkylamides, 

conduisant ainsi à la formation de nitrosamines et de nitrosamides respectivement (Mirvish, 1995). Il 

est à noter que seules les nitrosamines formées à partir d’amines secondaires donnent lieu à des 

produits stables (de La Pomélie et al., 2017). Les nitrites peuvent également réagir avec le fer contenu 

dans la myoglobine (protéine majoritaire et caractéristique de la viande rouge) via une réaction de 

nitrosylation pour former de l’hème nitrosylé. L’exposition aux NOC peut être divisée en deux 

catégories : les NOC apportés par l’alimentation et les NOC formés de manière endogène, notamment 

via la capacité de la flore buccale à réduire les nitrates en nitrites.  

B.4.4.1. Formation des NOC dans les charcuteries   

Bien qu’il soit estimé que l’exposition aux NOC ait lieu surtout de manière endogène (de 50 à plus de 

90% selon les études et selon le type de NOC) (de La Pomélie et al., 2017; Tricker, 1997), l’Homme est 

également exposé aux NOC de manière exogène et en particulier via l’alimentation. Les charcuteries 

et viandes fumées sont une source importante à la fois de NOC mais aussi de précurseurs de ces 

produits. En effet, ces aliments sont riches en protéines, qui peuvent libérer des nitrosamines lors de 

la conservation ou de la digestion, et enrichis en nitrite (de La Pomélie et al., 2017). Au pH de la viande, 

environ 5,5, la réaction de nitrosation entre les nitrites et les amines secondaires est très peu présente. 

En effet, cette réaction nécessite un pH acide afin que les nitrites soient convertis en ions NO+ (Honikel, 

2008). Afin de réduire la formation de NOC lors des fabrications industrielles, l’ajout d’acide 

ascorbique est quasi systématique. Cependant, le pouvoir antioxydant de l’acide ascorbique est 

contrebalancé par sa capacité à catalyser la formation de nitrosyl-hème (Majou and Christieans, 2018). 
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B.4.4.2. Formation des NOC endogènes 

Dans les années 2000-2010, les travaux de l’équipe de Sheila Anne Bingham ont permis une meilleure 

compréhension de la formation des NOC. Comme vu précédemment, le pH est un élément important 

dans les réactions de formation des NOC. Ainsi, tout au long de la digestion, les réactions conduisant 

à la formation de ces composés vont varier en fonction de l’environnement considéré. Dans les 

conditions acides de l’estomac, les réactions de nitrosation sont favorisées conduisant à la formation 

de nitrosamines, nitrosamides et S-nitrosothiols dans ce compartiment (Kuhnle et al., 2007). Une fois 

que les S-nitrosothiols atteignent le milieu plus alcalin (pH compris entre 6 et 7,4) de l’intestin grêle, 

ces composés deviennent instables et sont dégradés en oxyde nitrique, qui peut réagir avec l’hème et 

ainsi participer à la formation d’hème nitrosylé (Steinberg, 2019). Outre le pH, d’autres facteurs jouent 

également un rôle dans la formation des NOC, notamment l’intervention du microbiote qui a été 

démontrée par Massey et al. comme étant impliquée dans la formation des NOC en comparant les 

niveaux de NOC totaux (ATNC Apparent Total Nitroso Compounds) chez des rats axéniques et 

conventionnels (Massey et al., 1988). La formation de ces composés par la flore intestinale 

interviendrait plutôt dans le colon distal où le pH moins acide (pH compris entre 6,1 et 7,5) que le 

colon proximal (pH compris entre 5,5 et 7,5) serait plus optimal pour l’action des bactéries 

responsables de la formation des NOC (Jeyakumar et al., 2017). Le groupe de Bingham a également 

étudié le rôle de l’hème et sa capacité à catalyser la formation des NOC en étudiant l’effet d’une 

supplémentation en hème sur le taux d’ATNC. Les auteurs ont ainsi pu montrer une augmentation 

significative des ATNC avec un régime supplémenté en hème par rapport aux groupes contrôles (Cross 

et al., 2003), (Lunn et al., 2007).  

B.4.4.3. Carcinogénicité des NOC  

Comme la plupart des composés carcinogènes, les NOC, notamment les nitrosamines, subissent une 

activation par le cytochrome P450 2E1 qui est exprimé dans le tractus gastro-intestinal (Turesky, 

2018). Une fois activés ces NOC peuvent s’adduire à l’ADN, en particulier sur les résidus 

déoxyguanosine, pour former divers adduits, les plus connus étant la N7-methyl-2´-deoxyguanosine 

(adduit de la N-nitrosodimethylamine) et la O6 -methyl-2´-deoxyguanosine (O6-MeG). Ces deux adduits 

induisent des modifications de l’ADN et en particulier des transitions G → A et des transversions G → 

T qui contribuent à la formation d’un environnement mutagène propice au développement du CRC 

(Turesky, 2018). Ces adduits caractéristiques de l’exposition aux NOC ont été utilisés dans de 

nombreuses études évaluant l’impact de la consommation de viande rouge et de charcuterie sur la 

formation des NOC et démontrant l’augmentation des adduits à l’ADN dans le tractus gastro-intestinal 

après une consommation de viande (Hemeryck et al., 2018; Leu et al., 2015; Lewin et al., 2006). Des 

études épidémiologiques récentes ont montré une association positive entre les taux de nitrate et 
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nitrite consommés et la fréquence d’apparition des CCR dans des conditions particulières. Dans une 

première étude l’association positive entre nitrates / nitrites et CRC n’a été observée que lors d’un 

apport en nitrate supérieur, et en vitamine C inférieur aux normes recommandées (DellaValle et al., 

2014), quand dans la seconde, seule une association positive avec le cancer du rectum a pu être mise 

en évidence suite à une exposition aux nitrates d’origine animale (issus de la consommation de viande 

rouge, viande blanche, charcuteries, produits laitiers…) (Espejo-Herrera et al., 2016). Des 

expérimentations animales ont également donné des résultats contrastés. En effet, en 2016, Zhou et 

al. ne montraient pas d’augmentation significative du nombre de lésions précancéreuses (ACF) en 

comparant deux lots de souris traitées à l’AOM et nourries ou non avec des hot-dogs (Zhou et al., 

2016). En revanche Davis et al. ont montré en 2012 une augmentation significative de nombre de 

cryptes aberrantes après avoir administré des NOC extraits de hot-dogs à des souris induites à l’AOM 

(Davis et al., 2012). Enfin une étude in vivo sur des rats visant à comparer l’impact de plusieurs types 

de charcuteries a montré une augmentation des MDF seulement pour les produits à haute teneur en 

nitrites (Santarelli et al., 2010).  

B.5. Le fer héminique 

B.5.1. Généralités-Introduction 

La viande rouge, par opposition à la viande blanche, contient deux protéines en grande quantité et 

responsables de sa couleur rose/rouge : la myoglobine (majoritairement) et l’hémoglobine qui sont 

respectivement impliquées dans le stockage et le transport de l’oxygène. En leur sein, ces protéines 

contiennent un groupement prosthétique (molécule non-protéique contenue dans une structure 

protéique) : l’hème. L’atome de fer contenu dans l’hème fixe l’oxygène et permet ainsi son stockage 

et son transport via la myoglobine et l’hémoglobine. L’hémoglobine est une métalloprotéine 

tétramérique de 64 kDa, chaque sous-unité contenant un noyau hème, tandis que la myoglobine est 

une protéine monomérique de 17 kDa contenant une seule molécule d’hème. Outre son activité de 

transport d’oxygène dans ces protéines, l’hème est également un élément essentiel pour de 

nombreux processus tels que le transfert d’électrons et la génération d’énergie dans les cytochromes, 

la dégradation de H2O2 dans les catalases… (Kumar and Bandyopadhyay, 2005). Ainsi, comme pour de 

nombreux éléments essentiels, une dérégulation entrainant une augmentation ou une diminution 

anormale de la quantité d’hème biodisponible est associée à de multiples processus pathologiques.   

B.5.2. Hème dans l’alimentation : métabolisme et absorption 

Le fer est un élément essentiel pour l’organisme de par son implication quasi-ubiquitaire dans les 

processus biologiques. Dans l’alimentation il est présent sous deux formes, le fer héminique (fer 
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organique) qui provient essentiellement de produits animaux comme la viande rouge ou encore 

certains fruits de mer, et le fer non-héminique (fer inorganique) présent en quantité importante 

notamment dans les légumineuses. Les besoins alimentaires en fer se situent aux environs d’1 mg par 

jour, majoritairement pour pallier la perte due à l’exfoliation des cellules épithéliales du tractus 

intestinal (Carpenter and Mahoney, 1992). Bien qu’il ne représente qu’un tiers du fer ingéré, le fer 

héminique peut constituer jusqu’à deux tiers du fer absorbé (West and Oates, 2008), ce qui peut 

expliquer une plus forte prévalence de l’anémie chez les végétariens (Pawlak et al., 2016).   

Avant d’être absorbé par les entérocytes, l’hème doit être libéré des protéines auxquelles il est 

complexé. Cette étape fait intervenir les enzymes protéolytiques du système digestif et en particulier 

la trypsine (Carpenter and Mahoney, 1992). Une fois sous forme libre, l’hème peut alors être absorbé 

au niveau de l’intestin grêle via deux mécanismes :  via son transporteur HCP1 (heme carrier protein 

1) exprimé au niveau du pôle apical des entérocytes ou par endocytose à récepteur suite à la fixation 

de l’hème sur son récepteur (Fuqua et al., 2012). Une fois internalisé, l’hème est ensuite métabolisé 

et dégradé par les enzymes hème-oxygénase 1 et 2 (HO-1, HO-2). L’enzyme HO-1, exprimée à la 

surface du réticulum endoplasmique, est une enzyme inductible par de nombreux facteurs tels que 

les espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’hème lui-même, les radiations UV, les cytokines pro-

inflammatoires… (West and Oates, 2008). A l’inverse, l’enzyme HO-2, présente dans les vésicules, est 

une enzyme exprimée constitutivement et également impliquée dans le catabolisme de l’hème. Cette 

réaction de catabolisme produit du monoxyde de carbone (CO), du Fe2+ et de la biliverdine convertie 

ensuite en bilirubine par la biliverdine réductase. Le fer ainsi libéré participe au pool de fer 

intracellulaire, à l’instar du fer inorganique, et peut-être pris en charge par la ferroportine puis excrété 

dans la circulation comme le montre la Figure 7. Le fer peut également être stocké au sein de 

l’entérocyte via sa conjugaison à la ferritine, une protéine impliquée dans le stockage du fer (Fuqua et 

al., 2012). Bien que n’ayant jamais été démontrée, l’hypothèse d’une réutilisation directe de l’hème 

et son relargage dans la circulation sanguine via le transporteur FLVCR1 est présente dans la littérature 

(Hooda et al., 2014). 
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La meilleure absorption du fer héminique par rapport au fer inorganique s’explique notamment par 

le fait qu’au pH de l’intestin grêle (pH neutre) le fer inorganique se retrouve sous forme oxydée (Fe3+) 

et précipite, tandis que le fer héminique est soluble et directement absorbable (West and Oates, 

2008). Tout comme le fer inorganique, l’absorption du fer héminique peut être modulée par d’autres 

composés présents dans le bol alimentaire. En effet, des travaux sur des modèles in vitro de cellules 

épithéliales coliques humaines Caco2 ont montré une diminution de l’absorption du fer héminique en 

présence de polyphénols (Ma et al., 2011). D’autres études chez l’Homme ont montré que le calcium, 

l’élément le plus connu pour limiter l’absorption du fer, inhibait l’absorption du fer de manière dose-

dépendante (Gaitán et al., 2011; Hallberg et al., 1991). En revanche, d’autres composés tels que 

l’ascorbate ou encore des peptides issus de la dégradation des protéines peuvent augmenter la 

biodisponibilité de l’hème (Carpenter and Mahoney, 1992; Ma et al., 2011). Cependant, d’une manière 

générale, il est admis que l’absorption de l’hème est moins modulable par les autres composés du 

régime alimentaire que le fer inorganique (Lynch et al., 1985; West and Oates, 2008). En raison de la 

stabilité relative de l’absorption du fer héminique, plusieurs études ont déterminé des taux 

d’absorption moyen du fer héminique. D’après les données disponibles dans la littérature, 10 à 20% 

de l’hème ingéré serait absorbé par les entérocytes (Cediel et al., 2012; Pizarro et al., 2003; Raffin et 

al., 1974). Ces données suggèrent que 80 à 90% de l’hème est retrouvé au niveau de la lumière 

intestinale, puis colique ce qui, compte-tenu de la capacité de l’hème à catalyser la formation de 

radicaux libres, constitue l’hypothèse principale de la carcinogénicité de l’hème.  

B.5.3. Hème catalyseur de la peroxydation lipidique.  

Mécanismes de peroxydation par l’hème : 

Figure 7 Absorption et métabolisme de l’hème dans le tractus intestinal (Hooda et al., 2014) 
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Bien qu’essentiel, le fer (héminique ou non), est connu pour ses propriétés pro-oxydantes et 

notamment sa capacité à catalyser la formation de radicaux libres via la réaction de Fenton. De par sa 

capacité à alterner entre plusieurs états d’oxydation, il est impliqué dans de nombreuses réactions 

d’oxydation faisant intervenir le transfert d’électrons comme le montre par exemple la réaction 

suivante :   

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO• + HO-  (1) 

Le radical hydroxyle HO• formé par cette réaction est hautement réactif et à l’origine de nombreux 

phénomènes d’oxydation. Sous forme oxydée (Fe3+) le fer peut être à nouveau réduit, en général par 

l’ascorbate, sous forme Fe2+ et ainsi intervenir à nouveau dans la réaction de Fenton (Carlsen et al., 

2005). Le mécanisme général de cette réaction est proposé en Figure 8A Le fer héminique peut 

également suivre un mécanisme Fenton-like comme proposé sur la Figure 8B Cependant, compte-

tenu des vitesses de réaction, il apparait que le recyclage du Fe3+ en Fe2+ semble trop lent pour être le 

seul mécanisme de formation de radicaux libres par le fer héminique.   

Figure 8 Mécanisme général de la réaction de Fenton (A) Mécanisme proposé de la réaction Fenton-like 
par le fer héminique (B) Mécanisme proposé de l’oxydation par le fer héminique hypervalent. D’après 

Carlsen et al. 
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Lors de la prise alimentaire, le fer, les lipides mais aussi d’autres composés interagissent étroitement 

dans le tractus digestif, favorisant ainsi l’oxydation des lipides (Lorrain et al., 2012).   

La peroxydation lipidique est un phénomène séquentiel en 3 étapes initié par l’abstraction d’un atome 

d’hydrogène, par un radical libre, sur un carbone situé entre deux doubles liaisons d’un lipide : cette 

étape correspond à l’initiation comme le montre la Figure 9 (Cillard and Cillard, 2006). Ainsi les 

radicaux libres, en particulier le radical hydroxyle HO•, produit par la réaction de Fenton, mais aussi 

d’autres espèces radicalaires, vont pouvoir initier la séquence de peroxydation lipidique par la 

formation d’un radical alkyle instable. Ce radical va réagir rapidement avec l’oxygène et conduire à la 

formation d’un radical peroxyle (LOO•) qui va alors se stabiliser par l’abstraction d’un atome 

d’hydrogène sur un lipide voisin conduisant ainsi à la formation d’un hydroperoxyde (LOOH) et d’un 

nouveau radical alkyle : c’est la propagation. La réaction en chaîne se propage jusqu’à atteindre 

l’étape de terminaison, où les nombreux radicaux peroxyles formés vont se dimériser pour former des 

espèces stables non radicalaires.  

Figure 9 Mécanisme de la peroxydation lipidique 

Comme proposé sur la Figure 8 C et également par Lorrain et al. (Lorrain et al., 2012) le fer héminique 

peut atteindre un état d’oxydation supérieur en réagissant directement avec un hydroperoxyde pour 

former une espèce radicalaire LO• qui peut alors arracher un atome d’hydrogène d’un autre 

hydroperoxyde four former un radical peroxyle, participant ainsi à la propagation de la peroxydation 

lipidique. En raison d’une haute teneur en oxygène, en peroxyde d’hydrogène et d’un faible pH, 

l’estomac est un milieu particulièrement favorable à la peroxydation des lipides alimentaires tandis 

que l’augmentation du pH dans l’intestin ralentirait la genèse de ces radicaux libres (Bechaux et al., 
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2018; Lorrain et al., 2012).  

Les hydroperoxydes formés lors de la peroxydation lipidique sont des espèces instables ayant 

tendance à se décomposer pour donner naissance à une grande variété de composés en fonction de 

la position du groupement –OOH et des doubles liaisons sur la chaine lipidique. Parmi ces composés 

de nombreux aldéhydes sont formés, les plus décrits dans la littérature étant le 4-hydroxynonenal (4-

HNE), dérivant des acides gras en ω-6 et le malondialdéhyde (MDA), dérivant d’acides gras présentant 

plus de deux doubles liaisons (Esterbauer and Zollern, 1989; Schneider et al., 2001). Ces composés 

issus de la peroxydation lipidique, en particulier les hydroxy-alcénals tels que le 4-HNE, sont 

hautement réactifs et sont considérés comme des seconds messagers toxiques (Catalá, 2009). En 

raison de leur relative stabilité par rapport aux radicaux libres, les hydroxy-alcénals peuvent exercer 

des effets en dehors de leur lieu de formation et ainsi s’adduire aux protéines, en particulier aux 

résidus cystéine, histidine et lysine, ou encore former des adduits au niveau des bases de l’ADN 

(Guéraud, 2017), et présentent  donc des propriétés cytotoxiques et génotoxiques. Cette variété des 

effets induits par ces produits de peroxydation lipidique ont conduit certaines équipes, en particulier 

l’équipe PPCA (Prévention et Promotion de la Carcinogénèse par l’Alimentation) de l’Unité Toxalim au 

sein d’INRAE Toulouse, à les placer au centre de l’hypothèse de la carcinogénèse induite par l’hème 

(Bastide et al., 2015).  

B.6. Carcinogénicité de l’hème 

B.6.1. Associations épidémiologiques 

Plusieurs études épidémiologiques ont étudié les associations entre consommation d’hème et CCR, 

dont notamment deux études menées par l’équipe PPCA, au sein de laquelle les travaux présentés 

dans cette thèse ont été effectués. Dans la première, il a été déterminé que les sujets du quintile 

supérieur de consommation d’hème présentaient un risque accru de développement du CCR de 18% 

en comparaison aux personnes du quintile de plus faible consommation (Bastide et al., 2011). Dans 

leur seconde étude basée sur les participantes de la cohorte française E3N, une association entre la 

quantité d’hème ingérée et le développement du CRC a été reportée (Bastide et al., 2016). Des 

résultats basés sur une cohorte britannique ont également montré une association entre la 

consommation d’hème et le CCR (Ferrucci et al., 2012). Plus récemment, Luo et al. ont montré une 

association positive entre le CCR et la consommation d’hème et une association négative entre le fer 

provenant des plantes et le CCR (Luo et al., 2019).  Cependant, il est à noter que toutes les études 

épidémiologiques sur le lien entre cancer colorectal et hème ne sont pas parvenues aux mêmes 

associations. Kabat et al. n’ont pas observé d’association dans une étude sur 50 000 femmes 

canadiennes tandis que Balder et al. ont observé une association seulement lorsque le ratio hème / 
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chlorophylle augmentait (Balder et al., 2006; Kabat et al., 2007).   

Malgré une certaine disparité des conclusions provenant des études épidémiologiques, le fer 

héminique apparait comme l’un des éléments clé de la promotion de la CCR par la viande rouge. Ainsi, 

de nombreux travaux ont été menés pour lier ces associations épidémiologiques à des données 

expérimentales.  

B.6.2. Carcinogénicité induite par les produits de peroxydation lipidique 

Comme détaillé précédemment, le fer héminique possède une capacité de catalyse de la peroxydation 

lipidique via la formation de radicaux libres ou en réagissant directement avec des hydroperoxydes. 

Compte-tenu de la réactivité de certains produits finaux de cette séquence réactionnelle tels que des 

alcénals, de nombreuses études se sont intéressées aux liens entre hème, peroxydation lipidique et 

promotion de la CCR. Dès 1998, il a été montré que des rats nourris avec un régime riche en hème (3% 

du régime sous forme d’hémoglobine) et en acides gras poly-insaturés (PUFA), développaient plus de 

tumeurs coliques en comparaison à un régime contrôle sans hème (Sawa et al., 1998). Dans cette 

étude, les auteurs lient cette augmentation à la capacité de l’hème à former des radicaux LOO•. Deux 

études in-vivo menées au sein de l’équipe PPCA sur des rats F344 ont également apporté des 

conclusions similaires. En effet, dans une première étude une augmentation du nombre d’ACF avec 

des régimes riches en hémine ou hémoglobine en comparaison à des régimes contrôles a été 

observée. En lien avec cette augmentation, la cytotoxicité des eaux fécales ainsi que la concentration 

en substances réactives à l’acide thiobarbiturique (TBARS) dans ces dernières étaient augmentées 

dans les régimes riches en hème, renforçant ainsi l’hypothèse d’un effet médié par la peroxydation 

lipidique (Pierre et al., 2003). Dans la seconde étude les auteurs ont obtenu des résultats similaires 

montrant également un effet dose-réponse entre la quantité d’hème et le nombre d’ACF et de 

MDF (Pierre et al., 2004a).  Une étude plus récente de l’équipe a permis de renforcer l’hypothèse du 

fer héminique comme élément principal de la relation viande rouge – cancer. En effet, en 2015 Bastide 

et al. ont mené une étude sur des rats nourris avec de l’hémoglobine (1% du régime), des amines 

hétérocycliques et des nitrates seuls ou en mélange. Seuls les groupes nourris avec de l’hème 

présentaient une augmentation du nombre de lésions prénéoplasiques indépendamment de l’ajout 

d’autres facteurs. Comme dans les études précédentes, cette augmentation était associée à une 

augmentation des TBARS, de la cytotoxicité et de l’excrétion du di-hydroxynonane mercapturic acid 

(DHN-MA, métabolite urinaire du 4-HNE). Une absence de cytotoxicité et de réponse positive au test 

TBARS lors du « piégeage » des aldéhydes dans les eaux fécales à l’aide d’une résine spécifique a 

également été démontrée. Enfin, à l’aide d’une lignée cellulaire murine mutée ou non pour le gène 

APC, un différentiel de cytotoxicité lors de l’exposition des cellules aux eaux fécales a été mis en 

évidence, posant ainsi l’hypothèse d’une sélection darwinienne des cellules mutées en faveur des 
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cellules normales (Bastide et al., 2015). Cette hypothèse a notamment été appuyée par d’autres 

travaux de l’équipe PPCA (Baradat et al., 2011; Surya et al., 2016). Cependant, il est intéressant de 

noter que la plupart des travaux cités précédemment mettent en avant un lien entre hème et lésions 

prénéoplasiques, qui n’a pas toujours été confirmé lorsque l’expérimentation a été menée jusqu’au 

stade tumoral. En effet, si Constante et al. ont reporté une augmentation du nombre de tumeurs chez 

des souris nourries avec des régimes riches en hème, une autre étude n’a reporté aucune 

augmentation du développement tumoral chez des rats nourris avec des régimes riches en hème 

(Constante et al., 2017a; de Moura et al., 2019a).  

L’ensemble de ces travaux mettent en exergue le possible rôle de la peroxydation lipidique dans la 

promotion de la carcinogénèse. De nombreux travaux ont également été menés visant à caractériser 

l’effet direct de ces produits de peroxydation. Notamment vers la fin des années 80 le groupe de H. 

Esterbauer a démontré le caractère génotoxique du 4-HNE dans plusieurs études in vitro. Une activité 

génotoxique, via une induction de la fragmentation d’ADN, de plusieurs 4-hydroxy-alcénals dont le 4-

HNE a été reportée (Brambilla et al., 1986). Dans une autre étude portant sur l’effet de différents 

alcénals, il a été démontré la capacité de ces composés à induire des échanges de chromatides-sœurs 

à de faibles concentration (0.1 µM), ainsi que des aberrations chromosomiques à de plus hautes 

concentration (10 µM) (Eckl et al., 1993).   

B.6.3. Autres effets   

Outre les effets médiés par les produits de peroxydation lipidique, l’hème exerce également de 

nombreux autres effets délétères en lien plus ou moins direct avec l’action pro-oxydante de ce 

composé. L’équipe de R. Van der Meer s’est particulièrement intéressée à l’induction d’une 

hyperprolifération des cellules épithéliales coliques sous l’action du fer héminique. Dans un modèle 

in vivo, elle a notamment démontré que la cytotoxicité induite par l’hème entrainait une 

hyperprolifération des cellules épithéliales coliques (Sesink et al., 1999). Des travaux plus récents ont 

permis de poser l’hypothèse que cette hyperprolifération serait due à une perturbation des signaux 

de régulation de la prolifération transmis des cellules du haut de la crypte aux cellules du fond de la 

crypte (IJssennagger et al., 2012b).  

Comme introduit précédemment, l’hème catalyse également la formation de NOC, qui peuvent 

donner naissance à des adduits à l’ADN particulièrement mutagènes tels que l’O6-MeG. (Seiwert et 

al., 2020). Une augmentation dose-dépendante des ATNC dans les fèces de volontaires sains nourris 

avec de la viande rouge a été observée (Hughes et al., 2001). Plus récemment, des taux plus 

importants d’O6-MeG ont été retrouvés dans des colonocytes de souris exposées à des régimes riches 

en hème (Winter et al., 2011; J. Winter et al., 2014).   

Enfin, depuis quelques années, des travaux mettent en avant le lien entre la prolifération épithéliale 
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hème-induite et une perturbation du microbiote intestinal également causée par ce composé. En 

effet, l’administration d’antibiotiques à large spectre à des souris nourries avec de l’hème a montré 

une réduction drastique de l’hyperprofilération des cellules épithéliales coliques en comparaison avec 

des souris non traitées (Ijssennagger et al., 2015). Dans cette étude, il a également été montré une 

réduction de la peroxydation lipidique colique, via le dosage des TBARS, chez les souris traitées aux 

antibiotiques. De la même manière, dans une autre étude, un changement profond du microbiote 

fortement corrélé à une augmentation de la peroxydation lipidique hème induite a été observé in vivo 

chez le rat (Martin et al., 2019a). L’altération du microbiote observée dans cette étude, à savoir une 

diminution des Lactobacilles et une augmentation des Entérobactéries, a également été retrouvée 

dans d’autres expérimentations animales (IJssennagger et al., 2012a; Schepens et al., 2011). Des 

perturbations similaires, ainsi qu’une chute de l’α-diversité ont également été observées chez des 

souris supplémentées en hème (Constante et al., 2017a). Il est intéressant de noter que dans cette 

étude, les souris soumises à un régime contrôle + sodium dextran sulfate (DSS), un agent induisant 

une inflammation colique, présentaient les mêmes modifications que les souris nourries avec de 

l’hème sans DSS.   

En somme, bien que les mécanismes sous-jacents restent flous, l’hème semble provoquer une 

altération de la composition du microbiote intestinal en défaveur de bactéries « bénéfiques » telles 

que les Lactobacilles. Des dysbioses similaires ont été observées lors d’analyses d’ARN 16S à partir de 

fèces de patients atteints de cancer colorectaux (Gagnière et al., 2016). 

B.6.4. Prévention des effets délétères de l’hème 

Compte-tenu des nombreux effets toxiques de l’hème, des stratégies de prévention ont émergé pour 

limiter ces phénomènes. En particulier, de nombreuses stratégies visant notamment à réduire la 

capacité de l’hème à former des radicaux libres, via l’utilisation de molécules aux propriétés anti 

oxydantes ou encore de calcium, ont été proposées dans la littérature.  

L’utilisation de calcium pour prévenir la cytotoxicité, la peroxydation lipidique et l’hyperprolifération 

hème-induite a largement été étudiée. Des données du groupe de Van der Meer suggèrent que la 

capacité du calcium à réduire les effets de l’hème réside dans la formation d’un précipité diminuant 

sa solubilité et sa biodisponibilité (Sesink et al., 2001a). En effet, 53% de l’hème ingéré était retrouvé 

dans les fèces des rats nourris avec un régime pauvre en calcium contre 83% avec un régime riche en 

calcium. Dans une expérimentation sur des rats soumis à un régime riche en hème, la capacité du 

calcium, mais aussi d’autres composés comme des antioxydants, à inhiber la carcinogénèse hème-

induite ainsi que le formation de TBARS a été démontrée (Pierre et al., 2003). Cependant, dans une 

expérience similaire en remplaçant l’hémine par de la viande rouge seul le calcium a permis d’inhiber  

la carcinogénèse (Pierre et al., 2008a). A l’instar du calcium, d’autres molécules, telles que la 



Chapitre I : Introduction générale 

44 
 

chlorophylle, semblent agir directement sur l’hème en réduisant sa solubilité (de Vogel et al., 2005a). 

Hormis la réduction des effets de l’hème par sa chélation, d’autres stratégies visant à inhiber ses effets 

au niveau de la peroxydation lipidique et de la genèse de radicaux libres ont été proposées. Il a 

notamment été montré que des composés antioxydants comme l’α-tocophérol (vitamine E) et la 

quercétine (polyphénol) réduisaient la peroxydation de l’acide linoléique induite par l’hème, avec un 

effet synergique lorsque les deux étaient utilisés en parallèle (Goupy et al., 2007). L’utilisation d’α-

tocophérol ou d’extraits de polyphénols dans un modèle animal a montré une inhibition de la 

promotion de la carcinogénèse hème-induite (Bastide et al., 2017a). L’action conjointe des vitamines 

C (ascorbate) et E (tocophérol) semble également inhiber la formation de composés N-nitrosés par 

l’hème (Sasso and Latella, 2018). Enfin, d’autres composés alimentaires tels que les fibres, connus 

pour leur rôle protecteur dans le développement du CCR, pourraient réduire l’effet toxique de l’hème 

en accélérant le transit intestinal et donc limiter le temps d’exposition à l’hème (Sasso and Latella, 

2018). Certains composés comme le cinnamaldéhyde (composé contenu entre autres dans la cannelle) 

ou encore les polyphénols contenus dans l’huile d’olive peuvent également agir en inducteur de 

défense antioxydante via l’activation du gène Nrf2 qui contrôle l’expression de HO-1, l’enzyme 

impliquée dans le catabolisme de l’hème (Serreli and Deiana, 2020; Wondrak et al., 2010).  

C. L’analyse métabolomique pour la toxicologie 

C.1. Préambule sur les approches omiques 

Jusqu’au milieu du XXème siècle, la plupart les approches visant à comprendre les systèmes biologiques 

étaient basées sur des approches réductionnistes (Edwards, 2017). Le réductionnisme est une 

approche visant à expliquer un phénomène ou un système en étudiant ses constituants de manière 

indépendante. Par la suite, une vision plus holistique a été proposée afin de considérer les systèmes 

biologiques non pas comme un ensemble d’éléments indépendants mais bien comme un ensemble 

d’éléments interconnectés, ce qui a donné naissance à la biologie des systèmes. Bien qu’à ce jour il 

n’existe pas de consensus clair quant à la définition de la biologie des systèmes, cette dernière pourrait 

être définie comme « l’étude des interactions entre les constituants d’un système biologique » 

(Carvunis et al., 2009). Ainsi, face à cette volonté de considérer les systèmes dans leur ensemble, les 

méthodes d’analyses ont dû évoluer en conséquence afin de pouvoir observer et mesurer ces derniers 

dans leur entièreté. Grâce aux progrès technologiques réalisés en biotechnologie, chimie analytique 

ou encore bio-informatique et afin de répondre à ce besoin, les approches dites « omiques » se sont 

développées dans le but de fournir une vue d’ensemble des organismes biologiques à plusieurs 

niveaux (du génome jusqu’au métabolome). L’objectif final de la biologie des systèmes étant de 
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considérer l’interconnexion entre les gènes, les protéines et les métabolites afin de mieux comprendre 

le fonctionnement de ces systèmes. 

C.2. Introduction générale et définitions 

La métabolomique constitue le dernier élément de la séquence largement décrite des approches 

appelées « omiques », génomique → transcriptomique→ protéomique → métabolomique illustrée 

en Figure 10.  La première description de la métabolomique date de 1999 par le professeur J. 

Nicholson qui décrivit la métabolomique comme étant  « la mesure quantitative de la réponse 

métabolique dynamique et multiparamétrique de systèmes vivant à des stimuli pathophysiologiques 

ou des modifications génétiques » (Nicholson et al., 1999). Le développement d’une telle approche 

était motivé par le fait que la génomique et la protéomique ne permettent pas d’obtenir une vue 

d’ensemble de la réponse métabolique d’un organisme à un stimulus (Nicholson et al., 1999). Ainsi, 

comme la métabolomique constitue le dernier maillon de la chaine présentée en Figure 10, il est 

communément admis que cette approche constitue le lien le plus direct avec le phénotype (Fiehn, 

2002). En effet la génomique pourrait être décrite comme l’étude de « ce qu’il peut se produire », la 

transcriptomique de « ce qu’il va probablement se produire », la protéomique de « ce qu’il fait que 

cela se produit » et enfin la métabolomique de « ce qu’il se produit ». 

Comme les autres sciences omiques, la métabolomique repose sur l’étude d’un ensemble, le 

métabolome, qui correspond à l’ensemble des métabolites. Cet ensemble est constitué d’un mélange 

de molécules très diversifié tant au niveau de leurs propriétés physico-chimiques que de leurs 

concentration (Roca et al., 2021; Yanes et al., 2011). En effet, les métabolites couvrent une gamme 

dynamique allant jusqu’à 11 ordres de grandeur, compris entre la millimole et la picomole (Psychogios 

et al., 2011; Dunn and Ellis, 2005). Les métabolites sont définis comme étant des composés de faible 

poids moléculaire (< 1000-1500 Da) qui participent aux réactions du métabolisme en tant que produit, 

substrat ou encore effecteur. Le métabolome comprend à la fois des métabolites spécifiques de 

l’organisme considéré qui est divisé en endo-métabolome, qui correspond aux métabolites intra-

Figure 10 Schéma représentatif de la cascade des approches omiques 
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cellulaires, et en exo métabolome, correspondant aux métabolites extracellulaires mais aussi aux 

métabolites d’autres organismes (par exemple chez l’Homme les métabolites du microbiote). Enfin, le 

métabolome comprend aussi des composés exogènes issus de l’alimentation, de l’environnement ou 

autre, constituant le xeno-métabolome. Le nombre de métabolites décrits est en constante évolution. 

En effet, si l’on prend l’exemple de la Human Metabolome Database (HMDB) qui est une base de 

données de métabolites créée par le groupe de D. Wishart en 2009, celle-ci contenait 883 métabolites 

détectés et quantifiés à sa création (Wishart et al., 2009). Dans la dernière version parue en 2018 

(HMDB 4.0), ce nombre s’élève à 18 557 métabolites détectés et plus de 90 000 métabolites prédits 

(Wishart et al., 2018).    

Le domaine de la métabolomique peut-être subdivisé en deux grands axes, à savoir la métabolomique 

ciblée et la métabolomique non-ciblée. L’approche ciblée repose sur la quantification d’un ensemble 

métabolites connus appartenant à une ou plusieurs voies biochimiques. De manière générale, le choix 

des métabolites quantifiés est guidé par une hypothèse biologique a priori sur les voies biochimiques 

impactées par le facteur étudié. A l’inverse, les approches non-ciblées tendent à mesurer sans a priori 

le plus grand nombre de métabolites possible dans un échantillon biologique donné et sont plutôt 

employées dans une optique de génération d’hypothèses (Patti et al., 2012). Les champs d’application 

de la métabolomique sont vastes, avec des applications allant de la clinique jusqu’à l’agriculture. En 

effet, l’utilisation de la métabolomique a, par exemple, permis de mettre en évidence l’importance du 

métabolisme des hydrates de carbone dans la protection des plantes contre la sécheresse (Gechev et 

al., 2013) ou encore de proposer de nouveaux biomarqueurs pour l’étude d’erreurs innées du 

métabolisme telles que la phénylcétonurie (Václavík et al., 2018). L’utilisation de la métabolomique 

s’inscrit également dans des problématiques de médecine de précision avec une volonté de 

caractériser différents stades de pathologies, comme par exemple les maladies rénales chroniques 

(Gagnebin et al., 2020). Enfin, il est également important de noter l’apport de la métabolomique dans 

le domaine de la toxicologie, pour la détermination de nouveaux biomarqueurs d’effets par exemple 

(van Ravenzwaay et al., 2007; Xia et al., 2020). Dans ce manuscrit, nous traiterons essentiellement de 

la partie non-ciblée bien que de nombreuses similarités existent entre les deux approches.  

C.3. Les outils analytiques en métabolomique 

En raison de la diversité des propriétés physico-chimiques des composés, la gamme dynamique 

importante des métabolites et la variété des matrices analysées, l’analyse métabolomique constitue 

un réel challenge analytique. A ce jour, deux grandes techniques analytiques complémentaires sont 

utilisées pour répondre à ce défi, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de 

masse (MS). Les avancées technologiques de ces 20 dernières années ont permis d’augmenter le 
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nombre de métabolites détectés mais aussi la sensibilité de détection de manière considérable. En 

effet, les spectromètres de masse actuels permettent de détecter des quantités infimes de l’ordre de 

la femtomole (10-15 mol) (Roca et al., 2021).   

La RMN est une technique d’analyse spectroscopique rapide, robuste et répétable basée sur la mesure 

de l’énergie émise par un noyau atomique lors de sa relaxation après son excitation dans un champ 

électromagnétique externe. En fonction de l’environnement du noyau et du champ magnétique, la 

relaxation se produit à des fréquences bien précises qui fournissent des informations sur la structure 

de la molécule considérée. L’intensité du signal produit fournit quant à elle des informations sur son 

abondance. Bien qu’elle présente certains avantages, la limitation majeure de l’utilisation de la RMN 

pour la métabolomique réside dans sa faible sensibilité qui permet seulement la détection des 

composés les plus abondants (> 1 µM) (Emwas, 2015).     

Bien que moins reproductible que la RMN, sa sensibilité supérieure ainsi que la possibilité de détecter 

des milliers de signaux ont fait de la MS la technique analytique la plus couramment utilisée en 

métabolomique (Emwas et al., 2019). La Figure 11  témoigne à la fois de l’essor de la métabolomique 

sur les 20 dernières années, mais aussi de la prépondérance de l’utilisation de la MS dans les 

laboratoires en comparaison à la RMN, principalement en raison du coût plus faible et des contraintes 

d’installation moins importantes des équipements de MS.   

L’autre avantage majeur qui a contribué à l’envolée de l’utilisation de la MS réside dans sa capacité 

de couplage avec des méthodes séparatives telles que la chromatographie liquide (LC), la 

chromatographie gazeuse (GC) ou encore l’électrophorèse capillaire (CE), ce qui renforce les capacités  

de la MS en ajoutant une dimension analytique supplémentaire. Au cours de cette introduction, seule 

l’utilisation de la LC-MS pour l’analyse métabolomique sera détaillée. L’utilisation de la RMN ou de la 
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MS avec d’autres techniques de couplage, telle que la GC, sont détaillées dans de nombreux articles 

de revue récents (Emwas et al., 2019; Markley et al., 2017; Papadimitropoulos et al., 2018). 

C.4. La spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide.  

C.4.1. Principe général  

La MS est une technique analytique qui permet d’analyser en phase gazeuse des molécules en 

mesurant leur rapport masse sur charge (m/z). Afin d’être détectables, il est donc nécessaire que les 

molécules soient ionisées et en phase gazeuse. Cette opération intervient dans le premier élément 

d’un spectromètre de masse, la source d’ionisation. Une fois ionisés et en phase gazeuse, les ions 

formés vont être séparés au niveau d’un ou plusieurs analyseurs en fonction de leur rapport m/z avant 

d’arriver au niveau du détecteur qui va générer un signal électronique à partir des différents ions. 

Enfin ce signal va être amplifié, puis enregistré et traité par un logiciel dédié qui va permettre d’obtenir 

le spectre de masse (intensité des ions détectés en fonction du rapport m/z) (Figure 12).  

Les sources et méthodes d’ionisation sont nombreuses et leur utilisation dépend à la fois du type de 

matrice, de la nature des composés à étudier et du type de méthode séparative employée. Parmi les 

principales sources d’ionisation, il est possible de citer l’EI (electron ionisation) et la CI (chemical 

ionisation) généralement utilisés en couplage GC-MS, le MALDI (matrix assisted laser desorption 

ionisation) généralement utilisé pour l’analyse de macro-molécules sans technique séparative en 

amont, et enfin l’ESI (electrospray ionisation), l’APCI (atmospheric pressure chemical ionisation) et 

l’APPI (atmospheric pressure photo-ionisation), utilisées en couplage LC-MS. Parmi ces techniques, 

l’ESI constitue la plus répandue dans les laboratoires et est plus particulièrement utilisée en 

métabolomique, et nous nous limiterons dans ce manuscrit à la description de cette technique. Le 

principe de l’ESI repose sur l’application d’une différence de potentiel élevée entre l’extrémité d’un 

capillaire au travers duquel passent les analytes en phase liquide et un système de contre électrodes. 

Sous l’effet du champ électrique intense créé par cette tension, un spray constitué de gouttelettes 

chargées est généré. L’application d’un gaz permet la désolvatation et donc la réduction du volume 

des gouttelettes. Lorsque les forces de répulsion des charges présentes dans la gouttelette deviennent 

Figure 12 Représentation schématique de la structure d’un spectromètre de masse 
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supérieures aux forces de cohésion des gouttelettes (phénomène appelé limite de Rayleigh), ces 

dernières explosent et conduisent à la formation de gouttelettes plus petites, la cascade d’explosions 

conduisant à la libération des composés ionisés dans la phase gazeuse. Les ions sont alors transférés 

et guidés de la zone d’ionisation à pression atmosphérique jusqu’à l’analyseur qui opère sous vide 

poussé. De la même manière que pour les sources d’ions, plusieurs types d’analyseurs existent. Les 

plus fréquemment rencontrés sont les analyseurs quadripolaires (Q), à temps de vol (ToF pour time of 

flight) ou les Orbitrap, chaque type d’analyseur possédant des caractéristiques particulières en termes 

de gamme de masse, de vitesse d’acquisition ou de pouvoir de résolution (capacité à distinguer deux 

rapports m/z proches). En fonction du type d’appareil, il est possible de retrouver des combinaisons 

d’analyseurs comme par exemple Q-q-ToF, Q-q-Q, Q-q-Orbitrap… Enfin, en fonction de l’analyseur 

plusieurs types de détecteurs peuvent être rencontrés, basés par exemple sur la multiplication 

d’électrons, qui sont les plus courants, ou encore sur la détection de courants induits (instruments à 

transformée de Fourier de type Orbitrap). 

L’un des avantages de la spectrométrie de masse pour l’analyse métabolomique repose sur la 

possibilité de couplage avec une technique séparative en ligne telle que la LC. Bien que le temps 

d’analyse soit fortement rallongé par rapport à une analyse en introduction directe, l’utilisation d’une 

technique séparative permet de séparer les molécules d’un échantillon donné et ainsi étaler, dans le 

temps, leur arrivée au niveau de la source d’ionisation. L’ajout d’une dimension séparative avant 

analyse MS permet de limiter certains phénomènes tels que la suppression d’ionisation (caractérisée 

par une suppression du signal due à un nombre trop élevé d’espèces présentes simultanément dans 

la source) fréquemment observable en introduction directe (Chekmeneva et al., 2018; Pöhö et al., 

2019).   

La chromatographie liquide permet de séparer des molécules en solution en faisant intervenir 

plusieurs mécanismes de rétention. La chromatographie de partage, qui est le type de rétention le 

plus fréquemment rencontré, est basée sur une différence d’affinité entre une phase stationnaire, 

contenue dans la colonne chromatographique, et une phase mobile entrainant les analytes à travers 

la colonne jusqu’à la source d’ionisation. Il existe un grand nombre de phases stationnaires, 

principalement basées sur des particules de silice greffée, donnant accès à des colonnes permettant 

de générer des interactions hydrophobes (phase inverse, RP), hydrophiles (HILIC pour hydrophilic 

interaction liquid chromatography) ou ioniques (IC pour ion exchange chromatography). Chaque type 

de remplissage fournit des interactions différentes permettant la rétention de composés de 

caractéristiques physico-chimiques diverses. Plusieurs travaux, notamment en métabolomique ont pu 

mettre en évidence la spécificité et la complémentarité de différentes phases stationnaires. Une étude 

de 2012 visant à étudier l’apport de l’utilisation de plusieurs plateformes analytiques pour 
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l’annotation du métabolome de Fasciola hepatica a révélé que seulement 14 métabolites sur 142 

étaient communs aux 5 techniques utilisées à savoir les chromatographies liquides en mode HILIC et 

RP (en ionisation positive et négative) et l’électrophorèse capillaire (Saric et al., 2012). Plus 

récemment, Boudah et al. ont démontré l’intérêt de la combinaison de différents types de colonnes 

pour l’étude du métabolome du sérum humain avec 128/266 métabolites détectés avec les 3 colonnes 

testées. Sur ces 128 métabolites communs aux 3 colonnes, seuls 17 présentaient un facteur de 

rétention acceptable (k > 1) sur l’ensemble des colonnes. (Boudah et al., 2014). Ces travaux mettent 

en exergue à la fois l’intérêt de l’utilisation d’une dimension séparative avant analyse, mais aussi le 

fait qu’une meilleure couverture du métabolome peut être obtenue par l’utilisation de plusieurs 

méthodes complémentaires.  

C.4.2. L’utilisation de la fragmentation en spectrométrie de masse 

Nous venons de voir que l’ESI représentait la technique d’ionisation la plus utilisée en métabolomique 

par LC-MS. Si cette technique d’ionisation dite « douce » permet d’accéder à l’information sur la 

masse de la molécule (par l’intermédiaire du rapport m/z de l’ion correspondant mesuré en haute 

résolution), elle ne génère que rarement des ions fragments. Pour pallier cette limitation, à savoir le 

manque d’information structurale, il est possible de réaliser des acquisitions MS/MS permettant de 

fragmenter les ions (moléculaires) afin d’obtenir des informations sur la structure de ces derniers. Les 

spectres MS/MS générés par ces acquisitions permettent par exemple de confirmer l’identité d’un 

métabolite en comparant son spectre MS/MS à celui d’un standard chimique, de tenter l’élucidation 

structurale de composés inconnus par l’interprétation des mécanismes de fragmentation ou encore 

de faciliter l’annotation par l’utilisation de réseaux moléculaires basés sur les similarités de 

fragmentation.   

Plusieurs modes d’acquisition MS/MS sont disponibles en fonction de l’information recherchée et du 

type d’instrument utilisé : le mode ciblé, le mode donnée-dépendant (DDA pour data driven analysis) 

et le mode donnée-indépendant (DIA pour data independant analysis).  

Le mode ciblé correspond à la fragmentation d’un ou plusieurs composés préalablement sélectionnés. 

Dans ce mode, il est nécessaire de connaitre la masse du composé que l’on veut fragmenter, ce qui 

implique, dans la majorité des cas, d’avoir au préalable analysé l’échantillon dans lequel se trouve le 

composé d’intérêt et donc le réinjecter pour acquérir le spectre MS/MS voulu après sélection du 

précurseur. Au sein des configurations en tandem évoquées précédemment (de type Q-q-ToF, Q-q-

Orbitrap…), la fragmentation se déroule en 3 étapes : dans un premier temps, l’ion parent est 

sélectionné dans le premier quadripôle, fragmenté dans la cellule de collision, puis les ions fils sont 

séparés dans le dernier analyseur afin de générer un spectre de fragmentation. En fonction de 

l’objectif, plusieurs modes de fragmentation sont disponibles, le product ion scan permet la détection 
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de l’ensemble des ions fragments produits par un parent donné, le SRM (single reaction monitoring) 

et le MRM (multiple reaction monitoring) permettent de suivre les transitions ions parents / ions 

fragments à des fins quantitatives. A l’inverse, des modes tels que le parent ion scan ou encore le 

neutral loss scan permettent de déterminer tous les ions parents ayant produit un ion fils donné ou 

généré une perte de neutre commune.  

Grace aux progrès technologiques réalisés, en particulier sur l’amélioration des vitesses de scan, de 

nouveaux modes d’acquisition ont vu le jour permettant d’acquérir un grand nombre de spectres 

MS/MS en une seule analyse.  

Le mode DDA correspond à l’acquisition successive et alternée de spectres MS et MS/MS en une seule 

analyse. Dans ce mode un scan MS est effectué puis un certain nombre de scans MS/MS sont réalisés 

dans un ordre établi, en général en fonction de l’intensité des ions détectés dans le scan MS. La 

dénomination « top n » est utilisée pour signifier que les n espèces les plus intenses sont fragmentées 

en MS/MS avant de réaliser un nouveau scan MS. Il s’agit donc d’une acquisition MS/MS ciblée dans 

laquelle le choix de l’ion précurseur n’est pas uniquement fixé par l’opérateur, mais aussi par 

l’instrument. En fonction des vitesses de scan des instruments et des méthodes chromatographiques 

utilisées, le nombre d’évènements MS/MS par cycle peut grandement varier (entre 3 et 20 acquisitions 

de spectres MS/MS par cycle) (Defossez et al., 2021). Le principal avantage de ce mode d’acquisition 

repose sur le fait qu’il permet l’acquisition d’un grand nombre de spectres MS/MS ciblés de composés 

connus et inconnus en une seule analyse. Par exemple, dans une étude de 2016 combinant l’utilisation 

du mode DDA et des réseaux moléculaires pour la détection de composés issus de médicaments anti-

hypertension, environ 5000 spectres MS/MS étaient acquis à chaque injection (van der Hooft et al., 

2016). En revanche, cette approche comporte quelques désavantages, notamment le fait que 

certaines espèces d’intérêt peuvent ne pas être fragmentés car trop peu intenses ou en dehors de 

critères de sélection (Barbier Saint Hilaire et al., 2020). De plus, le paramétrage de l’acquisition 

constitue un élément crucial pour acquérir des spectres MS/MS de qualité. Ainsi, Defossez et al. ont 

récemment proposé un ensemble de directives afin d’assurer la bonne qualité des acquisitions DDA 

(Defossez et al., 2021).  

A l’inverse du mode DDA, le mode DIA consiste en la fragmentation simultanée de tous les ions sans 

sélection du précurseur. Ceci permet, en théorie, d’acquérir des données de fragmentation sur tous 

les composés présents dans l’échantillon, y compris les moins abondants (à condition que le composé 

se fragmente à l’énergie de collision utilisée). En fonction du type d’instrument, deux types 

d’acquisition DIA sont disponibles. Le premier, dit AIF (Geiger et al., 2010) (pour all ion fragmentation) 

ou MSE (Silva et al., 2005), correspond à l’alternance de deux scans MS/MS, respectivement à basse 

et à haute énergie de collision. Le scan basse énergie a pour but de screener l’ensemble des ions sans 
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fragmentation (accès aux masses moléculaires), et le scan haute énergie de les fragmenter (accès à 

l’information structurale). Le désavantage de cette approche est lié à la complexité des spectres 

générés qui représente un mélange de tous les ions parents et leurs fragments sur le même spectre, 

ce qui nécessite l’utilisation de logiciels de déconvolution performants pour réaliser l’association 

parent-fragment.  

Afin de générer des spectres DIA moins complexes, une autre approche dite SWATH (Gillet et al., 2012) 

(pour Sequential window acquisition of all theoritical mass) a été développée. Cette fois, la gamme de 

masse est découpée en fenêtres de masse, dont la taille est définie par l’utilisateur, et seuls les ions 

de la fenêtre considérée sont fragmentés. Ce mode a l’avantage de simplifier les spectres MS/MS 

résultants et ainsi de faciliter l’attribution parent/fragment. Le désavantage réside dans le temps 

nécessaire pour fragmenter l’ensemble de la gamme de masse puisque plusieurs étapes seront 

nécessaires pour reconstituer des spectres MS/MS complets.  

D. Le processus d’analyse métabolomique par LC-MS 

Le déroulement d’une analyse métabolomique se déroule en plusieurs étapes séquentielles 

communément appelées « workflow ». Ce processus, illustré en Figure 13, débute avec la mise en 

place d’un schéma expérimental adapté à la question biologique posée et se termine par 

l’identification de métabolites modulés par le facteur étudié, permettant la génération d’hypothèses 

sur les potentiels mécanismes sous-jacents. Chaque étape constitue un élément clé de l’analyse 

métabolomique et comporte des points critiques à prendre en considération, mis en avant dans 

plusieurs publications (Paglia and Astarita, 2017; Zheng et al., 2020) et qui vont influencer la qualité 

des données produites. Les différentes étapes de ce processus seront détaillées dans cette section. 

Figure 13 Représentation schématique du déroulement d'une analyse métabolomique non-ciblée par LC-MS 
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D.1. Planification du schéma expérimental 

L’une des utilisations principales de la métabolomique non-ciblée repose sur la comparaison d’au 

minimum deux populations dans le but de caractériser les altérations métaboliques induites par le 

facteur étudié. Il est par exemple possible de comparer des populations « traité VS contrôle », 

« malade VS sain », mais aussi de comparer des populations différant uniquement par leurs habitudes 

alimentaires, leur mode de vie, etc.. Ainsi, afin de répondre au mieux à la question biologique, il est 

crucial de définir les contours de l’expérience au préalable. En effet, outre le choix des échantillons et 

de leur méthode de prélèvement, de contrôles adéquats, de la méthode analytique adaptée à la 

question, il est également important de considérer toutes les sources de variabilité potentielles 

pouvant survenir lors de l’expérimentation (i.e variabilité technique, effet série d’analyses, variabilité 

interindividuelle…) (Martins et al., 2018). Les différentes stratégies et considérations permettant de 

réduire la variabilité à chaque étape du processus seront détaillées dans les paragraphes suivants 

dédiés à chacune des étapes.  

Afin d’établir des conclusions robustes, le nombre de sujets par groupe est également un élément 

crucial. De la même manière, il est communément admis que plus la force de l’effet étudié est faible 

plus le nombre de sujets nécessaires augmente (Dunn et al., 2012). Une bonne caractérisation des 

échantillons est également recommandée. En effet, la collecte de données sur les échantillons 

analysés permet d’identifier d’éventuels facteurs confondants qui peuvent être pris en compte lors de 

la planification de l’analyse ou lors du traitement statistique des données. Il est cependant à noter que 

l’utilisation de méthodes statistiques visant à corriger les facteurs confondants nécessite un nombre 

d’individus par groupe plus important (Dunn et al., 2012).  

L’étape de planification de l’expérience est donc essentielle dans la mesure où elle détermine 

l’interprétation et les conclusions amenées par l’étude. 

D.2. Préparation des échantillons 

L’objectif de cette étape est, dans le cas d’une analyse non-ciblée, d’extraire de manière reproductible 

le plus de métabolites possibles d’un échantillon donné. En fonction de la matrice étudiée les 

méthodes de préparation d’échantillon peuvent varier, mais tendent à se rapprocher de la méthode 

idéale qui doit être (1) non-sélective, (2) rapide et comportant un nombre minimal d’étapes, (3) 

reproductible et (4) comprenant si nécessaire une étape de quenching destinée à stopper le 

métabolisme (Fernández-Peralbo and Luque de Castro, 2012). Les modalités de prélèvement et de 

stockage des échantillons avant extraction constituent également un des paramètres à considérer. En 

effet, la période (par exemple matin ou soir) de prélèvement peut avoir un impact important sur 
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l’abondance de certains métabolites et introduire de la variabilité indésirable si cette dernière n’est 

pas standardisée. Dans une étude visant à caractériser les sources de variation lors d’analyses 

métabolomiques, Kim et al. ont démontré qu’une part importante de la variabilité des empreintes 

métaboliques dans le cas de l’urine était liée à l’heure du prélèvement (Kim et al., 2014). Il est à noter, 

dans cette même étude, que le métabolome sanguin était moins impacté par ce facteur. Ce résultat 

peut notamment s’expliquer par le fait que de nombreux métabolites impactés par le cycle circadien 

sont excrétés dans l’urine (Giskeødegård et al., 2015). Dans le cas de l’urine, il est possible de limiter 

la variabilité liée au cycle circadien par le prélèvement de l’urine sur une période de 24 h (Bi et al., 

2020). Outre la période de prélèvement, l’étape de quenching peut également être une étape cruciale 

de la préparation d’échantillon en fonction de la matrice analysée. Le but du quenching est de stopper 

le métabolisme le plus rapidement possible après le prélèvement de l’échantillon afin d’éviter la 

dégradation d’espèces labiles ou des modifications enzymatiques pouvant conduire à une faible 

corrélation entre le métabolome observé et le métabolome réel. Bien qu’essentiellement appliqué 

aux études sur cellules, bactéries et plantes (Kapoore and Vaidyanathan, 2018; Smith et al., 2020) son 

usage pour les biofluides tels que l’urine ou le sérum est débattu. Certains métabolites sensibles à 

l’oxydation tels que l’ascorbate ou la dopamine ont été retrouvés altérés dans l’urine en l’absence de 

quenching (van de Merbel, 2008). A l’inverse, une étude de Dunn et al. n’a pas retrouvé de différences 

statistiques significatives dans une expérience de métabolomique non-ciblée entre des urines 

directement placées à -80 °C après prélèvement et des urines stockées à 4 °C pendant 24 h (Dunn et 

al., 2008).    

Dans les biofluides, la méthode la plus utilisée pour l’extraction des métabolites polaires repose sur 

l’ajout d’un solvant organique type méthanol (MeOH), ou d’un mélange méthanol/éthanol dans le but 

de faire précipiter les protéines (Sitnikov et al., 2016). La précipitation est en général suivie d’une 

centrifugation afin de culotter les protéines et de les éliminer. Le but étant de limiter le nombre de 

signaux provenant des protéines et d’éviter d’éventuels bouchages de colonne LC dus à une 

précipitation de ces composés au sein du système chromatographique (Rico et al., 2014). Il existe de 

nombreuses études comparatives visant à déterminer quelle méthode ou combinaison de méthodes 

permet d’obtenir la meilleure couverture métabolique (Rico et al., 2014; Sitnikov et al., 2016; Yang et 

al., 2013). Dans leur étude, Yang et al. ont comparé l’extraction simple au MeOH avec une extraction 

au methyl-tertiobutyl-ether (MTBE) suivie d’un fractionnement par extraction sur phase solide (SPE) 

conduisant à la formation de 5 fractions distinctes (Yang et al., 2013). Bien que la couverture 

métabolique ait été largement augmentée par la méthode MTBE-SPE (3806 métabolites putatifs VS 

1851), cette dernière rallonge considérablement le temps d’analyse. De la même manière, Stikinov et 

al. ont comparé 7 méthodes d’extraction avec des taux de recouvrement entre les méthodes allant de 
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34 à 80% (Sitnikov et al., 2016). Ce genre d’étude met en exergue l’impossibilité d’obtenir une 

couverture métabolique parfaite via l’utilisation d’une seule méthode d’extraction et que le meilleur 

compromis doit être adopté en fonction de la question biologique d’intérêt.   

Bien que nécessaire pour la majorité des biofluides, l’extraction des métabolites et la précipitation des 

protéines n’est pas une étape obligatoire lors de l’analyse d’urine en raison d’une teneur en protéine 

bien plus faible comparativement au plasma ou sérum (Khamis et al., 2017). Ainsi, la stratégie la plus 

simple consiste à simplement diluer l’urine dans un solvant compatible, et à l’injecter directement 

(stratégie « Dilute and Shoot »). L’étape de dilution reste néanmoins cruciale afin de limiter les effets 

de suppression d’ionisation ainsi que l’encrassement de l’appareil. 

D.3. Acquisition des données 

Comme vu précédemment, l’acquisition des données se fait via l’utilisation d’outils analytiques tels 

que la MS ou la RMN. Outre les considérations analytiques telles que l’évaluation de la stabilité du 

système, la calibration, la répétabilité des analyses valables pour n’importe quel type d’analyse, 

quelques recommandations spécifiques à l’analyse métabolomique existent. En effet, afin de limiter 

les biais possibles lors de l’analyse, il est conseillé d’analyser les échantillons dans un ordre aléatoire, 

et, dans le cas de plusieurs séries d’injections, de répartir les différents groupes expérimentaux de 

façon équitable au travers des séries (Begou et al., 2018). L’utilisation d’échantillons de contrôle 

qualité (QC) est également préconisée (Theodoridis et al., 2011). Ces échantillons correspondent en 

général à un mélange d’un volume identique de tous les échantillons. Begou et al. recommandent de 

placer ces échantillons régulièrement au cours de la séquence analytique à raison d’un QC tous les 5 

échantillons pour les séquences <100 échantillons. Pour les séquences plus longues, les auteurs 

préconisent que les QC doivent représenter 10% des injections (Begou et al., 2018). Ces échantillons 

peuvent également être utilisés dans le but de conditionner le système avant l’analyse des 

échantillons (Theodoridis et al., 2011). Enfin, pour déterminer la présence de carry-over ou identifier 

des composés issus du système analytique (contaminants) et non des échantillons analysés, il est 

possible d’injecter des « blancs analytiques » (Want, 2018). Cependant, il est préférable de placer ces 

échantillons en fin de séquence car l’injection d’échantillons « non-matrice » peut perturber 

l’équilibre du système analytique (Begou et al., 2018; Gika et al., 2016). 

D.4. Traitement du signal 

Cette étape a pour but de transformer les signaux acquis lors de l’analyse LC-MS en une matrice de 

données interprétable. L’objectif est de regrouper les informations qui caractérisent chaque ion 

détecté, à savoir le rapport m/z, le temps de rétention et l’intensité (regroupé sous le terme features), 
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en une table de données. Etant donné que les approches non-ciblées visent à analyser le plus grand 

nombre d’espèces, plusieurs milliers de signaux sont collectés à chaque injection et il est donc 

nécessaire d’avoir recours à des outils de détection automatiques des signaux. De très nombreux 

logiciels ont été développés pour la détection et le traitement des données parmi lesquels il est 

possible de citer les logiciels libres d’accès : XCMS (Smith et al., 2006), MS-DIAL (Tsugawa et al., 2015), 

mzMine (Pluskal et al., 2010), MetaboAnalyst (Xia and Wishart, 2016) ou certains logiciels 

commerciaux tels que Compound DiscovererTM, Metaboscape ou encore Progenesis QI. Spicer et al. 

ont recensé, en 2017, les outils libres d’accès disponibles pour le traitement des données de la 

détection à l’annotation (Spicer et al., 2017). Compte-tenu de la diversité des outils disponibles, 

plusieurs études se sont intéressées à la comparaison de ces différents logiciels avec cependant peu 

de convergence des conclusions quant au meilleur outil dédié au traitement de données (Hao et al., 

2018; Hemmer et al., 2020; Li et al., 2018). A l’heure actuelle, la solution de traitement de données 

métabolomique qui semble la plus utilisée est la solution libre d’accès XCMS.   

Bien que tous différents, la plupart des outils de détection et d’intégration automatique des pics 

suivent les mêmes étapes, parfois dans des ordres différents.  

• La première étape consiste en la détection de tous les pics présents dans chaque échantillon 

indépendamment des autres. A cette étape, un certain nombre de filtres, tels que des seuils 

d’intensité, de rapport signal/bruit, sont applicables afin de limiter la détection de pics mal 

résolus ou trop peu intenses.  

• L’étape suivante est due au fait que, lors de l’analyse LC-MS de multiples échantillons, de 

légères déviations sont observables, principalement au niveau du temps de rétention mais 

aussi du rapport m/z mesuré (Burton et al., 2008). Il est donc important d’aligner les spectres 

obtenus afin de regrouper les pics communs à tous les échantillons. Lors de cette étape, le 

paramétrage est également important afin de ne pas regrouper des pics différents ou à 

l’inverse considérer une même espèce comme deux ions distincts. Là encore, certains filtres 

basés sur des fréquences de détection (par exemple ne conserver que les pics détectés dans 

> 70% des échantillons d’un même groupe) sont applicables. Dans le cas d’XCMS, une 

première étape de « grouping » des pics est réalisée avant d’appliquer une correction de la 

dérive en temps de rétention. Enfin, suite à cette correction, une dernière étape de 

regroupement des pics entre les échantillons est réalisée. 

• La dernière étape permet de pallier d’éventuels signaux non extraits lors de la détection 

automatique des pics, en identifiant les échantillons dans lesquels certaines espèces 

n’auraient pas été intégrées. Pour XCMS, cette stratégie de complétion des données est basée 

sur l’intégration de la zone où le pic est attendu (Smith et al., 2006).  
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Malgré l’application de seuils lors de la détection automatique des pics, les données peuvent encore 

contenir de nombreux signaux artéfactuels à l’issue de cette étape. De nombreuses stratégies ont été 

proposées afin d’éliminer ces signaux. Des échantillons « blancs » peuvent être utilisés afin d’éliminer 

des ions qui ne seraient pas liés à la matrice analysée, en conservant par exemple les features dont le 

signal excède 10 fois le bruit de fond ou dont le ratio « moyenne échantillon » / « moyenne blanc » >3 

(Broadhurst et al., 2018; Schiffman et al., 2019; Want, 2018). Il n’existe toutefois pas de directives 

précises quant aux seuils à fixer qui restent, à ce jour, à l’appréciation de l’expérimentateur. Les QC 

sont également fréquemment utilisés pour s’assurer de la qualité des données et éliminer les features 

indésirables. L’élimination des variables dont le coefficient de variation (CV) excède 30% dans les QC 

est une recommandation fréquemment rencontrée dans la littérature (Broadhurst et al., 2018; 

Theodoridis et al., 2011). Les QC sont aussi utilisés afin d’évaluer et de corriger les éventuelles dérives 

du signal en fonction de l’ordre d’injection. En effet, puisqu’il s’agit du même échantillon injecté 

régulièrement tout au long de la séquence, il est possible de « lisser » les variations observées pour 

chaque métabolite à l’aide des QC. Pour cela, de nombreux outils ont été développés ou adaptés tels 

que les régression LOESS (Dunn et al., 2011) ou l’utilisation de fonctions splines cubiques  (Kirwan et 

al., 2013). Enfin, il a été proposé plus récemment de réaliser des séries de dilution de QC et d’éliminer 

les variables qui ne corrèlent pas à la dilution (Lewis et al., 2016). Il est estimé que, bien que 

redondante, la combinaison de ces filtres conduit à l’élimination de 40% du jeu de données initial 

(Broadhurst et al., 2018). 

D.5. Stratégies de normalisation  

Afin d’étudier les variations du métabolome dues à un facteur d’intérêt, il est préférable d’éliminer 

les autres sources de variabilité indésirable pouvant masquer la variabilité biologique d’intérêt. Pour 

cela, il existe de nombreuses méthodes de normalisation à différentes étapes du workflow. Il est 

possible de distinguer les méthodes de normalisation pré-analytiques des méthodes post-analytiques. 

La normalisation pré-analytique repose la plupart du temps sur la dilution des échantillons afin de 

normaliser un paramètre biologique donné. Il peut s’agir de la quantité de protéine ou du poids de 

l’échantillon pour les tissus (Andres et al., 2020), du nombre de cellules lors de l’analyse d’extraits 

cellulaires (Artati et al., 2019), ou encore de divers paramètres tels que la teneur en créatinine (Vogl 

et al., 2016), l’osmolalité (Gagnebin et al., 2017) ou le volume de 24 h dans le cas de l’urine (Godzien 

et al., 2011). Dans le cas de l’urine, de nombreuses études existent visant à déterminer une méthode 

optimale de normalisation car la concentration de ce biofluide peut varier de manière importante 

(jusqu’à un facteur 14) en raison de paramètres non-corrélés au facteur étudié tels que l’hydratation 

(Warrack et al., 2009). Bien que de nombreuses études aient été menées, la disparité des conclusions 
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n’a pas permis d’établir un consensus quant à un paramètre à privilégier pour la normalisation 

d’échantillons urinaires.  

Outre les méthodes de normalisation pré-acquisition, il existe également un grand nombre de 

méthodes développées pour éliminer la variabilité non désirée. Le package R Normalyzer illustre bien 

cette diversité de méthodes puisqu’il permet l’utilisation et la comparaison de 12 techniques de 

normalisation différentes (Chawade et al., 2014). Les normalisations basées sur le signal telles les 

normalisations TIC (total ion current) ou MSTUS (MS total useful signal) restent parmi les plus utilisées 

(Warrack et al., 2009). A l’instar des méthodes de normalisation pré-acquisition, les conclusions des 

études comparatives n’ont pas permis de déterminer une solution idéale pour la normalisation des 

signaux.  

D.6. Annotation des données  

Une fois les données filtrées et normalisées, l’étape suivante consiste à annoter les variables puis 

confirmer ces annotations afin d’identifier les métabolites qui constituent le jeu de données. De 

manière générale, comme les données de métabolomique contiennent des milliers de signaux, ces 

dernières sont annotées de manière automatique en faisant correspondre la matrice de données 

obtenue suite à l’analyse, à une base de données publique ou privée. Une variable présentant le même 

rapport m/z (± une tolérance fixée en fonction de la précision de mesure de masse de l’appareil utilisé) 

qu’une entrée dans la base de données est donc susceptible de correspondre au métabolite 

correspondant à cette entrée. L’utilisation de bases de données publiques comporte cependant 

quelques limitations. En effet, bien que de très nombreux métabolites y soient référencés, seule une 

correspondance sur la base du rapport m/z est possible, ce qui peut conduire à de nombreuses 

annotations erronées. A l’inverse, l’utilisation de bases de données constituées en interne au sein des 

laboratoires permet des annotations souvent plus robustes puisque les informations de m/z et de 

temps de rétention peuvent-être utilisées pour réaliser la correspondance. La contrepartie de ces 

bases de données internes réside dans le nombre de métabolites qui y sont contenus, souvent 

restreint par rapport aux bases publiques.   

Lors de l’annotation, il est important de considérer qu’une feature dans le jeu de données ne 

correspond pas nécessairement à un composé unique. En effet, en considérant les ions adduits, les 

ions fragments, les artefacts et autres signaux, le nombre de métabolites uniques dans un jeu de 

données est bien inférieur au nombre de features, comme l’ont montré Mahieu et Patti (Mahieu and 

Patti, 2017). Ainsi, afin d’augmenter la couverture des signaux annotés, il est possible de rechercher 

les différentes espèces découlant d’un même composé (adduits, fragments connus etc…). Cependant, 
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la recherche de l’ensemble des adduits, fragments et autres signaux augmente les chances 

d’annotations erronées. 

Une fois le jeu de données annoté, il est important de pouvoir confirmer ou infirmer les annotations 

proposées. Etant donné qu’il s’agit d’une étape cruciale dont dépend fortement l’interprétation de 

l’opérateur, des recommandations visant à standardiser les pratiques d’identification ont émergé. Le 

groupe d’analyse chimique de la « Metabolomic Standard Initiative » a ainsi proposé de classer 

l’identification des métabolites selon 4 niveaux de confiance (Sumner et al., 2007).  

• Niveau 1 : Deux critères orthogonaux communs avec un standard de référence, par exemple 

masse et temps de rétention 

• Niveau 2 : Même conditions que le niveau 1 mais en comparaison avec une base de données 

externe ou la littérature 

• Niveau 3 : Pas d’identification proposée mais une appartenance à une classe chimique 

• Niveau 4 : Composés non-identifiés 

Des améliorations de ces critères ont été proposées, comme notamment un système de score afin de 

donner plus d’importance aux identifications combinant spectres MS et MS/MS (Chaleckis et al., 2019; 

Creek et al., 2014).  

Cepandant, si les bases de données contiennent de plus en plus de métabolites, l’annotation reste un 

enjeu majeur des approches non-ciblées car un nombre important de features demeurent inconnues 

après l’étape d’annotation. Face à ce défi, le pouvoir de résolution et la précision de mesure croissants 

des appareils permettant de proposer un nombre de plus en plus restreint de formules brutes pour 

une masse donnée, ou l’utilisation de réseaux moléculaires basés sur des similarités de fragmentation 

sont autant d’outils permettant d’augmenter le nombre de features annotées. 

D.7. Analyses statistiques  

L’utilisation principale de la métabolomique étant d’étudier des différences d’abondances de certains 

métabolites entre deux ou plusieurs groupes expérimentaux, il est nécessaire d’avoir recours à des 

analyses statistiques afin de conclure quant à la significativité des phénomènes observés. Parmi les 

outils classiquement utilisés en métabolomique, on peut distinguer deux grands types d’analyses 

statistiques, les analyses univariées et multivariées.   

Les analyses univariées correspondent à des tests statistiques réalisés variable par variable. La 

significativité statistique de ces tests repose en général sur la « p-value » qui traduit la probabilité de 

rejeter une hypothèse alors que cette dernière est correcte, le seuil de cette valeur est par convention 

fixé à 0.05. Les tests de Student (pour la comparaison de deux groupes) ou les ANOVA (pour la 
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comparaison de plusieurs groupes) font partie des tests paramétriques les plus utilisés. Un test 

paramétrique est applicable uniquement si l’hypothèse de normalité est vérifiée. Dans le cas inverse, 

des tests non-paramétriques doivent-être employés, les pendants non paramétriques des tests de 

Student ou de l’ANOVA étant respectivement, les tests de Wilcoxon et de Kruskal-Wallis. Cependant, 

l’utilisation des tests univariés comporte plusieurs désavantages et limitations. L’analyse de chaque 

variable indépendamment ne permet pas de prendre en compte les possibles interactions entre les 

métabolites, par exemple les métabolites issus d’une même voie biochimique (Alonso et al., 2015). De 

plus, compte-tenu de la structure des données issues des approches non-ciblées, l’utilisation de tests 

univariés est propice à l’apparition de faux-positifs, conduisant à conclure qu’une différence est 

significative alors qu’elle ne l’est pas. Ainsi, lors de la multiplication de tests univariés, il est nécessaire 

d’appliquer des méthodes de comparaisons multiples afin de corriger la p-value. Il existe de 

nombreuses méthodes de comparaisons multiples, les plus employées étant les méthodes de 

Bonferroni ou de Benjamini-Hochberg. La correction de Bonferoni n’est pas recommandée pour des 

données de métabolomique car le seuil de correction est trop proche de 0 lorsque le nombre de tests 

devient trop important (Xi et al., 2014).   

Contrairement aux méthodes univariées, les méthodes multivariées considèrent les métabolites 

(variables) dans leur ensemble et permettent ainsi la prise en compte des relations entre les variables. 

Au sein des méthodes multivariées, il est possible de distinguer deux types d’approches, les approches 

supervisées et les approches non-supervisées. Les approches non-supervisées sont des approches 

descriptives qui ne tiennent pas compte de l’appartenance des échantillons à un groupe expérimental 

dans l’élaboration du modèle. A l’inverse, les approches supervisées utilisent cette information pour 

déterminer quels sont les features les plus associés au facteur étudié.   

L’analyse en composante principale (ACP) est la méthode non-supervisée la plus couramment utilisée 

en métabolomique car cette méthode est bien adaptée pour les données à haute dimensionnalité, 

c’est-à-dire lorsque le nombre de variables excède fortement le nombre d’échantillons (Alonso et al., 

2015). Le principe de l’ACP repose sur la combinaison linéaire de l’ensemble des features en un 

nombre réduit de variables dont la covariance est minimisée, ces variables étant appelées 

composantes principales. Cette approche permet de regrouper les variables dont la covariance est 

forte sous une même composante principale tout en minimisant la covariance entre les composantes. 

En métabolomique, l’ACP est fréquemment utilisée en première intention pour identifier des biais 

dans les données telles que des variations analytiques ou pour étudier la stabilité d’échantillons de 

façon globale (Gika et al., 2008).   

A l’inverse des méthodes non-supervisées qui sont à visée descriptive, les approches supervisées ont 

vocation à classer les échantillons selon leur appartenance à un groupe expérimental et à identifier 
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quels sont les métabolites permettant d’expliquer la séparation des groupes. L’analyse discriminante 

par régression des moindres carrés partiels (PLS-DA pour partial least square-discriminant analysis) 

est la méthode supervisée la plus employée dans les études métabolomiques non-ciblées (Gromski et 

al., 2015). La PLS-DA est une méthode qui vise à optimiser la séparation des groupes en maximisant la 

covariance entre un ensemble de variables X et une variable explicative Y. De la même manière que 

l’ACP, la PLS-DA a pour objectif de regrouper l’ensemble des features en un nombre réduit de 

composantes. Les avantages de la PLS-DA découlent de sa capacité à traiter des données hautement 

colinéaires, ainsi qu’à fournir des informations sur les variables telles que l’importance de la variable 

dans la projection (VIP pour variable importance on projection). Cette valeur est souvent utilisée pour 

conclure quant à l’importance d’une variable dans le modèle étudié. Une variable dont le score VIP>1 

étant considérée par convention comme ayant un poids important dans la séparation des groupes 

(Bujak et al., 2016). Cependant, la PLS-DA présente quelques limitations, notamment un risque 

« d’over-fitting », c’est-à-dire que le modèle classe trop bien les échantillons utilisés pour le construire 

mais se révèle inefficace pour discriminer d’autres échantillons (Gromski et al., 2015). Un autre 

désavantage de cette méthode est lié au fait que certaines variables non-corrélées au facteur d’intérêt 

peuvent influencer les résultats. Pour pallier cette limitation, l’OPLS-DA (orthogonal PLS-DA) a été 

développée (Trygg and Wold, 2002) afin d’éliminer les variables X qui ne sont pas corrélées au facteur 

Y, ou autrement dit dont la variabilité est orthogonale au facteur d’intérêt. D’autres évolutions de la 

PLS-DA ont également été développées, notamment par Boccard et al. qui ont proposé un workflow 

combinant une OPLS-DA multi-blocs avec une ANOVA sur les différents blocs afin de pouvoir étudier 

simultanément l’effet de plusieurs facteurs et d’évaluer le poids de chaque facteur sur les variables 

(Boccard and Rudaz, 2016). Il existe également des méthodes multivariées supervisées non basées sur 

la PLS-DA, comme le détaillent Gromski et al. dans leur revue (Gromski et al., 2015), mais celles-ci sont 

généralement moins utilisées en métabolomique.   

D.8. Interprétation biologique  

L’étape finale du workflow de l’analyse métabolomique consiste à déterminer la significativité 

biologique des modifications métaboliques observées. Autrement dit, cela consiste à générer des 

hypothèses sur les causes et les conséquences des modifications des niveaux des métabolites entre 

les différents groupes comparés. Cette étape reste, à l’heure actuelle, majoritairement dépendante 

de l’expertise de l’expérimentateur. Cependant, certains outils peuvent être utilisés pour faciliter 

l’interprétation des données. L’approche la plus communément employée consiste à déterminer à 

quelle(s) voie(s) métabolique(s) appartiennent les métabolites retrouvés significativement altérés par 

le facteur étudié afin d’émettre des hypothèses sur l’impact de ces modifications sur le métabolisme. 
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Cependant, ce type d’approche à tendance à minimiser l’interconnexion des voies métaboliques et le 

fait qu’une altération observée dans une voie métabolique peut avoir des répercussions sur d’autres 

parties du réseau métabolique (qui correspond à l’ensemble des voies métaboliques d’un organisme 

donné). Face à cette limitation, des outils tels que MetScape (Basu et al., 2017) ou MetExplore (Cottret 

et al., 2018), basés sur les réseaux métaboliques, sont développés pour aider l’expérimentateur à 

interpréter, de façon plus globale, la signature métabolique obtenue. Grace à des fonctionnalités telles 

que l’extraction de sous-réseaux, ces outils permettent de connecter des métabolites non connectés 

dans les voies métaboliques traditionnelles (Perez De Souza et al., 2020). Cette extraction de sous-

réseaux permet, à partir du profil métabolique de l’étude, d’extraire seulement la partie du réseau 

permettant de relier les métabolites du profil obtenu de façon biologiquement pertinente (Frainay 

and Jourdan, 2017). Une preuve de concept de l’utilisation de sous-réseaux métaboliques a été 

réalisée en 2014 pour l’étude de la réponse de levures à une exposition au cadmium (Milreu et al., 

2014).   

Cependant, malgré les récents développements, l’interprétation des données métabolomique reste 

un des points-clés du workflow (Barupal et al., 2018).  

E. La métabolomique au service de la toxicologie 

La toxicologie chimique peut être définie comme l’étude des effets toxiques ou indésirables de 

composés chimiques sur un organisme vivant (Eaton and Klaassen, 2008). Dès sa description en 1999, 

la métabolomique a été appliquée à des questions de toxicologie : en effet dans sa première 

utilisation, l’approche métabolomique consistait à mesurer des variations métaboliques dans l’urine 

de rats exposés à différentes toxines (Nicholson et al., 1999). Depuis, dans ce domaine, la plupart des 

études visent à identifier des modifications de la concentration de métabolites suite à l’exposition à 

divers composés potentiellement toxiques, avec l’objectif de détecter ces changements avant 

l’apparition de signes cliniques (Roux et al., 2011). Compte-tenu de la vue d’ensemble que fournissent 

les études métabolomiques non-ciblées, ces dernières ont été largement utilisées en toxicologie pour 

déterminer des biomarqueurs d’exposition, d’effet ou formuler des hypothèses sur les mécanismes 

d’action. Les biomarqueurs d’exposition correspondent à la présence dans l’échantillon, du composé 

toxique étudié, de son métabolite ou encore des produits issus de l’interaction entre le composé 

étudié et une molécule endogène. Les biomarqueurs d’effets correspondent aux molécules 

endogènes dont l’abondance est modifiée suite à l’exposition au composé étudié et qui traduisent un 

impact sur la physiologie (Mistretta and Charlier, 2013). L’intérêt de la métabolomique pour la 

toxicologie repose notamment sur le lien direct entre phénotype et métabolome mais aussi sur le fait  

que les informations puissent-être obtenues à partir d’échantillons périphériques (fèces, urines…) 

(Robertson et al., 2011). De plus, en comparaison aux autres approches omiques, les données 
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générées par les expériences de métabolomique se rapprochent davantage des paramètres étudiés 

lors des études de toxicologie classiques (Ramirez et al., 2013).  

Que ce soit à travers l’environnement, le mode de vie, l’activité professionnelle ou encore 

l’alimentation, les Hommes, et d’une manière plus générale l’ensemble des êtres vivants, sont exposés 

tout au long de leur vie à de nombreuses molécules potentiellement toxiques dont il est important 

d’évaluer les effets sur la santé. Ainsi de nombreuses études métabolomiques ont été menées, parmi 

lesquelles nous pouvons citer par exemple l’étude de l’impact sur le métabolome de composés 

ubiquitaires tels que le benzo(a)pyrène (Wang et al., 2015), dans laquelle les auteurs ont reporté une 

diminution dose-dépendante du taux de certains glycérophospholipides dans le plasma de rats 

exposés à ce composé. L’utilisation d’approche métabolomique par RMN a par exemple permis de 

générer des hypothèses sur d’éventuelles perturbations du métabolisme énergétique chez des 

femmes enceintes plus ou moins exposées à des pesticides en fonction de leur lieu d’habitation 

(Bonvallot et al., 2013). Enfin, il est également possible de citer de multiples études menées in vivo et 

in vitro sur l’impact de l’exposition au bisphénol A, qui ont permis de révéler des altérations 

métaboliques induites par ce composé dès l’exposition à de faibles doses (Cabaton et al., 2018; 

Tremblay-Franco et al., 2015).  

En dehors de l’exposition à des xénobiotiques tels que le bisphénol A ou le cadmium, la toxicologie 

s’intéresse également aux effets de l’exposition à des composés toxiques naturels tels que les 

mycotoxines (Rodríguez-Carrasco et al., 2020). En effet, la caractérisation de l’exposition à ces 

composés ainsi que l’effet de celle-ci présente un intérêt majeur dans la mesure où, du fait de leur 

origine naturelle, la présence et la quantité de ces composés est moins « contrôlable ». Pour répondre 

à ce besoin de suivi de l’exposition, de nombreux travaux ont été menés afin de déterminer des 

biomarqueurs témoins de l’exposition à ces composés (biomonitoring). Parmi les composés formés de 

manière naturelle, il est possible de citer les AAH ou les HAP sur lesquels plusieurs études ont été 

menées afin de caractériser les métabolites formés lors de l’exposition à ces composés (Bessette et 

al., 2009; Jacques et al., 2010). A l’instar des composés exogènes, des approches métabolomiques 

sont également menées afin d’évaluer l’impact de ces composés naturels sur le métabolome. Dans 

une étude récente il a été montré que l’exposition au PhiP induisait une perturbation du métabolisme 

lipidique chez des rats, avec en particulier une diminution de certains précurseurs d’hormones 

stéroïdiennes (Zhao et al., 2021). 

Afin d’évaluer l’effet de notre exposition à divers composés toxiques, plusieurs stratégies analytiques 

coexistent, allant d’approches ciblées telles que la détection spécifique et quantification de certains 

métabolites connus tels que des AAH (Chevolleau et al., 2020) ou certains adduits tels que des adduits 
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lysine ou glutathion (Karlstetter and Mally, 2020), jusqu’à des approches plus globales comme par 

exemple le screening non ciblé des adduits aux protéines ou à l’ADN (Hemeryck et al., 2017). Enfin, la 

vue la plus globale de notre exposition est apportée par des approches dites « exposomique » qui 

visent à caractériser l’ensemble des composés auxquels nous sommes exposés, qu’ils proviennent de 

l’environnement ou de l’alimentation (Jamin et al., 2014; Pourchet et al., 2020). Ces dernières 

approches mettent en exergue la diversité et le nombre de composés auxquels nous sommes exposés, 

soulignant les possibles effets additifs ou synergiques de ces composés.  

En raison de la multiplicité des études et de l’intérêt croissant pour les sciences omiques (en particulier 

la métabolomique) pour la toxicologie, des initiatives, à l’image de l’« OECD omics reporting 

framework », sont prises afin de faciliter l’intégration des résultats d’études métabolomiques dans la 

prise de décisions règlementaires (Harrill et al., 2021). L’objectif de ce groupe de travail étant d’établir 

des directives afin de standardiser et harmoniser les pratiques de métabolomique (mais aussi d’autres 

omiques) afin que les données générées par ces approches soient considérées par les agences 

d’évaluation du risque.  

E.1. La voie des acides mercapturiques comme marqueur d’exposition 

De nombreux xénobiotiques subissent des réactions de biotransformation au sein de l’organisme. Bien 

que certains composés soient activés par ces réactions, la majorité sont inactivés via des réactions 

d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse ou encore de conjugaison (Iyanagi, 2007). On distingue deux 

voies de métabolisation : le métabolisme de phase I et le métabolisme de phase II. Les réactions de 

phase I peuvent être catalysées par de nombreuses enzymes (déshydrogénases, réductases, mono-

oxygénases) et visent à ajouter ou modifier un groupement fonctionnel, afin de réduire son 

hydrophobicité et permettre soit son excrétion ou sa métabolisation par les enzymes de phase II. Les 

enzymes de phase II ont pour rôle de catalyser des réactions de conjugaison entre le composé à 

détoxifier et des groupements hydrosolubles pour former des conjugués sulfates, glucuronides ou 

encore glutathion (Grant, 1991). Les 3 familles d’enzymes majeures du système de phase II sont les 

glucuronyltransférases, les sulfotransférases et les glutathion-S-transférases, toutes les 3 étant, entre 

autres, sous le contrôle du gène Nrf2, régulateur de la réponse antioxydante (Itoh et al., 1997).  

Parmi ces différentes voies de détoxification, la conjugaison au glutathion et la voie métabolique qui 

en découle, à savoir la voie des acides mercapturiques, est particulièrement intéressante sur le plan 

toxicologique en raison de sa capacité à détoxifier principalement les composés électrophiles (Hanna 

and Anders, 2019). En effet, les composés électrophiles sont hautement réactifs vis-à-vis des 

macromolécules telles que l’ADN et les protéines et peuvent donc conduire à la formation d’adduits 

covalents aux effets délétères. Suite à un screening de plus de 300 composés, Ashby et Tennant 
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concluaient en 1991 que 80% des composés génotoxiques étaient électrophiles (Ashby and Tennant, 

1991). Ainsi, compte-tenu de la prépondérance des composés électrophiles parmi les espèces 

génotoxiques et du rôle clé du glutathion dans la détoxification de ces composés, de nombreux 

travaux se sont intéressés à la voie des acides mercapturiques décrite en Figure 14. Le premier 

évènement consiste en la conjugaison d’une espèce électrophile avec le glutathion, dans le foie mais 

aussi dans d’autres organes, soit par réaction spontanée (réactivité chimique intrinsèque) soit sous 

l’action d’une glutathion-S-transférase (Mathias and B’Hymer, 2014). Deux réactions enzymatiques 

successives faisant intervenir la γ-glutamyltransférase et une dipeptidase conduisent à la formation 

d’un conjugué cystéine. Ce dernier est N-acétylé pour former in fine un conjugué à l’acide 

mercapturique. La première étape de cette séquence métabolique, à savoir la conjugaison au 

glutathion, a pour but d’inactiver le composé électrophile l’empêchant ainsi de réagir avec les autres 

composants cellulaires comme les protéines, les lipides ou encore les acides nucléiques. L’étape de N-

acétylation consiste, de la même manière que les conjugaisons de phase II, à augmenter la polarité du 

composé et son hydrophilie afin de faciliter son excrétion dans les urines (Mathias and B’Hymer, 

2014).   

Figure 14 Voie de synthèse des acides mercapturiques. R correspond à un composé électrophile. Adapté de Mathias et al. 
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Etant donné la diversité des composés électrophiles, de nombreuses approches ont été développées 

pour doser des conjugués mercapturiques spécifiques. En revanche, seulement quelques groupes se 

sont intéressés à détecter de manière non-ciblée les conjugués afin d’évaluer une exposition globale 

aux dérivés électrophiles. Dans le cas des approches ciblées, l’objectif est de quantifier un nombre 

restreint de mercapturates pour mesurer précisément l’exposition au composé toxique de départ. Par 

exemple, Kellert et al. ont développé une méthode LC-MS/MS pour doser les conjugués 

mercapturiques de l’acrylamide et  de son métabolite la glycidamide dans des urines de fumeurs et 

non-fumeurs (Kellert et al., 2006). En effet, en raison de leur haute réactivité ces composés ne sont 

pas excrétés sous forme libre et leurs conjugués mercapturiques sont utilisés comme marqueurs 

d’exposition.L’acrylamide est un composé largement utilisé dans l’industrie, formé spontanément lors 

de la cuisson à haute température de certains aliments mais également hautement présent dans la 

fumée de cigarette et il est estimé que 60% de l’acrylamide ingéré est conjugué au glutathion pour 

être ensuite excrété dans les urines via la voie des acides mercapturiques (Dearfield et al., 1988). 

D’autres méthodes ont été développées afin de doser les conjugués mercapturiques de polluants de 

l’air tels que le benzène, le toluène et le xylène (Sabatini et al., 2008) ou encore les métabolites de 

l’atrazine, un herbicide largement utilisé entre les années 1960 et 2000 (Panuwet et al., 2008).  

Outre les composés exogènes, des composés électrophiles peuvent également être formés de 

manière endogène avant d’être détoxifiés et excrétés par la voie des acides mercapturiques. C’est 

notamment le cas des produits de peroxydation lipidique, qui, comme vu précédemment dans cette 

introduction, possèdent des propriétés réactives vis-à-vis de l’ADN, des protéines et d’autres 

composés. Compte tenu de sa réactivité largement décrite, le 4-HNE a fait l’objet de nombreuses 

études visant à caractériser sa métabolisation. Dès 1995, suite à des travaux menés au sein du 

laboratoire d’accueil, il a été montré que, suite à une administration par intraveineuse à des rats de 

4-HNE radiomarqué, la majorité de la radioactivité était retrouvée dans les urines (67% après 48 h) 

(Alary et al., 1995a) majoritairement sous forme de conjugués mercapturiques avec au moins 4 

métabolites distincts. Plus récemment, une étude basée sur l’administration par voie orale de 4-HNE 

radiomarqué a donné des résultats similaires, à savoir qu’environ 50% de la radioactivité était 

retrouvée dans les urines après 24 h (Keller et al., 2015). De la même manière, le HNE administré était 

retrouvé sous forme de plusieurs conjugués mercapturiques dans les urines dont le DHN-MA. 

Considérant l’intérêt toxicologique de doser les acides mercapturiques issus de la métabolisation du 

4-HNE, plusieurs méthodes de dosage par LC-MS/MS ont été proposées (Kuiper and Stevens, 2011; 

Rathahao et al., 2005). En particulier grâce à une méthode développée au sein du laboratoire d’accueil 

par Rathahao et al., les auteurs ont pu mettre en évidence l’intérêt de ce biomarqueur pour évaluer 

la peroxydation lipidique en appliquant la méthode à des urines de rats traités ou non au BrCCl3, un 
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composé connu pour induire la peroxydation lipidique hépatique. D’autres produits de peroxydation 

lipidique tels que le 4-HHE, un produit de l’oxydation des acides gras oméga-3, sont également 

détoxifiés via la voie des acides mercapturiques, mais il existe peu de travaux visant à détecter et 

quantifier ces composés dans les urines. En revanche, une méthode de quantification de ces composés 

dans les eaux fécales à l’aide d’une dérivatisation spécifique des aldéhydes a récemment été proposée 

(Chevolleau et al., 2018). Afin d’étendre la gamme des mercapturates analysés, et d’évaluer de 

manière plus globale l’exposition aux composés électrophiles, des méthodes visant à la quantification 

de plusieurs mercapturates ont été développées. Alwis et al. ont ainsi développé une méthode de 

quantification de 28 métabolites, dont une majorité de mercapturates, issus de composés organiques 

volatils réactifs (Alwis et al., 2012). Plus récemment, une étude dosant 17 mercapturates a été réalisée 

pour déterminer l’impact du tabagisme sur le taux de ces composés (Frigerio et al., 2020a). Ces mêmes 

auteurs ont réalisé une analyse métabolomique non-ciblée sur ces mêmes échantillons dans le but 

d’évaluer la capacité d’une méthode non-ciblée à détecter et retrouver les différences observées avec 

la méthode ciblée. Dans cette seconde étude, seules les espèces les plus abondantes dans l’approche 

ciblée ont pu être détectées avec la méthode non-ciblée, témoignant du challenge analytique que 

représente l’analyse des mercapturates, qui sont souvent des composés minoritaires (Frigerio et al., 

2020b).  

Enfin, afin d’obtenir une vue globale de l’exposition aux composés électrophiles, quelques études ont 

été menées afin de détecter de manière non-ciblée l’ensemble des mercapturates dans l’urine. Les 

travaux du groupe de Wolfgang Völkel ont notamment ouvert la voie à la caractérisation non-ciblée 

des mercapturates urinaires. En effet, en 2005, ce groupe a développé une méthode de détection des 

acides mercapturiques basée sur une perte de neutre caractéristique de ces espèces (à savoir une 

perte de 129 Da) correspondant à la fragmentation de la liaison thioéther (Scholz et al., 2005). La 

stratégie reposait sur l’utilisation d’une méthode MS/MS ciblée sur un appareil de type triple 

quadrupole afin de fragmenter tous les ions précurseurs de rapport m/z compris entre 200 et 450 et 

d’identifier ceux produisant la perte de neutre recherchée. Dans cette étude de preuve de concept, 

les auteurs ont surchargé des urines de rats avec 16 standards de mercapturates et ont pu tous les 

retrouver grâce à l’approche non-ciblée basée sur la perte de neutre. De plus, les auteurs ont 

également identifié un autre mercapturate non présent dans la liste initiale de standard à savoir le 

DHN-MA, un métabolite du 4-HNE, mentionné plus haut dans cette introduction. Afin d’éprouver leur 

méthode, une seconde étude a été réalisée visant à séparer deux groupes de volontaires sains et 

traités ou non à l’acétaminophène, un composé connu pour être métabolisé et excrété dans les urines 

sous forme d’acide mercapturique (Wagner et al., 2006). En utilisant leur approche basée sur la perte 

de neutre, les auteurs ont pu mettre en évidence que les composés responsables de la discrimination 
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statistique des groupes correspondaient aux métabolites urinaires de l’acétaminophène. Bien que 

prometteuse, cette approche souffrait d’une limitation principale qui était l’utilisation d’un 

instrument à basse résolution rendant l’identification de composés inconnus difficile. Depuis lors, 

malgré un intérêt toxicologique pointé dans plusieurs revues (Gonçalves-Dias et al., 2019; Mathias 

and B’Hymer, 2014), peu d’études ont été menées pour l’analyse non-ciblée des acides 

mercapturiques. Récemment, la même stratégie combinant une détection non-ciblée des 

mercapturates par l’utilisation de la perte de neutre combinée à l’infusion d’un composé en post-

colonne afin de corriger l’effet matrice a été développée (Bloch et al., 2019). Dans cette étude, les 

auteurs ont pu mettre en avant les limites de la détection non-ciblée, car les mercapturates les moins 

abondants n’étaient plus détectés en comparaison à une approche ciblée, mais aussi les forces, en 

raison des nombreux mercapturates putatifs détectés dans les échantillons. Néanmoins, cette étude 

a également été menée en utilisant un instrument à basse résolution limitant ainsi les perspectives 

d’identification des composés inconnus. De récents travaux menés au sein du laboratoire d’accueil 

ont visé à pallier ces limitations en utilisant un instrument à haute résolution combiné à un mode de 

fragmentation non spécifique (le DIA). Cette étude menée par Jamin et al. sera présentée plus en 

détail dans le Chapitre II : Développement et optimisation de la méthode d’analyse, de ce manuscrit.  

Objectifs de la thèse 

Si la consommation de viande rouge possède des avantages nutritionnels tels qu’une haute teneur en 

protéines, un apport en fer important et une sensation de satiété élevée (Wyness, 2016), les données 

de la littérature pointent aussi ses implications plus négatives. En effet, les associations entre une 

consommation élevée de viande rouge et de charcuterie et des effets négatifs sur la santé sont 

maintenant bien établies, en particulier pour le cancer colorectal mais aussi d’autres pathologies telles 

que les maladies cardio-vasculaires ou encore le diabète. En revanche, les mécanismes sous-jacents 

qui tendent à expliquer ces associations, sont eux, moins bien établis et toujours sujet à débat dans la 

littérature si bien que de nombreuses hypothèses, souvent complémentaires, sont proposées. Les 

travaux menés par l’équipe PPCA ont permis d’établir que l’implication du fer héminique semblait être 

un des éléments clés dans la promotion de la carcinogénèse colorectale induite par la consommation 

de viande rouge et de charcuterie. Ces effets délétères seraient notamment médiés par la capacité du 

fer héminique à catalyser la formation de ROS, qui agiraient sur les lipides polyinsaturés du régime 

alimentaire et conduiraient à la formation de produits de peroxydation lipidique. Certains de ces 

produits, tels que le 4-HNE, présentent une réactivité élevée vis-à-vis des macromolécules telles que 

l’ADN ou les protéines mais peuvent également altérer de nombreux processus physiologiques. Le 4-

HNE, mais de manière plus générale l’ensemble des hydroxy-alcénals formés lors de la peroxydation 

lipidique, sont des composés électrophiles qui, comme de nombreux composés électrophiles sont (1) 
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génotoxiques et (2) détoxifiés par la voie des mercapturates. En revanche, contrairement aux effets 

du 4-HNE qui sont largement décrits dans la littérature, peu de travaux se sont intéressés à la 

caractérisation de l’ensemble des produits issus de la peroxydation lipidique ni à leurs potentiels 

effets.  

La voie des acides mercapturiques est étudiée depuis de nombreuses années comme étant le reflet 

de notre exposition aux composés électrophiles. Ces derniers étant des composés réactifs peu stables, 

la mesure de leurs dérivés mercapturiques, leurs métabolites finaux stables, constitue une alternative 

adaptée pour l’évaluation de notre exposition. L’autre avantage réside dans le fait que la majorité des 

mercapturates sont excrétés dans l’urine qui est un biofluide facilement récoltable en grande quantité 

en raison du caractère non-invasif de son prélèvement. La majorité des études portant sur l’analyse 

des produits issus de la voie des acides mercapturiques sont des études ciblées visant à quantifier 

uniquement certains produits ne permettant pas d’estimer de manière globale notre exposition aux 

composés électrophiles. Bien que prometteuses, peu d’études se sont intéressées à la caractérisation 

globale de notre exposition via la mise en place d’une approche de screening non-ciblé des 

mercapturates.   

Ainsi, en raison de l’essor de la métabolomique, qui est notamment lié aux progrès technologiques 

réalisés sur les instruments analytiques, le développement d’une approche non-ciblée permettant, 

dans la même analyse, la caractérisation du métabolome urinaire mais aussi du sub-métabolome des 

conjugués mercapturiques permettrait de répondre à un besoin jusque-là non satisfait.   

L’objectif de cette thèse est de développer une approche de métabolomique non-ciblée visant à 

caractériser le métabolome urinaire ainsi que l’ensemble des acides mercapturiques présents dans 

cette matrice. La stratégie de détection des mercapturates repose sur l’utilisation du mode DIA 

associé au suivi de la perte de neutre caractéristique de 129,0426 Da correspondant à la 

fragmentation de la liaison thio-éther. Le second objectif est d’éprouver l’approche en l’appliquant 

à la thématique du lien entre consommation de viande rouge et cancer du côlon. En effet, compte-

tenu de l’implication probable des produits de peroxydation lipidique dans la pathogénèse et du 

manque de connaissance vis-à-vis de la diversité des produits formés, il apparait pertinent de 

s’intéresser aux acides mercapturiques formés lors d’un régime riche en viande rouge. Un schéma 

général du devenir des mercapturates dans l’organisme est présenté en Figure 15.  
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Dans un premier temps, les travaux de cette thèse ont porté sur l’optimisation d’une méthode de 

caractérisation non ciblée des mercapturates par DIA déjà développée au sein du laboratoire. Ces 

optimisations ont permis une meilleure détection des conjugués mercapturiques, ainsi qu’une 

amélioration du traitement des données DIA pour assurer une meilleure fiabilité des données. Un 

autre pan du développement méthodologique consistait à optimiser les paramètres de l’analyse 

d’urine en métabolomique en menant notamment une étude sur la normalisation de ce biofluide. 

L’ensemble de ces développements constituent le chapitre II de ce manuscrit.  

Figure 15 Schéma général du devenir des composés électrophiles au sein de l’organisme 
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Dans un second temps cette approche a été appliquée à la thématique de la consommation de viande 

rouge en lien avec le cancer du côlon. Ces applications sont décrites dans les chapitres III et IV de ce 

manuscrit. 

Le chapitre III se concentre sur l’application de cette méthodologie aux échantillons de la cohorte 

nutritionnelle française Nutrinet-Santé. Dans cette partie, 240 échantillons de la cohorte classés en 3 

groupes de consommation de viande rouge ont été analysés à l’aide la méthode mise en place. Si les 

résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence de modulation profonde du mercapturome, 

l’analyse métabolomique non-ciblée a quant à elle permis d’identifier des potentiels biomarqueurs de 

consommation de viande rouge et de charcuterie liés à une potentielle modification du microbiote 

intestinal. 

Enfin, le chapitre IV de ce manuscrit sera consacré aux expérimentations in vivo menées durant la 

thèse. Deux expérimentations in vivo, l’une nutritionnelle et l’autre de carcinogénèse, ont été menées 

sur des rats afin d’étudier l’impact de consommation de viande rouge sur la promotion du cancer 

colorectal. Dans cette partie, l’impact du régime lipidique sur la diversité des produits formés ainsi 

qu’une stratégie de prévention basée sur une supplémentation en antioxydant ont été testés. Ces 

deux expérimentations ont permis de confirmer l’hypothèse d’une peroxydation lipidique hème-

induite ainsi qu’une promotion de la carcinogénèse avec un régime riche en viande rouge en 

comparaison à un régime riche en viande blanche.  
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Chapitre II : Développement et optimisation de la méthode d’analyse 

A. Objectifs  

L’objectif des travaux réalisés dans cette partie est de contribuer à l’optimisation de la méthode 

combinée d’analyse non ciblée du métabolome urinaire et du screening des conjugués 

mercapturiques par l’utilisation du mode DIA (désigné par MSE sur l’instrument Waters utilisé au 

laboratoire). Le développement initial de la méthode et une preuve de concept ont fait l’objet d’une 

publication disponible ci-après et dont la stratégie analytique est présentée en Figure 16. Ce chapitre 

regroupe l’ensemble des optimisations complémentaires réalisées afin d’évaluer et améliorer les 

performances de cette méthode décrite dans la publication. Les développements présentés dans cette 

partie concernent la plupart des étapes du workflow présenté en Figure 16 et ont pour but (i) 

d’optimiser les paramètres de transfert des ions de la source d’ionisation vers le spectromètre de 

masse afin de maximiser la détection des mercapturates, (ii) de déterminer le facteur de dilution et la 

méthode de normalisation à appliquer aux échantillons urinaires, et (iii) d’évaluer les performances 

de l’approche MSE en terme de reproductibilité et de justesse et d’optimiser les paramètres de 

traitement des données MSE pour le screening des conjugués mercapturiques.  

A.1. Introduction à l’article 

A.1.1. Contexte 

Au travers de leur mode de vie ou de leur alimentation, les Hommes sont exposés à un grand nombre 

de composés en quantités variables et aux propriétés diverses. Bien que la plupart de ces composés 

ne montrent pas d’effets délétères pour la santé, l’exposition à certains composés tels que des 

pesticides ou autres polluants est largement étudiée afin d’évaluer leurs possibles effets sur la santé. 

Parmi les composés présentant des propriétés toxiques, certains sont réactifs (sous forme native ou 

après bio-activation) vis-à-vis des macromolécules telles que les protéines ou l’ADN en raison de leur 

caractère électrophile. Comme mentionné dans l’introduction de ce manuscrit, la majorité des 

Figure 16 Schéma général de la stratégie analytique utilisée pour l’analyse du métabolome urinaire et du screening des mercapturates 
par MSE 
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composés génotoxiques sont des composés électrophiles. Ainsi, la caractérisation globale de 

l’exposition aux composés électrophiles via la mise en place d’approches non-ciblées s’avère 

particulièrement pertinente d’un point de vue toxicologique. Ainsi, dans le cadre d’une démarche de 

caractérisation de l’exposome dans laquelle est engagé le laboratoire, cette approche vise à se 

rapprocher de la notion de toxome en s’intéressant plus particulièrement à la partie réactive du xéno-

métabolome.  

Comme détaillé dans l’introduction de ce manuscrit, l’association entre la consommation de viande 

rouge et de charcuterie et le développement de pathologies telles que le CCR, serait médiée en 

particulier par les produits de peroxydation lipidique hème-induite. Cependant, l’exposition à ces 

produits est généralement limitée au dosage de marqueurs connus et bien identifiés comme le 4-HNE 

ou le DHN-MA, sous-estimant probablement la quantité et la diversité des composés formés. Le 

développement d’une méthode non-ciblée, orientée vers ces produits, permettant d’évaluer 

l’exposition aux composés électrophiles permettrait (i) de répondre à un besoin de biosurveillance et 

(ii) dans le cas de l’association viande rouge / CCR de mieux caractériser les effets du fer héminique et 

les mécanismes sous-jacents.  

A.1.2. Objectif de l’étude 

L’une des voies de détoxification majeure des composés électrophiles étant celle des acides 

mercapturiques (voir Chapitre I : Introduction générale), l’objectif principal de ces travaux est de 

développer une méthode d’analyse non-ciblée de ces composés étant, a priori, le reflet direct d’une 

exposition aux molécules réactives. Plus précisément, il s’agit de développer une méthode d’analyse 

par spectrométrie de masse basée sur la fragmentation caractéristique des conjugués acides 

mercapturiques conduisant à une perte de neutre de 129,0426 Da. Notre raisonnement est donc de 

mettre en place une approche DIA basée sur une détection de cette perte de neutre spécifique, qui 

permettrait la caractérisation globale des conjugués mercapturiques en tant que marqueurs 

d’exposition.  

A.1.3. Méthodes 

Pour répondre à l’objectif de l’étude et apporter une preuve de concept de l’approche, des 

échantillons urinaires de rats soumis ou non à un régime favorisant la peroxydation lipidique ont été 

utilisés. Plus précisément, les urines de 3 groupes de 6 rats nourris avec des régimes riches en hème 

avec soit des acides gras polyinsaturés riches en ω-3, soit des acides gras polyinsaturés riches en ω-6, 

soit des acides gras saturés (donc pas sensibles à l’oxydation) ont été utilisées pour cette étude. Les 

échantillons ont été analysés selon le protocole présenté en Figure 16. L’ensemble des échantillons 

ont été analysés en mode Full-MS et les QC de groupe en mode MSE afin d’accéder à la fragmentation 
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de l’ensemble des composés présents dans les urines et filtrer les fragmentations spécifiques des 

conjugués acides mercapturiques.
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A.2. Principaux résultats et conclusion de l’article 

Ce travail a permis de démontrer l’intérêt de la mise en place d’une approche de screening des 

conjugués mercapturiques par DIA en raison de (i) la détection d’un nombre important de conjugués 

mercapturiques (56 espèces produisant la perte de neutre d’intérêt) (ii) l’amélioration de la 

discrimination statistique des groupes expérimentaux lorsque seuls les mercapturates étaient 

considérés. Ces travaux mettent également en avant le peu de connaissances spectrales disponibles 

vis-à-vis de ces composés. En effet, sur les 56 conjugués mercapturiques détectés, seulement 2 ont pu 

être annotés au niveau 1, 1 seul au niveau 2 et le reste étant au niveau 3.   

Outre l’intérêt toxicologique de l’approche démontré par cette étude, ces résultats mettent 

également en évidence une forte peroxydation lipidique induite par des régimes riches en hème ainsi 

que la diversité de ces produits en fonction du régime lipidique, ce qui pose la question de l’effet 

biologique de ces divers produits. Cependant, lors du développement de cette méthode, une forte 

fragmentation en source avait été constatée, ainsi qu’un nombre important de faux positifs lors de la 

vérification de la perte de neutre par MS/MS ciblé. Les développements présentés ci-après s’inscrivent 

dans une optique d’optimisation de cette méthodologie afin de pallier, entre autres, ces deux 

limitations.  

B. Matériel et méthodes 

B.1. Réactifs et tampons utilisés 

Tous les solvants utilisés pour les analyses LC-MS sont de qualité LC-MS et proviennent de Fisher 

Scientific (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Le DHN-MA a été synthétisé au laboratoire d’après 

une méthode décrite précédemment (Alary et al., 1998). La N-acetyl-S-phenylcystéine (NAC-Phe-Cys) 

provient de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). L’urine humaine utilisée provient de 

volontaires sains du laboratoire. L’urine de synthèse utilisée a été préparée au laboratoire, avec la 

composition suivante : 500 mL d’eau Milli-Q, 3.8 g de chlorure de potassium, 8,5 g chlorure de sodium, 

24,5 g urée, 1,03 g acide citrique, 0,34 g acide ascorbique, 1,18 g phosphate de potassium, 1,4 g 

créatinine, 0,64 g hydroxyde de sodium, 0,47 g bicarbonate de sodium, 0,28 mL acide sulfurique.  

B.2. Préparation des échantillons urinaires 

Les échantillons d’urine sont dilués au ¼ dans la phase mobile A (95 % H2O/ 5 % methanol + 0,1 % 

d’acide acétique) puis centrifugés 10 min à 10 000 g. Le surnageant est récupéré puis mis en vial pour 

analyse.  
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B.3. Analyse LC-MS 

Les analyses LC-MS ont été réalisées sur un spectromètre de masse Q-ToF Synapt G2-Si (Waters, 

Manchester, UK) couplé à un système chromatographique ACQUITYTM (Waters, Manchester, UK). La 

séparation LC a été réalisée à l’aide d’une colonne chromatographique Hypersil Gold C18 (1,9 μm, 100 

x 2,1 mm, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). La température de la colonne est fixée à 40 °C 

tout le long de l’analyse et le débit est fixé à 0.3 mL.min-1. Pour l’élution, un gradient linéaire est réalisé 

à l’aide des phases A : 95 % H2O/ 5 % méthanol + 0,1 % d’acide acétique et B : 100 % méthanol + 0,1 % 

d’acide acétique. Le gradient est constitué d’une étape linéaire de 0 % à 100 % de B en 30 min, puis 

d’un plateau à 100 % de B pendant 4 min avant de revenir aux conditions initiales en 1 min puis de 

conserver ces conditions 5 min afin de rééquilibrer le système.  

Concernant les analyses MS, les spectres ont été acquis sur une gamme de masse allant de m/z 50 à 

m/z 800 en ionisation négative par electrospray en utilisant les paramètres suivants : voltage du 

capillaire 0,5 kV, voltage du sampling cone 30 V, température de source 120 °C, température de 

désolvatation 550 °C, débit du gaz de cône 30 et du gaz de désolvatation 600 L.h-1. Les mêmes 

paramètres sont utilisés pour le mode MSE. Dans ce mode l’énergie de collision est fixée à 15 eV pour 

le scan de haute énergie. 

B.4. Traitement des données  

Les données issues des analyses LC-MS ont été traitées avec XCMS 3.0 disponible sous 

l’environnement collaboratif Workflow4Metabolomics (Giacomoni et al., 2015). Le détail des 

paramètres utilisés est disponible en Annexe 1. Les données issues des acquisitions MSE ont été 

traitées à l’aide du logiciel UNIFITM (Waters, Manchester, UK). Les données ciblées ont été analysées 

avec le logiciel QuanLynxTM.  

B.5. Détermination de la dilution de travail 

Trois dilutions d’urine ont été réalisées selon le protocole présenté ci-avant : 1:1, 1:3, 1:7 (v:v). Chaque 

dilution a été injectée en triplicat en mode MSE. Les données MSE sont analysées via le logiciel UNIFI 

et les paramètres utilisés sont reportés en Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Le logiciel UNIFI ne 

procédant pas à l’alignement des données en temps de rétention et en m/z, un matching est réalisé 

sur les 3 matrices de données provenant de chacune des dilutions afin de dénombrer les espèces qui 

sont retrouvées dans un seul, deux ou l’ensemble des réplicats pour une dilution donnée. Les 

paramètres utilisés pour le matching sont les suivants : tolérance en précision de mesure de masse de 

± 10 ppm pour le m/z et ± 5 sec pour le temps de rétention.  
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Parallèlement, 3 séries de 60 injections successives de chaque dilution ont été réalisées en mode full-

MS puis analysées via XCMS sous W4M afin d’analyser la dérive du signal en fonction de l’ordre 

d’injection et de la dilution utilisée. Suite au traitement des données, les features dont le rapport 

𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛
𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐⁄ < 3 et dont le CV < 30 % sont éliminés.  

B.6. Evaluation de la justesse et sensibilité de l’acquisition MSE 

Trois réplicats d’urine (dilution 1:3 (v:v)) ont été analysés en mode MS et MSE et les données ont été 

traitées via XCMS et UNIFI comme décrit précédemment. Les mercapturates à la fois détectés dans 

chaque réplicat MSE et également présents dans la peak list issue de l’extraction XCMS ont été 

fragmentés en MS/MS ciblée en utilisant une énergie fixée à 15 eV (fenêtre d’isolation du précurseur : 

2 Da) afin de confirmer la présence de la perte de neutre de 129,0426 Da caractéristique des 

conjugués mercapturiques.   

L’évaluation de la sensibilité a été déterminée par l’injection en triplicat d’une gamme d’urine de 

synthèse surchargée avec deux standards de conjugués mercapturiques : DHN-MA et NAC-Phe-Cys.  

100 µL d’urine de synthèse ont été surchargés avec 50 µL d’une solution de NAC-Phe-Cys à 1 µg.mL-1 

et 50 µL d’une solution de DHN-MA à 1 µg.mL-1. A partir de cette solution une série de 5 dilutions 

successives au ¼ a été réalisée pour atteindre une concentration de 0,24 ng.mL-1.  

B.7. Optimisations supplémentaires du traitement des données MSE 

Un total de 240 échantillons d’urines issus de la cohorte NutriNet-Santé, classés en 3 groupes de 

consommation de viande rouge et de charcuterie, ont été utilisés pour réaliser cette étude. La 

sélection des échantillons et la description de la cohorte sont décrites de manière détaillée dans le 

Chapitre III : Etude de l’impact de la consommation de viande rouge et de charcuterie, de ce manuscrit. 

En résumé, 80 individus qualifiés de gros consommateurs de viande rouge et de charcuterie ont été 

sélectionnés parmi le quintile de consommation le plus haut, 80 non-consommateurs de viande rouge 

et de charcuterie et 80 autres participants sélectionnés au hasard dans l’ensemble des quintiles 

excepté celui des non-consommateurs. L’osmolalité des échantillons a été mesurée à l’aide d’un 

osmomètre à point de congélation (Loeser Messtechnik, Berlin, Germany) puis une dilution spécifique 

de chaque échantillon a été réalisée, en utilisant de l’eau MilliQ, afin de normaliser l’osmolalité. Trois 

pools de ces échantillons correspondant à chacun des 3 groupes ont été constitués par mélange d’un 

volume équivalent de chaque échantillon d’un groupe donné. Enfin, les pools ont été injectés en 

réplicat (n=6 par groupe) en LC-MSE en utilisant les paramètres décrits précédemment. Les données 

acquises ont été traitées à l’aide du logiciel UNIFI et 6 jeux de paramètres décrits dans le Tableau 2 
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ont été testés afin de maximiser la détection des mercapturates. Comme décrit précédemment, un 

matching est réalisé afin de déterminer la fréquence de détection des mercapturates potentiels dans 

chaque réplicat (paramètres utilisés : ± 10 ppm et ± 5 sec). Ces mercapturates potentiels détectés sont 

ensuite fragmentés en MS/MS ciblée en utilisant une énergie de 15 eV et une fenêtre d’isolation de 

2 Da afin de confirmer la présence de la perte de neutre de 129,0426 Da. 

Tableau 2 Paramètres du logiciel UNIFI utilisés pour la détection des mercapturates dans les données MSE 

  Méthode 1 Méthode 2 Méthode 3 Méthode 4 Méthode 5 Méthode 6 

 Rt range (min) 2.5-20 2.5-20 2.5-20 2.5-20 2.5-20 2.5-20 

High energy 

Intensity treshold 200 200 200 20 500 20 

m/z start 10 10 10 10 10 10 

m/z end 800 800 800 800 800 800 

Low energy 

Intensity treshold 2500 2500 2500 2500 5000 5000 

m/z start 230 230 230 230 230 230 

m/z end 800 800 800 800 800 800 

Background filter High High High High High High 

3D isotope 

clustering 

and high to 

low energy 

association 

Fraction of the 

chromatographic 

peak width to 

apply during 

cluster creation 

0.25 0.25 0.33 0.33 0.33 0.33 

Fraction of the 

chromatographic 

peak width to 

apply during high 

to low energy 

association 

0.25 0.25 0.33 0.33 0.33 0.33 

Common 

Neural Loss 
Tolerance (mDa) 2 4 5 5 5 5 

B.8. Comparaison de l’approche MSE avec une méthode fast-DDA 

Afin de comparer la performance d’une analyse fast-DDA et la méthode MSE mise en place pour la 

détection des conjugués mercapturates, des échantillons QC issus de la cohorte NutriNet-Santé ont 

été analysés par LC-MS sur un spectromètre de masse timsTOF-fleX (Bruker, Brême, Allemagne) 

couplé à un système chromatographique ELUTETM (Bruker, Brême, Allemagne). Cet instrument 

possède la capacité de réaliser des analyses en utilisant le mode PASEFTM (pour Parallel Accumulation 

Serial Fragmentation), permettant d’allier l’usage de la mobilité ionique et une approche DDA afin 

d’acquérir un grand nombre de spectres MS/MS ciblés. La théorie et le fonctionnement du mode 
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PASEF sont décrits en Annexe 15. Les analyses LC sont opérées à l’aide des mêmes paramètres que 

ceux décrits précédemment. Concernant les analyses en mode PASEFTM, les spectres ont été acquis 

sur une gamme de m/z de 60 à 1100 en ionisation négative en utilisant les paramètres de source 

suivants : capillary voltage 3,6 kV, end plate offset 500 V, nebulizer pressure 2.5 Bar, drying gas 6 L.min-

1 et drying temp 220 °C. L’analyse PASEF nécessite l’activation de la cellule de mobilité ionique pour 

laquelle les paramètres suivants ont été utilisés : gamme de mobilité de 0,42 V.s.cm² (1/K0 Start) à 

1,32 V.s.cm² (1/K0 End) avec un ramp time fixé à 100 ms. Enfin la partie DDA du mode PASEF est 

paramétrée comme suit : collision energy : 30 eV, active exclusion : 0.3 min, nombre de scans MS/MS 

PASEF : 10, re-fragmentation du précurseur pour une intensité > 5 fois son intensité précédemment 

mesurée.  

Les données acquises en mode PASEF ont été traitées à l’aide du logiciel MetaboScape® qui permet la 

recherche automatique de la perte de neutre d’intérêt de 129,0426 Da caractéristique des conjugués 

mercapturiques. 

C. Résultats 

C.1. Optimisation et évaluation des performances de la méthode 

C.1.1. Détection et fragmentation en source des mercapturates 

Afin d’assurer une détection optimale des conjugués mercapturiques, les paramètres de transfert des 

ions au sein du spectromètre de masse ont été optimisés. En effet, en raison de la présence d’une 

liaison thioéther fragile, ces composés sont propices à se fragmenter en source, ce qui peut limiter la 

capacité de détection des ions parents. Ainsi, l’optimisation des paramètres a été réalisée dans le but 

Figure 17 Représentation schématique du Synapt-G2-Si (Waters) 
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d’assurer une meilleure détection possible des ions parents en limitant la fragmentation en source. 

Pour cela, l’aire des composés parents mais aussi la valeur du rapport des aires entre ion fragment/ 

ion parent ont été utilisés. La fragmentation en source correspond à une dissociation non-désirée des 

molécules, dans les parties du spectromètre de masse où règne encore une pression élevée, due à la 

collision entre les ions et des molécules de gaz (air résiduel). Ainsi, ce phénomène a essentiellement 

lieu, dans le cas du Synapt G2-Si, au niveau des compartiments StepWave et TriWave (voir Figure 17). 

Afin d’évaluer l’influence des paramètres de transfert des ions au niveau du StepWave et du TriWave 

sur la fragmentation des mercapturates, 3 jeux de paramètres de transferts disponibles en Annexe 3 

ont été testés et comparés. Pour cette étude, deux standards de conjugués mercapturiques ont été 

utilisés, le DHN-MA et NAC-Phe-Cys. Les résultats sont présentés en Figure 18. En abaissant les 

différences de potentiel entre l’entrée et la sortie du TriWave et du StepWave, une augmentation du 

signal correspondant aux ions monoisotopiques [M-H]- des deux standards considérés  a été constatée, 

comme présenté en Figure 18A et C. Une diminution du rapport fragment/parent témoignant d’une 

diminution de la fragmentation en source a également été observée (Figure 18B et D). Les résultats 

des optimisations présentés ont été obtenus à l’aide de solutions à 1 µg.mL-1 mais des résultats 

Figure 18 Comparaison de l’intensité du signal de deux standards de mercapturates en fonction des paramètres de tune. 
(A) Intensité du signal de l’ion parent du NAC-Phe-Cys (B) Ratio entre l’aire du signal de l’ion fragment et de l’ion parent (C) 

Intensité du signal de l’ion parent du DHN-MA (D) Ratio entre l’aire du signal de l’ion fragment et de l’ion parent 
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similaires ont été retrouvés pour d’autres concentrations (100 ng.mL-1 pour le DHN-MA et 10 ng.mL-1 

pour le NAC-Phe-Cys).  

 

C.1.2. Détermination de la dilution de travail 

La détermination de la dilution optimale de l’urine pour l’analyse des conjugués mercapturiques a été 

réalisée en se basant sur deux critères principaux, la dérive analytique lors d’injections répétées et le 

nombre de mercapturates détectés pour chaque dilution testée. L’analyse d’urine en métabolomique 

pas LC-MS est souvent réalisée à l’état pur ou après dilution au ½ ou au ¼ afin de limiter 

l’encrassement de la source et les effets matrice (Chetwynd et al., 2015). Pour des raisons de 

sensibilité, les dilutions au ½ ou au ¼ sont préférées aux dilutions plus importantes afin d’assurer la 

détection des espèces les moins abondantes.   

Pour cette étude, chaque échantillon dilué au ½ au ¼ ou au ⅛, a été injecté en triplicat et le nombre 

de mercapturates détectés ainsi que leur fréquence de détection (i.e. détectés dans un, deux ou les 

trois réplicats) ont été utilisés pour déterminer le choix de la dilution. Les résultats présentés en Figure 

19A témoignent de l’impact de la dilution sur le nombre total de mercapturates potentiels détectés. 

En effet, si des résultats similaires sont observés pour les dilutions ½ (1314 espèces) et ¼ (1354 

espèces) il apparait que le nombre de mercapturates potentiels détectés est bien inférieur avec la 

dilution 1/8 (637 espèces). Bien que moins marquée, cette différence persiste lorsque l’on considère 

uniquement les mercapturates détectés dans chaque triplicat pour une dilution donnée (Figure 19B). 

En effet, 291 mercapturates potentiels sont détectés dans les urines « Dil 1-4 » contre 254 et 223 dans 

les urines « Dil 1-2 » et « Dil 1-8 », respectivement. Ces résultats mettent en avant à la fois une faible 

reproductibilité de la méthode MSE (seulement 22% des espèces détectées sont retrouvées dans 

Figure 19 Nombre de mercapturates potentiels détectés (A) Somme des 
candidats détectés (B) Candidats retrouvés dans chaque triplicat 
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chaque réplicat pour la dilution ¼), mais aussi la performance de la dilution au ¼ qui permet à la fois 

la détection du plus grand nombre de mercapturates potentiels, et surtout du plus grand nombre 

d’espèces dans chaque réplicat. Compte-tenu de ces résultats, il apparait que la dilution de l’urine ¼ 

semble optimale pour la détection des acides mercapturiques pour la suite de nos expériences.  

Afin d’étudier la décroissance du signal due à un possible encrassement de la source d’ionisation, 60 

injections consécutives de chaque dilution ont été réalisées. Un suivi de l’intensité du signal global 

détecté en fonction de l’ordre d’injection a été réalisé afin d’évaluer cette décroissance. Les résultats 

présentés en Figure 20A montrent que, comme attendu, la dérive analytique est d’autant plus faible 

que l’urine est diluée. En effet au bout de 60 injections, le signal global diminue d’environ 15 % pour 

l’urine « Dil 1-8 », tandis que la diminution observée est de 35 et 45 % pour les « Dil 1-4 » et « Dil 1-

8 », respectivement.   

L’objectif de notre développement de méthode étant de réaliser à la fois une analyse non-ciblée du 

métabolome urinaire tout en maximisant la détection des mercapturates, le nombre de variables 

détectées a également été étudié. La dilution « Dil 1-2 » a permis de conserver 8970 variables après 

l’application des filtres tandis que le nombre de variables détectées pour les dilutions « Dil-4 » et « Dil-

8 » est de 6350 et 3077 respectivement.  

L’ensemble de ces résultats montrent que la dilution « Dil 1-4 », malgré un nombre de variables 

détectées inférieur à la dilution « Dil 1-2 », apparait comme un compromis satisfaisant permettant 

une détection optimale des mercapturates en limitant l’encrassement de la source et donc la 

décroissance du signal ce qui, dans le cas de longues séquences analytiques, permet de limiter le 

nombre de séries d’injections et donc de limiter les biais. Enfin, afin d’évaluer la décroissance du signal 

sur une série d’injections plus longue, 200 injections d’urine diluée au ¼ ont été réalisées et une 

décroissance du signal d’environ 50% au bout de 200 injections a été observée, comme présenté en 

Figure 20B.   

Figure 20 Evolution du signal en fonction de la dilution et du nombre d’injection (A) Signal relatif en % par rapport à la valeur 
maximale détectée pour chaque dilution (B) Signal observé pour 200 injections d’urine diluée au ¼ 
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C.1.3. Evaluation de la justesse et sensibilité de l’acquisition MSE 

Une fois la dilution optimale de l’urine déterminée et compte-tenu de la faible répétabilité du mode 

MSE, le nombre de faux positifs (mercapturates potentiels ne présentant pas la perte de 129,0426 Da 

en MS/MS ciblée) a été déterminé. Après injection en triplicat d’échantillons d’urine dilués au ¼ puis 

réconciliation des données XCMS et UNIFI, 42 mercapturates potentiels ont été fragmentés en 

MS/MS. Parmi ces 42 composés, 24 présentaient la perte de neutre caractéristique des 

mercapturates, cette dernière n’ayant pas été observée pour les 18 autres candidats. Ces résultats 

permettent de mettre en avant les limites du traitement de données automatique et de l’attribution 

parent/fragment réalisée par le logiciel UNIFI, car environ 40 % des mercapturates potentiels détectés 

par UNIFI s’avèrent être de faux positifs. L’étape de confirmation par MS/MS ciblée est donc 

nécessaire pour s’assurer de la qualité des données.    

Enfin, l’injection en triplicat d’urine de synthèse surchargée à l’aide de standards de mercapturates à 

différentes concentrations, a permis une évaluation de la sensibilité de la méthode MSE. Les résultats 

présentés dans le Tableau 3 permettent d’établir que la limite de détection pour le DHN-MA se situe 

autour de 1 ng.mL-1 tandis que celle du NAC-Phe-Cys est comprise entre 1 et 4 ng.mL-1. Ces résultats 

mettent en avant que, bien qu’appartenant à la même classe chimique, la réponse et l’efficacité 

d’ionisation diffère en fonction des composés et que l’établissement d’une limite de détection claire 

pour l’ensemble des mercapturates n’est pas possible.  

Tableau 3 Aire du pic mesurée par le logiciel UNIFI pour deux standards de mercapturates à différentes concentrations : 
DHN-MA et Nac-Phe-Cys 

 

DHN-MA NAC-Phe-Cys 

[C] ng.mL 
Gamme 

1 

Gamme 

2 

Gamme 

3 

Gamme 

1 

Gamme 

2 

Gamme 

3 

0.244141 0 0 0 0 0 0 

0.976563 6955 7982 8848 0 0 0 

3.90625 29026 36466 34850 4352 6069 6076 

15.625 104611 160354 146365 14119 24926 23739 

62.5 370066 666443 605384 50534 99059 91518 

250 1109263 1925097 1841763 144108 322615 303329 
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C.2. Annotation des données   

Un des enjeux majeurs en métabolomique réside dans l’annotation des composés détectés, qui reste 

l’une des limites principales dans les approches métabolomiques non ciblées. En particulier pour 

certaines classes de composés, comme les conjugués issus de métabolisation tels que les acides 

mercapturiques, peu de composés sont reportés dans les bases de données publiques telles que 

HMDB (3 entrées pour le terme « mercapturic »). Afin d’augmenter la couverture des mercapturates 

annotés, 2 stratégies ont été mises en place visant à la création d’une base de données de 

mercapturates connus et suspectés. La première, basée sur l’expertise du laboratoire et sur la 

littérature, vise à inclure les mercapturates reportés dans la littérature ainsi que certains suspectés à 

partir de métabolisations également décrites dans la littérature. Par exemple, l’hypothèse est faite 

que les voies de métabolisation qui permettent la formation des différents dérivés mercapturiques du 

4-HNE, du 4-HHE ou du 4-oxo-nonénal, décrites dans la littérature (Alary et al., 1995b; Kuiper et al., 

2008; Winter et al., 1987) pourraient être similaires pour d’autres hydroxy- ou oxo-alcénals et que 

l’ensemble de ces formes peuvent être potentiellement retrouvées sous forme de conjugués 

mercapturiques dans les urines. 

La deuxième stratégie, basée sur la structure des molécules, vise à extraire des bases de données 

publiques tous les aldéhydes présentant un système conjugué et donc une possible réactivité vis-à-vis 

des nucléophiles. Pour cela, une fonctionnalité de l’outil Chemistry Development Kit 

(https://cdk.github.io/) est utilisée « Unique SMARTS matches against a SMILES string ». Cette 

fonctionnalité est basée sur l’utilisation des identifiants SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry 

Specification) qui permettent de décrire la structure d’une molécule à l’aide d’une notation 

symbolique. L’utilisation des identifiants SMARTS, qui correspondent à des SMILES avec un degré de 

liberté sur certains atomes (voir Figure 21), permet de rechercher au sein d’une chaine SMILES la sous-

structure d’intérêt. A l’aide de cette stratégie, présentée en Figure 21, l’ensemble des aldéhydes 

conjugués reportés dans les bases de données PubChem et HMDB ont été ajoutés à la liste des 

Figure 21 Stratégie d’extraction automatique des systèmes aldéhydes conjugués à l’aide d’un identifiant SMARTS (les « A » dans la 
structure correspondent à Any atom) 

https://cdk.github.io/
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potentiels précurseurs de conjugués mercapturiques. Ainsi, grâce à l’utilisation de ces deux approches, 

environ 1000 composés ont été ajoutés à notre base de données des mercapturates. 

C.3. Etude de méthodes de normalisation  

C.3.1. Introduction à l’article 

C.3.1.1. Contexte  

L’urine est un biofluide largement utilisé en métabolomique, notamment en raison du caractère non-

invasif de son prélèvement, de la possibilité de récolter de grandes quantités d’échantillons à différent 

temps, permettant d’étudier des effets sur la durée et d’une préparation d’échantillons simple. En 

revanche, l’un des inconvénients majeurs de l’analyse d’urine, en comparaison aux autres biofluides, 

réside dans la grande variabilité de concentration entre les individus et qui, chez des individus sains, 

est majoritairement due au statut hydrique. Etant donné que la plupart des études métabolomiques 

reposent sur la comparaison de concentration (absolue ou relative) de métabolites entre deux ou 

plusieurs groupes d’individus, de telles variations peuvent conduire à des résultats biaisés et donc à 

de mauvaises interprétations. Malgré ce besoin, une étude de la littérature réalisée sur les 

publications de métabolomique visant à détecter des biomarqueurs urinaires entre 2012 et 2014 a 

montré que près de 50 % des études ne précisaient pas si les données avaient été normalisées (Zhang 

and Watson, 2015). De plus, il existe une grande disparité des techniques de normalisation, basées 

sur des paramètres biologiques ou physico-chimiques tels que le taux de créatinine, le volume d’urine 

sur 24 h, la gravité spécifique, l’osmolalité ou sur des paramètres liés à l’analyse tels que la somme du 

signal global détecté dans chaque échantillon. Bien que plusieurs études aient déjà été menées pour 

comparer l’efficacité de ces différents paramètres (Gagnebin et al., 2017; Rosen Vollmar et al., 2019; 

Vogl et al., 2016) aucun consensus n’a, à ce jour, été établi. 

C.3.1.2. Objectifs de l’étude  

Face à la diversité des techniques de normalisation et au manque de standardisation des pratiques, 

l’objectif principal de cette étude a été de comparer les méthodes les plus couramment utilisées pour 

la normalisation d’échantillons urinaires en métabolomique. L’objectif a également été de comparer 

l’impact d’une normalisation pré-acquisition, à savoir la dilution des échantillons pour uniformiser la 

créatinine ou l’osmolalité, à celui une normalisation post acquisition basée soit sur ces mêmes 

paramètres, soit sur l’application de méthodes de normalisation du signal telles que PQN ou MSTUS 

(Dieterle et al., 2006; Warrack et al., 2009). Enfin, la pertinence de la combinaison de plusieurs 

méthodes de normalisation a également été évaluée. 



Chapitre II : Développement et optimisation de la méthode d’analyse 

99 
 

C.3.1.3. Méthodes 

Pour répondre à l’objectif de l’étude, 40 échantillons d’urine issus de 20 femmes et 20 hommes sains 

ont été sélectionnés au sein d’échantillons de la cohorte BioNutriNet analysés au laboratoire sur un 

autre projet. Les échantillons sont séparés en 3 puis soit dilués au 1/4, soit dilués pour normaliser les 

taux de créatinine ou l’osmolalité. L’ensemble de ces 120 échantillons sont randomisés puis analysés 

en 3 séries analytiques. Afin d’évaluer la performance de ces différentes approches de normalisation, 

les données issues des échantillons non-normalisés sont utilisées comme référence. Les résultats sont 

évalués selon plusieurs critères tels que la capacité des différentes méthodes à (i) réduire la variabilité 

globale du jeu de données, (ii) réduire la variabilité résiduelle et (iii) augmenter la part de variabilité 

biologique d’intérêt expliquée par le modèle, le tout conduisant à une amélioration de la prédictivité 

du modèle OPLS-DA utilisé pour discriminer les deux populations.  
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Abstract 

Introduction: Because of its ease of collection, urine is one of the most commonly used matrices for 

metabolomics studies. However, unlike other biofluids, urine exhibits tremendous variability that can introduce 

confounding inconsistency during result interpretation. Despite many existing techniques to normalize urine 

samples, there is still no consensus on either which method is most appropriate or how to evaluate these 

methods. 

Objectives: To investigate the impact of several methods and combinations of methods conventionally used in 

urine metabolomics on the statistical discrimination of two groups in a simple metabolomics study. 

Methods: We applied 14 different strategies of normalization to forty urine samples analysed by liquid 

chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS). To evaluate the impact of these 

different strategies, we relied on the ability of each method to reduce confounding variability while retaining 

variability of interest, as well as the predictability of statistical models. 

Results: Among all tested normalization methods, osmolality-based normalization gave the best results. 

Moreover, we demonstrated that normalization using a specific dilution prior to the analysis outperformed post-

acquisition normalization. We also demonstrated that the combination of various normalization methods does 

not necessarily improve statistical discrimination. 

Conclusions: This study re-emphasized the importance of normalizing urine samples for metabolomics studies. 

In addition, it appeared that the choice of method had a significant impact on result quality. Consequently, we 

suggest osmolality-based normalization as the best method for normalizing urine samples. 

Trial registration number: NCT03335644 

Keywords: Untargeted metabolomics, Urine analysis, Normalization, Mass spectrometry, Osmolality 
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1. Introduction 

 

Along with other omics approaches, such as transcriptomics and proteomics, metabolomics methods are now 

widely used to probe qualitative and quantitative variations in endogenous metabolites to assess the impact of 

various diseases or environmental conditions on metabolic homeostasis (Jansson et al., 2009; Wikoff et al., 

2009). The study of metabolome modulation constitutes a powerful approach since the metabolome represents 

the most direct link to the phenotype compared to other “omics” (Fiehn, 2002). Nuclear magnetic resonance 

(NMR) and mass spectrometry (MS) are now established as the reference techniques used in metabolomics. 

NMR is known to be more robust than MS but also to give access to a smaller set of metabolites due to a lower 

sensitivity. Considering this lower sensitivity, MS is generally more widely used than NMR for metabolomics 

studies and will be the focus of this article. Among the various matrices analysed in metabolomics, urine is one 

of the most commonly used because of the non-invasive nature of its collection and the quantity of available 

samples. However, in contrast to other biofluids, such as plasma and cerebrospinal fluid, urine is far less 

regulated and can exhibit up to 14-fold variation in total metabolite concentrations (Warrack et al., 2009). 

Focusing on urine, numerous normalization strategies have emerged to mitigate the variations that are mainly 

attributable to non-relevant parameters such as hydration level, which can bias conclusions based on changes 

in metabolite concentration and introduces confounding factors. 

Several normalization techniques based on various factors have been proposed for normalizing metabolomics 

data. Among them, as proposed by Edmands et al. (Edmands et al., 2014) and more recently by Gagnebin et al. 

(Gagnebin et al., 2017), two different approaches can be distinguished, namely, pre-analysis normalization often 

based on a biological parameter such as creatinine, specific gravity, and osmolality (Chen et al., 2013; Vogl et al., 

2016; Warrack et al., 2009), and post-acquisition curative normalization. The creatinine concentration is one of 

the most commonly used reference factors because the urinary creatinine level is supposed to reflect the overall 

concentration of metabolites (Ryan et al., 2011). Indeed, creatinine excretion levels are assumed to remain 

constant within and across individuals since they are linked to muscle degradation and glomerular filtration 

(Waikar et al., 2010). However, its use as a normalization factor is currently under debate since factors such as 

diet, muscle mass, age, physical activity and menstrual cycle can affect creatinine levels (Cross et al., 2011; 

Davison and Noble, 1981; Décombaz et al., 1979; James et al., 1988; Skinner et al., 1996). The urine volume 

excreted during 24 h is also used as a normalization factor for metabolomics studies (Godzien et al., 2011) (Shih 

et al., 2019), but this parameter is not always accessible, especially in the case of human samples. Osmolality, 

which is considered one of the most reliable methods for evaluating overall urine metabolite concentration 

(Chadha et al., 2001), can also be used as a normalization factor in metabolomics (Yamamoto et al., 2019). The 

advantage of measuring osmolality is that it is only influenced by the number of particles and chemical entities 

dissolved in urine, thus better reflecting the overall urine metabolite concentration than creatinine level or total 

urine volume. However, osmolality measurement requires specific equipment. Directly linked to osmolality and 

more easily routinely measurable, specific gravity is also used to estimate urine metabolite concentrations in 

metabolomics studies (Edmands et al., 2014). However, this parameter, representing the ratio between the mass 
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of a given volume of urine and the mass of the same volume of water, less faithfully reflects the solute 

concentration, is more prone to measurement errors due to the presence of large molecules (Chadha et al., 

2001; Cook et al., 2020; Voinescu et al., 2002) and requires larger sample volumes. Other data, such as the total 

NMR signal, can also be used to estimate the overall urine metabolite concentration. It should be noted that all 

these parameters can be used pre-analysis by applying specific dilutions or post acquisition by dividing the signal 

of detected metabolites. As reviewed by Wu and Li (Wu and Li, 2016), sample normalization methods in 

metabolomics are diverse and vary from one study to another, as well as the conclusion of studies evaluating 

the performance of normalization methods. In their study, Vogl et al. concluded that creatinine was the most 

efficient normalization method, even over osmolality (Vogl et al., 2016), while more recently, Rosen Vollmar et 

al. and Burton et al. determined that specific gravity was more reliable than creatinine (Burton et al., 2014; 

Rosen Vollmar et al., 2019), and others found better results with osmolality normalization (Chetwynd et al., 

2016; Gagnebin et al., 2017). 

In line with the diversity of pre-analytical normalization techniques, the post-analytical panel of approaches is 

also very diverse. Some of the most employed post-acquisition normalization methods, such as total ion current 

(TIC) normalization, MS total useful signal (MSTUS) (Warrack et al., 2009) or probabilistic quotient normalization 

(PQN) (Dieterle et al., 2006), are based on a ratio between each feature and a given spectral reference. With TIC 

normalization, each feature intensity is divided by the sum of all feature intensities in the sample of interest. As 

TIC normalization is sensitive to orphan features and xenobiotics, Warrack et al. (Warrack et al., 2009) proposed 

MSTUS normalization based on a normalization factor calculated from features common to all samples. This 

technique assumes that the number of decreasing and increasing metabolites is relatively equivalent across the 

samples, although this condition is not always met in all studies (Jacob et al., 2014). Initially, proposed to 

normalize NMR metabolomics data, the PQN method was also used to normalize MS metabolomics data. This 

method is based on the calculation of a dilution coefficient in relation to a reference spectrum, such as the 

median of quality control (QC) samples. In addition to these normalization methods, which aim to correct 

concentration differences, other algorithms such as LOESS (Dunn et al., 2011) have been used to correct 

analytical drift, which is of particular importance in MS-based metabolomics. In the face of this diversity, some 

tools, such as NormalizeMets (De Livera et al., 2018) or Normalyzer (Chawade et al., 2014), have been developed 

to evaluate the performance of various normalization methods for metabolomics data. Despite these tools, 

there is at present no consensus on the use of normalization methods in metabolomics or on how to evaluate 

their performances. 

 

Here, we propose to evaluate the performance of several of the most employed metabolomics data 

normalization methods on the basis of a simple metabolomics study carried out by liquid chromatography mass 

spectrometry (LC-MS) on urine samples. As the conclusions of the literature remain unclear, it is still necessary 

to conduct multiple studies evaluating normalization methods to draw general conclusions. A cohort of forty 

individuals free of pathological conditions (that could bias normalization based on biological factors such as 

creatinine or osmolality) was chosen to perform this study. Considering this particular design relying on subjects 
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from the general population, we suggest that extrapolation of our study results could be more generally 

applicable than those obtained from studies comparing a control population to a diseased population that may 

bias normalization. The impact of specific dilutions of samples to normalize either creatinine or osmolality was 

studied and compared with post-acquisition normalization using these parameters, as well as the PQN and 

MSTUS mathematical normalization methods. A total of 14 normalization strategies were tested and compared. 

The comparison was based on several complementary criteria, including intra-group variance and residual 

variability reduction, percentage of explained biological variability of interest, and finally predictive capacity of 

statistical models. 

 

2.  Materials and methods 

 

2.1 Chemicals 

All solvents were purchased from Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) and were of LC-MS 

grade. 

 

2.2 Sample Preparation 

Urine samples were collected from forty healthy individuals (20 women and 20 men) from the NutriNet-Santé 

study, an ongoing web-based observational prospective study launched in France in 2009 (Hercberg et al., 2010) 

and including adult volunteers. The NutriNet-Santé study was conducted according to the Declaration of Helsinki 

guidelines and was approved by the Institutional Review Board of the French Institute for Health and Medical 

Research (IRB Inserm n°0000388FWA00005831) and the “Commission Nationale de l’Informatique et des 

Libertés” (CNILn°908450/n°909216). Clinicaltrials.govnumber: NCT03335644. At the clinical visit, urine sample 

collection was performed using vessels allowing for closed-circuit urine transfer from the vessel to a Vacutainer® 

tube. Urine samples were collected either in autumn/winter (n=23) or spring/summer (n=17) from 2011 to 2014. 

The Vacutainer® tubes containing the spot urine samples were kept at +4 °C before and during transportation 

to the central laboratory. After splitting into aliquots, urine samples were stored at −80 °C for further analyses. 

Samples were divided into three parts and were prepared as follows: the first part of the samples was diluted 

1:3 (v/v) in LC mobile phase A (95:5 water/methanol + 0.1% acetic acid). The second part of the samples was 

diluted to standardize creatinine concentration based on the smallest value, determined by 1H NMR according 

to a method adapted from Bouatra et al. (Bouatra et al., 2013), and then diluted 1:3 (v/v) in mobile phase A. The 

third part was specifically diluted to standardize osmolality levels based on the smallest value, determined using 

a freezing point osmometer (Loeser Messtechnik, Berlin, Germany) and then diluted 1:3 (v/v) in mobile phase 

A. After dilution, all samples were vortexed and centrifuged at 9500 g for 5 min. The supernatant was collected 
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and transferred into vials to be directly analysed by UHPLC-MS. QC samples were prepared by pooling equivalent 

volumes of all samples. QCs were diluted to obtain dQC samples. 

 

2.3 Instrumentation 

LC-MS analyses were performed using an ultra-performance liquid chromatography (UPLC) instrument 

(ACQUITY, Waters, Manchester, UK) coupled to a quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Q-ToF Synapt 

G2-Si, Waters, Manchester, UK) as previously described (Jamin et al., 2020). A volume of 10 µL was injected into 

a Hypersil Gold C18 (1.9 μm, 100 mm × 2.1 mm) analytical column (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) at 

a flow rate of 0.3 mL/min and maintained at 40 °C. A linear gradient programme was set up with mobile phase 

A: 95% H2O/5% methanol/0.1% acetic acid, and mobile phase B: 100% methanol/0.1% acetic acid. The initial 

conditions were 100% A, followed by a linear gradient from 0 to 100% B in 30 min. These conditions were held 

for 4 min prior to switching in 1 min to the starting conditions that were held for 5 min to equilibrate the column. 

Samples were analysed in three analytical batches, and QC samples were injected at the beginning of each batch 

and then every six samples to evaluate analytical drift.   

Full MS acquisitions were achieved with electrospray ionization in negative mode as follows: capillary voltage, 

0.5 kV; sampling cone voltage, 30 V; source temperature, 120 °C; desolvation temperature, 550 °C; cone gas (N2) 

flow rate, 30 L/h; and desolvation gas (N2) flow rate, 600 L/h. Data were acquired from mass-to-charge ratios 

(m/z) of 50 to 800. Internal mass calibration was performed by injecting leucine enkephalin at 1 ng/mL at a flow 

rate of 10 µL/min. Data were acquired by operating the Synapt spectrometer in sensitivity mode and using 

dynamic range extension (DRE) to enhance both the sensitivity and dynamic range. 

 

2.4 Data processing 

Metabolomics data are complex, and there are multiple sources of variability, so it is sometimes difficult to 

isolate variability due to biological factors of interest. For this reason, it is necessary to define and identify the 

different sources of variability to apply appropriate filters and decrease some unwanted variabilities. It is 

therefore mandatory to distinguish between variability linked to the biological factor studied, which is called 

biological variability of interest, and variability not linked to the biological factor. The latter can be divided into 

several factors, such as technical variability, confounding biological variability and residual variability. Technical 

variability can, for instance, originate from sample preparation or analytical drift. Confounding biological 

variability is related to a known biological factor other than the factor of interest (e.g., biofluid concentration, 

BMI, etc.). Finally, residual variability corresponds to the remaining variability not explained by these previous 

factors. Full-HRMS data were processed using XCMS 3.0 with the collaborative environment 

Workflow4Metabolomics (W4M) dedicated to the processing of metabolomics data (Giacomoni et al., 2015). 

Extraction of data from full scan spectra was carried out using the centwave algorithm (ppm = 10, peak width = 

(5,40), sntresh = 10, noise = 10000, bw =10, mzwid = 0.01). Data were then filtered using a ratio of the average 
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signal in QCs over the average signal in blanks with a threshold of 3. We also eliminated all features displaying a 

correlation coefficient with dQC samples lower than 0.6. LOESS regression was applied based on QC samples to 

correct intra- and inter-batch drift. At the end, only common features displaying an RSD lower than 30% in QC 

samples were retained. PQN and MSTUS normalization were performed using the W4M environment. For PQN 

normalization, the median of the QCs was chosen as a reference. 

 

2.5 Tested normalization strategies 

The combination of pre- and post-acquisition normalizations led to the test of fourteen strategies of 

normalization presented in Table 1. 

 

2.6 Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using Simca-P 14.0 software (Umetrics, Umea, Sweden) and MATLAB 2017b 

(The MathWorks, Inc.). All data were log transformed and Pareto scaled prior to principal component analysis 

(PCA) and orthogonal partial least square discriminant analysis (OPLS-DA). Log transformation was applied to 

reduce heteroscedasticity (Li et al., 2016) and Pareto to reduce the differences in intensity between features 

without increasing the analytical noise too much (Yang et al., 2015). PCA models were assessed using the 

explained variance parameter (R²), and the number of principal components was chosen based on a scree plot 

(Cattell, 1966). Predictive capacity (Q²) and permutation tests were used to check the validity and robustness of 

the O-PLS-DA models. Q², whose values are between 0 and 1, corresponds to the fraction of the total variation 

of the biological factor of interest that can be predicted by the O-PLS-DA model. The permutation test assesses 

whether the specific classification of individuals in the two designated groups is significantly better than any 

other random classification in two arbitrary groups (Westerhuis et al., 2008). A model is considered robust when 

it displays a Q2 intercept < 0.05 (Lapins et al., 2008). When the optimal number of orthogonal components was 

higher than 1, the orthogonal component was manually added as long as the percentage of explained variance 

by this component was higher than 5%. The numbers of predictive and orthogonal components included in the 

OPLSDA models are displayed in Supplementary Material S.2. Seven-fold cross-validation was used to estimate 

the predictive ability of the adjusted model (Q²). However, O-PLS-DA cannot separate variability corresponding 

to the different factors of the experimental design (sex and normalization in this study). To reach this, analysis 

of variance multiblock orthogonal partial least squares (AMOPLS) (Boccard and Rudaz, 2016) was applied to 

assess the percentage of explained variance associated with each factor of the experimental design. This method 

works in two steps. In the first step, total variability is split according to the factors (normalization, sex and 

interaction, in this study). The significance of each effect is tested based on the permutation test (Vis et al., 

2007). Then, multiblock OPLS was used to fit a multivariate model based on submatrices obtained from ANOVA 

decomposition. 

 



Chapitre II : Développement et optimisation de la méthode d’analyse 

107 
 

3. Results and discussion 

The objective of this work was to evaluate the performance of several of the most employed normalization 

methods for urine metabolomics. Urine samples from forty male and female individuals were analysed by UPLC-

MS with or without normalization by specific dilution prior to acquisition. Data obtained from samples without 

pre-acquisition dilution were used to evaluate the impact of pre- and post-acquisition normalization. The 

evaluation of the performance of these different strategies was carried out based on the predictive ability of the 

generated statistical models, as well as the percentage of variance that could be attributed to the biological 

factor of interest, i.e., sex, in this study. Since metabolomics aims to highlight quantitative or qualitative 

differences in metabolite levels as a function of a biological factor, an ideal normalization method would reduce 

the variability not linked to the factor of interest while retaining the maximum amount of information related 

to the studied condition. 

 

3.1 Urine exhibits a large concentration distribution 

Creatinine concentrations and osmolality were measured to estimate the overall sample concentration, allowing 

for the calculation of individual dilution factors to normalize either creatinine concentrations or osmolality 

levels. A large distribution of concentration levels was observed, ranging from 1.67 to 20.27 mol.L-1 for creatinine 

and from 217 to 1236 mOsmol for osmolality (Supplementary S.1). Surprisingly, a significant difference was 

observed (Wilcoxon paired test, significance threshold 0.05) between calculated dilution factors from creatinine 

and osmolality, as shown in Fig. 22A. Dilution factors ranged from 1 to 12 for creatinine and from 1 to 5.7 for 

osmolality. Despite this disparity, a good correlation (r = 0.87) was observed between the dilution factors 

calculated from the two parameters, as presented in Fig. 22B, indicating that both of these estimators are 

suitable to evaluate the overall metabolite concentration in urine. Because creatinine normalized samples are 

more diluted, the number of values missing before the FillPeaks step in the XCMS process was studied. No major 

differences were found between the three conditions, even a slight decrease in the number of missing values 

was observed with creatinine-normalized samples (data not shown).  

To ensure that urine normalization based on these two parameters would not introduce bias in the 

discrimination of the two population groups, univariate statistical analyses (Mann-Whitney test, significance 

threshold 0.05) were performed on creatinine and osmolality levels, and no significant differences between men 

and women were observed for either of these parameters (data not shown). These results underlined the large 

concentration distribution in urine sample metabolite concentrations. 

 

3.2 Normalization decreases overall variability 

As shown in part 3.1, osmolality levels and creatinine concentrations exhibit large variations that were possibly 

responsible for a large part of the sample set variability. Dilution according to creatinine and osmolality levels 
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aimed to normalize the dataset and reduce the variability linked to overall urinary concentration.   

To assess the impact of normalization methods on the overall variability, which corresponds to both biological 

variability and variability not linked to the factor of interest, PCA was first performed on log-transformed data. 

This allowed for the comparison of the non-normalized dataset to the pre- and post-acquisition normalized 

datasets using both creatinine and osmolality-based normalization. A total of 4758 out of the 17366 initially 

detected features were kept after the filtration process and subjected to PCA. The variance in the coordinates 

of individuals in each dataset on the first two components was calculated to assess the impact of normalization 

on data dispersion. As displayed in Fig. 23 A, samples diluted according to osmolality levels (red triangles) exhibit 

less dispersion on the PCA plot than samples adjusted according to creatinine concentration (green circles) or 

non-normalized samples (blue squares). This observation was confirmed by calculating the variance of 

individuals in each dataset where osmolality normalization showed a strong decrease in overall variance (var = 

257.9) compared to creatinine normalization (var = 375.2) or the non-normalized dataset (var = 422.32).   

Post-acquisition normalization achieved by dividing the signal intensity of each feature for a given sample by the 

calculated dilution factor was also assessed. The latter approach is less constrained since post-acquisition 

normalization avoids pre-acquisition sample dilution by a pre-determined factor, which can be tedious, 

especially with large sample cohorts. For the pre-acquisition normalized samples, PCA was performed from the 

non-normalized dataset and the dataset normalized by dilution factors calculated either from creatinine or 

osmolality levels. As presented in Fig. 23 B, when compared to the non-normalized dataset (var = 524.5), 

variances in the coordinates of individuals showed a decrease in overall variability when normalization was 

performed on osmolality (var = 329.4) levels but not with creatinine-based normalization (var = 582.6).  

These results suggest that regardless of the strategy employed, osmolality-based normalization leads to a lower 

overall variability than the other normalization methods. PCA combining all datasets was performed to 

determine which of the pre-acquisition or post-acquisition strategies led to the greatest reduction in overall 

variability. The variance in coordinates was 239.2 for diluted samples and 329.4 for post-acquisition normalized 

samples (data not shown), suggesting that post-acquisition normalization is less efficient than pre-acquisition 

normalization for decreasing global variability. This can be tentatively explained by the fact that major 

differences in urine concentration induce strong differences in matrix effects, which can lead to ion suppression 

in MS analyses and thus to an increase in signal variability. Therefore, using a specific dilution to standardize 

urine concentration prior to mass spectrometric analysis could decrease the differences in matrix effects linked 

to urine concentration. 

 

3.3 Normalization improves statistical discrimination 

Most metabolomics studies are based on the comparison of relative metabolite abundances between two or 

more groups. As a consequence, decreasing variability not linked to the biological factor by applying 

normalization techniques would result in an increase in the statistical discrimination of groups. In this study, to 

assess the effect of various normalization methods, we relied on the statistical power of supervised OPLS-DA 
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models to discriminate two groups composed of 20 men or 20 women.   

Fourteen normalization strategies were tested and compared with the non-normalized dataset chosen as the 

reference. The results displayed in Fig. 24 show that statistical models built with the pre-acquisition normalized 

dataset led to better results than those built with the non-normalized dataset (grey line), especially for 

osmolality normalization in terms of the predictive ability of the model (Q² = 0.52). Q² values for all models are 

displayed in Supplementary S.2 

These results are in accordance with the decrease in overall variability observed in Fig. 23, suggesting that pre-

acquisition normalization reduced variability not linked to the biological factor of interest while retaining 

biological information, according to Fig. 24. On the other hand, pre-acquisition normalization according to 

creatinine concentration only led to a slight improvement in statistical segregation (Q² = 0.42) compared to the 

non-normalized dataset (Q² = 0.35). Interestingly, when normalization was performed on osmolality or 

creatinine levels after data acquisition, no improvement was observed for fitted OPLS-DA models, although a 

reduction in overall variability was observed, especially for osmolality normalization. 

We further tested whether post-acquisition methods such as PQN (Dieterle et al., 2006) or MSTUS (Warrack et 

al., 2009) could supplant pre-acquisition normalization for improving statistical discrimination. We observed that 

PQN led to similar results (Q² = 0.33) as MSTUS (Q² = 0.33), explained by the fact that we kept only features that 

were common to all samples during the data filtration. Indeed, the first step of the PQN normalization consisted 

of a TIC normalization before performing a normalization with respect to a reference sample (i.e., the median 

of QCs samples in this case). As all the features of the dataset were shared between all the samples, MSTUS 

normalization corresponded here to TIC normalization. Thus, in this particular case, the only difference between 

PQN and MSTUS normalization was the division by a constant determined by the median of the QC samples and 

thus led to the same results. By comparing the results obtained with mathematical post-acquisition methods to 

those obtained with pre-acquisition normalization, post-acquisition methods were found to be less efficient than 

specific dilutions. Finally, the combination of both biological- and mathematical-based normalization was 

investigated. No statistical improvement was observed when applying this combination (Q² = 0.33). Surprisingly, 

when combining two post-acquisition methods, the results were identical. Indeed, this combination consists of 

dividing a feature by its calculated dilution factor and then by the sum of features itself divided by the same 

dilution constant. In total, this nullifies the post-acquisition normalization based on the dilution factor. However, 

when pre- and post-acquisition methods were combined, no statistical improvement was observed, suggesting 

that part of the biological variability associated with sex was removed by this sequential process. Indeed, the 

statistical model performed with the Pre-acq osmo dataset led to better predictivity (Q² = 0.52) than the models 

resulting from the combination of Pre-acq osmo with MSTUS (Q² = 0.46) or with PQN (Q² = 0.46). The same 

results were obtained for the creatinine normalized dataset.  

Taken together, these results showed that the applied normalization method can act on the predictability of a 

statistical model. In total, 6 out of the 14 tested normalizations led to an increase in the discrimination power of 

the adjusted models, and notable differences were observed between normalization strategies. Normalization 

by specific dilution according to osmolality levels outperformed other methods. Interestingly, no improvement 
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(and even a decrease in predictability) was obtained when applying this method in combination with PQN or 

MSTUS. 

      

3.4 Pre-acquisition normalization reduces residual variability 

To further investigate the link between the overall decrease in variability and the statistical power improvement, 

the ability of these various normalization strategies to reduce residual variability while keeping biological 

information was investigated by splitting the total variance into parts corresponding to the different factors 

based on AMOPLS.  

As presented in Fig. 25 A, the percentage of variability associated with sex ranged from 2.9 to 3.6% depending 

on the applied normalization method. In line with previous findings, normalization by specific dilution based on 

osmolality levels corresponded to the higher percentage of variability by explained sex with 3.6% variability. 

Post-acquisition normalization based on osmolality or creatinine levels did not lead to such an improvement, 

although the percentage of variability explained by sex was higher than that in the reference dataset. 

Interestingly, no difference was observed when applying post-acquisition methods such as PQN or MSTUS 

compared to the non-normalized dataset. This is also in accordance with our previous results and suggests that 

over-normalization can reduce variability with a negative impact on the discrimination power. Despite the slight 

improvement in the percentage of variability linked to sex, it is noteworthy that sex was only a significant factor 

(p=0.04, 500 permutations) when pre-acquisition osmolality normalization is performed, in contrast to other 

tested normalizations. Residual variability, which corresponds to unexplained variance, can mask variability 

linked to sex. An ideal method would reduce residual variability while increasing the percentage of variance 

explained by the biological factor of interest. As illustrated in Fig. 25 B, residual variability was also affected by 

normalization. The lowest residual variability was associated with the pre-acquisition normalization based on 

osmolality levels with 75% residual variability, while it was between 75 and 76.5% for other normalizations. 

Here, again, the combination of methods with MSTUS or PQN or the use of PQN or MSTUS alone did not lead to 

a greater reduction in residual variability. 

These findings are in accordance with previous observations, showing that the statistical improvement observed 

in section 3.3 for pre-acquisition osmolality-based dilution is linked to a decrease in residual variability and an 

increase in the percentage of variance associated with the biological effect. 

 

 

4. Conclusion 

Normalization of data is often a pre-requisite for obtaining unbiased results in statistical analyses. When applied 

to metabolomics data, normalization is especially important for matrices such as urine, which are highly variable. 

Fourteen normalization strategies often used in metabolomics were compared to determine the most suitable 

normalization for urine metabolomics, considering their performance for overall variability reduction, 
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enhancement of statistical power and unwanted variability reduction. Our results showed that the normalization 

method using urine-specific dilution according to osmolality levels gave the best results. Surprisingly, the 

combination of this method with PQN or MSTUS did not improve our assessment criteria and even led to a 

decrease in statistical discrimination, likely due to over-normalization, which could partially suppress the 

variability of interest. This shows that the combination of normalization methods could decrease statistical 

power and should not be systematically applied. Moreover, not all fourteen tested methods led to improved 

performances compared to the non-normalized dataset, reinforcing the recommendation to apply a suitable 

normalization strategy for untargeted urine metabolomics studies. 
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Table.1 Description of the fourteen normalization techniques assessed in this work 

Name Definition 

Pre-acq osmo Specific dilution applied prior to the analysis according to osmolality levels 

Pre-acq creat Specific dilution applied prior to the analysis according to creatinine cocentration 

Post-acq osmo 
Signal of each feature of a given sample divided by its calculated dilution factor according to 

osmolality level 

Post-acq creat 
Signal of each feature of a given sample divided by its calculated dilution factor according to 

creatinine concentration 

PQN PQN normalization 

MSTUS MSTUS normalization 

Pre-acq osmo + PQN Combination of pre-acq osmo and PQN 

Pre-acq osmo + MSTUS Combination of pre-acq osmo and MSTUS 

Post-acq osmo + PQN Combination of post-acq osmo and PQN 

Post-acq osmo + MSTUS Combination of post-acq osmo and MSTUS 

Pre-acq creat + PQN Combination of pre-acq creat and PQN 

Pre-acq creat + MSTUS Combination of pre-acq creat and MSTUS 

Post-acq creat + PQN Combination of post-acq creat and PQN 
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Fig. 22 Concentration variations in urine samples. (A) Dilution factors calculated for both creatinine and 
osmolality. (B) Correlation of dilution factors calculated according to creatinine levels and osmolality levels 
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Fig. 23 Two-dimensional PCA score plot of HR-MS spectra of urine samples. Each symbol represents an individual 

data point projected onto the first (horizontal axis) and second (vertical axis) PCA components. Normalization 

methods are shown in different colours: creatinine in green dots (n=40), none in blue squares (n=40), and 

osmolality in red triangles (n=40). The black ellipse determines the 95% confidence interval, which was drawn 

using Hotelling's T2 statistic. (A) Preacquisition normalization: A = 2, R2 = 20%. (B) Post-acquisition normalization: 

A = 2, R2 = 24% 
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Fig. 24 Radar chart of Q² of OPLS-DA models generated for all tested normalization strategies (blue line) 
compared to Q² of OPLS-DA generated from non-normalized model (grey line). For detailed values of Q², see 
Supplementary S.2 
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Fig. 25 Percentage of (A) variability explained by sex. (B) Residual variability determined by AMOPLS for all 
tested normalizations. The red bar represents the results from data normalized prior to the acquisition based 

on osmolality levels 
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Supplementary Material.1 Samples characteristics  

Sample 
Name 

sexe age BMI Osmolality 
(mosmol) 

Creatinine (mmol.L-
1) 

BOX2-27 H 47 27,72 238 1,79 

BOX2-91 H 50 21,06 371 2,06 

BOX2-8 H 71 28,96 236 2,89 

BOX1-10 H 67 28,94 255 2,77 

BOX2-85 H 49 25,19 256 6,06 

BOX2-34 H 56 22,30 1236 20,27 

BOX2-55 H 62 22,66 982 13,36 

BOX2-81 H 59 23,83 914 13,88 

BOX2-77 H 56 24,66 861 10,82 

BOX2-51 H 68 27,07 446 6,45 

BOX2-2 H 45 25,19 564 6,26 

BOX2-21 H 65 22,31 531 6,62 

BOX2-18 H 37 25,01 548 5,37 

BOX2-10 H 56 26,91 1097 18,97 

BOX2-60 H 71 27,75 754 11,67 

BOX2-36 H 71 33,58 260 2,66 

BOX2-43 H 70 23,15 842 18,97 

BOX2-56 H 60 24,41 635 8,32 

BOX2-25 H 61 24,34 994 13,50 

BOX2-35 H 53 19,95 698 7,90 

BOX2-38 F 53 17,82 217 1,67 

BOX2-52 F 51 20,89 320 1,70 

BOX2-4 F 68 26,62 346 2,00 

BOX2-40 F 54 22,76 442 3,33 

BOX2-53 F 63 24,06 493 4,62 

BOX2-44 F 54 23,53 459 13,51 

BOX2-42 F 70 20,43 478 9,26 

BOX2-5 F 57 20,08 492 4,50 

BOX2-32 F 32 21,11 418 3,20 

BOX2-31 F 64 21,99 392 4,47 

BOX1-4 F 63 24,23 912 12,32 

BOX2-39 F 41 23,30 509 4,90 

BOX2-19 F 73 24,22 377 3,07 

BOX2-33 F 66 22,44 1037 14,70 

BOX1-6 F 74 27,14 768 5,90 

BOX2-14 F 47 19,54 921 19,27 

BOX1-1 F 54 21,63 684 12,66 

BOX2-50 F 48 32,39 750 16,02 

BOX2-69 F 53 24,39 486 2,31 

BOX2-59 F 61 20,60 686 11,23 
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Supplementary Material.2  Q² values of OPLS-DA models generated depending on tested 

normalization 

 

  

OPLS-DA 
Permutation 

test (intercept 
value) 

Tested Normalization 
Number of 

latent 
variables 

% of 
ortogonal 
variation 
removed 

Cross validated Q² OPLS-DA R² Q² 

Pre-acq osmo 1+2 15.4 0.518 0.983 -0.119 

Pre-acq creat 1+2 13.1 0.421 0.987 -0.11 

Post-acq osmo 1+1 8.0 0.347 0.929 -0.152 

Post-acq creat 1+2 21.4 0.334 0.968 -0.137 

PQN 1+2 14.9 0.336 0.985 -0.068 

MSTUS 1+2 14.9 0.336 0.984 -0.082 

Pre-acq osmo + PQN 1+2 15.1 0.457 0.984 -0.105 

Pre-acq osmo + MSTUS 1+2 15.1 0.457 0.985 -0.107 

Post-acq osmo + PQN 1+2 14.9 0.336 0.984 -0.076 

Post-acq osmo + MSTUS 1+2 14.9 0.336 0.984 -0.085 

Pre-acq creat + PQN 1+2 14.5 0.415 0.987 -0.088 

Pre-acq creat + MSTUS 1+2 14.5 0.415 0.987 -0.119 

Post-acq creat + PQN 1+2 14.9 0.336 0.984 -0.088 

Post-acq creat + MSTUS 1+2 14.9 0.336 0.984 -0.958 
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C.3.2. Principaux résultats et conclusions de l’article 

Cette étude a permis de souligner la grande variabilité interindividuelle en matière de concentration 

urinaire. En effet, en considérant la créatinine comme marqueur de concentration, un facteur 12 a été 

retrouvé entre l’échantillon le moins concentré et celui le plus concentré, tandis que ce facteur était 

de 6 en considérant l’osmolalité. Les données sur la variabilité globale, déterminée à partir de la 

dispersion des coordonnées des individus en ACP, ont montré que la normalisation pré-acquisition 

basée sur l’osmolalité permettait de réduire au maximum cette dispersion. Bien que, dans l’étude, la 

variance ait été calculée seulement sur les deux premières composantes, les mêmes tendances ont été 

retrouvées pour la variance des coordonnées sur l’ensemble des composantes. En plus de la réduction 

de la variabilité globale, la normalisation pré-acquisition sur l’osmolalité a montré la plus grande 

réduction de la variabilité résiduelle tout en maximisant la variabilité biologique d’intérêt. Finalement, 

l’ensemble de ces résultats a conduit à une meilleure discrimination statistique des deux groupes 

expérimentaux (hommes et femmes) lorsque les échantillons étaient normalisés sur l’osmolalité avant 

analyse. Il est également à noter que les combinaisons de plusieurs méthodes de normalisation n’ont 

pas conduit à de meilleurs résultats, probablement en raison de la suppression d’une partie de la 

variabilité d’intérêt. Cependant, même si les gains en matière de réduction de variabilité résiduelle et 

de pourcentage de variance expliquée par le facteur biologique d’intérêt semblent ténus, il est 

intéressant de constater que la normalisation sur l’osmolalité a conduit aux meilleurs résultats pour 

l’ensemble des critères d’évaluation. En conclusion, cette étude a de nouveau démontré l’importance 

de normaliser les échantillons urinaires et a également pointé l’importance du choix d’une méthode 

de normalisation appropriée. Les résultats obtenus suggèrent qu’une normalisation réalisée avant 

l’acquisition afin d’uniformiser l’osmolalité constitue la méthode de normalisation la plus performante 

pour des études de métabolomique non-ciblée. 
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C.4. Optimisations supplémentaires mode MSE 

Lors de l’analyse des échantillons de la cohorte NutriNet-Santé, dont les résultats sont présentés dans 

le Chapitre III : Etude de l’impact de la consommation de viande rouge et de charcuterie, un nombre 

restreint de mercapturates ont été détectés avec les paramètres de traitement de données 

précédemment décrits. Ainsi, pour optimiser la détection des mercapturates par le logiciel UNIFI, un 

total de 6 méthodes (disponibles en Annexe 4) ont été comparées pour déterminer la combinaison de 

paramètres permettant la détection du plus grand nombre de mercapturates. La Figure 26 montre le 

nombre de mercapturates détectés en fonction de la méthode utilisée, ainsi que la fréquence de 

détection de ces espèces au sein de l’un des QC de groupe réalisés dans cette étude, le groupe des 

« gros-consommateurs ».  

Figure 26 Fréquence de détection et nombre de mercapturates potentiels détectés au sein du groupe 
des gros consommateurs de viande rouge et de charcuterie en fonction de la méthode de traitement des 

données utilisée 
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Il apparait que le jeu de paramètres correspondant à la Méthode 4 permet la détection du plus grand 

nombre d’espèces au total mais aussi le plus grand nombre d’espèces détectées dans chaque réplicat. 

Cette augmentation du nombre d’espèces détectées s’explique par l’abaissement du seuil d’intensité 

pour considérer les pics dans le scan « high-energy ». Bien que la diminution de ce seuil puisse conduire 

à un plus grand nombre de faux positifs, la méthode 4 sera conservée car permettant la détection du 

plus grand nombre de composés. Il est à noter que des résultats identiques sont observés pour les 

deux autres pools analysés. Afin de vérifier la justesse de la méthode, l’ensemble des candidats 

retrouvés dans chaque réplicat a été fragmenté en MS/MS ciblée. La Figure 27A illustre le 

recouvrement de la détection des mercapturates entre les différents pools. Au total, sur 147 espèces 

fragmentées, 56 mercapturates sont validés, ce qui correspond à un taux de faux positif de 62 %. Sur 

ces 56 mercapturates, 47 ont pu être retrouvés dans le jeu de données XCMS obtenu à partir de 

l’analyse en LC-HRMS de ces échantillons.   

Afin de déterminer si les candidats détectés dans un seul des 6 réplicats sont effectivement des faux 

positifs, la même approche a été adoptée. La Figure 27B illustre le recouvrement entre les 3 groupes 

pour les espèces détectées une fois. Face au nombre important de mercapturates potentiels (1964 

espèces uniques), seules les 33 espèces communes aux 3 groupes et 110 candidats sélectionnés 

aléatoirement ont été fragmentés en MS/MS. Finalement, 3 espèces sur les 143 présentaient la perte 

de neutre caractéristique des mercapturates, ce qui correspond à un taux de faux positif de 98 %, ce 

qui montre bien la nécessité de réaliser ce type d’expérience et de conserver un regard critique sur les 

données avant de valider les propositions des logiciels de traitement des données.  

Figure 27 Recouvrement des mercapturates potentiels détectés entre chaque groupe pour (A) les 
mercapturates détectés au sein de chaque réplicat (B) les espèces détectées dans un seul des 6 réplicats. Le 

disque bleu correspond au groupe des gros consommateurs, le vert à celui des non-consommateurs et le rouge 
aux individus sélectionnés au hasard 
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C.5. Comparaison MSE avec une méthode fast-DDA (PASEF) 

L’objectif des travaux présentés dans cette partie est de comparer la méthode DIA utilisée dans ce 

manuscrit à une méthode DDA pour la détection des mercapturates. Pour cela, le mode d’acquisition 

PASEF (Parallel Accumulation Serial Fragmentation), disponible sur les instruments de configuration 

TIMS-ToF proposés par la société Bruker, a été utilisé. La comparaison a été effectuée en utilisant des 

échantillons de QC issus de la cohorte NutriNet-Santé et les résultats obtenus ont été comparé avec 

ceux du paragraphe ci-dessus.  

L’utilisation du mode PASEF, combiné à la recherche automatique de perte de neutre via le logiciel 

MetaboScape®, a conduit à la détection de 81 mercapturates dont 31 parmi les 47 détectés lors de 

l’analyse MSE. En considérant le fait que l’analyse PASEF a été réalisée sur un échantillon de type QC 

global (mélange des 240 échantillons) tandis que les résultats pour le mode MSE sont issus de l’analyse 

des échantillons QC issus de chaque groupe expérimental, il est probable que le taux de recouvrement 

entre les deux techniques pourrait être augmenté.  

Ainsi, le taux de recouvrement important entre les deux techniques ainsi que le nombre de 

mercapturates potentiels détectés via l’analyse PASEF, suggère que ce type d’acquisition fast-DDA 

permettrait un screening exhaustif de ces composés. De plus, le principal avantage du mode PASEF 

repose sur un accès direct à des spectres MS/MS ciblés facilitant ainsi l’identification des conjugués 

mercapturiques. Enfin, dans le cas de composés inconnus, l’accès à la mesure de CCS (cross collision 

section) peut-être un atout pour l’indentification. Bien que les résultats de cette brève comparaison 

soient encourageant le mode PASEF n’a pas été utilisé pour les travaux proposés dans ce manuscrit, 

l’appareil TIMS-ToF n’ayant été installé dans le laboratoire qu’en fin de deuxième année de cette thèse.  

D. Discussion et perspectives 

Les travaux proposés dans ce chapitre ont permis d’optimiser la plupart des étapes du workflow 

analytique présenté en Figure 16. Plusieurs optimisations ont conduit à une amélioration de la 

détection des composés mercapturiques, en particulier l’étude réalisée sur les paramètres de transfert 

des ions qui a grandement amélioré l’intensité du signal de l’ion pseudo-moléculaire des deux 

standards utilisés comme référence. L’optimisation des paramètres de transfert pour limiter la 

fragmentation en source et ainsi limiter la perte de sensibilité était un point clé du développement de 

cette méthode. Une récente étude menée sur des lipides a montré que l’optimisation des paramètres 

de transfert et de température permettait de réduire la fragmentation en source de 70 % et ainsi 

d’améliorer la capacité de détection de certaines espèces (Criscuolo et al., 2020). Cette étude a 

également confirmé que les paramètres analytiques optimaux variaient en fonction de la classe de 

composés considérés sur un instrument donné, mais étaient également dépendants des architectures 
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des instruments utilisés (elles-mêmes dépendantes des différents brevets déposés par les 

constructeurs). Ainsi, bien que l’optimisation des paramètres de transfert sur l’instrument utilisé ait 

permis une nette amélioration de la détection de certaines espèces (i.e. les conjugués mercapturiques 

dans ce travail), il est possible que ces nouveaux paramètres limitent les capacités de détection de 

certaines autres classes de composés (donc potentiellement au détriment de l’acquisition 

métabolomique non ciblée inclue dans notre « double-workflow »). Le choix de la dilution de l’urine 

ainsi que l’optimisation des paramètres du logiciel UNIFI pour la détection des conjugués 

mercapturiques ont également contribué à l’amélioration de la détection du plus grand nombre de ces 

composés. En définitive, les résultats ont montré qu’une dilution au ¼ semblait plus efficace pour la 

détection d’un maximum de composés en comparaison à des dilutions au ½ ou au ⅛. Le fait d’améliorer 

la capacité de détection via l’utilisation d’un échantillon plus dilué peut s’expliquer notamment par 

une réduction de l’effet matrice permettant la détection de composés moins abondants. Des résultats 

similaires ont déjà été retrouvés dans d’autres études où l’intensité de certains métabolites était 

augmentée malgré une dilution plus importante (Stojiljkovic et al., 2014). D’autres avantages tels 

qu’une réduction de l’effet matrice ou du carry-over (phénomène dans lequel un composé présent 

dans un échantillon est retrouvé dans les injections suivantes) ont également été reportés (Helfer et 

al., 2017).   

Bien que ces optimisations aient conduit à une couverture plus large du nombre de mercapturates 

potentiels détectés, les résultats présentés ci-avant suggèrent que cette méthodologie comporte 

encore quelques limitations notamment en matière de sélectivité (capacité à détecter les vrai / faux 

positifs) et de reproductibilité quant à l’identification des mercapturates potentiels. Les limitations 

principales reposent sur (i) un nombre élevé de faux positifs, c’est-à-dire des mercapturates potentiels 

repérés en première intention et qui ne présentent pas la perte de neutre d’intérêt lors de leur 

fragmentation en MS/MS ciblée, et (ii) un nombre important de mercapturates retrouvés dans une 

seule ou une partie des injections multiples réalisées sur un même échantillon. Ainsi, bien que plus 

consommatrices de temps, des stratégies palliatives ont été proposées (telles que ne garder que les 

espèces détectées dans chaque réplicat et une vérification des candidats en MS/MS ciblée) afin 

d’assurer une qualité optimale des données. Ce manque de sélectivité et de reproductibilité peut 

s’expliquer par la complexité des données issues du mode MSE. En effet, le mode MSE consiste à 

fragmenter l’ensemble des ions en un scan, sans sélection d’ion précurseur générant ainsi des données 

très complexes, ce qui pourrait compliquer l’attribution parent/fragment. D’autres constructeurs ont 

proposé des solutions alternatives telles que le SWATH® (proposé par Sciex), permettant de 

fragmenter des « tranches » de m/z définies par l’expérimentateur, ce qui pourrait atténuer la 

complexité des spectres de masse résultants. Une étude comparative entre une acquisition DIA en 

mode SWATH® ou DIA en mode MSE a montré que la qualité des spectres de fragmentation issus du 
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mode SWATH était supérieure au mode MSE (Zhu et al., 2014). Cette étude pointe également l’impact 

la complexité de la matrice sur l’attribution parent/fragment. En effet, la qualité des spectres MS/MS 

issus des modes DIA s’est révélée être moins bonne en matrice urinaire qu’en tampon. L’utilisation du 

mode MSE a cependant montré de bonnes performances lors de son utilisation pour des approches 

ciblées. En effet, Chindarkar et al. ont reporté un taux de vrai positif de 92 % lors du développement 

d’une méthode de screening de composés d’intérêt toxicologique (Chindarkar et al., 2014).  

Il est cependant à noter que même si les approches DIA semblent adaptées pour le screening non-ciblé 

de composés d’intérêt, les avancées technologiques récentes permettant l’acquisition de nombreux 

spectres MS/MS ciblés en une seule analyse (type fast-DDA) ouvrent la voie à l’utilisation de ce type 

de technique pour des approches non-ciblées.  
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Chapitre III : Etude de l’impact de la consommation de viande rouge 

et de charcuterie 

A. Introduction à l’article 

Comme détaillé dans l’introduction de ce manuscrit (Chapitre I : Introduction générale) la 

consommation de viande rouge et de charcuterie en grande quantité est associée à de nombreux effets 

néfastes pour la santé. En effet, de nombreuses études épidémiologiques ont reporté des associations 

entre la consommation de ces produits et un risque accru de développement du CCR (Bradbury et al., 

2020; Farvid et al., 2021; Yiannakou et al., 2021). Outre cette étroite association, d’autres maladies 

chroniques, telles que le diabète ou les maladies cardiovasculaires, ont également été associées à la 

consommation de viande rouge et de charcuterie (Abete et al., 2014a; Pan et al., 2011). D’une manière 

plus générale, une mortalité globale plus élevée est reportée chez les gros consommateurs de ces 

produits, en particulier pour la charcuterie (Larsson and Orsini, 2014; Wang et al., 2016).   

Parmi les hypothèses avancées dans la littérature, le fer héminique, présent en quantité importante 

dans la viande rouge, est proposé comme étant un élément-clé dans le processus de promotion de la 

carcinogénèse induite (Bastide et al., 2015). En effet, de par sa capacité de catalyse de production 

radicaux libres, le fer héminique induit l’oxydation d’acide gras polyinsaturés donnant ainsi naissance 

à des composés réactifs aux propriétés toxiques tels que les 2-alcénals. Plus récemment, certains 

travaux ont montré que le fer héminique pouvait avoir un impact sur le microbiote intestinal, mais 

aussi que l’effet hyper-prolifératif du fer héminique pourrait également être médié par le microbiote 

(Ijssennagger et al., 2015; Martin et al., 2019a). 

A.1. Objectifs de l’étude  

Dans ce travail, la méthode précédemment développée et optimisée présentée au chapitre précédent 

(Chapitre II : Développement et optimisation de la méthode d’analyse) a été utilisée dans l’objectif de 

caractériser les changements induits par une consommation élevée de viande rouge et de charcuterie, 

sur le profil des acides mercapturiques et le métabolome urinaire chez des individus sains. Ainsi, 

l’analyse des échantillons urinaires permet à la fois de suivre les effets de l’hème sur la peroxydation 

lipidique hème-induite, par l’analyse des conjugués mercapturiques, mais aussi l’effet de l’hème sur le 

microbiote dans la mesure où l’urine contient de nombreux métabolites qui en sont dérivés. Enfin, 

pour renforcer les résultats obtenus sur l’analyse des échantillons provenant des individus, ceux-ci ont 

été comparés avec des résultats obtenus dans une étude in vivo menée sur des rats nourris avec un 

régime riche en viande rouge ou un régime sans viande.  
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A.2. Méthodes  

Dans cette étude, 240 échantillons d’urines issus d’individus de la cohorte NutriNet-Santé (etude-

nutrinet-sante.fr) ont été analysés. Ces 240 échantillons ont été sélectionnés au sein de la bio banque 

de l’étude NutriNet-Santé et divisés en 3 groupes classés en fonction de leur consommation de viande 

rouge et de charcuterie : 80 individus représentant le plus haut quintile de consommation, 80 individus 

ne consommant pas de viande rouge et de charcuterie et 80 individus pris au hasard dans les différents 

quintiles (excepté le quintile des non-consommateurs). Afin de tenir compte de l’appariement des 

individus, une méthode de régression logistique conditionnelle pénalisée a été utilisée pour 

déterminer les métabolites et mercaptuates significativement impactés par le régime alimentaire. 

Pour comparer les résultats obtenus sur la cohorte humaine, 20 échantillons urinaires obtenus à partir 

d’une expérimentation nutritionnelle in vivo sur des rats ont été analysés selon la même méthode.  

  

https://etude-nutrinet-sante.fr/
https://etude-nutrinet-sante.fr/
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Introduction  

Over the past decades, red and processed meat intake has been associated with the development of 

several chronic diseases. In particular, strong associations have been reported between red and 

processed meat consumption and the occurrence of colorectal cancer (CRC) (WCRF, 2018; Wolk, 2017). 

IARC classified processed meat as carcinogenic and red meat as a probably carcinogen to human 

(Bouvard et al., 2015). The WCRF dose-response meta-analysis determined a 12% greater risk of 

developing colon cancer per 100 grams increase in red and processed meat consumed per day and a 

16% greater risk per 50 grams increase in processed meat consumed per day (WCRF, 2018). Another 

recent meta-analysis  reported similar conclusions (Farvid et al., 2021). Associations have also been 

suggested with other cancer locations such as breast cancer but also with type 2 diabetes (Pan et al., 

2011) or cardiovascular diseases (CVD) mortality in a dose-response manner with a 16% higher risk of 

CVD mortality for red meat and 18% for processed meat (Abete et al., 2014b). Strong associations were 

also observed between processed meat and all-cause mortality while evidence for unprocessed red 

meat remained sparse (Abete et al., 2014a; Larsson and Orsini, 2014; Wang et al., 2016) .   

 To explain adverse health effects (notably carcinogenic) of red and processed meat, several 

hypotheses have been emitted involving various compounds among which heme iron (Bastide et al., 

2015; Sesink et al., 1999), heterocyclic aromatic amines (Ohgaki et al., 1987), polycyclic aromatic 

hydrocarbons (Sinha et al., 2005), N-nitroso compounds (Hemeryck et al., 2018) and N-
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glycolylneuraminic acid (Neu-5Gc) (Samraj et al., 2015) appear to be the most likely ones. In particular, 

some studies in animal and cellular models have emphasized the role of heme iron as a central element 

of the carcinogenesis induced by red and processed meat consumption (Bastide et al., 2015). 

Increasing the level of evidence, a positive association between heme iron intake and risk of colorectal 

adenoma was found in the E3N prospective cohort study (Bastide CEBP 2016). Several mechanistic 

studies focused on the link between heme iron and CRC promotion. One of the most plausible 

mechanisms involves the catalytic effect of heme iron that potentialize oxidation of polyunsaturated 

fatty acids (PUFAs) via reactive oxygen species production (Carlsen et al., 2005). PUFAs oxidation can 

lead to the formation of reactive compounds such as 2-alkenals, which have been identified as toxic 

compounds (Guéraud, 2017). 2-alkenals are electrophilic compounds which, as many electrophilic 

species, are mainly detoxified via glutathione conjugation and subsequent elimination in urine through 

the mercapturate pathway, as mercapturic acid derivatives (MACs) (Hinchman and Ballatori, 1994; 

Keller et al., 2015). Considering the toxicological interest of MACs, several approaches using liquid 

chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) have been developed to monitor the exposure 

to these compounds as the reflect of the electrophilic burden  (Jamin et al., 2020; Wagner et al., 2006).

  

Besides lipid peroxidation, it has recently been demonstrated that red meat and heme iron can induce 

changes in the gut microbiome. Some studies have emphasized that dietary heme iron can induce 

profound and non-beneficial shifts in gut microbiota composition (Constante et al., 2017b; Martin et 

al., 2019a). It has been showed that in F344 rats that the consumption of a heme-enriched diet resulted 

in the alteration of gut microbiota composition with covariations between the production of 2-alkenals 

and a breakdown in microbiome homeostasis (Martin et al., 2019a). Recent evidence suggested that 

gut microbiota alteration by the consumption of red and processed meat could be one of the 

contributors to CRC development (Song et al., 2020). In addition to these findings, Ijssennagger et al. 

underlined the possible role of gut microbiota in heme-induced hyperproliferation of colonic cells 

(Ijssennagger et al., 2015). Such changes in microbiota composition can have an impact on the urinary 

metabolome, since both have been shown to be closely linked (Zheng et al., 2011).  

Hence, by identifying biomarkers associated with red and processed meat consumption, this study 

would serve a dual purpose. Firstly, the determination of biomarkers of consumption would allow a 

better estimation of the quantity of meat consumed as a complement to questionnaires in cohort 

studies. Secondly, the discovery of biomarkers of effect as revealed in urine could help deciphering the 

mechanisms involved in the link between red/processed meat and health.  

In this work, considering the ability of heme iron to both catalyse lipoperoxidation in the intestinal 

lumen and alter microbiota, we focused on the urinary metabolome as a resulting image of these 

deleterious effects, with a particular focus on MAC profile. We based our study on two complementary 
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and multidisciplinary approaches: urinary samples from participants to the French NutriNet-Santé 

cohort study and on an in vivo experiment conducted on rats fed with either a high red meat (HRM) or 

a control diet (CTL), with the objective to investigate the potential impact of red and processed meat 

consumption on health via the urinary metabolome. To this end, we used an LC-MS method to perform 

an in-depth characterization of the urinary metabolome, based on an original approach combining a 

hypothesis-driven and an untargeted analysis. This approach allowed a simultaneous collection of 

untargeted metabolomic data for assessing microbiota alteration as revealed by urinary metabolome.   

Methods 

Population and collection of data and urine samples  

The NutriNet-Santé study is an ongoing web-based cohort launched in 2009 in France aiming to study 

the associations between nutrition and health. This cohort study has been previously described in 

details (Hercberg et al., 2010). Briefly, adults aged 18 years or older are continuously recruited among 

the general population and followed using a dedicated web interface (etude-nutrinet-sante.fr). The 

NutriNet-Santé study is being performed in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki, 

and all procedures have been approved by the institutional review board at the French National 

Institute for Health and Medical Research (IRB INSERM #0000388FWA00005831) and by the National 

Commission on Informatics and Liberty (CNIL #908,450 and #909,216). All participants provided 

informed consent and an electronic signature. The study is registered at ClinicalTrials.gov 

(#NCT03335644). 

Upon inclusion and then every year, participants are asked to complete validated questionnaires 

related to sociodemographic and lifestyle characteristics, health status and medication use, dietary 

intakes (Lassale et al., 2016, 2015; Touvier et al., 2011), physical activity (Craig et al., 2003) and 

anthropometric characteristics (Lassale et al., 2013; Touvier et al., 2010). Dietary intakes are assessed 

every 6 months through 3 non-consecutive, validated 24-hour dietary records, randomly distributed 

over 2 weeks, including 2 weekdays and 1 weekend day. Portion sizes are estimated using validated 

photographs, standard containers, or directly in g/L. The food content in energy, alcohol, macro- and 

micro-nutrients are derived from the NutriNet-Santé food composition table which is continuously 

updated and currently comprise >3500 items. Amounts of food consumed from composite dishes are 

estimated using French recipes validated by food and nutrition professionals. Dietary energy under-

reporters are detected via the method proposed by Black (Black, 2000). Between 2011 and 2014, 

19,600 volunteers participated to a clinical examination including the collection of fasting blood and 

urine samples that were stored at -80°C ever since. 

https://etude-nutrinet-sante.fr/
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Selection of the study sample  

For this study, participants with at least six 24h dietary records in the 2 years preceding the urine 

sampling were classified according to their consumption of red and processed meat (mean daily intake 

in g/d calculated across all 24h dietary records filled in this 2y-time-frame). A total of 80 high 

consumers was selected among the fifth sex-specific quintile of red and processed meat consumption 

and matched to 80 non-consumers according to sex, age (5-year categories), season of urine sampling 

(spring-summer/fall-winter), smoking status (current smokers/non-smokers), energy intakes 

(quartiles) and menopausal status at urine sampling for women. Finally, 80 other participants were 

selected randomly and matched to the high consumer/non-consumer pairs using the same matching 

criteria. 

Chemicals 

All solvents were purchased from Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) and were 

LC-MS grade. 

Animal and diets  

Four-week-old male Fischer 344 rats (10 rats/group) were purchased from Charles River. Animal 

experiment was authorized by the French Ministry for Higher Education, Research and Innovation 

(MESRI) in accordance with the local ethic committee evaluation (Project APAFiS #22200-

2019093015339804v2). Rats were housed in conventional cages by groups of 3 or 4. They were allowed 

to 10 days of acclimatisation to their cage before the start of experiment. During this period, all rats 

consumed the control diet. Rats had unlimited access to tap water and diet. Diets were given every 

day at the end of afternoon to limit oxidation during the day, as rats eat during the night. After 16 days 

of experimental diet, rats were placed in plastic metabolic cages. Urine was collected and food 

consumption was recorded after 24h of housing. Once collected, urine was stored at -80°C prior 

analysis. Faeces were collected after 21 days of experiment and directly frozen in liquid nitrogen. 

The control diet was a modified AIN-76 prepared and formulated in a powdered form by UPAE (INRAE, 

Jouy-en-Josas, France). All diets contained 5% of safflower oil (MP Biomedicals 102888) and were low-

calcium (3.5 g/kg). High red meat diet (HRM) contained 40% (on a dry weight basis) of 5% fat beef meat 

(Picard, France). Control diet was adjusted for protein and fat using casein and saturated animal fat. 

Sample preparation  

Sample collection has already been described elsewhere (Mervant et al., 2021). Once collected 

samples were specifically diluted in Ultrapure water according to their osmolality measured using a 

freezing point osmometer (Loeser Messtechnik, Berlin, Germany). After dilution samples were 

centrifuged at 9500g during 5 min. The supernatant was collected and transferred into vials to be 
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directly analyzed by UHPLC-MS. QC samples were prepared either by pooling equivalent volumes of all 

samples or by pooling all samples from one experimental group to obtain QC group. QC of all samples 

were diluted accordingly to obtain dQC samples. 

DHN-MA Immunoassay  

Urinary DHN-MA concentration was determined by competitive enzyme immunoassay (EIA) as 

previously described (Guéraud et al., 2006). Diluted and normalized urines were assayed in duplicates. 

Detection was recorded at 414 nm. 

Bacterial community analysis  

Purified genomic DNA was obtained from snap frozen faecal samples and 16S rRNA gene was amplified 

as described elsewhere (Martin et al., 2019b). The resulting purified amplicon libraries were loaded 

onto the Illumina Miseq cartridge. Valid raw sequences obtained after sequencing were processed 

using the FROGS pipeline (Escudié et al., 2018) (Galaxy Version 3.2.3). Each pair-end valid denoised 

sequences were filtered, merged and clustered (swarm fastidious option using a maximum aggregation 

distance of 1) (Mahé et al., 2014). After removal of putative chimera, 306 clusters satisfying the 

following criteria were kept: abundance representing at least 0,005 % of all sequences, presents in at 

least 3 times in a minimum of 5% of total samples. An average of 50 810 initial valid raw reads per 

sample was obtained and normalized to 27512 reads per sample after rarefaction. Affiliation of 

Operational Taxonomic Units (OTUs) was performed using the silva 138.1_16S reference database and 

Blast+with equal multi-hits were manually verified and corrected if necessary. Community profiles 

(including  and  diversity) were determined using Phyloseq R package (v1.34.0). Chao-1 index was 

used to determine the within sample community richness. Divergence of microbiota composition 

between samples was explored using the Unifrac distance matrices and model robustness was 

assessed by performing permutational multivariate analysis of variance (Adonis test with 9999 

permutations). OTUs were agglomerated at the genus rank to examine differential abundances in 

response to the type of diet using the DESeq2 R package (v1.30.1) with Wald method. Univariate 

testings were corrected for false discovery rate (FDR) by Benjamini-Hochberg method, and adjusted p 

values less than 0.05 were considered statistically significant. LDA (Linear Discriminant Analysis) effect 

size (LEfSe, https://doi.org/10.1186/gb-2011-12-6-r60) was also estimated between the two diets 

(factorial Kruskal-Wallis sum-rank test) and discriminative features with p<0.01 and an absolute 

logarithmic LDA score >2.5 were represented using a cladogram. 

LC-MS Analyses  

A Q-ToF Synapt G2-Si mass spectrometer (Waters, Manchester, UK) coupled to an ACQUITYTM liquid 

chromatographic system (Waters, Manchester, UK) was used to perform sample analyses. The analysis 
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method has already been described elsewhere (Jamin et al., 2020). Briefly, chromatographic 

separation was performed by injecting 10 µL of sample into a Hypersil Gold C18 (1.9 μm, 100 x 2.1 mm) 

analytical column (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). The column was kept at 40°C and the flow 

rate set at 0.3 mL/min. A linear gradient elution was used with mobile phase A: 95 % H2O / 5 % 

methanol / 0.1 % acetic acid, and mobile phase B: 100% methanol / 0.1% acetic acid. The mobile phase 

composition increased from 0 to 100 % of B in 30min, held for 4 min prior to switching back to initial 

condition in 1 min and held for 5 min to re-equilibrate the system. Samples were analysed in two 

pseudo-randomized analytical batches. dQC samples were injected at the beginning of the first batch 

then QC samples were regularly injected every 8 samples.  

Mass spectra and Data Independent Acquisition (MSE) spectra were acquired from m/z 50 to 800 using 

the negative ionization mode and the following set of parameters: capillary voltage 0.5 kV, sampling 

cone voltage 30 V, source temperature 120°C, desolvation temperature 550°C, cone gas (N2) and 

desolvation gas (N2) 30 and 600 L/H, respectively. The trap collision energy was set at 15eV for MSE 

acquisitions.  

Data Processing  

Mass spectral data processing was achieved using XCMS 3.0 with the Workflow4Metabolomics (W4M) 

collaborative environment dedicated to the processing of metabolomics data (Giacomoni et al., 2015). 

Centwave algorithm was used to perform automatic data extraction using the following set of 

parameters: ppm= 10, peakwidth = (5,40), sntresh = 10, noise = 10000, bw =10, mzwid = 0.01. Data 

filtering process was carried out using several filters as follows: first, all features displaying a 

correlation coefficient with dQC samples lower than 0.6 were eliminated. Then, features whose ratio 

of the average signal in QCs over average signal in blanks was lower than 3 were eliminated. Finally, 

after performing LOESS correction to avoid batch effects, features displaying a RSD lower than 30% in 

QC samples were kept for further processing.  

Data from MSE experiments performed on group-QC samples were processed according to Jamin et al. 

(Jamin et al., 2020) using the UNIFI software (Waters, Manchester, UK). Only features displaying the 

characteristic neutral loss of mercapturic acids (129.042) in every replicate (n=6) within a group QC-

sample were considered. Then targeted MS/MS fragmentation experiments were carried out to 

confirm the detected neutral loss. 

Metabolite Identification  

Features annotation was performed by matching in-house database to the obtained peak list. For every 

putative annotation, the experimental MS/MS spectrum was compared to our in-house database of 
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metabolite standards. Features that displayed similar m/z, retention time and fragmentation pattern 

were considered as level 1 identification according to Sumner et al (Sumner et al., 2007).  

Statistical analyses  

Statistical analyses were achieved using Simca-P 14.0 software (Umetrics, Umea, Sweden). All data 

were log transformed and Pareto scaled prior orthogonal partial least square discriminant analysis 

(OPLS-DA). Predictive capacity (Q²) and permutation test were used to check validity and robustness 

of O-PLS-DA models. OPLS-DA model was considered valid if displayed Q2 intercept < 0.05 and Q²cum 

>0.4 (Lapins et al., 2008).  

However, OPLS-DA does not allow to adjust for confounding factors in the model and cannot account 

for the matching of individuals. Hence, penalized conditional logistic regression models were used to 

determine which metabolites were most associated to red and processed meat consumption as well 

as the direction of the associations (using Odds Ratios), while accounting for the matched design and 

adjusting for potential confounders. ElasticNet penalization (Zou and Hastie, 2005) available in the R 

penalizedclr package was used to allow variable selection by removing the less predictive variables. 

The first model included all annotated metabolites, identified MACs and: physical activity, BMI, level 

of education, alcohol consumption and energy intake. Once intensities of ions were scaled to unit-

variance, the ElasticNet parameters α and λ were optimized using 7-fold cross validation repeated 100 

times. α refers to the partition coefficient between RIDGE and LASSO regression (α=1 correspond to 

LASSO only) and λ correspond to the strength of penalization. Optimal values were determined as  

α=0.3625 and λ=2.44. The model was calculated with optimized parameters and its stability was 

evaluated by bootstrap resampling by selecting 80% of dataset and repeated 1000 times. Only 

variables selected in the initial model and over 40% of bootstrap iteration were considered. Dietary 

intakes of fibres and calcium were additionally included in the models using the same α and λ 

parameters to investigate the potential influence of these variables in the discrimination of high 

consumers and non-consumers of red and processed meat. Further adjustments were tested by taking 

into account other nutritional parameters such as polyphenol, vitamin, fruits and heme iron intake. All 

tested combinations are displayed in the Supplementary Table1.  

Results  

Table 1 describes the socio-demographic, lifestyle and dietary characteristics of the study population 

according to the three groups of subjects: high meat/processed meat consumers, non-consumers and 

randomly selected participants. 
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To investigate the potential deleterious effects of high red and processed meat consumption, 

untargeted metabolomics analysis was performed on urine with an LC-MS approach aiming at a dual 

purpose. In first instance, urinary metabolome was considered as a whole to investigate the global 

impact of red and processed meat consumption with respect to the three groups. In parallel, 

considering the toxicological interest of MACs as markers of exposure to reactive substances, special 

attention was paid to these compounds via a specific screening workflow enabling the extraction of 

mass spectrometric signals coming from MACs (Jamin et al., 2020). 

The LC-MS metabolomic analysis led to the extraction of 8834 features, yielding 4138 MS features after 

the filtration process of MS data. Among these features , 63 metabolites were annotated at level 1 

according to MSI classification (Sumner et al., 2007) and 30 MACs were formally identified as they 

displayed the characteristic neutral loss of the N-acetyl cysteine moiety (129.042) confirmed in 

targeted MS/MS experiments. However, among these 30 MACs only a few could be annotated.  In first 

instance, an OPLS-DA analysis was performed using the whole dataset (i.e. the 4138 features). A valid 

model (Q²= 0.409, intercept = -0.291) could be constructed for discriminating high red/processed meat 

consumers (HRPC) and non-red/processed meat consumers (NRPC). According to this model, 1189 

features displayed a ViP score > 1. The related score plot and the permutation tests are available in 

Supplementary Data 1. This result suggested that many urinary metabolites are associated with red 

and processed meat consumption of participants.  

In order to consider potential confounding factors and the matching of samples, a penalized logistic 

regression analysis was performed based on the selection of all the 63 annotated metabolites and the 

30 confirmed MACs. In the first instance, only non-nutritional parameters were used as covariates to 

take into account other differences in dietary habits existing between HRPC and NRPC. Therefore, the 

first model was adjusted on BMI, physical activity, level of education, alcohol consumption and caloric 

intake.   

Among the 93 ions constituting the dataset, 8 were found negatively associated to red and processed 

meat consumption and 1 was found positively associated, as shown in Figures 28A and 28B. When 

compared to the NRPC, HRPC exhibited lower level of:  cinnammoylglycine (OR= 0.54 , 95% CI = [0.33-

0.84]), methoxysalicylic acid, (0.31, [0.13-0.65]), 2,2-dimethylglutaric acid (0.55, [0.33-0.87]), N-acetyl-

leucine (0.58, [0.34-0.92]), p-coumaric acid (0.51, [0.28-0.85]),  hydroxyphenyllactic acid (0.55, [0.3-

0.93]), 10-hydroxydecanoic acid (0.3, [0.11-0.69])  and finally one unknown mercapturate , named as 

Merca14 (0.47, [0.28-0.74]). Interestingly, only one annotated metabolite and no mercapturate was 

found positively associated to a higher intake of red and processed meat. The only metabolite found 

to be positively associated with high intake of red and processed meat was indoxyl sulfate (1.59, [1.06-

2.47]). Moreover, correlations between red and processed meat intake for all 240 participants and 
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metabolite levels are shown in Figure 28B. The strongest negative correlation was observed for 

cinnamoylglycine and the strongest positive correlation for indoxyl sulfate.  

To further investigate the influence of other nutritional parameters and because of their significantly 

lower intake in high red and processed meat consumers and their association with health, notably CRC 

risk (Veettil et al., 2021), dietary intakes of fibres and calcium were additionally included in the models. 

When the model was further adjusted for calcium intake, only a few changes occurred: indoxyl sulfate 

was no longer kept in over 40% of bootstrap iteration and two mercapturates, respectively named as 

Merca16 (0.48, [0.27-0.77]) and Merca53(0.56, [0.3-0.91]), were negatively associated with red and 

processed meat consumption. All other metabolites from the previous model were retained in the 

calcium adjusted model. Odds-ratio values for all models are available in Supplementary Table 1.

  

Interestingly, when the initial model was adjusted for dietary fibre intake, the resulting metabolic 

signature was drastically different. Only three compounds, namely N-acetyl-leucine (0.47, [0.25-0.82]), 

tyrosine (0.58, [0.33-0.96]) and one mercapturate named as Merca15 (0.42, [0.22-0.77]), were found 

negatively associated with red and processed meat intake and none was found positively associated.

  

Finally, no valid model could be generated when the initial model was adjusted for heme iron intake 

due to a high colinearity between the consumption of red and processed meat and the intake of heme 

iron. 

Concerning the animal experiment, a valid OPLS-DA model (Q²= 0.899, intercept = -0.18), displayed in 

Supplementary Data 2, was generated to discriminate high red meat (HRM) diet and control (CTRL) 

diet. From MS data 3470 features were kept after data filtration and 920 exhibited a ViP score > 1. 

Among the nine metabolites found significantly different between compared groups in the human 

cohort, five were annotated in the animal experiment: cinnamoylglycine, indoxyl sulfate, N-acetyl-

leucine, p-coumaric acid and 2,2-dimethylglutaric acid. Three of these five metabolites were 

significantly altered between the two experimental groups as displayed in Figure 28C to E: 

cinnamoylglycine (fold change= 0.19, p-value = < 0.0001, unpaired t-test), indoxyl sulfate (1.7, 0.043) 

and coumaric acid (3.39, 0.0014).  

Among the 3470 features, 47 were formally identified as MACs and 16 were selected in the OPLS-DA 

model. As shown in Figure 29, an overall increase in the amount of MACs was observed between the 

HRM-fed and the CTRL groups. In addition, we were able to formally annotate three of the sixteen 

significant MACs as dihydroxynonene mercapturic acid (DHN-MA), 4-hydroxy-nonenal mercapturic 

acid (HNE-MA) and 4-hydroxy-heptenol mercapturic acid (HHEP-MA). However in the human study no 

change in the MACs profile was observed, especially for lipid peroxidation-derived MACs. This result 



Chapitre III : Etude de l’impact de la consommation de viande rouge et de charcuterie 

140 
 

was reinforced by quantification of di-hydroxynonene-mercapturic acid (DHN-MA), a well-known 

mercapturic acid linked to lipid peroxidation, which exhibited no significant difference (p-value: 

0.1137) between HRPC and NRPC. 

  

Considering the microbial origin of some of the discriminant metabolites, faecal microbiota analysis 

was performed by sequencing V3-V4 region of the 16S rRNA gene. This analysis revealed that the 

composition of microbiota was significantly impacted by the diet. Even if Chao-1 index used to assess 

the bacterial richness was not affected by the diet (Supplementary Data 3A), the ordination based on 

UniFrac distances between samples demonstrated the occurrence of distinct profiles of bacterial 

community between high red meat and control diet (Supplementary Data 1B). Regarding the 

microbiota composition at the phylum level, significant changes in main phyla were observed, namely 

Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidota, Proteobacteria and Deferribacterota (Supplementary Figure 

3C). The two first were increased with high red meat diet whereas the three others were decreased. 

Within each of them, significant changes at the genus level were observed, including notably significant 

decreases of Bifidobacteria and Parasutterella, and increases of Lactobacilli and an unclassified genus 

belonging to Eggerthellaceae with high red meat diet (see Supplementary Figures C-D).  

Discussion  

In this work, the impact of high red and processed meat consumption on the urinary metabolome has 

been investigated in both a human cohort and a controlled in vivo experiment on rats. In human, 

modulation of this impact could be highlighted by considering other nutritional intakes differing 

between HRPC and NRPC, including e.g. calcium or fibres. MACs profile, which notably reflects the 

electrophilic burden of the diet, was slightly altered in the human study conversely to the in vivo 

experiment in which a tremendous increase of mercapturic species in urine of HRM-fed rats was 

observed.  

In the human cohort, the urinary content of 8 metabolites and one unknown mercapturate were found 

modified in the initially adjusted model. This model reflects differences in eating habits between HRPC 

and NRPC which go beyond the consumption of red and processed meat alone. Interestingly, several 

of these 8 metabolites, including in particular cinnamoylglycine, hydroxyphenylllactic acid (HPLA)  and 

indoxyl sulfate, were reported to have a microbial origin (Abdul Rahim et al., 2019; Wikoff et al., 2009). 

Although microbiota alteration by dietary habits is not surprising, the modulation of microbiota-

derived compounds observed in this work is of particular interest because some of these metabolites 

had never been associated to red and processed meat consumption. Cinnamoylglycine, which 

abundance is lowered in HRPC, was proposed as a marker of a healthy microbiome, as the level of this 
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metabolite appears to be correlated with a higher diversity (Menni et al., 2020; Shomorony et al., 

2020). Beyond its use as a marker of diversity, this metabolite has been proposed as a marker of 

resistance against the colonization by Clostridium difficile that is known to exhibit pathogenic effects 

(Obrenovich et al., 2017). This lower level of cinnamoyglycine in HRPC could be associated to a lower 

microbiota diversity that could render more susceptible to colonization by pathogenic species 

(Obrenovich et al., 2017). In the same way, HPLA was found to be excreted by a highly used probiotic 

strain of Lactobacillus fermentum (González et al., 2017). In vitro, Bifidobacteria and Lactobacilli were 

found to produce high amounts of HPLA that has the ability to act as an antioxidant by scavenging ROS 

in mitochondria (Beloborodova et al., 2012). On the contrary, urinary indoxyl sulfate levels were 

increased in HRPC subjects. Indoxyl sulfate is a well-studied uremic toxin which microbial origin has 

been demonstrated by comparing germ-free and conventional mice (Wikoff et al., 2009). Indoxyl 

sulfate is originating from bacteria expressing tryptophanase that converts tryptophane into indole, 

which is then sulphated in the liver (Abdul Rahim et al., 2019). Therefore, this end-metabolite can be 

used as a biomarker of indole production by the gut microbiota (Philippe et al., 2021). Modulations of 

indoxyl sulfate by diet have already been described when increasing dietary protein (Poesen et al., 

2015) and particularly red meat (Mafra et al., 2018). Patel et al. also showed a reduction of urinary 

indoxyl sulfate when comparing healthy volunteers following a vegetarian diet or unrestricted diet 

(Patel et al., 2012). As it has been linked to an increased risk of cardiovascular diseases (Gao and Liu, 

2017) some dietary strategies have emerged to lower the level of indoxyl sulfate such as lowering 

protein intake or probiotic supplementation with a Lactobacillus strain (Di Iorio et al., 2019; Lee et al., 

2020). Considering those results, we hypothesize a modulation of the gut microbiota of HRPC in favour 

of both an increase of deleterious species and/or a decrease in beneficial ones such as Bifidobacteria 

and Lactobacilli. However, all these three metabolites were no longer found significant when the 

model was adjusted on dietary fibre intake, indicating that red and processed meat intake only is not 

sufficient to explain the observed associations. As fruits, vegetables, fibres, calcium intake and other 

nutritional intakes were significantly different between HRPC and NRPC in this cohort, reflecting 

different overall dietary patterns, we assume that all these factors have a varying impact on the 

observed microbiota alteration. Our results suggest that not all nutritional factors have the same 

weight on the observed metabolic perturbations. When the model was adjusted on calcium intake, 

only a few changes were observed compared to the original model, while when adjusting on fibre 

intake only two discriminant metabolites, N-acetyl-leucine and tyrosine, remained significantly 

different between NRPC and HRPC.   

Despite the difficulty of deciphering the complexity of multifactor effects of diet in human based on 

questionnaires, a specific effect of red/processed meat has to be considered since similar differences 

in cinnamoylglycine and indoxyl sulfate levels were observed in the in vivo experiment conducted on 
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rats. As rat diets were adjusted for fat, protein and calories but not for iron/red meat, this argues for 

a specific effect of red meat consumption on cinnamoylglycine and indoxyl sulfate levels. Microbiota 

sequencing carried out on these animals strengthen the hypothesis of a dysbiosis induced by high red 

meat consumption. In fact, as revealed by β-diversity results and differential abundances analysis, 

alterations in bacterial composition were observed both at the OTUs, genus and phylum levels. In this 

study a great decrease of genus associated with health benefits such as Bifidobacterium and 

Parasutterella was observed (Ehrlich et al., 2020; Ju et al., 2019). This may explain the modification of 

the levels of some microbiota derived metabolites. In accordance with these findings, both a decrease 

of Bifidobacteria and an increase in Lactobacilli have already been described in other studies. In 

particular Zhu et al. have reported an increase in Lactobacilli with high red meat diet compared to a 

control casein diet (Zhu et al., 2016, 2015) while Le Leu et al. reported a decrease of Bifidobacteria 

with high red meat diet (Le Leu et al., 2013).    

In the present work, we observed a tremendous increase of MACs in the rat experiment, and 

particularly of lipid peroxidation related species such as DHN-MA. In accordance to this finding, many 

other animal studies demonstrated an increase in lipid peroxidation products in heme rich diet 

(Guéraud et al., 2015a; Ijssennagger et al., 2013; Keller et al., 2020a). Moreover, the modulation of 

mercapturate profile by heme iron was recently highlighted by Jamin et al. who observed an increase 

of both known and unknown MACs levels in urine of rats submitted to a diet combining hemin and 

polyunsaturated fatty acids (Jamin et al., 2020). In the present study, we observed the same 

phenomenon with a more complex food matrix. The high number of MACs altered by the HRM diet 

underlined the diversity and complexity of products generated by heme induced lipid peroxidation. 

Only three MACs could be formally annotated, highlighting the current lack of knowledge about these 

compounds and underlining the poor availability of analytical standards and spectral data. However, 

this mercapturome alteration has not been observed in the human study especially for lipid 

peroxidation derived mercapturates, probably because of a less contrasted situation due to a more 

diverse diet, containing, among other things, more antioxidants and lower proportion of red meat. 

However, it should be noted that mercapturates can also originate from other compounds such as 

polyphenols (Kotronoulas et al., 2013). This could explain the observed decrease of some mercapturic 

species in HRPC.  The absence of an increased level of urinary lipid peroxidation products in HRPC could 

be due to the calcium content of the diet which is known to reduce heme-induced lipid peroxidation 

(Pierre et al., 2003; Sesink et al., 2001b). In the rat study, the calcium content of diet is reduced while 

in the human cohort calcium consumption is in the range of the nutritional recommendations for NRPC 

and slightly below for HRPC. Finally, it is worth noting that a urinary mercapturic acid profile is 

transitory (Keller et al., 2020a) and highlights only a recent exposure to electrophilic substances, 

therefore strongly depending on the sampling time slot. In the human study, red and processed meat 
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consumption was assessed as an average of repeated 24h dietary records (at least 6) over the two 

years preceding the urine sampling and therefore reflects long-term dietary habits rather than intakes 

occurring just before the urine sampling. Conversely to MACs profile, gut microbiota alterations may 

be less transitory and would be least sensitive to the sampling time.    

The originality of this work lies in several points. First, the vast majority of LC-MS metabolomics studies 

aiming to highlight markers of red and processed meat consumption have been performed using 

positive ionisation, in particular for the detection of biomarkers such as acyl-carnitines or carnosine. 

Acyl-carnitines have been widely described as biomarkers of red and processed meat consumption 

(Cheung et al., 2017; Khodorova et al., 2019; Wedekind et al., 2020). In a recent study, Wedekind et 

al. strengthened the link between increased acyl-carnitines in urine and red and processed meat 

consumption by a metabolomics analysis combining samples from both an intervention and an 

observational study (Wedekind et al., 2020).  Khodorova and colleagues confirmed the origin of acyl 

carnitine as well as other compounds such as phenylacetyl glutamine or 1-methylhistidine by the using 

of 15N-labelled bovine meat in an intervention study (Khodorova et al., 2019). In our work, the use of 

negative ionisation allowed highlighting other metabolites which may not be efficiently detected in 

the positive ionisation mode. This could increase the knowledge on biomarkers of red and processed 

meat consumption. Second, the human study compared three groups of participants differing by their 

usual consumption of red and processed meat and matched for several individual characteristics, 

which reinforced the capacity to highlight differences in urinary metabolome while reducing inter-

individual variability. The extensive characterisation of participants from the large prospective 

NutriNet-Santé cohort, especially regarding dietary data, also allowed to take into account numerous 

nutritional and lifestyle parameters as potential confounding factors. In addition, participants in the 

NutriNet-Santé cohort display some particularities including: (i) they are predominantly women, and 

(ii) they overrepresent high socio-professional categories. Therefore, they are more likely to display a 

healthier nutritional profile, with consequently a lower consumption of red and processed meat, 

compared to the general French population (Andreeva et al., 2016, 2015). In spite of this, we were still 

able to highlight biomarkers of consumption in this study, but this lower consumption of red and 

processed meat, resulting in a reduced contrast between high consumers and non-consumers, may 

have limited our ability to detect further significant differences in the urinary metabolome.  Finally, 

our findings on the human cohort were supported by similar trends observed in an in vivo intervention 

experiment in rats, which allowed strengthening our hypothesis of a gut microbiota alteration induced 

by high red meat diet. However, considering the hypothesis of a red meat-induced dysbiosis, this type 

of study would, in the future, highly beneficiate from microbiome sequencing data in human in parallel 

with urinary metabolome analysis. Unfortunately, no sample is available to carry out a metagenomic 

study on the subjects investigated in this work. Further work is foreseen for assessing both 
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metabolomic and microbiota.   

In conclusion, this work demonstrated a modification of the urinary metabolome associated with high 

red and processed meat consumption in both a human cohort and an in vivo experiment on rats. To 

the best of our knowledge, some metabolites such as cinnamoylglycine or HPLA have never been 

described as being associated with red meat consumption. This particular metabolic signature led us 

to assume a microbiota dysbiosis induced by red meat consumption, a hypothesis reinforced by 

microbiota sequencing data on rats. The ability of high red meat diet to induce the production of 

electrophilic and reactive compounds was demonstrated in rats but not in humans. Nevertheless, in 

view of the results of the in vivo experiment it would be worth studying mercapturic profile in human 

after an intervention study with a controlled diet. In conclusion, by providing new markers of 

consumption, this work may help to better understand the impact of red and processed meat 

consumption on health and in particular the potential deleterious effect on gut microbiota.   
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High red/processed meat 
consumers (n=80) 

Non red/processed meat 
consumers (n=80) 

Randomly selected 
participants (n=80) 

Age 50 ± 13 49.9 ± 12.8 50.2 ± 12.7 
Kcal 1968.3 ± 453.7 1951.6 ± 414.9 1941.3 ± 415.3 
R.meat-
Proc.meata 123.4 ± 30.5 0 ± 0 65.9 ± 40.7 
BMI 24.9 ± 4.7 21.5 ± 2.8 23.6 ± 4.6 
Alcohol 
(g/day) 11.7 ± 12.6 4.6 ± 7.8 9.1 ± 13.1 
Heme iron 
(g/day) 1.8 ± 0.9 0.1 ± 0.5 1.3 ± 1.4 
Survey nb 7.5 ± 2 7.2 ± 1.8 7.5 ± 2.1 
Polyphenolsb 1344.3 ± 567.8 1710.5 ± 755.9 1274.3 ± 448.8 
Ca (mg/day) 911.9 ± 275.5 993.6 ± 342.3 945.7 ± 249.5 
Fibre (g/day) 19 ± 6 29 ± 9.6 20.4 ± 6 
Sum vitaminsc 212.7 ± 63.1 259.9 ± 112 206.9 ± 58.1 
Sum veg-
fruitsd 419 ± 196.5 618.4 ± 320.2 439.6 ± 181.9 
Physical 
activity    

Low 25 (31.25) 37 (46.83) 26 (32.5) 
Moderate 31 (38.75) 30 (37.97) 38 (47.5) 

High 24 (30) 12 (15.18) 16 (20) 
Educational 
level    

Primary 12 (15) 11 (13.75) 12 (15) 
Secondary 17 (21.25) 11 (13.75) 12 (15) 

Superior 51 (63.75) 58 (72.5) 56 (70) 
 

a Sum of red and processed meat consumption in g/day 

b Sum of polyphenol consumption in mg/day 

c Sum of Vitamin C, E, Selenium and zinc consumption per day 

d Sum of vegetable and fruit consumption in g/day 

Table 1. Lifestyle and dietary characteristics of the study population. Values are in mean ± SD or  n(%) 
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Figure 28 Odd-ratios of selected metabolites in the non-nutrionally adjusted model (A) Correlation matrix 
between red meat consumption and metabolite signal intensity for all metabolites selected in every calculated 
model (B) Indoxyl sulfate signal intensity measured in both animal experiment and human cohort samples (C) 

Cinnamoylglycine signal intensity measured in both animal experiment and human cohort samples (D) 
Coumaric acid signal intensity measured in both animal experiment and human cohort samples (E) 
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Figure 29 Log2 fold change of all 47 mercapturates detected in the animal experiment. « * » correspond to 
mercapturates which ViP is > 1 in the OPLS-DA model 
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Model 

1  

Model 

2 

Model 

3 

Model 

4 

Model 

5 

Model 

6 

Model 

7 

Model 

8 

Model 

9 

Model 

10 

Model 

11 

Model 

12 

Methoxysalicylic acid 0.316             0.329 0.318 0.301     

Cinnamoylglycine 0.542 0.605   
 

0.583   0.566     0.528     

2,2-Dimethylglutaric acid 0.551     
 

0.574   0.480 0.588 0.509 0.477   0.500 

p-Coumaric acid  0.508     
 

      0.541 0.531 0.500     

Hydroxyphenyllactic acid 0.556     
 

          0.545     

N-Acetyl-L-leucine 0.578 0.566 0.473 0.436 0.488 0.502 0.503 0.577 0.596 0.595 0.517 0.512 

10-hydroxydecanoic acid 0.303 0.332   
 

  0.319   0.287 0.270 0.273 0.283 0.301 

Indoxyl sulfate 1.593     
 

                

Merca14 0.466 0.561   
 

0.551   0.531 0.520 0.494 0.443     

Tyrosine   0.597 0.584 
 

  0.520   0.585         

Merca15     0.425 
 

                

Merca16  0.565     0.586     0.499     0.478     

Merca53        0.525     0.575     0.562     

2-Methylguanosine       
 

0.612               

3-(3-

hydroxyphenyl)propanoic 

acid 

                  0.375     

Supplementary Table 1 Odd ratio values of each metabolite for all tested model. Odd ratio value 
was displayed only when p-value <0.05 

 

Model 1: adjusted on physical activity, BMI, education level, alcohol consumption, caloric intake 

Model 2: Model 1 + adjusted on sum of vegetables and fruits 

Model 3: Model 1 + adjusted on fibre intake 

Model 4: Model 2 + adjusted on fibre intake 

Model 5: Model 1 + adjusted on polyphenol intake 

Model 6: Model 5 + adjusted on vitamins intake (sum of Vit C, Vit E, selenium, zinc) 

Model 7: Model 5 + adjusted on calcium intake 

Model 8: Model 1 + adjusted on vitamins intake (sum of Vit C, Vit E, selenium, zinc) 

Model 9: Model 8 + adjusted on calcium intake 
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Model 10: Model 1 + adjusted on calcium intake 

Model 11: Model 1 + adjusted non-heme iron intake 

Model 12: Model 7 + adjusted on vitamins intake (sum of Vit C, Vit E, selenium, zinc) 
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Supplementary Data 1 Two-dimmensional OPLS-DA score plot based on all HRMS features 

from human experiment. Each symbol represent an individual data point projected onto the 

predictive (horizontal axis) and the orthogonal component (vertical axis) (A).  Plot of 

permutation test Q² values corresponds to blue squares and R² to green circles (B) 
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Supplementary Data 2 Two-dimmensional OPLS-DA score plot based on all HRMS features from in 

vivo. Each symbol represent an individual data point projected onto the predictive (horizontal axis) 

and the orthogonal component (vertical axis) (A).  Plot of permutation test Q² values corresponds 

to blue squares and R² to green circles (B) 
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Supplementary Data 3 α-diversity determined by Chao 1 index (A) β-diversity the ordination based 

on UniFrac distances (B) Circular cladogram generated from LEfSe analysis showing the most 

differentially abundant taxa enriched in microbiota from rats fed with control (red) or red meat 

(green) diets (C) Significant changes observed a the genus level between microbiota of rats fed 

with CTL or HRM diet (D) 
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B. Principaux résultats, discussion et conclusions de l’article 

Cette étude réalisée sur des individus sains a permis de mettre en évidence des différences au niveau 

du métabolome urinaire au sein de la population des gros consommateurs de viande rouge et de 

charcuterie, en comparaison à la population ne consommant pas ces produits. Peu de différences ont 

cependant été constatées au niveau du profil des acides mercapturiques, ne permettant pas de 

conclure quant à une peroxydation lipidique plus élevée chez les individus consommant beaucoup de 

viande rouge et de charcuterie. En revanche, il a été déterminé que plusieurs métabolites dérivés du 

microbiote intestinal tels que la cinnamoylglycine ou l’indoxyl sulfate étaient significativement associés 

à la consommation de viande rouge et de charcuterie. Il est notable que les métabolites microbiens 

négativement associés à la consommation de ces produits constituent des marqueurs de microbiote 

sain et diversifié tandis que l’indoxyl sulfate, dont l’abondance est plus élevée chez les gros 

consommateurs, est un métabolite associé à des effets délétères pour la santé tels qu’une 

augmentation du risque de maladies cardiovasculaires.   

Ces résultats en faveur de l’hypothèse d’une dysbiose induite par la consommation de produits carnés 

ont été appuyés par des résultats similaires obtenus dans l’expérimentation nutritionnelle chez le rat. 

En effet, l’abondance relative des deux métabolites précédemment cités était significativement 

impactée par le type de régime alimentaire chez ces animaux. De plus, afin de renforcer cette 

hypothèse, un séquençage de l’ARN 16S a permis de mettre en évidence une diminution importante 

de l’abondance d’espèces bénéfiques telles que Bifidobacterium et Parasutterella. Il est important de 

noter que la dysbiose induite par la viande rouge, observée dans ce travail, semble différente de celle 

induite par les régimes à base d’hème purifié reportée notamment par Martin et al. ou Ijssennagger 

et al. (IJssennagger et al., 2012a; Martin et al., 2019a) où une forte diminution d’espèces du genre 

Lactobacillus a été retrouvée.   

Ainsi, si l’hème apparait comme étant l’élément responsable d’une augmentation de la peroxydation 

lipidique induite par la viande rouge, la différence observée entre la signature microbienne induite par 

un régime riche en hème purifié et le régime riche en viande rouge utilisé dans cette étude suggère 

que ce composé ne constitue pas l’élément-clé de la dysbiose induite par la viande rouge. Cette 

observation est notamment appuyée par des études présentant des modifications similaires du 

microbiote lors de l’administration de régimes riches en viande rouge au cours d’expérimentations in 

vivo (Zhu et al., 2016, 2015; Le Leu et al., 2013). 
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Chapitre IV : Etude de l’impact de la teneur en fer héminique, du 

contexte lipidique et du statut en antioxydant 

A. Introduction 

Les travaux présentés dans cette partie visent à mieux caractériser les effets de la consommation de 

viande rouge, du contenu lipidique du régime et de l’ajout d’antioxydant dans la ration, sur des 

modèles in vivo de rats. L’étude de ces différents paramètres est motivée par l’hypothèse que la 

peroxydation lipidique hème-induite serait un élément clé des effets néfastes induits par la 

consommation de viande rouge et de charcuterie. Ainsi, l’ajout d’antioxydant dans les régimes pourrait 

permettre de réduire la peroxydation lipidique et atténuer les effets délétères de la consommation de 

ces produits. L’autre hypothèse également étudiée dans cette partie est liée à la nature lipidique des 

régimes. En effet, en fonction de la composition lipidique des régimes (taux de lipides insaturés, 

position des insaturations), les produits de peroxydation lipidique résultants peuvent varier et avoir 

des propriétés réactives plus ou moins importantes. De plus, de nombreuses études pointent l’impact 

de la composition lipidique, en particulier en acides gras ω-3 ou ω-6, des régimes alimentaires sur la 

santé. En effet, des régimes à haute teneur en acides gras ω-6 ont été associés à des effets délétères 

tels qu’une augmentation de l’inflammation ou encore la promotion de certains cancer tels que le 

cancer colorectal (Huerta-Yépez et al., 2016). A l’inverse, de nombreux travaux font état d’effets 

contraires des acides gras ω-3 qui ont fréquemment été associés à une inhibition de la carcinogénèse 

colorectale ou de l’inflammation (Djuricic and Calder, 2021; Simopoulos, 2008).  

Ainsi, dans ce chapitre, l’effet de ces différents paramètres a été étudié à plusieurs niveaux. 

Premièrement, l’impact sur la peroxydation lipidique a été étudié, par le profilage des acides 

mercapturiques dans les urines, mais aussi par l’analyse des contenus fécaux en réalisant une analyse 

« aldéhydomique » dont la méthode est décrite dans une publication disponible en fin de manuscrit 

(Annexe 16). En parallèle de ces analyses, le « double-workflow » proposé dans le Chapitre II : 

Développement et optimisation de la méthode d’analyse, de ce manuscrit a également permis 

d’évaluer l’impact de ces différents paramètres sur le métabolome urinaire. La réponse 

transcriptionnelle, en particulier des gènes impliqués dans le métabolisme des aldéhydes hème-induits 

ou dans l’induction de défenses antioxydantes, a également été étudiée. Pour finir, la réponse 

toxicologique associée aux différents régimes a été déterminée, en étudiant notamment la cytotoxicité 

des eaux fécales, les dommages à l’ADN au niveau colique ou encore l’effet promoteur sur la 

carcinogénèse colorectale.  
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B. Matériel et méthodes 

B.1. Réactifs et tampons utilisés 

Tous les solvants utilisés pour les analyses LC-MS sont de qualité LC-MS et proviennent de Fisher 

Scientific (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Le DHN-MA a été synthétisé au laboratoire d’après 

une méthode décrite précédemment (Alary et al., 1998). La N-acétyl-S-phenylcystéine (NAC-Phe-Cys) 

provient de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 

B.2. Analyses LC-MS d’échantillons urinaires 

B.2.1. Préparation des échantillons urinaires pour analyse LC-MS 

L’osmolalité des échantillons est mesurée à l’aide d’un osmomètre à point de congélation (Loeser 

Messtechnik, Berlin, Germany). Les échantillons sont ensuite dilués avec de l’eau MilliQ afin 

d’uniformiser l’osmolalité, puis dilués au ¼ dans la phase mobile A (H2O-méthanol (95 :5, v/v) + 0,1 

% d’acide acétique). Enfin, une centrifugation pendant 10 min à 10 000 g est réalisée, le surnageant 

est alors récupéré pour analyse. 

B.2.2. Analyse LC-MS 

L’ensemble des analyses LC-MS a été réalisé selon les paramètres décrits dans le Chapitre II : 

Développement et optimisation de la méthode d’analyse. Seules quelques différences sont néanmoins 

à préciser : pour chaque analyse, des échantillons de QC-dilués ont été injectés en triplicat au début 

de chaque batch et des échantillons QC sont injectés régulièrement tout au long de la séquence 

(minimum de 8 par séquence). Pour chaque analyse des échantillons, des QC de groupe sont constitués 

(correspondant à un pool des échantillons d’un même groupe biologique) et sont analysés en triplicat 

en mode MSE.   

B.2.3. Traitement des données LC-MS  

Les données issues des analyses LC-MS ont été traitées avec XCMS 3.0 disponible sous l’environnement 

collaboratif Workflow4Metabolomics (Giacomoni et al., 2015). Le détail des paramètres utilisés est 

disponible en Annexe 1. A l’issue du traitement des données, toutes les features présentant un 

coefficient de corrélation avec les échantillons de QC-dilués < 0,6 ont été éliminées. Par la suite, les 

features dont le signal moyen dans les QC n’était pas 3 fois supérieur au signal dans les blancs ont été 

éliminés. Enfin, après l’application d’une correction LOESS, les variables présentant un coefficient de 

variation (CV) > 30 % ont été éliminées.  

Les données issues des acquisitions MSE réalisées sur les QC de groupe ont été traitées à l’aide du 
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logiciel UNIFITM (Waters, Manchester, UK) à l’aide de la « Méthode 4 » décrite dans le Chapitre II : 

Développement et optimisation de la méthode d’analyse. Seules les variables présentant la perte de 

neutre caractéristique des acides mercapturiques de 129,0426 Da détectés dans l’ensemble des 

réplicats pour un groupe donné ont été considérées. Par la suite, des acquisitions en MS/MS ciblée ont 

été réalisées, sur chacune des variables précédentes, afin de confirmer la perte de neutre détectée.  

B.2.4. Analyses statistiques 

Afin d’identifier les métabolites et les conjugués mercapturiques d’intérêt, des analyses statistiques 

ont été réalisées pour déterminer les features impliqués dans la discrimination des différents groupes 

biologiques. Les analyses multivariées ACP et OPLS-DA ont été réalisées à l’aide du logiciel Simca-P 

14.0 (Umetrics, Umea, Suède). Les données ont été log transformées (log10) et ont subi une 

standardisation Pareto avant analyse. La capacité prédictive (Q²) et des tests de permutations ont été 

utilisés pour déterminer la validité et la robustesse les modèles OPLS-DA. Seuls les modèles présentant 

une capacité prédictive supérieure à 0.4 et un Q² intercept < 0.05 (Lapins et al., 2008) ont été 

considérés comme valides. Les features présentant un score VIP > 1 ont été considérées comme 

statistiquement significatives.  Des tests univariés non paramétriques, tels que Wilcoxon ou Kruskal-

Wallis ont également été réalisés et les features présentant une p-value < 0.05 étaient considérées 

comme significatives.  

B.2.5. Identification des métabolites 

L’annotation des métabolites est réalisée par un matching entre les données issues du traitement 

XCMS et une base de données interne au laboratoire. Pour chaque annotation potentielle, un spectre 

de fragmentation MS/MS est réalisé puis comparé au spectre MS/MS du standard correspondant. Les 

variables présentant le même m/z, le même temps de rétention et un spectre de fragmentation 

similaire ont été considérées comme annotées au niveau 1 selon la classification proposée par Sumner 

et al. (Sumner et al., 2007). 

B.3. Analyses LC-MS d’échantillons d’eaux fécales  

B.3.1. Préparation des échantillons  

Les eaux fécales sont préparées par l’ajout de 1 mL d’eau distillé et de 50 µL de BHT 0,45 M (2,6-Di-

tert-butyl-4-méthyl-phénol) à 0,5 g de fèces (la collecte des fèces est détaillée dans la partie 

« Expérimentation animale »). Les échantillons sont ensuite homogénéisés dans des tubes Lysing 

Matrix E à l’aide d’un FastPrep puis centrifugés 20 min à 3200 g. Le surnageant est alors collecté et 

l’échantillon résultant est immédiatement soumis à une étape de dérivatisation pour stabiliser les 

aldéhydes.   
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Pour la dérivatisation, 60 µL de tampon PIPES (0,1 M, pH 6,5) et 120 µL de BBHA à 50 nmol/µL (1-

((ammoniooxy)methyl)-2-bromobenzene chloride) sont ajoutés à 100 µL d’eau fécale. Les échantillons 

sont ensuite conservés 1 h à 4 °C avant d’être placés à -20 °C pour conservation.   

Enfin, une étape de purification par SPE est réalisée sur ces échantillons à l’aide de cartouches Agilent 

Bond Elut (100 mg, 1 mL). Les cartouches sont conditionnées par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau 

milli-Q®. Les échantillons dérivatisés sont alors chargés sur la cartouche puis deux étapes de lavage 

successives sont réalisées par l’ajout de 1 mL de PIPES puis 1 mL d’un mélange d’acide trifluoro 

acétique à 0,05 % / méthanol (3:2, v / v). L’élution est ensuite réalisée à l’aide de 400 µL de méthanol. 

B.3.2. Analyses LC-MS 

Les extraits sont analysés sur un système LC-MS constitué d’un système chromatographique HPLC 

Utimate 3000 (Dionex, Thermo Scientific, Les Ulis, France) couplé à un spectromètre de masse LTQ-

Orbitrap XL (Thermo Scientific, Les Ulis, France). La séparation chromatographique est effectuée à 

l’aide d’une colonne Kinetex C18 (150 × 2,1 mm, 2,6 µm) (Phenomenex, Le Pecq, France) maintenue à 

40 °C. Pour l’élution un gradient linéaire est réalisé à l’aide des phases A : H2O/Acétonitrile (95:5 (v/v)) 

+ 0,1% d’acide formique et B : Acétonitrile / H2O (95:5 (v/v)) + 0,1% d’acide formique. Le gradient est 

programmé comme suit : 0 % de B de 0 à 3 min puis une étape linéaire de 0 % à 100 % de B de 3 à 

15 min puis un plateau à 100 % de B pendant 10 min avant de revenir aux conditions initiales. Le débit 

est fixé à 0,2 mL.min-1.  

Les spectres MS ont été acquis sur une gamme de m/z de 80 à 800 en ionisation positive à une 

résolution de 30 000 en utilisant les paramètres suivants : voltage du spray à 4,5 kV, température du 

capillaire 300 °C, les débits des sheath gas et auxiliary gas sont fixés respectivement à 35 et 5 unités 

arbitraires. Les analyses MS/MS, conduites pour confirmer les identifications, ont été réalisées en 

fixant l’énergie de collision normalisée (NCE) à 25 %.  

B.3.3. Traitement des données 

Les données issues des analyses LC-MS ont été traitées avec XCMS 3.0 disponible sous l’environnement 

collaboratif Workflow4Metabolomics (Giacomoni et al., 2015). Le détail des paramètres utilisés est 

disponible en Annexe 1. Les features correspondant aux molécules dérivatisées ont été extraites à 

partir du massif isotopique de l’atome de brome contenu dans le dérivé BBHA à l’aide de la stratégie 

suivante : chaque ion [M+H]+ possédant un isotopologue d’intensité équivalente (ratio compris entre 

0,667 et 1,33) et présentant une différence de masse ∆M = 1.998 (±0.001) correspondant à la 

différence de masse entre deux isotopes du brome a été considéré.  



Chapitre IV : Etude de l’impact de la teneur en fer héminique, du contexte lipidique et du statut antioxydant 

165 
 

B.3.4. Analyses statistiques  

Les paramètres et outils utilisés pour les analyses statistiques sont décrits ci-dessus dans la partie 

« Analyse LC-MS d’échantillon urinaires ». 

B.3.5. Identification des métabolites 

La stratégie et les critères utilisés pour l’identification des métabolites sont dans ci-dessus dans la 

partie « Analyse LC-MS d’échantillon urinaires ». 

B.4. Expérimentations animales et régimes 

B.4.1. Expérimentation animale nutritionnelle  

Un total de 90 (n = 10 rats par groupes) rats mâles F344 âgés de 4 semaines fournis par Charles River 

(Allemagne) ont été hébergés en cage conventionnelle par groupe de 3 ou 4 par cage dans une salle à 

température contrôlée avec un cycle photopériodique de 12 h. Cette expérimentation animale a été 

autorisée par le Ministère de l’enseignement supérieur, de l’innovation et de la recherche en accord 

avec le comité d’éthique local (Projet APAFiS #22200-2019093015339804v2). Après réception des 

animaux, une période d’acclimatation de 10 jours a été observée avant le début de l’expérimentation 

durant laquelle l’ensemble des animaux ont été nourris avec le régime contrôle utilisé lors de 

l’expérimentation. Les animaux ont bénéficié d’un accès illimité à l’eau et la nourriture durant toute la 

durée de l’expérimentation. Afin de limiter l’oxydation des aliments durant la journée, les régimes 

étaient distribués quotidiennement en fin de journée. Après 16 jours de régimes expérimentaux, les 

animaux ont été placés dans des cages métaboliques individuelles pendant 24 h. Un suivi de la 

consommation d’eau et de nourriture ainsi que la collecte de fèces et d’urine ont été réalisés après 24 

h d’hébergement. Des prélèvements de fèces à l’anus, destinés au séquençage du microbiote, ont 

également été réalisés aux premiers et derniers jours de la distribution des régimes expérimentaux. A 

J22 après le démarrage des régimes expérimentaux les rats ont été sacrifiés.   

La composition des différents régimes expérimentaux est détaillée dans le Tableau 4 et la composition 

des farines utilisées pour la constitution des régimes expérimentaux est renseignée en Annexe 5. La 

notation utilisée pour décrire les régimes tout au long de ce manuscrit est la suivante : BO = bœuf ; PU 

= poulet ; SA = huile de carthame ; FO = huile de poisson ; R = antioxydants (mélange ascorbate 

tocophérol) et CON = contrôle (régime sans viande type AIN-76), par exemple la dénomination PUSA 

correspond ainsi au régime à base de poulet et d’huile de carthame.  
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Tableau 4 Composition des régimes expérimentaux. * Toutes les quantités sont exprimées en g pour 100 g eq sec 

 
CON BOSA BOSAR BOFO BOFOR PUSA PUSAR PUFO PUFOR 

Farine régime contrôle * 73.34 - - - - - - - - 

Farine complément * 0 50 50 50 50 50 50 50 50 

Huile de poisson (FO) * - - - 5 5 - - 5 5 

Huile de carthame (SA) * 5 5 5 - - 5 5 - - 

Eau* - - - - - - - - - 

Saindoux * 7.1 - - - - 5.5 5.5 5.5 5.5 

Bœuf (BO) * - 45 45 45 45 - - - - 

Poulet (PU) * - - - - - 40 40 40 40 

Ascorbate* - - 0.042 - 0.042 
 

0.042 
 

0.042 

Tocophérol * - - 0.1 - 0.1 
 

0.1 
 

0.1 

Caséine * 6.56 - - - - - - - - 

Methionine * 0.084 - - - - - - - - 

Tryptophane * 0.038 - - - - - - - - 

Gélatine de porc * 8 - - - - - - - - 

B.4.2. Expérimentation animale de carcinogénèse 

Un total de 72 rats F344 âgés de 4-5 semaines fournis par Charles River (Allemagne) et répartis en 5 

groupes expérimentaux (BOFO (n = 12), BOSA (n = 18), BOSAR (n = 12), PUFO (n = 12) et PUSA (n= 18)) 

ont été hébergés en cage conventionnelle en binôme dans une salle à température contrôlée avec un 

cycle photopériodique de 12 h. Cette expérimentation animale a été autorisée par le Ministère de 

l’enseignement supérieur, de l’innovation et de la recherche en accord avec le comité d’éthique local 

(Project APAFIS 27180_2020091017209910_v2). Une semaine après réception, les animaux sont 

soumis à une injection intrapéritonéale d’AOM à une dose de 20 mg/kg pour initier la cancérogenèse 

colique. Après une période d’acclimatation de 12 jours, les régimes expérimentaux ont été distribués 

quotidiennement durant 100 jours pour étudier leur effet sur la promotion de la cancérogenèse. Après 

80 jours de régimes expérimentaux, les animaux ont été placés dans des cages métaboliques 

individuelles pendant 24 h pour suivre leur consommation d’eau et de nourriture ainsi que pour 

collecter les fèces et l’urine. Au bout de 100 jours d’expérimentation les animaux ont été sacrifiés. La 

composition des régimes expérimentaux utilisés est décrite dans le Tableau 4.  

 

B.5. Dosages du DHN-MA et 8-OH-2-deoxyguanosine par immunodosage 

Les urines collectées lors du passage en cage à métabolisme puis normalisées selon l’osmolalité ont 

été utilisées pour déterminer la concentration de DHN-MA urinaire. Pour cela une méthode immuno-
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enzymatique compétitive développée par Guéraud et al. (Guéraud et al., 2006) a été utilisée. Le 

principe de la méthode repose sur la compétition pour la liaison à un anticorps monoclonal entre le 

composé d’intérêt (ici le DHN-MA) et un traceur (DHN-MA couplé à l’acétylcholinestérase).  Un total 

de 50 µL d’urine normalisée selon l’osmolalité (puis diluée au 1/100ème ou 1/1000ème en fonction du 

groupe expérimental), 50 µL d’anticorps anti DHN-MA et 50 µL de traceur ont été déposés sur une 

plaque contenant un anticorps immobilisé dirigé contre l’anticorps anti DHN-MA. Après 18 h 

d’incubation les plaques sont lavées, puis 200 µL de réactif d’Ellman (substrat de 

l’acétylcholinestérase) sont ajoutés afin de procéder à la révélation. Après 2 h d’incubation, les plaques 

sont lues à l’aide d’un lecteur de plaque à la longueur d’onde 414 nm.  

Le même procédé est utilisé pour la mesure de la concentration de la 8-OH-2-deoxyguanosine. Les 

urines normalisées sont diluées au 1/20ème puis le dosage est réalisé selon les spécifications du kit 

utilisé (Cayman Chemical, DNA/RNA Oxidative Damage (Clone 7E6.9) ELISA Kit). 

B.6. Dosage des TBARS dans les eaux fécales 

Le protocole utilisé est basé sur une méthode décrite par Ohkawa et al. (Ohkawa et al., 1979). Le 

principe de ce dosage est basé sur la formation d’un conjugué entre l’acide thiobarbiturique (TBA) et 

des substances réactives telles que les aldéhydes issus de la peroxydation lipidique. Les diènes 

résultant de cette réaction sont quantifiables par spectrophotométrie car ils émettent un signal à 532 

nm. Ainsi, 10 µL d’eau fécale ont été déposés en duplicat dans des plaques 96 puits avec soit 190 µL 

d’une solution « mix » (préparée comme suit : 20 mL d’eau distillée, 4,2 mL d’acide acétique et 1,75 

mL de SDS 20%) soit 190 µL d’une solution « mix + TBA » (préparée en dissolvant 175 mg de TBA dans 

25 mL de solution « mix »). Une gamme de calibration de malondialdéhyde (MDA) de 0 à 400 µM a 

également été déposée en suivant le même procédé. Après 1 h d’incubation à 95 °C les plaques sont 

lues au lecteur de plaque à 532 nm. 

B.7. Cytotoxicité des eaux fécales  

B.7.1. Préparation des eaux fécales  

Les eaux fécales préparées à partir des fèces récoltées en cage à métabolisme ont été diluées au 

1/20ème dans du DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium) sans sérum de 

veau fœtal (SVF) puis filtrées à 0,22 µm en condition stérile. 

B.7.2. Culture cellulaire et cytotoxicité 

L’activité cytotoxique des eaux fécales a été mesurée sur une lignée de cellules murines d’épithélium 

colique sain provenant d’Immortomouse® croisées avec une lignée de souris saine C57BL6. Les 
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Immortomouse sont des souris modifiées génétiquement portant une forme thermosensible et 

inductible en présence d’interféron gamma (INF-) d’un gène suppresseur de p53 : le gène « SV40 large 

T antigen » (Jat et al., 1991). Ainsi, en condition dites « permissives » i.e. à 33 °C et en présence d’INF-

, p53 est inactivé ce qui conduit à une prolifération des cellules de manière indéfinies. A l’inverse à 

37 °C et sans INF- les cellules présentent un phénotype de primo-culture.  

Les cellules sont cultivées sur plaque 96 puits dans du DMEM (auquel est ajouté 10 % de SVF, 1 % de 

glutamine et 1 % de pénicilline/streptomycine). Les cellules sont ensemencées à 10 000 cellules/puit 

et cultivées en condition permissives à 33 °C en présence d’interféron gamma et de facteur de 

croissance (EGF) jusqu’à atteindre une confluence d’environ 70 %. Après 24 h en conditions non-

permissives (37 °C sans interféron ni facteur de croissance), 100 µL d’eaux fécales sont déposées sur 

les cellules qui sont ensuite incubées 24 h à 37 °C. La mesure de la cytotoxicité est réalisée sur un 

lecteur de plaque après ajout de Wst-1, réactif métabolisé par les mitochondries conduisant à la 

formation d’un chromogène émettant à 440 nm.   

B.8. Expression génique dans la muqueuse colique 

Un total de 1 mL de Tri reagent (Molecular Research Center) a été ajouté à muqueuse colique prélevée 

lors de la dissection des rats afin d’en extraire l’ARN. Les échantillons ont ensuite été homogénéisés 

dans des tubes Lysing Matrix D à l’aide d’un FastPrep, puis 200 µL de dicholorométhane ont été 

ajoutés. Une fois la phase aqueuse collectée, 500 µL d’isopropanol sont ajoutés afin de précipiter 

l’ARN. Les culots d’ARN sont lavés avec 1 mL d’éthanol à 75 % avant d’être dilués dans l’eau. Les extraits 

d’ARN totaux (1 µg) sont ensuite reverse-transcrits à l’aide du iScript™ Reverse Transcription Supermix 

(Bio-Rad) afin d’être analysés par qPCR en temps réel sur un instrument ViiA 7 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). La liste des amorces utilisées est disponible en Annexe 6. Les données sont 

analysées à l’aide du logiciel LinRegPCR v.11 et normalisées par rapport au niveau d’expression du gène 

Polymerase II Subunit A (POLR2A).  

B.9. Comptage histologique des lésions prénéoplasiques 

Lors de la dissection des rats de l’expérimentation de carcinogénèse, les colons ont été prélevés, 

ouverts longitudinalement puis étalés à plat avant d’être fixés et conservés dans de la formaline à 10 %.  

Avant lecture, les colons ont été rincés à l’eau distillée puis plongés dans du bleu de méthylène 0,05 % 

afin d’être colorés. La lecture et le comptage des ACF a été réalisé à l’aide d’un microscope optique 

(grossissement x40). Le nombre d’ACF ainsi que la multiplicité de ces derniers (nombre de cryptes 

aberrantes par ACF) ont été enregistrés. Le nombre de tumeurs a également été reporté.  

A l’issue du comptage des ACF, les colons ont été coloré à l’aide d’une coloration HID-AB (high iron 
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diamine/alcian blue) (Spicer, 1965). Le nombre de MDF a été dénombré à l’aide d’un microscope 

optique (grossissement x40). 

B.10. Dosage de l’hème dans les eaux fécales  

La méthode utilisée pour le dosage de l’hème dans les eaux fécales est basée sur celle décrite par Van 

den Berg et al. (van den Berg et al., 1988). Cette méthode de quantification de l’hème repose sur la 

transformation, par du sulfate de fer ferreux en milieu acide, de la protoporphyrine en porphyrine 

fluorescente quantifiable par spectrophotométrie.  Après précipitation des protéines, par ajout de 125 

µL d’isopropanol acidifié à 120 µL d’eaux fécales, puis centrifugation, 25 µL de la phase supérieure ont 

été récupérés. Puis, 500 µL d’acide acétique et 25 µL d’un mélange sulfate de fer / acide chlorhydrique 

ont été ajoutés aux échantillons ensuite incubés 30 min à 60 °C. Un total de 1 mL d’isopropanol à 50 % 

a ensuite été ajouté afin de stopper la réaction. Les échantillons ont ensuite été déposés en plaque 96 

puits afin de procéder à la quantification de la fluorescence émise à 605 nm à l’aide d’un lecteur de 

plaque automatique. Parallèlement à la préparation des échantillons une gamme étalon 

d’hémoglobine (de 0 à 140 µM) a également été préparée en suivant le même protocole. 

B.11. Détermination du taux de phosphorylation de l’histone H2AX 

Pour chaque rat, un morceau de côlon proximal prélevé lors de la dissection a été fixé dans la formaline 

à 10 % avant d’être inclus dans la paraffine. Les blocs de paraffine ont été coupés en section de 4 µm.

  

Les sections de paraffine ont été réhydratées et l'activité peroxydase endogène a été inactivée par une 

incubation de 10 minutes dans une solution BLOXALL® (Vector Laboratories). Après lavage des lames, 

le démasquage des sites antigéniques a été effectué par chauffage au micro-ondes (14min) dans un 

tampon citrate 0,01 M (pH 6,0). Après incubation dans du sérum de blocage à 2,5 % (ImmPRESS® HRP 

Goat anti-Rabbit IgG Polymer Detection Kit, Vector Laboratories), les sections ont été incubées une 

nuit à 4 °C avec de l'anti-γH2Ax de lapin (1/200) dilué dans une solution Animal-Free Blocker® (Vector 

Laboratories). Après lavage, les lames ont été incubées pendant 30 minutes avec le réactif polymère 

ImmPRESS® pour IHC qui intègre d'anticorps secondaire et d'enzymes pour une détection IHC de haute 

sensibilité. Le kit de substrat DAB (3,3′-Diaminobenzidine) pour la peroxydase (ImmPACT®DAB, Vector 

laboratories) a été utilisé comme chromogène. Les sections ont ensuite été contre-colorées et 

montées. L’ensemble des lames a été analysé en aveugle par le même expérimentateur. 
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B.12. Imagerie par spectrométrie de masse 

B.12.1. Préparation d’échantillons 

Un total de 10 colons (n = 5/groupes) de rats issus de l’expérimentation de carcinogénèse ont été 

prélevé puis congelés sous forme de swiss-roll sur de l’isopentane refroidi. Les tissus ont été coupés à 

12 µm à l’aide d’un cryostat et montés sur lame en verre conductrice ITO 75*25 mm (« indium tin 

oxide »). Selon le mode d’ionisation, deux matrices MALDI ont été déposées avec un sprayer 

automatique HTX TM-Sprayer (HTX Imaging, Chapel Hill, NC, USA). Pour le mode positif la matrice DHB 

(acide 2,5-dihydroxy benzoique) à 15 mg/mL dans ACN/H2O (90:10) + 0,1% TFA a été déposée selon 

les conditions suivantes : température 60 °C, 14 passes, débit 125 µL/min, vitesse 1200 mm/min, track 

spacing 3 mm, pression d’azote 10 psi, hauteur de la buse 40 mm et gas flow 2 L/min. Pour le mode 

négatif la matrice 9-AA (9-aminoacridine) à 10 mg/mL dans EtOH/H2O (70:30, v/v) a été déposée selon 

les conditions suivantes : température 70 °C, 8 passes, débit 100 µL/min, vitesse 1200 mm/min, track 

spacing 3 mm, pression d’azote 10 psi, hauteur de la buse 40 mm, gas flow 3 L/min et temps de séchage 

entre chaque passe 10 s.  

Avant analyse chaque lame est séchée au dessicateur au minimum 1 h. 

B.12.2. Acquisition et traitement des données  

Les données ont été acquises sur un spectromètre de masse TIMS ToF Flex (Bruker, Bremen, Germany) 

équipé d’une double source ESI-MALDI avec un laser Smartbeam II 355nm. Chaque spectre MALDI pour 

chaque position est le résultat d’un scan acquis sur 200 tirs lasers consécutifs. Les images ont été 

acquises à une résolution spatiale de 100 µm.   

Les images ont été retraitées à l’aide du logiciel SCiLS Lab Pro (Bruker). Les données ont été 

normalisées sous SCiLS par utilisation de la méthode « root min square ». Afin de différentier les 

différentes zones du tissu, la segmentation entre la partie épithéliale et la partie musculaire du colon 

a été réalisée via SCiLS et seule la partie épithéliale des colons a été étudiée.  

Enfin, afin de déterminer les métabolites discriminants entre les deux conditions analysées, un test 

basé sur une courbe ROC (receiving operator curve) a été réalisé. Les métabolites présentant une AUC 

> 0.65 ou < 0.35 ont été considéré comme discriminants.  

B.12.3. Identification des métabolites 

L’identification préliminaire des métabolites a été réalisée en comparant les rapports m/z obtenus 

avec la base de données HMDB en utilisant une erreur de masse de ± 10 ppm. Pour conforter ces 

annotations putatives des spectres MS/MS ont été acquis en MALDI puis comparés à des spectres 

expérimentaux disponibles sous HMDB. Les spectres MS/MS ont été acquis en utilisant une 

fragmentation CID à des énergies comprises entre 10 et 35 eV et une fenêtre d’isolation de ± 2 Da. 
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C. Résultats  

Dans cette partie, l’effet de différents régimes alimentaires, riches en viande rouge ou blanche, 

enrichis en antioxydants ou non, ou encore contenant des acides gras ω-3 ou ω-6, sera étudié sur la 

base de plusieurs critères tels que la peroxydation lipidique, la cytotoxicité des eaux fécales ou encore 

le nombre de lésions prénéoplasiques. Notre hypothèse principale reposant sur des effets néfastes 

induits par la viande rouge directement liés à la teneur de cet aliment en fer héminique, la teneur en 

hème dans les eaux fécales des animaux a été déterminée. Les résultats, présentés en Figure 30 A et 

B montrent une très nette différence entre les régimes riches en viande rouge en comparaison aux 

régimes à base de viande blanche. Pour l’expérimentation nutritionnelle (Figure 30B), la teneur en 

hème du régime sans viande type AIN-76 est similaire à celle des groupes poulet (moyenne : 17,18 

µM ; données non-montrées). Ainsi, une plus forte teneur en hème dans les fèces des animaux soumis 

à des régimes riche en viande rouge induit une plus forte exposition à l’hème au niveau colique et 

intestinal. 

Figure 30 Concentration en hème dans les eaux fécales (A) dans l’expérimentation de carcinogénèse (B) dans l’expérimentation 
nutritionnelle. Les valeurs correspondent à des moyennes ± écart-type. La significativité des différents facteurs a été déterminée par (A) 

ANOVA à deux voies et (B) ANOVA à 3 voies 
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C.1. Les régimes riches en viande rouge induisent une augmentation de la 

peroxydation lipidique 

C.1.1. Résultats de l’expérimentation nutritionnelle. 

C.1.1.1. Profilage des acides mercapturiques comme témoins de peroxydation 

lipidique 

Dans cette partie, la méthode d’analyse non-ciblée des mercapturates présentée au Chapitre II : 

Développement et optimisation de la méthode d’analyse, a été utilisée afin de déterminer l’impact des 

différents régimes alimentaires sur la peroxydation lipidique au travers de la caractérisation de 

l’abondance relative et de la diversité des mercpaturates. Suite à l’analyse des données acquises en 

LC-HRMS, 3470 variables ont été conservées. L’analyse DIA en LC-HRMSE sur les échantillons QC de 

groupe a permis de détecter 219 potentiels acides mercapturiques dont 26 communs aux 5 QC 

différents (Figure 31). De façon intéressante, la Figure 31 montre que les recouvrements les plus 

importants concernent les groupes « BOFO/PUFO » dont les régimes contiennent de l’huile de poisson 

et « BOSA/PUSA/CON » dont les régimes contiennent de l’huile de carthame. Ceci confirme que la 

nature des acides mercapturiques détectés est bien influencée par la nature des acides gras 

constituant le régime. Les 219 expériences MS/MS réalisées ont permis de confirmer 86 mercapturates 

(soit environ 40 % de vrais positifs). Parmi les 86 mercapturates validés, 47 ont été retrouvés dans le 

jeu de données issu du traitement XCMS, et seuls ces 47 composés seront considérés pour la suite des 

Figure 31 Nombre de mercapturates potentiels détectés dans chaque QC de 
groupe 
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résultats. Enfin, au sein de ces 47 composés, 22 annotations putatives ont pu être proposées et trois 

mercapturates ont été identifiés au niveau 1 en comparant le spectre MS/MS expérimental avec le 

spectre MS/MS du standard correspondant : le DHN-MA, le 4-hydroxy-nonanal mercapturic acid (HNE-

MA) et le 4-hydroxy-heptanol mercapturic acid (HHEP-MA).   

Afin de comparer l’impact du régime alimentaire sur l’abondance des acides mercapturiques, les 

moyennes des intensités de chaque composé ont été déterminées pour chaque groupe expérimental 

et comparées. Les comparaisons des groupes « BOSA » vs. « CON » et « BOSA » vs. « PUSA » 

présentées respectivement en Figure 32A et B témoignent d’une augmentation globale de l’abondance 

des acides mercapturiques dans les urines des rats soumis à un régime riche en viande rouge combiné 

à l’huile de carthame. Pour conclure quant à la significativité des différences observées, un test 

univarié (Wilcoxon + fdr) a été réalisé sur l’ensemble des 3470 variables (résultats reportés en Annexe 

7  pour l’ensemble des comparaisons). De manière inattendue, une diminution significative de 

l’abondance des acides mercapturiques a été constatée en comparant les régimes BOFO et PUFO, à 

l’exception du DHN-MA (voir Annexe 8Annexe ).  

L’ajout d’antioxydant dans les régimes alimentaires semble induire une diminution de l’abondance des 

acides mercapturiques dans le groupe BOSAR en comparaison au groupe BOSA (Figure 33), en 

particulier pour le DHN-MA et le HHEP-MA, suggérant une probable diminution de l’abondance de leur 

Figure 32 Fold change des 47 acides mercapturiques (A) entre les groupes BOSA et CON (B) entre les groupes BOSA et PUSA. Les valeurs 
sont exprimées en Log2(Fold change) une valeur positive correspondant à une augmentation dans le groupe BOSA par rapport au 

groupe comparé. Une « * » signifie une annotation putative 



Chapitre IV : Etude de l’impact de la teneur en fer héminique, du contexte lipidique et du statut antioxydant 

174 
 

précurseur, le HNE et le 4-OH-heptenal, respectivement. Il est à noter que les composés nommés 

Merca 45 à 47 semblent provenir des antioxydants eux-mêmes et non pas de la détoxification de 

produits de peroxydation lipidique. En effet, leur signal est abondant dans l’ensemble des groupes 

supplémentés en antioxydant (données non-montrées). En revanche, l’ajout d’antioxydant dans le 

régime BOFO n’induit pas de diminution de l’abondance de ces composés (voir Annexe 9).  

Dosages complémentaires  

Afin d’appuyer les données issues de l’analyse des acides mercapturiques et de renforcer l’hypothèse 

d’une peroxydation lipidique induite par les régimes riches en viande rouge, des dosages du DHN-MA 

urinaire ainsi que des TBARS fécaux ont été réalisés. Les résultats présentés en Figure 34A montrent 

une augmentation significative des TBARS fécaux dans les échantillons issus des régimes riches en 

viande rouge. L’ajout d’antioxydant dans le régime a également permis de réduire l’abondance de ces 

Figure 33 Fold change des 47 acides mercapturiques entre les groupes BOSAR et BOSA. Les valeurs sont 
exprimées en Log2(Fold change), une valeur négative correspondant à une diminution dans le groupe BOSAR 

par rapport au groupe BOSA. Une « * » signifie une annotation putative 
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espèces. En revanche, le facteur huile ne semble pas impacter l’abondance des TBARS fécaux. La 

concentration en TBARS fécaux a également été augmentée par le régime BOSA en comparaison au 

régime CON (p-value : 0.0241, données non-montrées). Les résultats obtenus par immuno-dosage du 

DHN-MA urinaire ont montré une augmentation significative de la quantité de DHN-MA urinaire dans 

les régimes riches en viande rouge en comparaison aux régimes poulet et sont en accord avec les 

données issues de l’analyse LC-MS (Figure 34B). Une réduction de la quantité de DHN-MA urinaire par 

l’ajout d’antioxydant a été observée en particulier pour les régimes combinant bœuf et huile de 

carthame. La nette différence entre les régimes SA et FO s’explique par le fait que le DHN-MA dérive 

du HNE, et donc de l’oxydation des acides gras ω-6, constituants majoritaires de l’huile SA, tandis que 

l’huile FO est riche en acides gras ω-3. 

C.1.1.2. Profilage aldéhydomique des contenus fécaux  

Dans le but d’estimer la diversité et l’abondance de l’ensemble des aldéhydes présents dans les 

échantillons fécaux une analyse qualifiée d’aldéhydomique, dont le développement a fait l’objet d’une 

publication disponible en fin de manuscrit (Annexe 16), a été réalisée. Cette méthodologie permet, 

grâce à une dérivatisation sélective des aldéhydes à l’aide d’une sonde bromée, d’extraire les signaux 

correspondant aux aldéhydes dans un jeu de données de métabolomique non-ciblée.  

A l’issue de l’analyse LC-MS et du traitement des données à l’aide d’XCMS, 3332 variables ont été 

conservées dont 1531 correspondant à des ions contenant du brome. Afin d’éviter la redondance 

d’information, seuls les ions correspondant à l’isotopomère 79 Br ont été conservés. Au total, 716 

variables correspondant à des ions contenant au moins un atome de brome ont été conservées pour 

la suite des analyses. L’annotation de ces variables a permis l’identification de 24 composés dont 9 

annotés au niveau 1 (voir Annexe 10). Parmi ces variables, des aldéhydes issus de la peroxydation 

lipidique tels que le MDA ont pu être annotés mais aussi d’autres types d’aldéhydes (alkanals, 

aldoses…) ou encore certains acides carboxyliques. L’ACP présentée en Figure 35B réalisée à partir des 

716 variables montre une bonne discrimination des différents groupes en comparaison à l’ACP réalisée 

Figure 34 Evaluation de la peroxydation lipidique induite par les régimes alimentaires par dosage de (A) TBARS dans les eaux fécales (B) 
DHN-MA urinaire. La significativité est déterminée par ANOVA à 3 facteurs 
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sur l’ensemble des 3332 variables (Figure 35A) où les effets « huile » et « antioxydant » semblent 

prédominer. Il est notable que bien que les analyses statistiques (OPLS-DA et test de Wilcoxon) aient 

révélé des différences significatives entre les différents groupes, les aldéhydes issus de la peroxydation 

lipidique semblent peu affectés par les différents régimes, à l’exception du MDA et du 8-carboxy-4.5-

dihydroxy-octenal (voir Annexe 10). De plus, parmi les aldéhydes annotés, seuls ces deux composés 

présentent une corrélation importante avec les mercapturates HHEP-MA, HNE-MA et DHN-MA (par 

exemple r = 0.69 entre le HHEP-MA et le 8-carboxy-4.5-dihydroxy-octenal). 

 

Figure 35 Analyse en composante principale à partir de (A) l’ensemble des variables détectées via 
XMCS (R2=32,9%) (B) l’ensemble des variables correspondant aux aldéhydes(R2=30,7%). Chaque point 

représente un individu 
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C.1.2. Résultats de l’expérimentation de cancérogenèse 

C.1.2.1. Profilage des acides mercapturiques 

Dans cette expérimentation, 4717 variables ont été conservées à l’issue de l’analyse des données 

acquises en LC-HRMS. Après traitement des données LC-HRMSE, 583 mercapturates potentiels ont été 

retenus dont 142 ont pu être retrouvés parmi les 4717 variables. Les expériences de MS/MS ciblée ont 

permis de confirmer la présence de 71 mercapturates qui seront considérés pour la suite. Au sein de 

ces composés, 39 ont pu être putativement annotés et deux mercapturates ont été annotés au niveau 

1 : le DHN-MA et le HNE-MA (le HHEP-MA n’ayant pas été retrouvé dans cette expérimentation). De la 

même manière que dans l’expérimentation nutritionnelle, une augmentation significative (test 

Wilcoxon + fdr) de nombreux mercapturates est observée en comparant les régimes BOSA et PUSA 

ainsi qu’une diminution de l’abondance de ces produits lors de la supplémentation en antioxydants 

(Figure 36A et B).  

Les données pour l’ensemble des mercapturates et des comparaisons sont disponibles en Annexe 11. 

Il est notable que l’augmentation de l’abondance relative des mercapturates entre les groupes BOSA 

et PUSA semble être encore accentuée par la durée de l’expérimentation, en effet les fold-change du 

DHN-MA et HNE-MA passent respectivement de 1.64 et 1.61 dans l’expérimentation nutritionnelle à 

2.5 et 4.1 dans l’expérimentation de carcinogénèse. De plus, contrairement à ce qui a été observé dans 

l’étude nutritionnelle, l’augmentation de l’abondance relative entre les groupes BOFO et PUFO de 

Figure 36 Fold change des mercapturates retrouvés significatifs (Wilcoxon + fdr) lors des comparaison (A) BOSA/PUSA (B) BOSAR/BOSA. 
Les valeurs sont exprimées en Log2(Fold change). Une « * » signifie une annotation putative 
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certains mercapturates tels que le DHN-MA ou le HNE-MA (fold-change respectifs de 3.6 et 11) suggère 

une augmentation de la peroxydation lipidique dans le régime bœuf. 

C.1.2.2. Dosages complémentaires 

Conformément aux résultats obtenus lors de l’expérimentation nutritionnelle, une augmentation des 

TBARS et du DHN-MA urinaire a été observée dans cette expérimentation. Les résultats présentés en 

Figure 37A et B montrent une augmentation significative des TBARS et DHN-MA avec les régimes riches 

en viande rouge en comparaison aux régimes à base de viande blanche. Cependant, contrairement à 

ce qui a été observé lors de l’expérimentation nutritionnelle, l’ajout d’antioxydant n’a pas conduit à 

une diminution de la quantité de TBARS dans le groupe BOSAR en comparaison au groupe BOSA (t-

test, p-value : 0.98 ; données non-montrées). En revanche, et conformément aux données obtenues 

par LC-MS, l’ajout d’antioxydant a conduit à une diminution significative du DHN-MA urinaire dans le 

groupe BOSAR en comparaison au groupe BOSA (t-test, p-value : <0.0001 ; données non-montrées). 

C.2. Les régimes riches en viande rouge induisent une activation transcriptionnelle de 

gènes de détoxification  

Afin d’évaluer l’impact des différents régimes et de la peroxydation lipidique hème-induite sur la 

transcription, au sein de l’épithélium colique, de gènes impliqués dans la détoxification des aldéhydes 

issus de la peroxydation lipidique dans le catabolisme de l’hème ou dans l’induction de défense 

antioxydantes, des expériences de qPCR ont été réalisées. Les résultats présentés en Figure 38 

Figure 37 Dosage de (A) TBARS dans les eaux fécales (B) DHN-MA urinaire. La significativité est déterminée à l’aide 
d’une ANOVA à deux facteurs.   
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montrent une réponse différentielle en fonction de la durée de l’expérimentation, bien qu’un effet lié 

à l’injection d’AOM ne soit pas à exclure.  

En effet, pour l’expérimentation nutritionnelle, une activation de la transcription des gènes de 

détoxification des aldéhydes a été observée (Figure 38B et D) lors d’un régime riche en viande rouge 

tandis qu’aucune différence significative n’a été observée lors de l’expérimentation de carcinogénèse 

(Figure 38A et C). Il est notable que le statut lipidique du régime semble également avoir un impact sur 

Figure 38 Expression relative des gènes impliqués dans la détoxification des aldéhydes (A et B : Aldo keto redusctase family 1 
member ; B et D : Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member A2) du catabolisme de l’hème (E et F : Heme oxygenase 1) et dans la 
synthèse de glutathion (G et H : Glutathione synthetase). Les valeurs correspondent à des moyennes ± écart-type. La significativité 

des différents facteurs a été déterminée par ANOVA à deux voies pour l’expérimentation de carcinogénèse et ANOVA à 3 voies 
pour l’expérimentation nutritionnelle. Seules les différences significatives sont indiquées 
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la transcription de ces gènes, notamment sur Akr1b7 pour lequel une augmentation de la transcription 

dans les régimes à base d’huile de poisson a été observée (Figure 38B). De manière attendue, les 

régimes riches en viande rouge ont induit une activation de la transcription du gène « Heme oxygénase 

1 » responsable du catabolisme de l’hème dans les deux expérimentations (Figure 38E et F). Il est 

intéressant de noter que l’ajout d’antioxydant dans le régime a conduit à une diminution de la 

transcription de ce gène en particulier pour les régimes bœuf dans l’expérimentation nutritionnelle 

(Figure 38F) mais qu’aucun changement n’a été observé après 100 jours de régime. Enfin, le glutathion 

représentant l’élément clé de la voie des mercapturates et une augmentation de la quantité des acides 

mercapturiques ayant été reportée dans les urines des rats soumis aux régimes riches en viande rouge, 

il a paru pertinent de s’intéresser aux gènes impliqués dans la synthèse de ce composé. Pour cela, la 

transcription du gène « Glutathione synthetase » (Gss) a été étudiée. De la même manière que pour 

les autres gènes, un résultat différent en fonction de la durée de l’expérimentation a été observé. 

Après 100 jours de régime, une activation de la transcription de Gss a été observée tandis qu’aucune 

différence n’a été notée dans l’expérimentation nutritionnelle (Figure 38G et H).  

L’ensemble de ces résultats met en lumière à la fois l’impact du régime alimentaire sur la transcription 

des gènes impliqués dans le métabolisme rédox mais également l’adaptation de la réponse en fonction 

de la durée du régime. 

C.3. Impact sur le métabolome urinaire 

La méthode d’analyse développée et présentée au Chapitre II : Développement et optimisation de la 

méthode d’analyse, de ce manuscrit permettant à la fois l’exploration non-ciblée de l’ensemble des 

acides mercapturiques mais aussi du métabolome urinaire, il a paru pertinent de s’intéresser aux 

répercussions des différents régimes sur les métabolites urinaires. A l’issue des analyses, 

respectivement 40 et 59 annotations au niveau 1 ont pu être confirmées dans l’expérimentation 

nutritionnelle et dans l’expérimentation de carcinogénèse. Les métabolites identifiés ainsi que leur 

significativité (métabolites présentant un ViP > 1 et une p-value <0.05) dans les principales 

comparaisons sont disponibles en Annexe 12 et Annexe 13. Pour chaque expérimentation, les ACP 

réalisées à partir de l’ensemble des variables montrent une bonne discrimination des différents 

groupes avec un effet marqué du facteur « huile » sur la première composante, tandis que l’ajout 

d’antioxydant dans le régime semble être responsable de la séparation observée sur la deuxième 

composante en particulier pour l’expérimentation nutritionnelle (Figure 39A et B). Il est notable que 

la discrimination entre les régimes bœuf et poulet semble plus marquée après 100 jours de régime 

(Figure 39B). Pour compléter ces observations, des analyses supervisées OPLS-DA ont été réalisées et 
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des modèles robustes et valides (Q²> 0.4 avec un intercept < 0.05) ont été obtenus pour toutes les 

comparaisons que ce soit deux à deux ou par facteur.  

 

Afin d’évaluer le potentiel lien entre les modifications du métabolome urinaire observées et la 

peroxydation lipidique, les corrélations entre les mercapturates annotés au niveau 1 et les métabolites 

discriminants pour l’effet viande (comparaison de tous les groupes bœuf vs poulet) ont été étudiées. 

Il est intéressant de constater qu’après une longue période de régime de fortes corrélations (positives 

ou négatives) sont observées entre les niveaux des métabolites et les mercapturates, tandis que ces 

corrélations sont plus faibles dans l’expérimentation nutritionnelle (Figure 40A et B). En particulier, 

plusieurs métabolites présentent des corrélations négatives importantes avec les mercapturates : le 

N-acetyl glutamic acid, la N-acetyl-leucine, le pyroglutamic acid, l’α-ketoglutarate et le pantothenic 

acid. Cependant, malgré une corrélation élevée avec les acides mercapturiques, il est important de 

souligner que la diminution ou l’augmentation des niveaux de certains métabolites, en particulier la 3-

Figure 39 ACP réalisée sur l’ensemble des variables détectées dans les urines des rats issues de 
(A) l’expérimentation nutritionnelle (B) l’expérimentation de carcinogénèse. Chaque point 

représente un individu. 
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methyl-histidine, n’est probablement pas liée à la peroxydation lipidique. En effet, ce métabolite est 

largement décrit dans la littérature comme biomarqueur de consommation de volaille (Giesbertz et 

al., 2020). 

 

C.4. Impact d’un régime riche en viande rouge/ fer héminique sur l’épithélium colique 

Afin d’évaluer le potentiel impact des régimes riches en viande rouge sur le métabolisme de 

l’épithélium colique, une étude préliminaire sur 9 rats issus de l’expérience de carcinogénèse (5 rats 

du groupe BOSA et 4 du groupe PUSA) a été réalisée en imagerie par spectrométrie de masse. Le but 

et l’intérêt de l’utilisation de cette technique repose sur le fait que seule la partie épithéliale colique 

(correspondant aux cryptes du colon) a été analysée. En effet, étant donné que cette partie du colon 

est en contact direct avec les constituants présents dans la lumière colique, le métabolisme du tissu 

épithélial pourrait être impacté par le régime alimentaire. A l’issue de l’analyse, 24 métabolites 

discriminants putativement annotés (présentant une AUC > 0.65 ou < 0.35) ont été mis en évidence 

Figure 40 Corrélation entre les mercapturates annotés au niveau 1 et les métabolites discriminants entre les groupes bœuf et 
poulet (A) expérimentation nutritionnelle (B) expérimentation de carcinogénèse 
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(voir Annexe 14). Parmi ces métabolites, l’abondance relative du glutathion dans la partie épithéliale 

du colon semble être impactée par le type de régime. En effet, une différence statistiquement 

significative (AUC = 0.3) a été observée lors de la comparaison du signal de ce composé dans les colons 

du groupe « BOSA » en comparaison au groupe « PUSA » (Figure 41). La valeur d’AUC déterminée pour 

cette comparaison indique une plus faible intensité du glutathion au niveau de l’épithélium colique du 

groupe « BOSA ». Même si les données spectrales obtenues sont précises, il est cependant à noter que 

l’annotation du glutathion et des autres métabolites discriminants reste putative est doit-être 

confirmée par comparaison avec un standard.   

Ces résultats mettent en avant de possibles changements métaboliques induits par la consommation 

de viande rouge au niveau de l’épithélium colique. Dans cette expérience, l’utilisation de l’imagerie 

par spectrométrie de masse a permis d’étudier la réponse métabolique du seul tissu épithélial, en 

contact direct avec la lumière colique, et par conséquent avec les composés formés au sein de cet 

environnement. La diminution de l’abondance du glutathion au niveau colique pourrait être liée à une 

surconsommation de ce métabolite afin de détoxifier les produits de peroxydation lipidiques hème-

induit formés au sein de l’environnement colique.  

  

C.5. Réponse toxicologique associée 

L’ensemble des résultats précédents ont permis de mettre en évidence une peroxydation lipidique 

augmentée dans les régimes riches en viande rouge en comparaison aux régimes à base de viande 

blanche ou sans viande. Afin de déterminer si l’accroissement du stress électrophile et de la 

Figure 41 Intensité du signal du glutathion [M+K-2H]- (A) dans les colons du groupe BOSA (B) dans les colons du groupe 
PUSA) 
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peroxydation lipidique ont conduit à des effets toxiques sur l’organisme, plusieurs facteurs tels que la 

cytotoxicité des eaux fécales, des marqueurs de stress oxydant ou encore le dénombrement de lésions 

pré-cancéreuses dans les colons ont été étudiés et sont présentés dans cette partie.   

C.5.1. Cytotoxicité des eaux fécales 

Dans un premier temps, l’activité cytotoxique des eaux fécales provenant des rats soumis aux 

différents régimes expérimentaux a été déterminée. Pour cela des cellules épithéliales coliques 

murines immortalisées ont été exposées aux eaux fécales issues de chaque individu durant 24 h. Le 

pourcentage de cellules viables au bout de ce temps a ensuite été déterminé. Les résultats présentés 

en Figure 42A et B montrent qu’aucune différence de cytotoxicité n’a été observée entre les régimes 

riches en viande rouge et les régimes riches en viande blanche. Dans l’expérimentation nutritionnelle, 

un effet huile en faveur d’une meilleure viabilité cellulaire avec les régimes contenant de l’huile de 

poisson a été reportée, bien que cet effet n’ait pas été retrouvé dans l’expérimentation de 

carcinogénèse. Cependant, il est intéressant de noter que les régimes à base de viande (bœuf ou 

poulet) semblent induire une diminution de la viabilité cellulaire en comparaison au régime contrôle 

sans viande type AIN-76 (Figure 42C). Par ailleurs, aucune amélioration de la viabilité cellulaire n’a été 

observée dans l’expérimentation nutritionnelle lors de l’ajout d’antioxydant dans le régime. De la 

même manière, dans l’expérimentation de carcinogénèse, une tendance à la diminution de la viabilité 

a été observée lors de l’ajout d’antioxydant lorsque les groupes BOSA et BOSAR ont été comparés (t-

test, p-value 0.064 ; données non-montrées). 

Figure 42 Viabilité cellulaire des cellules Apc +/+ exposées aux eaux fécales (A) issues de l’expérimentation de carcinogénèse (B et C) 
issues de l’expérimentation nutritionnelle. Des lettres identiques signifient aucune différence significative entre les groupes 

Huile : p = 

0.0236  
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C.5.2. Dosage de la base oxydée 8-OH-2-deoxyguanosine 

Afin d’estimer l’impact des régimes riches en viande rouge sur les dommages à l’ADN pouvant être 

induits par le stress oxydant un dosage urinaire de la base oxydée de l’ADN (8-OH-2-deoxyguanosine) 

a été réalisé. Ce marqueur, témoin de l’attaque de l’ADN par des radicaux libres, est aujourd’hui 

largement utilisé pour évaluer le stress oxydatif et évaluer le risque de cancer suite à l’exposition à 

divers composés (Valavanidis et al., 2009). Les résultats présentés en Figure 43 montrent qu’aucune 

différence significative en fonction du type de régime n’a été observée concernant ce marqueur dans 

aucune des deux expérimentations. Aucune différence significative n’a également été notée en 

comparaison au groupe « CON » dans l’expérimentation nutritionnelle. 

C.5.3. Détermination du taux de phosphorylation de l’histone H2AX  

Afin d’obtenir des données complémentaires au dosage systémique de la 8-OH-dG, et de mieux évaluer 

les effets des différents régimes, au niveau local, sur d’éventuels dommages à l’ADN, le taux de 

phosphorylation de l’histone H2AX dans le tissu épithélial colique des animaux de l’expérimentation 

nutritionnelle a été déterminé par immunofluorescence. La forme phosphorylée de l’histone H2AX sur 

le résidu sérine 139 (forme appelée γ-H2AX) est un marqueur largement utilisé pour déterminer les 

dommages à l’ADN (Sharma et al., 2012). En effet, lors d’une cassure double-brin la phosphorylation 

de H2AX constitue le premier évènement du recrutement des protéines de réparation à l’ADN. Ainsi 

quantifier la phosphorylation de H2AX permet de traduire la réponse à une lésion génotoxique. Les 

résultats présentés en Figure 44 montrent des effets contraires à ceux attendus avec un pourcentage 

de cellules positives à γ-H2AX plus important dans les régimes riches en viande blanche en 

comparaison aux régimes riches en viande rouge. Cette observation pourrait être liée à l’effet 

inducteur de l’hème sur Nrf2, dont l’activation conduirait à une induction des systèmes de réparation 

de l’ADN (Jayakumar et al., 2015). Il est également notable que les régimes contenant de l’huile de 

poisson ont conduit à un taux de phosphorylation de H2AX plus important, en particulier pour le 

Figure 43 Dosage urinaire du 8-OH-deoxyguanosine (A) dans l’expérimentation de carcinogénèse (B) dans l’expérimentation 
nutritionnelle 
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groupe BOFO. Comme pour les autres marqueurs de toxicité étudiés, l’ajout d’antioxydant dans le 

régime n’a pas eu d’effet significatif. Il est également intéressant de constater que le régime sans 

viande ne présentait pas de différences significatives en comparaison à l’ensemble des autres régimes 

(moyenne groupe « CON » : 3,34 %). 

C.5.4. Dénombrement des lésions prénéoplasiques 

L’impact de la consommation de viande rouge sur la promotion de la carcinogénèse colorectale a été 

déterminé par dénombrement des lésions prénéoplasiques dans les colons des rats chimio-induits de 

l’expérimentation de carcinogénèse. Deux types de lésions ont été quantifiés, les ACF et les MDF. Pour 

chaque type de lésion le nombre de lésions ainsi que leur multiplicité (nombre de cryptes altérées dans 

un ACF ou un MDF donné) ont été déterminés comme illustré sur la Figure 45A et B.  

Les résultats issus du dénombrement des lésions ont montré une augmentation significative du 

nombre d’ACF dans les colons des rats soumis aux régimes riches en viande rouge en comparaison aux 

régimes riches en viande blanche (Figure 46A). Il est intéressant de noter que l’augmentation du 

nombre d’ACF est indépendante du facteur « huile » et apparait être régionalisée avec un effet 

significatif seulement au niveau du colon proximal alors qu’aucune différence n’a été constatée au 

Figure 44 Taux de phosphorylation de l’histone H2AX en fonction du type de régime 
dans l’expérimentation nutritionnelle. 

Figure 45 Lésions prénéoplasiques observées au microscope optique (A) ACF présentant une multiplicité de 5 cryptes (B) MDF 
présentant une multiplicité de 13 cryptes. 
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niveau du colon distal (Figure 46A et B). Concernant la multiplicité, aucune différence significative n’a 

été notée entre les groupes bœuf et poulet (données non-montrées). En revanche, une augmentation 

significative du nombre d’ACF des colons des rats du groupe « BOSAR » a été constatée (Figure 46C) 

par rapport au groupe BOSA. De la même manière, une différence significative en matière de 

multiplicité a également été observée avec un nombre d’ACF > 4 cryptes plus élevé dans les colons des 

rats BOSAR en comparaison aux rats BOSA (t-test, p-value = 0.031 ; données non-montrées).  

Concernant les MDF, aucune différence significative n’a été observée entre les régimes riches en 

viande rouge et les régimes riches en viande blanche (Figure 46E). Cependant, pour ce marqueur, 

contrairement à ce qui a été observé pour les ACF, l’ajout d’antioxydant dans le régime semble 

présenter un effet protecteur quant à l’apparition de ce type de lésions dans le colon (p-value = 0.055). 

Cette absence de différence significative au niveau des MDF entre les groupes bœuf et poulet est 

renforcé par un résultat obtenu dans l’expérimentation nutritionnelle où le nombre de cellules 

sécrétrices de mucus (identifiées à l’aide d’une coloration au bleu alcian) ont été dénombrées dans les 

colons des rats et aucune différence significative n’a été observée (données non-montrées).  

Ces résultats indiquent une réponse différentielle au niveau de la nature des lésions prénéoplasiques. 

Figure 46 Dénombrement des lésions prénéoplasiques dans les colons des rats chimio induits (A) Nombre d’ACF au niveau du 
colon proximal (B) Nombre d’ACF au niveau du colon distal (C) Comparaison du nombre total d’ACF entre les groupes BOSAR et 

BOSA (D) Nombre total de MDF (E) Comparaison du nombre total de MDF entre les groupes BOSAR et BOSA. La significativité des 
comparaisons est déterminée par ANOVA à 2 facteurs pour les comparaisons A, B et D et par t-test pour les comparaisons C et E 
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En effet, la consommation de viande rouge augmente le nombre d’ACF, laissant supposer une 

augmentation de la prolifération des cellules de épithéliales coliques. En revanche, aucune différence 

significative n’a été observée au niveau des MDF, laissant supposer un impact moindre de la 

consommation de viande rouge sur les cellules sécrétrices de mucus. 

D. Discussion et conclusion 

Les travaux réalisés dans ce chapitre ont permis de renforcer l’hypothèse d’une peroxydation lipidique 

augmentée lors de la consommation de viande rouge. En effet, les résultats obtenus ont montré une 

augmentation des acides mercapturiques urinaires et des TBARS fécaux chez les rats nourris avec les 

régimes bœuf. D’autres effets, reliés ou non à cette augmentation de la peroxydation lipidique, ont 

également été observés comme une activation des gènes de détoxification ou encore des 

changements au niveau du métabolome urinaire. Enfin, dans l’objectif de mieux caractériser le lien 

entre consommation de viande rouge et promotion du cancer colorectal, plusieurs réponses 

toxicologiques ont été étudiées dont le nombre de lésions prénéoplasiques dans le colon des rats 

chimio-induit.  

Dans les deux expérimentations in vivo, une augmentation de l’abondance relative de nombreux 

mercapturates a été observée dans les urines des rats soumis aux régimes riches en viande rouge. Bien 

que tous les acides mercapturiques ne dérivent pas de la détoxification de produits de peroxydation 

lipidique, de nombreuses annotations putatives ainsi que des annotations confirmées (DHN-MA, HNE-

MA et HHEP-MA) semblent indiquer qu’une part importante des acides mercapturiques retrouvés 

augmentés chez les rats soumis aux régimes riches en viande rouge dériveraient de produits issus de 

la peroxydation lipidique. Ces résultats sont en accord avec de nombreux résultats précédents de 

l’équipe PPCA où une augmentation de la quantité de DHN-MA urinaire a été constatée chez le rat ou 

l’Homme après ingestion de régimes riches en viande rouge ou riches en hème (sous forme d’hème 

purifiée ou d’hémoglobine) (Keller et al., 2020b; Martin et al., 2018; Pierre et al., 2006). Cependant, en 

complément de ces études, ces résultats permettent, par le nombre et la diversité des mercapturates 

détectés, de mettre en lumière la probable diversité des produits de peroxydation lipidique hème-

induits jusqu’alors peu soulignée dans la littérature. Bien que l’augmentation des acides 

mercapturiques urinaires ne constitue qu’un reflet indirect de l’exposition à des composés réactifs tels 

que des produits de peroxydation lipidique, les résultats sont renforcés par l’augmentation 

significative des TBARS fécaux observée dans les deux expérimentations traduisant ainsi une 

augmentation de la quantité d’espèces réactives dans le contenu colique. Des résultats similaires ont 

été obtenus par l’équipe PPCA, mais aussi par d’autres équipes qui ont notamment montré une 

augmentation de la quantité de MDA (produit d’oxydation des acides gras polyinsaturés) dans le colon 
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de rats nourris avec de la viande rouge en comparaison à un régime poulet (Van Hecke et al., 2016). Il 

est cependant à noter que, bien que le dosage des TBARS et l’augmentation des acides mercapturiques 

dans les urines semblent indiquer une plus forte peroxydation lipidique, les résultats obtenus lors de 

l’analyse des eaux fécales en spectrométrie de masse semblent moins contrastés et aucune différence 

significative n’a été observée quant à l’abondance du MDA entre les groupes bœuf et poulet. De plus, 

contrairement à nos attentes, nous n’avons pas observé d’augmentation du MDA ou des TBARS avec 

les régimes FO (riches en ω-3) alors que ce phénomène avait été observé précédemment en comparant 

des groupes « hème + huile de poisson » et « hème + huile de carthame (Guéraud et al., 2015b). 

   

Les résultats obtenus dans ces études montrent également que l’augmentation de la peroxydation 

lipidique hème-induite a pour conséquence une activation, à court terme, de la transcription de gènes 

impliqués dans le métabolisme et la détoxification des aldéhydes, alors que cet effet n’est plus 

retrouvé après 100 jours de régime. Ces résultats appuient de précédentes observations de l’équipe 

PPCA où une activation des gènes impliqués dans le métabolisme des aldéhydes (tels que l’Aldh3A1) a 

été observée après exposition de cellules Apc +/+ à des eaux fécales de rats nourris avec un régime 

riche en bœuf (Surya et al., 2016). Dans une étude de 2013, le groupe de Van der Meer a reporté des 

résultats similaires en mettant également en avant une temporalité de la réponse transcriptionnelle 

(Ijssennagger et al., 2013). En effet, les auteurs ont observé, chez des souris nourries avec un régime 

riche en hème purifié, une activation des gènes Akr et Aldh dès le début de l’expérimentation tandis 

que les gènes impliqués dans le métabolisme du glutathion n’étaient activés que plus tardivement (j7 

à j14 après le début des régimes expérimentaux). Bien que nos observations aient été réalisées à j21 

et j100 après les débuts des régimes expérimentaux, il est probable que les réponses observées soient 

moins aiguës et donc moins rapides que dans l’étude précédemment citée où les comparaisons étaient 

réalisées entre un régime à base d’hème purifié et un régime non supplémenté en hème.  

Ces résultats suggèrent donc une adaptation du métabolisme au cours du temps en induisant une 

augmentation de la production de glutathion afin de lutter contre l’augmentation de la peroxydation 

lipidique hème-induite. Cette hypothèse est notamment appuyée par les résultats obtenus suite à 

l’analyse du métabolome urinaire et l’analyse des colons en imagerie par spectrométrie de masse. En 

effet, le pyroglutamate (ou 5-oxoproline) qui est l’un des métabolites urinaires présentant une forte 

corrélation négative avec les acides mercapturiques (voir Figure 40B) est un métabolite du cycle de la 

synthèse et dégradation du glutathion. Ce métabolite formé à partir du précurseur du glutathion, la γ-

glutamylcysteine, ou lors du recyclage du glutathion est retrouvé fortement diminué dans les urines 

des rats soumis aux régimes riches en viande rouge. Cet effet pourrait être lié à une consommation 

élevée de la réserve de glutathion chez ces animaux afin de détoxifier les produits de peroxydation 
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lipidique via la voie des acides mercapturiques, limitant ainsi le recyclage de la γ-glutamylcysteine ou 

du glutathion en 5-oxoproline (Figure 47). L’hypothèse d’une surconsommation du glutathion au 

niveau colique malgré une activation des gènes de synthèse est appuyée par les résultats de l’étude 

préliminaire en imagerie par spectrométrie de masse où une déplétion de ce composé a été observée 

dans les colons des rats BOSA en comparaison aux rats PUSA. Bien que plusieurs résultats d’analyses 

complémentaires tendent à renforcer cette hypothèse mécanistique, des expérimentations 

additionnelles sont nécessaires afin de valider cette hypothèse. En effet, afin de confirmer l’hypothèse 

d’un effet « temps » dans la mise en place de ce phénomène, réaliser des prélèvements d’urines 

réguliers permettrait d’étudier les niveaux de glutathion et d’oxoproline au cours du temps. De plus, 

la quantification absolue du glutathion permettrait également de déterminer si les animaux soumis 

aux régimes riches en viande rouge présentent des niveaux anormalement bas de ce métabolite.  

Bien qu’une augmentation de la peroxydation lipidique chez les rats soumis aux régimes riches en 

viande rouge ait été démontrée et que l’hypothèse d’un impact sur le métabolisme du glutathion ait 

été formulée, les résultats obtenus concernant les potentiels effets toxiques de cette consommation 

semblent moins contrastés. En effet, les résultats concernant la cytotoxicité des eaux fécales 

n’indiquent aucune différence significative entre les régimes bœuf et poulet. Cependant, les résultats 

obtenus dans l’expérimentation nutritionnelle sont en accord avec des résultats précédents de 

l’équipe PPCA où une augmentation de la cytotoxicité a été reportée pour un régime bœuf en 

comparaison à un régime contrôle type AIN-76 (Pierre et al., 2008b). Il est notable que parmi les 

Figure 47 Mécanisme proposé quant à l’impact de la consommation de viande rouge sur le métabolisme du glutathion 
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nombreuses études ayant démontré une augmentation de la cytotoxicité des eaux fécales issues 

d’animaux soumis à des régimes riche en viande rouge ou riche en hème (sous forme purifiée ou 

hémoglobine), la plupart des régimes contrôles sont des régimes sans viande (de Vogel et al., 2005b; 

Sesink et al., 2001c) et que peu d’études ont effectués des comparaisons avec d’autres types de 

régimes (type viande blanche). Néanmoins, parmi les études ayant comparé des régimes viande rouge 

à des régimes viande blanche, il est possible de citer une étude de 2017 visant à comparer la 

cytotoxicité des eaux fécales issues de souris nourries avec différents régimes et qui n’a pas reporté 

de différence majeure en terme de cytotoxicité entre les régimes bœuf et poulet (Steppeler et al., 

2017). Une étude de l’équipe PPCA a cependant reporté une cytotoxicité supérieure des eaux fécales 

de rats ayant été nourris avec du bœuf en comparaison à un régime poulet (Pierre et al., 2004b).

   

Les résultats obtenus pour le dosage de la 8-OHdG et la détermination du taux de phosphorylation de 

l’histone H2AX n’ont pas non plus permis de conclure de façon claire quant à un effet génotoxique plus 

important induit par les régimes riches en viande rouge. En particulier pour la détermination du taux 

de cassures double-brin de l’ADN via le taux de γ-H2AX, les résultats ne permettent pas d’extraire un 

effet évident quant à l’impact du type de viande ou d’huile utilisé sur le taux de cassure double-brin 

bien qu’il semblerait que ce dernier soit augmenté avec la viande blanche. De la même manière que 

pour les études de cytotoxicité, peu de travaux ont comparé l’impact de régimes riches en viande 

blanche ou en viande rouge sur le nombre de cassures double-brin de l’ADN. Néanmoins, et 

contrairement à nos observations, Toden et al. ont reporté un taux plus important de cassures double-

brin chez des rats soumis à des régimes riches en viande rouge en comparaison à des régimes riches 

en viande blanche (Toden et al., 2007). En accord avec cette précédente étude, des résultats récents 

de l’équipe PPCA ont également montré une augmentation du nombre de cellules positives à γ-H2AX 

lors de régimes riches en hème (Beslay, 2021).  

Enfin, malgré des effets limités sur la cytotoxicité ou les dommages à l’ADN, les régimes riches en 

viande rouge ont cependant conduit à une augmentation du nombre de lésions prénéoplasiques dans 

le colon proximal des rats nourris avec les régimes riches en viande rouge. Plusieurs travaux ont 

reporté des résultats similaires en comparant des rats soumis à des régimes riches en hème à des 

régimes contrôles sans viande (de Moura et al., 2019b; Pierre et al., 2008b, 2004b). Cependant, des 

différences moins marquées ont été notées en comparant des régimes bœuf et des régimes poulet où 

aucune différence significative n’a été observée quant au nombre d’ACF ou de MDF (Pierre et al., 

2004b). Les travaux proposés dans ce manuscrit viennent appuyer les précédents résultats obtenus 

par l’équipe PPCA quant à l’effet promoteur de la viande rouge sur la carcinogénèse colique. 

Cependant, il est notable que bien que la multiplicité des études de l’équipe PPCA renforce cette 

hypothèse, plusieurs travaux ne sont pas parvenus aux mêmes conclusions et n’ont pas noté d’effet ni 
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délétère ni protecteur de la consommation de viande rouge ou d’hème (Steppeler et al., 2017; J. M. 

Winter et al., 2014). La stratégie antioxydante proposée dans ces travaux a également apporté des 

résultats contrastés en induisant une augmentation du nombre d’ACF et une diminution du nombre 

de MDF et ce résultat reste à ce jour inexpliqué. Une précédente étude fait également état d’une 

diminution du nombre de MDF en ajoutant des antioxydants dans un régime riche en jambon alors 

qu’aucun effet n’est observé sur les ACF (Bastide et al., 2017b).   

En définitive, les résultats présentés dans cette partie ont montré une augmentation de la 

peroxydation lipidique dans les régimes en viande rouge, sans effet notable du statut lipidique du 

régime. Cependant, les résultats obtenus sur les divers paramètres toxicologiques étudiés posent 

question quant au rôle des produits de peroxydation lipidique sur l’induction de la cytotoxicité ou sur 

l’augmentation du nombre d’ACF. En effet, si l’ajout d’antioxydant dans le régime a semblé conduire 

à une diminution de l’abondance des acides mercapturiques, peu de changements au niveau de la 

réponse toxicologique ont été constatés suite à cet ajout. Ainsi, le lien causal entre peroxydation 

lipidique hème-induite et promotion de la carcinogénèse ne semble pas évident au regard de ces 

résultats bien qu’un effet promoteur de la viande rouge ait été observé en comparaison à la viande 

blanche. Une expérimentation animale jusqu’au stade tumeur serait un atout afin de conclure quant 

à l’effet promoteur de la viande rouge. En effet, comme présenté en introduction de ce manuscrit les 

lésions prénéoplasiques ne conduisent pas toujours à la formation d’une tumeur et c’est d’ailleurs ce 

qu’ont rapporté de Moura et al. qui ont observé une augmentation des ACF mais pas du nombre de 

tumeurs chez des rats nourris avec un régime riche en hème (de Moura et al., 2019b). Il est malgré 

tout notable que lors du comptage des ACF dans l’expérimentation de carcinogénèse, 4 tumeurs ont 

été dénombrées, toutes chez des rats ayant été soumis aux régimes riches en viande rouge. 

 



Conclusions et perspectives 

193 
 

Conclusions et perspectives 

Conclusions 

Les travaux présentés dans cette thèse proposent une méthode d’analyse par LC-HRMS permettant 

l’exploration conjointe du métabolome urinaire et de composés d’intérêt toxicologique : les acides 

mercapturiques. La volonté d’explorer les acides mercapturiques de manière non-ciblée a émergé d’un 

constat selon lequel, jusqu’à présent, et malgré un intérêt toxicologique évident, peu de travaux visant 

à la caractérisation de l’ensemble de ces composés ont été menés. Ainsi, la méthode proposée dans 

cette thèse se voulait la plus exhaustive possible pour la caractérisation de ces composés. Pour cela, 

l’utilisation du mode MSE permettant d’acquérir, en théorie, des informations structurales sur 

l’ensemble des ions via une fragmentation non-sélective a été préférée à d’autres modes d’acquisition 

en spectrométrie de masse. Cependant, les travaux présentés dans cette thèse ont mis en lumière un 

certain nombre de défis inhérents à l’utilisation de ce type d’approche, avec notamment de 

nombreuses erreurs concernant la déconvolution des spectres MSE, conduisant ainsi à des erreurs 

quant à l’association des ions parents et de leurs fragments. Ainsi, la première partie de cette thèse a 

été consacrée à l’optimisation de la méthode afin de faire face notamment aux limitations du mode 

d’acquisition MSE, mais aussi aux écueils de l’analyse d’urine en spectrométrie de masse. Si les 

optimisations proposées dans ce manuscrit ont conduit à une meilleure détection des acides 

mercapturiques, ces dernières n’ont en revanche pas permis d’améliorer de manière significative la 

qualité de l’attribution parent / fragment lors du traitement des données MSE. Face à cela, des 

stratégies palliatives associant injections de réplicats et acquisitions MS/MS ciblées ont été proposées, 

et semblent, à ce jour, nécessaires pour assurer la qualité des données issues de ce type d’acquisition.  

Dans ce travail de thèse, le développement de cette méthodologie a été mis au service de la toxicologie 

alimentaire afin d’étudier le lien entre consommation de viande rouge et de charcuterie et la 

promotion du CCR. Compte-tenu de l’implication suspectée des produits de peroxydation lipidique 

dans le processus de promotion de la carcinogénèse colorectale et du caractère électrophile de ces 

composés, la caractérisation de l’exposition globale à ces composés via l’analyse de leurs produits de 

détoxification, leurs conjugués à l’acide mercapturique, apparaissait comme une démarche pertinente 

et complémentaire aux dosages de certains acides mercapturiques déjà existants. L’augmentation 

globale des acides mercapturiques urinaires, observée dans des modèles in vivo de rats nourris avec 

des régimes riches en viande rouge, soutient l’hypothèse d’une peroxydation lipidique augmentée par 

la viande rouge ou ses constituants. L’utilisation de dosages complémentaires et bien établis tels que 

les TBARS ou le DHN-MA ont permis de conforter l’utilisation du profilage des acides mercapturiques 

comme témoins de la peroxydation lipidique.   
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Dans l’optique de limiter la peroxydation lipidique induite par la viande rouge, l’ajout d’antioxydants 

dans les régimes alimentaires a également été testé dans ces travaux. L’analyse des mercapturates a 

révélé une diminution du pouvoir oxydant de la viande rouge lors de l’ajout d’antioxydants dans les 

régimes.  

Les travaux présentés dans cette thèse proposent également une étude de l’impact de la 

consommation de viande rouge, du contenu lipidique des régimes et du statut en antioxydant, allant 

au-delà de la peroxydation lipidique. La combinaison d’analyses qPCR, d’imagerie par spectrométrie 

de masse et de l’exploration du métabolome urinaire, par l’emploi du « double-workflow » mis en 

place au cours de cette thèse, nous a permis de formuler l’hypothèse selon laquelle l’augmentation de 

la peroxydation lipidique induirait une consommation accrue de glutathion au niveau colique induisant 

ainsi une réponse transcriptionnelle au niveau des gènes de synthèse de ce composé. 

Dans l’optique de lier les précédentes observations à un « effet santé », la réponse toxicologique 

associée aux différents régimes alimentaires a été étudiée et a révélé des résultats hétérogènes. Si 

aucune différence significative n’a été constatée au niveau de la cytotoxicité des eaux fécales issues 

des régimes riches en viande rouge comparativement aux régimes riches en viande blanche, 

l’augmentation significative du nombre de lésions précancéreuses semble soutenir l’hypothèse d’une 

promotion de la carcinogénèse par la viande rouge. En revanche, l’augmentation du nombre de ces 

lésions dans le régime supplémenté en antioxydant pose question quant au rôle des produits issus de 

la peroxydation lipidique sur la promotion du CCR.  

Pour finir, l’analyse des échantillons issus de la cohorte NutriNet-Santé a permis d’étudier de manière 

plus directe les effets d’une consommation élevée de viande rouge et de charcuterie chez l’Homme. 

Bien que les résultats issus de cette analyse n’aient pas permis d’étayer l’hypothèse d’une 

peroxydation lipidique induite par la consommation de produits carnés, les modifications du 

métabolome urinaire observées nous ont permis de formuler l’hypothèse d’une probable modification 

du microbiote par les régimes alimentaires. Cette hypothèse a été renforcée par des observations 

similaires dans l’expérimentation nutritionnelle chez le rat au niveau des métabolites microbiens, mais 

aussi par un séquençage du microbiote révélant une modulation du microbiote par la consommation 

de viande rouge chez ces animaux. 

En définitive, cette thèse propose une méthode d’exploration du métabolome urinaire avec une 

focalisation sur les acides mercapturiques. Les développements et optimisations réalisés ont conduit 

à l’obtention d’une méthode robuste permettant de pallier les obstacles inhérents au mode 

d’acquisition employé. L’application de cette approche à la problématique du lien entre consommation 

de viande rouge et CCR a permis de confirmer l’hypothèse de départ suspectant une large diversité 
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des produits de peroxydation lipidique, ne pouvant être résumée au dosage du seul DHN-MA. La 

combinaison des techniques de chimie analytique avec d’autres types d’expérimentation 

complémentaires a permis d’obtenir une vue globale des effets de la consommation de viande rouge, 

générant ainsi de nouvelles hypothèses non exclusivement centrées sur les produits de peroxydation 

lipidique. Enfin, cette thèse appuie l’hypothèse d’une promotion de la carcinogénèse induite par la 

viande rouge, cependant, compte-tenu des résultats proposés, le rôle de produits de peroxydation 

lipidique ou du microbiote dans ce phénomène reste à approfondir.  

Perspectives 

Améliorer l’identification des inconnus pour mieux étudier leurs effets.  

L’une des limites principales de l’approche proposée réside dans le faible nombre de mercapturates 

formellement identifiés. En effet, dans l’ensemble des expérimentations réalisées seuls 3 composés 

ont été annotés au niveau 1. Cependant, les approches utilisées ont mis en lumière de nombreux 

mercapturates putativement identifiés ou inconnus, qui semblent dériver de produits de peroxydation 

lipidique. Ces identifications putatives doivent-être confirmées par la comparaison avec des standards 

de mercapturates afin de confirmer leur identité. Néanmoins, comme de nombreux métabolites issus 

de métabolisation, peu de standards commerciaux sont disponibles et le recours à la synthèse 

organique semble nécessaire afin de constituer une base de standards de conjugués mercapturiques. 

S’il apparait irréalisable de synthétiser des standards de mercapturates pour l’ensemble des produits 

de peroxydation lipidique, il serait envisageable de rationaliser les efforts en se concentrant, dans un 

premier temps, sur les mercapturates putatifs retrouvés significativement augmentés dans plusieurs 

expérimentations. L’utilisation des réseaux moléculaires pourrait également apporter des 

informations sur l’origine des différents mercaprturates détectés. En effet, les mercapturates ne 

provenant pas uniquement des produits de peroxydation lipidique, il est probable que les 

mercapturates issus d’une même classe chimique produisent des fragments communs et qu’il soit 

possible de distinguer différentes « familles » de mercapturates.  

Ainsi, l’identification formelle de nombreux mercapturates, et par conséquent de leurs précurseurs, 

pourrait permettre de mieux caractériser les effets biologiques de l’exposition aux produits de 

peroxydation lipidique. En effet, si la cytotoxicité du 4-HNE est largement connue, les résultats obtenus 

dans ces travaux laissent supposer qu’une exposition à un mélange de produits de peroxydation 

lipidique est une vision plus conforme à la réalité. Une connaissance accrue des produits de 

peroxydation lipidique formés lors de la consommation de viande rouge permettrait de planifier des 

expériences de cytotoxicité faisant intervenir des mélanges de composés, permettant ainsi d’étudier 

de potentiels effets synergiques. En effet, si des effets cocktail additifs ou synergiques ont déjà été 
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décrits pour des expositions aux pesticides, par exemple, il est probable que ce genre de phénomène 

puisse s’appliquer aux produits issus de la peroxydation lipidique (Cedergreen, 2014).  

Standardiser les pratiques pour des conclusions plus robustes  

Dans ces travaux une augmentation de la peroxydation lipidique a été reportée dans les modèles in 

vivo soumis aux régimes riches en viande rouge, mais pas lors de l’analyse des échantillons issus de la 

cohorte NutriNet-Santé. Bien que l’hypothèse que les quantités employées dans les expérimentations 

in vivo puissent induire des effets non-observables dans des conditions plus « physiologiques » ne soit 

pas à exclure, il est probable que cet effet n’ait pas été observé en raison d’un manque de 

standardisation quant au prélèvement des urines dans la cohorte humaine. En effet, compte tenu du 

caractère transitoire de la formation des acides mercapturiques et de leur élimination, un prélèvement 

idéal se situerait entre 6 et 24 h après ingestion d’un repas (Keller et al., 2015). De plus, ce prélèvement 

devrait être réalisé au même moment de la journée pour éviter les biais liés au cycle circadien. Dans 

l’étude NutriNet-Santé, les habitudes alimentaires sont déterminées à partir de questionnaires, 

reflétant ainsi des moyennes de consommation, mais aucune information n’est disponible sur les repas 

consommés durant les 24 h précédant le prélèvement. Ce biais pourrait ainsi induire des différences 

entre les quantités consommées habituellement et déclarées dans les questionnaires, et la quantité 

réelle ingérée avant les prélèvements ayant généré les échantillons. Ainsi, collecter cette information 

lors du prélèvement des échantillons permettrait d’éliminer les individus dont les repas précédant le 

prélèvement diffèrent significativement des habitudes déclarées.   

La mise en place d’une étude interventionnelle pourrait également permettre de conclure quant à la 

peroxydation lipidique induite par des régimes carnés. Pour cela, l’étude clinique MeaTIc dans laquelle 

est impliquée l’équipe PPCA et où un prélèvement d’urine est prévu après 3 mois de régimes 

standardisés pourrait être utilisée (Sofi et al., 2019). 

Combiner études interventionnelles et observationnelles pour mieux caractériser 

la modulation du microbiote induite par la viande rouge  

L’analyse métabolomique réalisée sur les échantillons de la cohorte NutriNet-Santé et la comparaison 

avec l’expérimentation nutritionnelle in vivo a mis en lumière une probable modulation du microbiote 

chez les gros consommateurs de viande rouge. L’analyse du microbiote dans une étude 

interventionnelle, telle que l’étude MeaTIc mentionnée ci-avant, permettrait de caractériser les 

modulations à court-terme induites par la consommation de viande rouge, tandis que l’analyse du 

microbiote des individus de la cohorte NutriNet-Santé appartenant au plus haut quintile de 

consommation de viande rouge et de charcuterie permettrait de mettre en avant des changements 

plus profonds. En effet, si plusieurs études ont montré que des changements de régime alimentaire 

induisaient des modifications très rapides du microbiote (de l’ordre de quelques jours), d’autres 
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travaux ont également mis en avant des changements à plus long terme (pouvant se répercuter sur les 

générations suivantes) (David et al., 2014; Leeming et al., 2019; Sonnenburg et al., 2016). Ainsi, la 

combinaison d’études interventionnelles et observationnelles permettrait d’établir un « profil 

microbien » des gros consommateurs de viande rouge et de charcuterie. L’établissement d’un tel profil 

permettrait alors d’étudier plus finement les effets d’un microbiote caractéristique des gros 

consommateurs de viande rouge et de charcuterie sur la santé de cette population en implantant, par 

exemple, ce microbiote dans des animaux axéniques. 

Conduire une expérimentation jusqu’au stade tumoral  

Les résultats de l’expérimentation de carcinogénèse réalisée au cours de cette thèse montrent une 

augmentation significative du nombre d’ACF chez les rats nourris avec de la viande rouge, tandis 

qu’aucune différence significative n’a été observée quant au nombre de MDF. En considérant le fait 

que le nombre d’ACF n’est pas toujours corrélé avec le nombre d’adénome, la réalisation d’une 

expérimentation de carcinogénèse jusqu’au stade tumoral apporterait des conclusions plus robustes 

quant à la promotion du CCR induite par la viande rouge.  

Appliquer la méthodologie analytique à d’autres thématiques et conjugués 

La méthodologie analytique proposée dans ces travaux permet une exploration non ciblée des 

mercapturates, reflétant ainsi notre exposition à des composés électrophiles. Cette caractérisation 

globale des mercapturates urinaires réalisée au cours de cette thèse pourrait être appliquée à d’autres 

problématiques que celle étudiée dans ces travaux, par exemple pour répondre à un besoin de suivi 

de l’exposition à des composés toxiques via une exposition professionnelle ou liée à un environnement 

particulier. Par exemple, Frigerio et al. ont quantifié 17 mercapturates urinaires  dans une étude 

comparant 50 individus travaillant dans une usine de production de coke (combustible utilisé dans la 

sidérurgie), à 50 individus contrôle, et ont révélé une augmentation significative de certains 

mercapturates chez les travailleurs (Frigerio et al., 2020). L’application à ce type d’étude de la 

méthodologie développée au cours de cette thèse permettrait d’obtenir des informations 

complémentaires et une vue plus exhaustive de l’ensemble des mercapturates.   

De plus, cette stratégie pourrait être étendue à d’autres types de conjugués que le seul conjugué N-

actetyl-cystéine. En effet, la recherche des conjugués glutathion ou cystéine permettrait d’augmenter 

la couverture de la voie des mercapturates bien que cela nécessiterait un nombre plus important de 

MS/MS de confirmation.  S’agissant en particulier de la matrice urinaire, et bien qu’ils ne soient pas 

forcément représentatifs d’une exposition à des composés électrophiles et /ou toxiques, les conjugués 

sulfates ou glucuronides issus des réactions de métabolisme de phase II pourraient également être 

screenés en s’inspirant de cette méthodologie.   
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Dans la même optique, le monitoring de l’exposition à des composés electrophiles, et autres composés 

réactifs, pourrait également être réalisé via l’étude des adduits protéiques, en particulier les adduits à 

l’hémoglobine ou l’albumine, en appliquant une stratégie similaire. Bien que, d’un point de vue 

analytique, la méthode proposée ne permette pas directement d’analyser les adduits protéiques (ceci 

implique l’utilisation d’une matrice différente et un protocole de préparation d’échantillon spécifique), 

l’application d’une stratégie similaire à cette problématique permettrait de révéler des expositions sur 

une période de temps plus longue, compte-tenu de la durée de vie de ces protéines dans l’organisme 

(120 jours pour l’hémoglobine par exemple) (Sabbioni and Turesky, 2017). 
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Annexes 

Annexe 1 

 

  Données QToF Données Orbitrap 

XCMS find 
ChromePeaks 

Extraction method for peaks detection CentWave CentWave 

Max tolerated ppm m/z deviation in 
consecutive scans in ppm 

10 10 

Min,Max peak width in seconds 5, 40 5, 40 

Signal to Noise ratio cutoff 10 10 

Prefilter step for for the first analysis 
step (ROI detection) 

3 , 1000 4 , 1000 

Name of the function to calculate the 
m/z center of the chromatographic peak 

intensity weighted 
mean of the peak's 

m/z values 

intensity weighted mean 
of the peak's m/z values 

Minimum difference in m/z for peaks 
with overlapping retention times 

0.01 0.01 

Noise filter 10000 5000 

XCMS 
groupChromPeaks 

(group) 

   

Method to use for grouping PeakDensity PeakDensity 

Bandwidth 10 10 

Minimum fraction of samples 0.7 0.7 

Minimum number of samples 1 1 

Width of overlapping m/z slices 0.01 0.01 

Maximum number of groups to identify 
in a single m/z slice 

50 50 

XCMS adjustRtime 
(retcor) 

   

Method to use for retention time 
correction 

PeakGroups PeakGroups 

Minimum required fraction of samples in 
which peaks for the peak group were 

identified 
0.7 0.7 

Maximal number of additional peaks for 
all samples to be assigned to a peak 
group for retention time correction 

1 1 

Smooth method loess loess 

XCMS 
groupChromPeaks 

(group) 

   

Method to use for grouping PeakDensity PeakDensity 

Bandwidth 7.5 7.5 

Minimum fraction of samples 0.7 0.7 

Minimum number of samples 1 1 

Width of overlapping m/z slices 0.01 0.01 

Maximum number of groups to identify 
in a single m/z slice 

50 50 

XCMS  fillChromPeaks 
(fillPeaks) 

   

Number of decimal places for mass 
values reported in ions' identifiers. 

4 4 

Number of decimal places for retention 
time values reported in ions' identifiers. 

0 0 

Reported intensity values into into 

Annexe 1 Paramètres utilisés pour le traitement des données via XCMS sous l’environnement W4M  
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Annexe 2 

  Method 1 

 Rt range (min) 2.5-17 

High energy 

Itensity treshold 200 

m/z start 10 

m/z end 530 

Low energy 

Itensity treshold 2500 

m/z start 10 

m/z end 530 

Background filter High 

3D isotope clustering and high to 
low energy association 

Fraction of the chromatographic peak width to 
apply during cluster creationa 

0.25 

Fraction of the chromatographic peak width to 
apply during high to low energy associationb 

0.25 

Common Neural Loss Tolerance (mDa)c 5 

Annexe 2 Paramètres du logiciel UNIFI pour le traitement des données MSE 

a Correspond à la largeur du pic à considérer lors de la recherche des isotopes 

b Correspond à la largeur du pic à considérer lors de l’attribution parent/fragment entre le scan de 

haute énergie et le scan basse énergie 

c Correspond à la tolérance en masse appliquée lors de la recherche de la perte de neutre 

caractéristiques des acides mercapturiques (129,0426Da) 

 

 

  



Annexes 

201 
 

Annexe 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 3 Paramètres de transfert des ions au niveau du StepWave et TriWave 

  

   Tune 1 Tune 2 Tune 3 

StepWave 

Step Wave 1 
Wave Velocity (m/s) 20 20 300 

Wave height 15 15 10 

StepWaveDC 

StepWave2 Offset 25 25 16 

Diff Aperture 1 3 3 3 

Diff Aperture 2 0 0 0 

RF Settings 
StepWave 100 100 150 

Ion Guide 100 100 200 

TriWave DC 

Trap DC 

Entrance 1 0 1 

Bias 2 1 1 

Trap DC -2 0 -1 

Exit 0 0 0 

IMS DC 

Entrance -20 -20 -20 

Helium Cell DC 1 1 1 

Helium Exit -20 -20 -20 

Bias 2 1 1 

Exit 20 20 20 

Transfer DC 
Entrance 5 5 5 

Exit 15 15 15 



Annexes 

202 
 

Annexe 4 

 

a Correspond à la largeur du pic à considérer lors de la recherche des isotopes 

b Correspond à la largeur du pic à considérer lors de l’attribution parent/fragment entre le scan de 

haute énergie et le scan basse énergie 

c Correspond à la tolérance en masse appliquée lors de la recherche de la perte de neutre 

caractéristiques des acides mercapturiques (129,0426Da) 

  

Annexe 4 Ensemble des jeux de paramètres testés pour le traitement des données MSE avec le logiciel UNIFI 

  
Méthode 

1 
Méthode 

2 
Méthode 

3 
Méthode 

4 
Méthode 

5 
Méthode 

6 

 Rt range (min) 2,5-20 2,5-20 2,5-20 2,5-20 2,5-20 2,5-20 

High energy 

Itensity treshold 200 200 200 20 500 20 

m/z start 10 10 10 10 10 10 

m/z end 800 800 800 800 800 800 

Low energy 

Itensity treshold 2500 2500 2500 2500 5000 5000 

m/z start 230 230 230 230 230 230 

m/z end 800 800 800 800 800 800 

Background filter High High High High High High 

3D isotope clustering 
and high to low 

energy association 

Fraction of the 
chromatographic 

peak width to apply 
during cluster 

creationa 

0,25 0,25 0,33 0,33 0,33 0,33 

Fraction of the 
chromatographic 

peak width to apply 
during high to low 

energy associationb 

0,25 0,25 0,33 0,33 0,33 0,33 

Common Neural Loss Tolerance (mDa)c 2 4 5 5 5 5 
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Annexe 5 
 

Farine régime contrôle Farine complément 

Caseine 13.7 0 

C.Starch 17.12 30 

Sucrose 57.08 49.44 

Cellulose 5.71 10 

Methionine 0.59 0.6 

Min. ss Ca 4 7 

Vitamine 1.14 2 

Choline Bitartrate 0.23 0.4 

Ca phos. 0.34 0.56 

Citrate de fer 0 0 

Tryptophane 0.096 0 

Annexe 5 Composition des farines utilisées pour les expérimentations animales. Toutes les quantités sont exprimées en g 
pour 100 g 
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Annexe 6 

 

  

Gene Alias sequence primer Forward sequence primer Reverse rapport F/R (en nM) 

Aldh2 ALDH2 GCCGCAGACCGTGGTTACT CGATGGTCATGCCATCTTTG 100/100 

Akr1b7 AKR1B7 CTTATTCAGGAGCCTTTCGATCTG GGGCTGGTGAAAGCTTTGG 100/100 

Hmox1 HO1 CAACCCCACCAAGTTCAAACA AGGCGGTCTTAGCCTCTTCTG 100/100 

Gss GSHS GCATCTCGGAGCTGGGTATTT TCACAAGTGTTGTTCCCTGTCT 100/100 

Annexe 6 Primers utilisés pour les expériences de qPCR sur le tissu épithélial colique dans les expérimentations in vivo 
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Annexe 7 

  

 

Annotation m/z 
Temps de 
rétention 

(min) 

Fold 
BOSA/CON 

Fold BOSA/PUSA Fold BOFO/PUFO Fold BOSAR/BOSA Fold BOFOR/BOFO Fold PUSAR/PUSA Fold PUFOR/PUFO 

          

Merca 1 230.1031 4.41 1.01 0.99 0.43 0.70 0.84 0.63 0.56 

Merca 2 230.1030 4.71 1.09 1.14 0.38 0.75 0.73 0.56 0.51 

Merca 3 244.1187 8.33 1.08 1.09 0.56 0.74 0.87 0.74 0.60 

pentenol* 248.0957 4.86 1.08 1.18 0.62 0.93 1.38 1.10 1.00 

Merca 5 250.0716 5.41 1.33 1.67 0.73 0.88 0.91 0.82 0.83 

4-hydroxy-pentenoic 
acid lactone* 

260.0584 5.35 1.52 1.02 0.31 0.79 0.90 0.75 0.72 

Merca 7 261.0877 5.54 0.35 0.90 0.62 0.44 0.81 0.54 0.60 

4-hydroxy-pentenal* 262.0749 5.88 1.30 0.99 0.51 0.94 0.72 0.59 0.57 

hexenol* 262.1115 9.16 13.86 1.96 0.49 0.41 1.04 1.59 0.73 

Merca 10 272.1502 12.69 1.18 1.55 0.26 0.44 2.17 1.01 0.94 

Merca 11 276.0890 7.69 3.56 2.12 1.14 0.64 0.87 1.01 0.87 

4-hydroxy-hexenal* 276.0905 9.25 0.76 1.64 0.73 0.80 1.18 1.08 0.89 

heptenol* 276.1274 12.06 4.39 1.17 0.40 0.57 1.24 1.48 0.72 

2-heptenedial* 288.0908 8.66 0.53 1.03 0.52 1.45 1.62 1.92 1.01 

4-hydroxy-heptenal* 290.1062 9.96 0.98 1.03 0.62 1.15 1.73 1.32 1.36 

octenol* 290.1423 14.73 2.00 1.33 0.35 0.31 1.06 1.04 0.31 

HHEP-MA 292.1217 4.88 9.42 1.53 0.35 0.41 3.01 1.51 0.76 

Merca 18 298.0728 9.24 0.83 1.55 0.75 0.84 1.02 0.86 0.84 

Merca 19 300.0986 9.40 1.05 0.52 0.36 0.91 1.14 1.05 0.96 

Merca 20 300.0909 13.30 1.12 2.02 0.61 1.04 1.04 1.49 0.76 

Merca 21 303.0973 6.67 1.02 1.14 0.54 0.95 0.93 0.97 0.88 

4-hydroxy-octenal* 304.1221 14.78 0.59 1.02 0.40 0.38 0.84 0.55 0.47 

4-hydroxy-heptenoic 
acid* 

306.1014 4.98 2.64 1.60 0.39 0.69 0.94 1.00 0.60 

Merca 24 307.0928 4.28 1.00 0.85 0.47 0.96 0.97 0.89 0.65 

Merca 25 312.0653 2.55 1.71 0.02 0.00 1.53 637.09 0.88 0.72 

Merca 26 314.1409 14.16 0.92 1.22 0.57 1.21 1.23 1.12 1.08 

reduced-4-oxo-2E-
nonenal* 

318.1376 12.67 8.73 1.44 1.88 0.62 1.04 1.12 0.73 

HNE-MA 318.1376 13.05 5.23 1.62 1.68 0.62 1.49 1.37 0.67 

4-hydroxy-octenoic 
acid* 

320.1171 6.84 2.12 1.44 0.48 0.75 1.46 1.40 0.87 

DHN-MA 320.1536 12.48 4.97 1.65 2.03 0.40 1.42 1.24 0.75 

oxidized-2.4.6.8-
decatetraenal* 

326.1065 16.27 1.21 1.11 0.38 1.04 0.78 1.06 0.63 

4-hydroxy-decenal*-
1 

332.1531 17.08 1.16 0.92 0.50 0.72 0.98 0.78 0.48 

w-COOH-4-hydroxy-
octenoic acid 

lactone* 
332.0805 4.71 2.09 1.54 0.51 0.66 1.28 1.29 0.74 

oxidized-4-oxo-2-
nonenal* 

332.1165 7.94 3.99 1.70 0.46 0.48 1.03 1.08 0.80 

4-hydroxy-decenal* 332.1532 14.10 3.49 2.61 0.94 0.61 2.39 2.39 0.63 

w-COOH-4-hydroxy-
octenal* 

334.0973 6.70 0.82 1.25 0.50 0.97 0.89 0.76 0.66 

4-hydroxy-nonenoic 
acid*-1 

334.1327 8.97 2.24 1.45 0.64 0.69 1.28 1.17 0.79 

4-hydroxy-nonenoic 
acid* 

334.1325 12.16 4.60 2.11 3.43 0.31 1.66 1.17 0.66 

Merca 39 348.0882 16.26 1.24 1.10 0.36 1.01 0.99 1.02 0.58 

w-OH-4-hydroxy-
decenol* 

350.1638 10.14 6.56 7.10 1.81 0.60 2.52 4.47 0.50 

Merca 41 377.9647 7.30 0.93 1.18 0.58 1.09 1.60 1.11 1.34 

Merca 42 381.1117 7.11 1.04 1.86 0.61 0.88 1.09 3.12 1.11 

Merca 43 384.1301 4.49 0.31 22.35 1.51 0.49 1.53 13.94 2.62 

Merca 44 395.1640 9.68 2.59 383.34 0.50 1.13 1.06 65.93 0.76 

Merca 45 422.1640 17.39 1.27 1.06 0.61 24.61 35.65 38.31 26.08 

Merca 46 444.1459 17.39 1.37 1.18 0.70 43.89 44.67 75.56 36.62 

Merca 47 460.1391 14.20 2.76 1.36 0.60 8.81 11.65 30.19 17.41 

Annexe 7 Mercapturates détectés dans l’expérimentation nutritionnelle. Les valeurs en rouge et gras correspondent aux 
mercapturates significatifs (Wilcoxon + fdr, p-value 0.05) pour chaque comparaison 
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Annexe 8 

 

  

Annexe 8 Fold change des 47 acides mercapturiques entre les groupes BOFO et PUFO. Les résultats sont exprimés en 
Log(2), un valeur positive correspondant à une augmentation dans le groupe BOFO par rapport au groupe PUFO. Une 

« * » signifie une annotation putative 
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Annexe 9 

  

Annexe 9 Fold change des 47 acides mercapturiques entre les groupes BOFOR et BOFO. Les résultats sont 
exprimés en Log(2), un valeur positive correspondant à une augmentation dans le groupe BOFOR par rapport 

au groupe BOFO. Une « * » signifie une annotation putative 
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Annexe 10 

Annotation 
m/z 

[M+H]+ 

Temps de 
rétention 

(min) 

Fold 
BOSA/CON 

FOLD 
BOSA/PUSA 

Fold 
BOFO/PUFO 

Fold 
BOSAR/BOSA 

Niveau 
d'identification 

Acetone 242.0178 16.42 0.96 0.98 0.98 0.99 1 

Butanal 256.0334 17.36 1.01 0.92 1.02 1.10 2 

Butanal 256.0336 18.08 0.89 1.01 0.96 1.07 2 

lactaldehyde 258.0123 12.71 1.44 0.85 0.53 1.20 3 

Pentanal 270.0490 18.02 0.38 0.41 0.92 1.90 1 

Hexanal 284.0648 18.90 0.99 0.98 1.01 1.01 2 

Heptanal 298.0802 19.48 0.36 0.79 0.80 7.86 2 

acide 5 
oxopentanoique 

300.0232 14.79 1.42 0.53 0.42 0.88 1 

oxo-hexanoic acid 314.0384 16.23 0.73 0.44 0.50 1.57 3 

acide 7 
oxoheptanoique 

328.0545 15.97 0.53 0.84 0.60 1.27 1 

xylose 334.0284 11.55 1.45 1.11 1.09 0.99 1 

rhamnose 348.0439 11.90 1.57 0.83 1.42 0.97 1 

galactose 364.0390 11.31 2.90 1.69 1.52 0.90 1 

4.5-dihydroxy-decenal 370.1015 18.44 0.61 0.55 0.49 0.79 3 

8-carboxy-4.5-
dihydroxy-octenal 

372.0442 13.65 1.73 1.03 0.72 0.78 3 

10-carboxy-4-oxo-
decenoic acid 

398.0593 14.19 1.84 0.70 0.40 0.52 3 

4-hydroxy-
pentadecenal 

424.1847 19.87 0.76 0.99 0.79 0.78 3 

12-carboxy-4.5-
dihydroxy-dodecenal 

428.1064 15.33 2.12 0.25 0.54 0.43 3 

pyruvaldehyde 438.9653 20.01 1.19 0.88 0.81 0.63 1 

MDA 438.9656 18.55 2.41 1.70 0.81 0.28 1 

oxo-octadecanoic acid 482.2263 18.52 0.32 0.36 0.22 1.31 3 

3-oxostearic acid 482.2267 21.53 0.94 0.53 0.35 1.29 2 

eicosapentaenoic acid 486.2000 19.84 26.91 2.63 0.79 0.75 2 

oxo-nonadecanoic 
acid 

496.2422 24.34 1.59 0.51 0.36 0.81 2 

Annexe 10 Aldéhydes et autres composés annotés et détectés suite à l’analyse des fèces de l’expérimentation 
nutritionnelle in vivo. Les valeurs en rouge et en gras correspondent aux composés significatifs (ViP > 1 + p-value < 0.05) 

pour chaque comparaison 
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Annexe 11 

Annotation m/z 
Temps de 

rétention (min) 
Fold 

BOSA/PUSA 
Fold 

BOFO/PUFO 
Fold 

BOSAR/BOSA 

Merca1 230.1027 4.77 0.97 1.02 0.73 

Merca2 230.1028 5.07 1.10 1.07 0.76 

Merca3 242.1039 8.02 0.95 0.62 1.02 

Merca4 244.1190 7.76 1.38 1.15 1.35 

Merca5 244.1186 8.74 0.95 0.98 0.70 

Merca6 246.0973 4.24 1.09 0.95 0.95 

4-hydroxy-butenal* 248.0591 4.24 1.67 1.64 0.99 

pentenol* 248.0957 5.21 1.03 1.10 1.19 

Merca9 249.0877 4.49 1.46 1.35 1.36 

Merca10 256.1006 13.62 0.94 1.10 1.23 

4-hydroxy-pentenoic acid 
lactone* 

260.0583 5.67 0.88 0.93 0.79 

Merca12 260.1127 5.70 0.99 0.72 1.05 

Merca13 259.9128 7.62 0.89 0.65 1.07 

Merca14 261.0878 5.77 0.96 1.23 0.79 

Merca15 261.9119 7.62 0.89 0.45 0.83 

hexenol* 262.1110 9.54 2.76 1.05 0.64 

Merca17 261.9098 11.38 7.15 4.44 0.45 

Merca18 263.9102 7.62 0.86 0.50 0.87 

Merca19 267.0809 5.78 1.20 1.26 1.30 

Merca20 272.1500 13.05 0.94 0.77 0.91 

4-hydroxy-hexenal* 276.0905 9.61 1.15 1.36 1.08 

heptenol* 276.1269 12.42 1.64 0.94 0.57 

4-hydroxy-heptenoic acid 
lactone* 

288.0904 8.86 0.91 0.86 1.11 

octenal* 288.1267 13.06 3.11 0.95 0.65 

4-hydroxy-heptenal* 290.1057 10.27 0.85 0.86 1.53 

octenol* 290.1423 15.07 1.40 1.07 0.27 

4-hydroxy-hexenoic acid* 292.0851 3.84 1.05 1.38 0.94 

Merca28 293.1121 6.72 0.67 0.74 1.72 

Merca29 298.0724 9.60 1.23 1.55 1.00 

oxidized-2.4.6-octatrienal-
1* 

300.0908 12.17 2.58 1.03 1.07 

oxidized-2.4.6-octatrienal* 300.0906 13.62 0.99 0.98 1.29 

nonenal-1* 302.1427 12.63 1.09 1.08 1.02 

nonenal-2* 302.1426 13.96 1.11 1.09 1.06 

nonenal-3* 302.1406 14.50 1.13 0.94 0.71 

oxidized-2-heptenedial* 304.0851 4.28 1.29 1.05 0.84 

4-hydroxy-octenal-1* 304.1222 7.67 0.85 0.77 0.77 

4-hydroxy-octenal* 304.1221 15.10 0.91 0.97 0.38 

4-hydroxy-heptenoic acid* 306.1012 5.28 1.48 1.16 0.77 
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4-hydroxy-octenol-1* 306.1368 7.45 1.59 1.24 0.76 

4-hydroxy-octenol* 306.1368 9.93 2.72 4.24 0.37 

Merca41 312.0888 10.28 0.78 0.41 1.56 

oxidized-Nonatrienal* 314.1065 9.81 1.01 0.86 0.67 

reduced-4-oxo-2E-nonenal* 318.1371 10.93 1.10 1.11 1.27 

HNE-MA 318.1376 13.05 4.13 11.05 0.50 

4-hydroxy-nonenal* 318.1374 13.43 4.08 5.13 0.42 

4-hydroxy-octenoic acid* 320.1168 7.15 1.25 1.04 1.17 

DHN-MA 320.1532 12.84 2.50 3.62 0.59 

Merca48 322.0722 13.61 0.95 0.94 1.27 

oxidized-decatetraenal-1* 326.1062 9.63 0.92 0.82 0.92 

oxidized-decatetraenal* 326.1040 16.55 0.83 0.71 1.11 

dolichodial* 328.1220 17.88 0.72 1.00 1.10 

4-hydroxy-decenal* 332.1529 17.38 0.94 0.72 0.80 

w-COOH-4-hydroxy-octenoic 
acid lactone* 

332.0798 5.02 1.65 1.35 0.75 

w-OH-4-hydroxy-nonenoic 
acid lactone* 

332.1160 8.25 1.25 0.86 0.73 

Merca55 333.1179 5.21 1.04 0.72 0.94 

4-hydroxy-nonenoic acid* 334.1328 9.27 1.49 1.17 0.89 

10-oxo-5.8-decadienoic 
acid* 

344.1160 10.24 0.84 0.37 1.08 

w-OH-4-hydroxy-decenoic 
acid lactone-1* 

346.1322 10.30 0.83 1.13 0.96 

w-OH-4-hydroxy-decenoic 
acid lactone* 

346.1317 10.64 0.92 1.13 0.77 

4-hydroxy-decenoic acid* 348.1475 11.88 0.92 0.85 1.23 

Merca61 348.0886 16.55 0.85 0.59 1.00 

Merca62 350.1041 17.88 0.63 0.17 1.16 

w-OH-4-hydroxy-decenol* 350.1625 10.56 7.23 15.90 0.58 

w-COOH-4-hydroxy-
decenal* 

362.1288 11.40 0.78 0.85 1.10 

Merca65 364.0979 4.45 1.06 1.09 1.06 

Merca66 384.1081 11.41 0.75 0.68 0.93 

Merca67 387.0079 7.61 0.71 0.22 0.94 

Merca68 393.1517 12.24 0.99 0.98 1.11 

Merca69 395.1630 12.44 29.25 1.16 1.57 

Merca70 422.1634 17.69 1.17 1.12 10.53 

Merca71 438.1560 14.57 2.26 2.79 5.34 

Annexe 11 Mercapturates détectés dans l’expérimentation de carcinogénèse. Les valeurs en rouge et gras correspondent 
aux mercapturates significatifs (Wilcoxon + fdr, p-value 0.05) pour chaque comparaison. 
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Annexe 12 

Annotation m/z 

Temps 
de 

retention 
(min) 

Attribution 
Fold 

BOFO 
PUFO 

Fold 
BOSA 
PUSA 

Fold 
BOSAR 
BOSA 

Fold 
BOSA 
CON 

Fold 
BOFOR 
BOFO 

Fold 
Boeuf/Poulet 

2-Methylglutaric acid 101.0605 4.59 [(M-CO2)-H]- 0.28 1.29 0.72 1.45 0.63 0.72 

Resorcinol 109.0292 2.58 [M-H]- 0.75 1.30 0.97 0.53 1.11 0.81 

3-Methyladipic acid 115.0761 5.55 [(M-CO2)-H]- 0.81 1.62 1.16 1.69 1.18 0.95 

2,2-Dimethylglutaric acid 115.0759 7.28 [(M-CO2)-H]- 0.40 1.57 1.03 1.82 2.50 0.98 

Indole-3-carboxylic acid 116.0501 8.16 [(M-H2O)-H]- 0.49 1.16 0.76 0.93 0.89 0.74 

p-Coumaric acid 119.0498 6.87 [(M-CO2)-H]- 0.56 1.04 1.09 3.40 0.99 0.90 

Indoleacetic acid 130.0658 10.00 [(M-CO2)-H]- 0.60 0.94 0.98 1.65 1.56 0.78 

Pimelic acid 141.0552 5.68 [(M-H2O)-H]- 0.66 1.10 0.98 1.14 1.95 1.10 

3-(4-
Hydroxyphenyl)propionic 

acid 
147.0449 6.87 [(M-H2O)-H]- 0.62 1.07 1.06 3.78 0.99 0.93 

N-Acetyl-4-aminosalicylic 
acid 

150.0557 5.81 [(M-CO2)-H]- 1.07 1.22 1.17 0.40 1.26 1.33 

3-Methyl-2-oxovaleric 
acid 

151.0399 2.99 [(M-H+Na)-H]- 1.03 1.62 1.52 0.48 2.14 1.46 

Pimelic acid 159.0660 5.68 [M-H]- 0.68 1.29 1.23 1.10 1.98 1.29 

22-Dimethylglutaric acid 159.0658 7.29 [M-H]- 0.40 1.57 0.99 2.02 1.34 0.93 

Phenylpyruvic acid 163.0398 4.37 [M-H]- 0.51 0.92 1.06 1.10 1.05 0.78 

4-Pyridoxic acid 164.0352 1.99 [(M-H2O)-H]- 0.22 0.64 0.98 3.90 1.11 0.43 

3-(4-
Hydroxyphenyl)propionic 

acid 
165.0555 6.87 [M-H]- 0.59 1.06 1.11 3.64 1.06 0.93 

N acetyl DL glutamic acid 170.0455 1.09 [(M-H2O)-H]- 0.09 0.25 0.80 0.90 2.23 0.20 

N-Acetyl-L-leucine 172.0978 7.01 [M-H]- 0.09 0.23 1.40 1.24 2.61 0.22 

Suberic acid 173.0816 8.67 [M-H]- 0.29 1.75 0.40 2.60 0.69 0.67 

4-Methylhippuric acid 174.0559 8.76 [(M-H2O)-H]- 0.55 0.82 1.35 1.61 1.53 0.73 

3-isopropylmalic acid 175.0608 4.38 [M-H]- 0.54 3.09 0.61 2.14 0.67 1.37 

Indoleacrylic acid 186.0555 13.94 [M-H]- 0.13 0.43 1.50 1.67 5.25 0.33 

N acetyl L glutamine 187.0723 1.01 [M-H]- 0.47 0.81 0.83 0.69 1.93 0.74 

Azelaic acid 187.0976 11.38 [M-H]- 0.50 1.19 0.95 1.60 0.96 0.92 

Pantothenic acid 200.0925 2.93 [(M-H2O)-H]- 0.18 0.23 1.04 0.81 0.98 0.25 

Indolelactic acid 204.0662 7.36 [M-H]- 0.67 1.22 1.06 1.23 0.92 1.03 

Cinnamoylglycine 204.0658 8.55 [M-H]- 1.39 2.69 1.22 0.19 1.39 1.87 

N-Acetyl-L-phenylalanine 206.0816 7.45 [M-H]- 0.47 1.33 1.19 1.75 2.03 0.98 

Jasmonic acid 209.1177 13.55 [M-H]- 0.32 1.15 0.84 1.03 2.04 1.01 

undecanedioic acid 215.1284 15.57 [M-H]- 0.97 60.45 0.60 16.70 1.26 1.60 

Sebacic acid 223.0955 13.93 [(M-H+Na)-H]- 0.69 1.14 1.15 0.88 1.38 1.02 

N-Isovaleroylglycine 240.0865 5.00 
[(M-

H+Na)+CH3CO2]- 
0.19 0.76 1.10 1.37 0.66 0.42 

beta-Pseudouridine 243.0618 1.01 [M-H]- 0.76 0.66 0.78 0.33 2.01 0.73 

N-acetyl-DL-tryptophan 245.0938 7.80 [M-H]- 0.40 0.71 1.33 1.55 1.45 0.63 

Phenylacetyl-L-glutamine 263.1034 4.73 [M-H]- 0.46 0.75 0.98 1.71 1.26 0.57 

10-hydroxydecanoic acid 269.1388 16.10 
[(M-

H+Na)+CH3CO2]- 
0.71 3.06 0.86 1.97 1.07 0.88 

Ferulic acid 275.0543 8.22 
[(M-

H+Na)+CH3CO2]- 
0.85 11.27 0.31 4.12 0.60 0.99 

Guanosine 304.0688 2.69 [(M-H+Na)-H]- 0.56 0.05 0.86 0.00 1.01 0.58 

Riboflavin 375.1309 6.70 [M-H]- 0.61 1.06 1.14 1.06 1.05 0.89 

2-Aminobenzoic acid 92.0502 5.73 [(M-CO2)-H]- 0.72 0.74 1.09 0.90 0.78 0.82 

Annexe 12 Métabolites détectés et annotés au niveau 1 dans l’expérimentation de nutritionnelle. Les valeurs en rouge et 
gras correspondent aux métabolites significatifs (ViP > 1 +  p-value < 0.05) pour chaque comparaison. 
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Annexe 13 

Annotation m/z 
Temps de 
rétention 

(min) 
Attribution 

Fold 
BOFO/PUFO 

Fold 
BOSAR/BOSA 

Fold 
BOSA/PUSA 

Fold 
Boeuf/Poulet 

3methyl-adipic 115.0760 5.98 [(M-CO2)-H]- 1.26 1.30 0.99 1.06 

Succinic acid 117.0187 1.44 [M-H]- 5.17 3.27 4.19 6.83 

p-Coumaric acid 119.0497 7.63 [(M-CO2)-H]- 0.43 0.96 0.59 0.46 

3-(4-
Hydroxyphenyl)propionic 

acid 
121.0651 7.63 [(M-CO2)-H]- 0.39 1.33 0.44 0.40 

4-Methylcatechol 123.0448 6.52 [M-H]- 0.46 1.15 1.01 0.61 

L-Pyroglutamic acid 128.0348 1.18 [M-H]- 0.63 1.01 0.18 0.25 

3-Methyl-2-oxovaleric 
acid 

129.0554 3.79 [M-H]- 0.88 1.11 0.63 0.72 

2-Ketohexanoic acid 129.0551 4.24 [M-H]- 0.89 0.74 0.87 0.81 

Suberic acid 129.0918 8.97 [(M-CO2)-H]- 0.94 0.92 1.02 0.98 

D-2-Hydroxyglutaric acid 129.0187 1.27 [(M-H2O)-H]- 1.62 1.34 0.99 1.27 

Ehtylmalonic acid 131.0344 2.75 [M-H]- 1.12 1.00 1.15 1.12 

Indoxyl sulfate 132.0452 3.71 [(M-SO3)-H]- 0.97 1.54 0.90 1.07 

Homovanillic acid 137.0603 5.86 [(M-CO2)-H]- 1.05 1.06 1.04 1.11 

4-Pyridoxic acid 138.0554 1.86 [(M-CO2)-H]- 0.58 1.14 0.51 0.55 

4-Acetamidobutanoic 
acid 

144.0658 1.83 [M-H]- 0.78 0.96 0.70 0.72 

N-Isobutyrylglycine 144.0660 2.48 [M-H]- 1.21 1.19 1.18 1.25 

Adipic acid 145.0503 3.80 [M-H]- 1.36 0.88 1.50 1.31 

Monomethyl glutaric 
acid 

145.0502 4.87 [M-H]- 1.05 0.75 0.96 0.91 

a-Ketoglutaric acid 145.0137 1.08 [M-H]- 1.64 0.89 1.88 1.73 

D-2-Hydroxyglutaric acid 147.0292 0.98 [M-H]- 1.34 0.94 1.66 1.49 

DL-Mandelic acid 151.0398 4.88 [M-H]- 0.88 1.02 0.84 0.86 

Imidazolelactic acid 155.0458 0.94 [M-H]- 0.45 0.55 0.42 0.39 

Indole-3-carboxylic acid 160.0401 8.43 [M-H]- 1.06 0.94 0.99 1.00 

3-Hydroxy-3-
methylglutaric acid 

161.0448 1.56 [M-H]- 1.26 1.01 1.10 1.16 

Phenylalanine 164.0710 2.49 [M-H]- 1.03 1.34 0.96 1.06 

3-(4-
Hydroxyphenyl)propionic 

acid 
165.0551 7.23 [M-H]- 0.90 1.05 1.20 1.11 

Phenyllactic acid 165.0548 7.63 [M-H]- 0.40 1.23 0.44 0.40 

3-Methylhistidine 168.0772 0.92 [M-H]- 0.17 1.06 0.17 0.17 

Azelaic acid 169.0864 11.65 [(M-H2O)-H]- 1.20 0.99 0.97 1.05 

Azelaic acid 169.0864 12.42 [(M-H2O)-H]- 1.31 0.75 1.41 1.25 

N-Acetyl-L-glutamic acid 170.0451 1.17 [(M-H2O)-H]- 0.24 1.56 0.10 0.15 

N-Acetyl-D-allo-
isoleucine 

172.0976 6.90 [M-H]- 0.75 1.61 0.49 0.67 

N-Acetyl-D-allo-
isoleucine 

172.0973 7.37 [M-H]- 0.64 1.44 0.41 0.54 

Hexanoyl glycine 172.0976 7.98 [M-H]- 1.44 1.23 1.21 1.44 

Indoleacetic acid 174.0559 9.06 [M-H]- 1.66 1.32 1.52 1.68 

L-Ascorbic acid 2-sulfate 175.0241 1.07 [(M-SO3)-H]- 1.14 1.05 1.22 1.21 

Indoleacrylic acid 186.0553 14.18 [M-H]- 0.58 1.50 0.48 0.57 

N acetyl L glutamine 187.0717 1.08 [M-H]- 1.05 1.54 0.71 0.92 

10-hydroxydecanoic acid 187.1332 14.37 [M-H]- 0.80 1.05 0.84 0.85 

N-Acetyl-L-methionine 190.0535 3.89 [M-H]- 0.65 1.64 0.45 0.59 
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Phenylacetylglycine 192.0661 5.59 [M-H]- 0.98 1.12 1.01 1.03 

3-Methylhippuric acid 192.0659 7.67 [M-H]- 1.08 0.70 1.18 0.97 

Sebacic acid 201.1127 14.20 [M-H]- 1.14 1.31 0.84 1.02 

N-Acetyl-L-phenylalanine 206.0815 7.81 [M-H]- 1.21 1.27 1.19 1.28 

Jasmonic acid 209.1174 14.21 [M-H]- 0.88 1.29 0.89 1.13 

Pantothenic acid 218.1028 3.14 [M-H]- 0.59 0.95 0.65 0.62 

N-Acetyl-L-tyrosine 222.0762 3.80 [M-H]- 2.00 1.18 1.68 1.88 

N-acetyl-DL-tryptophan 245.0946 8.11 [M-H]- 0.80 0.95 0.76 0.76 

3-(4-
Hydroxyphenyl)propionic 

acid 
247.0575 7.24 

[(M-
H+Na)+CH3CO2]- 

0.76 0.97 1.00 0.92 

L-Ascorbic acid 2-sulfate 254.9814 1.07 [M-H]- 1.13 1.00 1.20 1.17 

Phenylacetyl-L-glutamine 263.1030 5.09 [M-H]- 0.70 1.24 0.69 0.74 

4-Hydroxy-3-
methoxyphenylglycol 

sulfate 
263.0226 1.47 [M-H]- 1.05 1.05 1.03 1.06 

Inosine 267.0728 1.68 [M-H]- 1.16 0.91 0.99 1.02 

N-Acetyl-L-carnosine 267.1090 1.04 [M-H]- 0.60 1.23 0.63 0.66 

N4-Acetylcytidine 284.0880 2.65 [M-H]- 0.80 0.92 0.84 0.81 

Riboflavin 375.1305 6.97 [M-H]- 0.75 1.28 0.72 0.79 

3-Methyl-2-oxovaleric 
acid 

85.0657 3.90 [(M-CO2)-H]- 1.33 1.26 1.09 1.26 

2-Ketohexanoic acid 85.0656 4.56 [(M-CO2)-H]- 0.89 1.23 0.83 0.92 

Alanine 88.0401 0.92 [M-H]- 2.87 1.34 2.51 2.83 

Annexe 13 Métabolites détectés et annotés au niveau 1 dans l’expérimentation de carcinogénèse. Les valeurs en rouge 
et gras correspondent aux métabolites significatifs (ViP > 1 +  p-value < 0.05) pour chaque comparaison. 
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Annexe 14 

m/z exp 
AUC cryptes BOSA vs 

PUSA 
Annotation Formule brute Adduit 

Erreur de mesure 
(ppm) 

134.048 0.28 Adenine C5H5N5 [M-H]- 2.8 

135.031 0.68 Hypoxanthine C5H4N4O [M-H] - 1.2 

151.025 0.72 Xanthine C5H4N4O2 [M-H] - 8.9 

267.072 0.76 Inosine C10H12N4O5 [M-H] - 5.6 

280.022 0.23 Glucosamine 6-phosphate C6H14NO8P [M+Na-2H] - 5.8 

328.042 0.27 Adenosine monophosphate C10H14N5O7P [M-H2O-H] - 8.7 

344.035 0.3 Glutathion C10H17N3O6S [M+K-2H] - 6.9 

362.054 0.29 Guanosine monophosphate C10H14N5O8P [M-H] - 8.2 

402.992 0.29 Uridine diphosphate C9H14N2O12P2 [M-H] - 6.5 

418.957 0.34 Inositol 1,4,5 triphosphate C6H15O15P3 [M-H] - 3.6 

426.023 0.25 Adenosine diphosphate C10H15N5O10P2 [M-H] - 1.1 

442.014 0.34 Guanosine diphosphate C10H15N5O11P2 [M-H] - 6.2 

465.307 0.66 Cholesterol sulfate C27H46O4S [M-H] - 4.5 

482.964 0.32 Uridine triphopshate C9H15N2O15P3 [M-H] - 5.7 

505.99 0.31 Adenosine triphosphate C10H16N5O13P3 [M-H] - 3 

604.071 0.31 GDP-mannose C16H25N5O16P2 [M-H] - 1.7 

611.15 0.35 Oxidized glutathione C20H32N6O12S2 [M-H] - 7.9 

322.046 0.35 Cytidine monophopshate C9H14N3O8P [M-H] - 2.9 

664.122 0.73 NADH C21H29N7O14P2 [M-H] - 6.9 

465.307 0.34 Cholesterol sulfate C27H46O4S [M-H] - 4.5 

170.093 0.32 3-methyl-histidine C7H11N3O2 [M+H]+ 5.3 

146.118 0.67 Acetylcholine C7H16NO2 [M+H] + 0.4 

524.373 0.75 LPC(18:0) C26H54NO7P [M+H] + 3.5 

796.529 0.29 PC(34:2) C42H80NO8P [M+K] + 4.1 

Annexe 14 Métabolites discriminants entre les groupes BOSA et PUSA suite à l’analyse de l’épithélium colique par 
imagerie par spectrométrie de masse. Toutes les annotations correspondent à des annotations putatives au niveau 2. 

Une valeur d’AUC < 0.35 signifie une diminution de l’abondance dans le groupe BOSA. 
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Annexe 15 

Principe et fonctionnement du mode PASEF 

Le mode PASEF, pour Parallel Accumulation Serial Fragmentation, est une méthode de fragmentation 

haut débit (> 100 Hz) disponible depuis 2017 sur les spectromètres de masse de types TimsTOF 

proposés par Bruker. Elle repose sur la synchronisation entre une cellule de mobilité de type TIMS 

(Trapped Ion Mobility Spectrometry) et une cellule de collision.  

La mobilité ionique consiste en la séparation et la caractérisation d’ions en phase gazeuse en fonction 

de leur comportement lors de leur transport à travers un gaz inerte en présence d’un champ 

électrique. Classiquement le fonctionnement des cellules de mobilité ionique est basé sur l’application 

d’un courant électrique qui guide les ions au travers d’un flux de gaz à contre courant. Les ions 

présentant la plus grande résistance au flux de gaz (CCS les plus élevées) sortent ainsi plus tard de la 

cellule. A l’inverse, dans une cellule de mobilité ionique de type TIMS, les ions sont entrainés par un 

flux de gaz (Michelmann et al., 2015). Une rampe de champ électrique va être appliquée le long du 

funnel pour permettre de contrecarrer la force exercée par le flux. L’abaissement de la force du champ 

électrique appliqué conduit ainsi à la libération séquentielle des ions en fonction de leur mobilité, les 

ions les plus mobiles sont alors entrainés en premier. Une représentation schématique du 

fonctionnement d’une cellule de mobilité classique et d’une cellule TIMS est présentée en Figure 48. 

Ainsi, dans le cas du TimsTOF flex, le mode PASEF repose sur la synchronisation entre la cellule TIMS 

(constituée de deux funnels), le quadrupole et la cellule de collision située avant le détecteur ToF 

comme présenté en Figure 49. 

Figure 48 Représentation schématique du fonctionnement de (A) une cellule de mobilité classique et (B) une cellule TIMS. E 
correspond au champ électrique appliqué et v à la vélocité du gaz. 
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Dans le premier funnel, les ions sont accumulés et piégés par l’application d’un champ électrique. Ces 

ions sont ensuite transférés dans le deuxième funnel où le potentiel électrique est graduellement 

abaissé afin d’éluer les ions de la cellule de mobilité. Pendant ce temps d’élution, les ions suivants sont 

accumulés dans le funnel 1 (duty cycle). La première étape du cycle PASEF consiste à réaliser un scan 

Full-MS pour détecter les ions présents. Ensuite, durant chaque scan de la cellule Tims, chaque 

précurseur est sélectionné dans le quadrupole puis fragmenté dans la cellule de collision.  Le nombre 

de cycles MS/MS et d’expériences MS/MS par cycle avant le scan MS suivant sont déterminés par 

l’utilisateur. Le schéma général d’un cycle PASEF est présenté en Figure 50. La vitesse d’acquisition 

élevée de l’appareil (>100 Hz) permet la fragmentation et l’analyse de nombreux ions en un temps 

réduit. Ainsi durant chaque scan de la cellule TIMS, dont la durée est définie par l’expérimentateur (à 

l’aide du paramètre ramp time et en général de l’ordre de 100 ms) un nombre n de précurseurs peut 

être fragmenté. Dans une étude récente visant à évaluer l’utilisation de ce mode pour des analyses 

lipidomiques une moyenne de 15 MS/MS par scan TIMS de 100 ms a été reportée, résultant en 

l’acquisition de plus de 180 000 spectres MS/MS pour une analyse de 30 min (Vasilopoulou et al., 

2020).  

 

Figure 49 Schéma de l’architecture du spectromètre de masse TIMS ToF 

Figure 50 Schéma général d’une acquisition en mode PASEF (Bruker©) 
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Annexe 16 
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