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Résumé

La spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) a constitué¢ une grande avancée pour la
toxicologie analytique, permettant I’acquisition d’un grand nombre de données avec une
grande précision. Cependant le retraitement bio-informatique de ces données est parfois
limitant et verrouillé par le logiciel commercial du fournisseur. La construction d’un réseau
moléculaire fait appel a des outils bio-informatiques permettant le retraitement des données de
spectrométrie de masse a 1’aide de logiciels en acces libre et de regrouper de manicre visuelle
les molécules structurellement proches au sein d’échantillons. A partir des données brutes
acquises par HRMS, plusieurs outils permettent ainsi de filtrer puis retraiter ces données enfin
d’étre lues sur un logiciel graphique. Au-dela de I’annotation facilitée de composé€s connus au
sein d’un échantillon complexe, cette méthodologie permet également d’identifier de
nouveaux métabolites de xénobiotiques, ouvrant de nombreuses perspectives en toxicologie
clinique et médico-légale. Nous présentons ici la méthodologie a adopter pour la réalisation

de réseaux moléculaires ainsi que son apport en toxicologie hospitaliere.

Mots-clés : réseau moléculaire, LC-HRMS, toxicologie, métabolisme, NPS
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Abstract

High resolution mass spectrometry (HRMS) has been a great advance for analytical toxicology,
allowing the acquisition of massive data with high accuracy. However, the bioinformatic
reprocessing of these data is sometimes limiting and locked by commercial's software. The
construction of a molecular network calls upon bioinformatics tools allowing the reprocessing
of mass spectrometry data with open access software and the visual grouping of structurally
closed molecules within samples. From the raw data acquired by HRMS, several tools allow to
filter and reprocess these data to be read on a graphic software. Beyond the easy annotation of
known compounds within a complex sample, this methodology also allows the identification
of new metabolites of xenobiotics, opening many perspectives in clinical and forensic
toxicology. We present here the methodology to adopt for the realization of molecular networks

as well as its contribution in clinical toxicology.

Keywords: molecular networking, LC-HRMS, toxicology, drug metabolism, NPS.
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1. Introduction

La spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) est un outil grandissant dans les
laboratoires d’analyses médicales. Bien qu’initialement apparue dans les années 1960 dans les
laboratoires de chimie [1], cet outil est devenu une technologie de choix pour la toxicologie
analytique du fait de ’augmentation progressive de sa précision et de sa sensibilité [2]. A ce
jour, les laboratoires de toxicologie constituent ses premiers utilisateurs en biologie médicale,

ou son usage est devenu conventionnel [3].

La HRMS correspond a ’analyse par spectrométrie de masse a I’aide de matériel de haute
résolution, tel qu’un appareil a technologie temps de vol (ou « time of flight » (TOF)) ou a
technologie Orbitrap® [2,4]. Afin d’augmenter d’avantage la spécificité des méthodes de
détection et par conséquent le niveau de preuve d’identification de composés, des méthodes
séparatives couplées a la HRMS comme la chromatographie en phase liquide (LC) ou en phase
gazeuse (GC) ont été développées. Ainsi, le couplage LC-HRMS constitue un outil performant
de référence en toxicologie analytique permettant 1’identification des composés de fagon ciblée

ounon [5,6].

L’analyse non ciblée d’un échantillon complexe par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution avec fragmentation (LC-HRMS/MS) génére de tres
nombreuses données. En effet, outre le fait que chaque molécule entrant dans le spectrometre
de masse est détectée en haute résolution, cette dernicre peut également étre fragmentée,

conduisant a la détection supplémentaire de ses fragments en haute résolution [7].

Le retraitement des données complexes acquises par ces technologies constitue un levier majeur
dans I’interprétation des résultats dans un contexte de rendu de résultats ayant un impact
clinique ou médico-légal. Les logiciels fournisseurs permettent dans la plupart des cas un
retraitement des données fiables et plutdt facile d’usage par les utilisateurs. Cependant, ces
logiciels ne permettent qu’un usage restreint des données, parfois insuffisant lors de cas
complexes. Le développement de méthodes bio-informatiques s’est récemment présenté
comme une alternative robuste permettant d’exploiter et de retraiter au mieux les données

analytiques acquises.
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Le réseau moléculaire, ou molecular networking (MN), est un outil bio-informatique permettant
d’apparier graphiquement sous forme de cluster les molécules structurellement proches au sein
d’un échantillon analysé par spectrométrie de masse en tandem. Le MN représente ainsi
visuellement 1’appariement spectral et donc structural de composés a partir de données de
screening non ciblé. A 1’origine développé dans le domaine de la chimie des molécules
d’origine naturelle, cet outil voit son application s’étendre au domaine de la toxicologie, et
inclut a ce jour I’é¢tude du métabolisme de xénobiotiques, 1’analyse de poudres, ou encore les
comparaisons qualitatives et semi-quantitatives de composé€s présents dans plusieurs

¢chantillons, qu’ils soient biologiques ou non [8§].

L’objectif de cet article est de détailler une méthodologie employée permettant de retraiter les

données complexes acquises par spectrométrie de masse haute résolution a I’aide du MN.

2. Méthodologie

Nous utilisons plusieurs étapes nécessaires a la réalisation d’un réseau moléculaire, présentées
en Figure 1. Tout d’abord, les échantillons (biologiques ou non) sont extraits, séparés
chromatographiquement et analysés en spectrométrie de masse (technologie Orbitrap® ou Q-
TOF®). Différents logiciels permettent ensuite d’exploiter et de filtrer les données qui seront
transférées sur la plateforme Global Natural Products Social Networking (GNPS), a I’origine

du MN. Enfin, une étape de retraitement graphique du MN est réalisée par le logiciel

Cytoscape®.
£ "}'0 I . métabolites
mmeme ) extractlon J traltement | réseau
—l
om ‘ || ||l ||| P [ ]
> post-analyt|que moléculaire
’ LC-HRMS/MS analysis
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Figure 1. Etapes clés menant 3 la génération d’un MN suite 2 I’analyse d’un échantillon LC-
HRMS/MS : Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem.

2.1. Echantillons

Les échantillons analysés peuvent étre d’origine biologique ou non. Cela permet notamment de

comparer différentes matrices, comme par exemple une poudre avec un prélévement biologique
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[9]. Cet outil permet également 1’utilisation de matrices complexes comme les surnageants de
cultures cellulaires ou encore les microsomes hépatiques, trés utilisés dans 1’étude de

métabolisme in vitro de xénobiotiques [10].

L’analyse par LC-HRMS des matrices complexes se fera généralement apres extraction, par
des techniques type extraction liquide-liquide en présence d’étalons internes afin de purifier
I’échantillon et de pouvoir visualiser dans le réseau les étalons internes utilisés. De manicre
générale, tout type d’échantillon pouvant bénéficier d’une extraction et par conséquent d’une

analyse par LC-HRMS est ¢ligible a un retraitement par MN.
2.2. Séparation chromatographique

Le MN fait généralement suite a une acquisition en LC-HRMS/MS a I’aide des fragments MS?.
Cependant, rien n’empéche d’utiliser des données provenant d’une chromatographie en phase

gazeuse ou des données de basse résolution.

La séparation chromatographique reste un élément a privilégier pour 1’identification d’un
compos¢ du fait de ’apport d’un temps de rétention, ¢lément supplémentaire de comparaison
et de discrimination entre les molécules analysées. Par conséquent, cette étape de
chromatographie s’avére capitale dans la réalisation d’un réseau moléculaire, puisqu’elle
permet d’augmenter de maniere robuste le niveau de preuve dans la caractérisation des
composés visualisés. En particulier, le type de colonne utilisé et la qualité de la séparation
chromatographique constituent des éléments d’importance dans la séparation d’isomeres et
diastéréoisomeres ayant des spectres de fragmentation identiques. Dans ce contexte, plus la
méthode séparative sera performante, plus ’interprétation des informations issues du MN sera

pertinente.
2.3. Analyse par spectrométrie de masse

L’acquisition des données se fait généralement selon une méthode de screening non ciblée, mais
peut bénéficier de listes d’inclusions comportant les molécules d’intérét. Dans ce contexte,
’utilisation d’une méthode capable de détecter le plus d’ions possibles et de les fragmenter
constitue une des pierres angulaires de la réalisation d’un MN. Il a été montré la possibilité

d’acquérir ces données sur différents type de spectromeétres de masse, pour la plupart de haute
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résolution ; ¢’est notamment le cas pour la technologie Orbitrap, mais aussi la technologie
QTOF (Sciex, Waters, ...), lon trap ou encore FT-ICR [8].

Pour gagner en sensibilité, la gamme de masse a détecter peut-Etre restreinte, empéchant ainsi
la détection de molécules non pertinentes. Egalement, le mode d’ionisation (positif ou négatif)
influera la détection des composés selon leurs propriétés physiques [11-13].

Pris ensemble, ces réflexions mettent en exergue la nécessité d’optimisation et d’ajustement
continue des parameétres instrumentaux d’acquisition des données en vue de réaliser un MN,
puisque les parameétres d’inclusion, d’ionisation ou encore de fragmentation seront propres a la
molécule d’intérét. Pour aller plus loin, un MN sera ainsi représentatif d’'un ensemble de
parametres précis adaptés a la molécule a analyser, et la reproductibilité d’'un MN sera alors

conditionnée par la reproduction exacte de I’ensemble de ces paramétres.
2.4. Méthodologie bio-informatique
2.4.1 Conversion des données

Les données fournisseurs (ex: ThermoScientific®, Waters®...) ne sont pas toujours
exploitables a 1’aide de logiciels non commerciaux. Ainsi, la conversion des données brutes

peut étre nécessaire pour pouvoir les retraiter a I’aide de logiciels en acces libre.

Proteowizard® (proteowizard.sourceforge.io) est un logiciel permettant la conversion des
données HRMS (ex : .raw) [14,15]. Il permet notamment de filtrer les données, par exemple
selon la polarité (positive ou négative) de I’électrospray mais aussi de réduire la durée ou la
gamme de masse a analyser par rapport aux données acquises. Les données spectrales brutes
(format .raw) sont ainsi converties en un format libre (le plus connu .mzML) permettant un

retraitement plus simple des données.

2.4.2 Retraitement des données

Les données issues de la HRMS étant trés complexes, une étape de retraitement des données
est indispensable dans le but de ne garder que les pics chromatographiques pertinents dans

I’analyse. Cette étape peut se faire a 1’aide de différents logiciels en acces libre, tel que

MzMine® [16].
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La premicére étape de ce processus consiste a fixer des seuils de détection en dessous desquels
les pics acquis en MS1 et en MS2 ne sont pas pris en compte. Ces seuils doivent étre
constamment adaptés selon la complexité des matrices utilisées (ex : solution pure, extraits de
poudre, sang, bile, urine, milieux de culture cellulaire...). Cette étape est suivie de la génération
d’un chromatogramme épuré, a partir des fichiers .mzML et des seuils établis précédemment.

La deuxiéme étape est une étape de déconvolution, permettant par un procédé mathématique
d’extraire et d’épurer un signal produit a partir d’'une matrice complexe. Cette étape permet de
ne garder que les pics d’¢élution gaussiens sur un chromatogramme, et de séparer d’éventuels

isomeres entre eux (Figure 2).

XIC (base peak), miz: 150.9765 - 648.7676

WS C R F(E

Figure 2 : Exemple d’un chromatogramme ayant subi une déconvolution et correspondant a
I’analyse d’un échantillon urinaire contenant de la 2-FDCK ([M+H]+ = 222.1285 m/z). La ligne
bleue représente la ligne basale du chromatogramme avant déconvolution. Les pics de couleur
représentent chacun un pic considéré comme pertinent et donc a inclure dans les étapes ultérieures de
I’analyse.

La troisieme étape, de « désisotopage », permet de regrouper les différents isotopes d’un
compos¢ donné.

Enfin, une étape de filtration de données est nécessaire pour ne garder que les informations
d’intérét nécessaires a la genése du MN par la plateforme GNPS [8]. En effet, seuls les pics
MSI1 ayant des données de MS2 vont étre exportés vers GNPS pour la formation du MN [8] (cf
partie 2.4.).
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In fine, toutes ces €tapes permettent de générer deux fichiers : (i) un fichier « réseau » (.mgf)
contenant les spectres de fragmentation et nécessaires a GNPS pour la création du MN, et (i)
un tableur (fichier .csv) contenant I’ensemble des informations chromatographiques et

spectrales.
2.5. Utilisation de GNPS

GNPS (http://gnps.ucsd.edu/) est une plateforme internet dédi¢ée a la déréplication et
I’interprétation des données MS2 [8]. Elle regroupe différents outils permettant (i) I’annotation
automatique des composés connus et répertoriés dans des bases de données, (ii) la génération
de réseaux moléculaires a partir de n’importe quelle analyse MS2 ou encore (iii) la comparaison
entre les spectres MS2 expérimentaux et les spectres MS2 simulés (in silico) [17]. Egalement,
GNPS héberge un répertoire public de dépot de données (MassIVE, Mass spectrometry
Interactive Virtual Environment) qui peuvent étre annotées par la communauté des utilisateurs.
Cependant, ces bases de données sont souvent établies a partir de produits d’origine naturelle,

et donc peu appropriées a la toxicologie clinique ou médicolégale.

Dans le contexte toxicologique, I'intérét de GNPS réside dans les algorithmes utilisés qui
permettent de générer des clusters regroupant des molécules structurellement proches. D’un
point de vue méthodologique, les fichiers de sortie de MzMine® peuvent ainsi étre chargés sur
la plateforme web GNPS pour générer un MN. Au cours de cette étape en ligne, plusieurs
parametres peuvent €tre ajustés, tels que la taille minimum de constitution des clusters, la
tolérance de masse des ions précurseurs et des ions fragments utilisés pour la recherche dans la
bibliothéque spectrale MS/MS ou encore la détermination du cosine score (indice de corrélation
attribué entre chaque paire de spectres reflétant la similarité structurelle entre deux composés

et exprimé entre 0 et 1).

Le logiciel Metgem® est une alternative a GNPS pour générer et visualiser des réseaux
moléculaires. Ce logiciel a ét¢ mis au point dans le but de simplifier les procédés nécessaires a
la genése d’un réseau moléculaire sans avoir besoin d’un outil en ligne comme GNPS, dont

I’analyse peut étre chronophage et fastidieuse [18].

2.6. Retraitement graphique des données
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Afin de visualiser les données générées par GNPS, les fichiers d’exportation provenant de
MzMine® et de GNPS doivent étre importés dans le logiciel Cytoscape® (San Diego, CA,
USA) [19]. Ces fichiers contiennent sous forme de tableurs des informations concernant le
temps de rétention de chaque molécule, sa masse exacte, I’intensit¢ de chaque composé

(correspondant a I’aire du pic chromatographique), ainsi que son spectre de fragmentation.

Au sein du logiciel Cytoscape®, les nceuds (« nodes ») représentent chaque ion et sont
liés/regroupés (« link ») en clusters lorsqu'ils sont spectralement proches. Ils sont identifiés avec
leur masse exacte chargée (ex : protonée [M+H]" en ionisation positive). Les liens entre les
nceuds sont caractérisés par leur décalage de masse exacte (Figure 3), et sont créés selon le
cosine score renseigné dans GNPS. Pour obtenir des résultats assurant une similarité structurale
et une spécificité suffisante, il est conseillé d’utiliser un cosine score supérieur a 0,6 [20] voire

0,7 [21].

De maniére intéressante, la différence de masse entre deux composés peut correspondre a des
réactions de biotransformation connues (Tableau 1), et permet d’avancer des hypothéses quant
a I’identification des molécules présentes au sein d’'un méme cluster. Sur I’exemple ci-dessous
(Figure 3), on peut remarquer une différence de masse de 42.0105 m/z entre 1’héroine et la 6-
monoacetylmorphine (6-MAM), correspondant a la perte d’un groupement acetyl. Le lien
séparant héroine et 6-MAM indique donc 42.0105. De méme, un 2°™ groupement acetyl est
perdu lors du métabolisme de la 6-MAM en morphine (Am = 42.0105). Par ailleurs, et a titre
d’exemple, la kétamine n’étant pas structurellement proche de I’héroine et de ses métabolites,
et n’ayant pas de similarité spectrale avec ces molécules, elle ne fait donc pas partie du méme

cluster.
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Lien = delta m/z

6-MAM
Noeud
Cl
NH—
. 238.0920
(0]
Morphine Ketamine

Figure 3 : Nomenclature du réseau moléculaire

Tableau 1. Réactions de biotransformations majeures associées a leur différence de masse

Réaction de biotransformation Différences de masse (Da)
Dihydrogénation +2.0157

Décarbonation - 12.0000

Méthylation +14.0156

Hydrolyse +18.0106

Déacétylation -42.0106

Sulfatation +79.9568

Glucuronidation +176.032

Cette approche a déja été utilisée pour identifier de nouveaux métabolites de médicaments ou

drogues dans des matrices biologiques humaines (sang et urine principalement) [21-23].
En cas de comparaison de plusieurs échantillons, chaque nceud représente de manicre semi-

quantitative les aires des pics du composé, réparties entre les différents échantillons représentés

par leurs couleurs différentes (Figure 4).
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. Echantillon 1
‘ Echantillon 2

Morphine
Figure 4. Comparaison inter-échantillon des intensités de nceud au sein d'un cluster

Enfin, I’utilisation de Cytoscape® permet également de comparer les intensités relatives des
différents nceuds en jouant sur leurs tailles. Ainsi, plus un composé présente une réponse
d’ionisation intense, plus il sera visuellement gros au sein du réseau moléculaire. Dans le cadre
de la découverte de nouveaux métabolites, la taille des nceuds permet d’apporter des arguments
pour ou contre la proposition de ces composés comme marqueurs pertinents de consommation.
Sur la Figure 4, I’héroine a une intensité importante dans le cluster par rapport a la 6-MAM et
la morphine. Cependant I’héroine est autant présente dans 1’échantillon 1 (en rouge) que
I’échantillon 2 (en bleu) (Figure 4). Ainsi, la taille des noeuds est proportionnelle a I’intensité
de détection du composé par rapport aux autres. La proportion de ce composé¢ au sein des

¢chantillons est représenté par le diagramme circulaire (en camembert) au sein du nceud.
2.7. Identification structurale des métabolites

La premiére étape d’identification structurale des composés présents au sein d’un cluster est
basée sur I’identification de réactions de biotransformation connues entre les composés
(Tableau 1). Cependant, une proposition de structure fiable doit également se baser sur 1’analyse
des spectres de fragmentation, qui fournissent complémentairement des informations
structurales importantes sur la molécule a identifier. Dans ce contexte, et afin d’améliorer le
niveau de confiance dans les identifications proposées, il est possible de recourir a ’utilisation

de logiciels générant des arbres de fragmentation tel que le logiciel SIRIUS 4.0®
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(bio.informatik.uni-jena.de/Sirius) [24,25]. Cet outil permet notamment de déduire des
informations chimiques et spectrales sur le composé d'intérét méme si elles ne sont pas
contenues dans une base de données structurales (Figure 5). Au sein d’un méme cluster, les
neceuds identifiés peuvent consécutivement €tre utilisés comme points de départ pour identifier

d'autres noeuds par propagation de 'information au sein du MN.
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Figure 5. Exemple d'étude du spectre de fragmentation de la 4-CI-PVP (A) par le logiciel
SIRIUS 4.0® et (B) en analyse structurale consécutive [10].
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D’un point de vue méthodologique, une approche d’identification par niveau de confiance peut

¢galement étre proposée comme rapporté par Schymanski ef al. (2014) [26] (Tableau 2).

Tableau 2: Niveau de confiance dans D’identification d’un composé au sein d’un réseau
moléculaire selon la classification de Schymanski ez al. (2014).

Niveau 1 Identification confirmée par I’utilisation d’un standard

Niveau 2 Identification probable de la structure :
e A) Par concordance trouvée avec une librairie spectrale

e B) Par diagnostic a partir des spectres de fragmentation

Niveau 3 Structure potentielle proposée avec incertitude sur la localisation précise

d’un groupement chimique

Niveau 4 Identification de la formule brute du composé

Niveau 5 Identification de la masse exacte du composé

3. Utilisations du réseau moléculaire en toxicologie

3.1. Identifications de composés

La plateforme GNPS permet la comparaison des spectres a une base de données et d’identifier
ainsi les molécules. Cependant, ces bibliothéques de données sont autoalimentées par les
échantillons fournis par les utilisateurs, et sont principalement utilisées pour identifier des
produits d’origine naturelle. Les principaux xénobiotiques a identifier en toxicologie (drogues,
médicaments, nouveaux produits de synthése) ne sont donc pas présents dans ces bases, et la
comparaison a une base de données personnelle est alors possible et recommandée lors de la

production du MN.

Dans ce contexte, il est possible de s’aider des bases de données existantes au sein des logiciels
des fournisseurs du spectrometre de masse, qui peuvent contenir un grand nombre de composés
d’intérét pour la toxicologie. Egalement, les bases de données de spectre de masse en accés
libre en ligne tel que MzCloud (https://www.mzcloud.org/) peuvent constituer des ressources
précieuses a 1’obtention des premicres identifications. Y figurent notamment les spectres de
masse de nombreux médicaments mais aussi quelques nouveaux produits de synthése incluant
des dérivés de la famille des cathinones, des dérivés de la phenethylamine, des nouveaux

opiacés de synthése ou encore des nouveaux cannabinoides de synthése.
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3.2 Exploration du métabolisme

L’utilisation la plus innovante du réseau moléculaire en toxicologie est I’exploration du
métabolisme d’une molécule. Du fait que les métabolites soient généralement structurellement
et spectralement proches de la molécule mere, cette technologie permet de regrouper
visuellement ces molécules, et donc d’identifier des métabolites connus ou non au sein d’un
méme cluster. Les différences de masses mises en évidence entre les composés d’un méme
cluster permettent d’identifier de potentielles réactions de biotransformation connues, et de

proposer I’identification de métabolites par propagation de I’information (Tableau 1) [8,27,28].

Le MN peut également étre utile pour I’exploration du métabolisme a I’aide de modeles :
acellulaires comme les microsomes mais aussi cellulaires comme des lignées hépatiques douées
de métabolisme (ex : hépatocytes humains en culture primaire ou cellules HepaRG®
différenciées). La facilité¢ d’utilisation de ces modeles et la possibilité de comparer plusieurs
¢chantillons permet de réaliser des études a différents temps et différentes doses [10,29]. Elles
permettent également d’étudier les différentes voies de métabolisme en présence d’inhibiteurs
enzymatiques dans le milieu de culture, aidant a 1’identification des systémes enzymatiques
impliqués dans les réactions de biotransformation [20]. En termes de mod¢le in vivo, certaines
¢tudes rapportent 1’utilisation de souris, ou encore d’échantillons biologiques humains tels que
le sang, la bile, ou I’urine [10,20,29]. Enfin, le caractére visuel du MN permet de comparer
rapidement I’intensité des pics des différents composés et de proposer des marqueurs pertinents

de consommation ou d’exposition a un xénobiotique.
3.3. Comparaison multi-échantillons

Le MN est un outil tres utile pour la comparaison qualitative et semi-quantitative de plusieurs
¢chantillons. Une fonction d’alignement des données entre échantillons peut étre réalisée par le
logiciel MzMine® afin de s’affranchir des faibles variations de temps de rétention et masses
entre les analyses. Un méme composé présent dans plusieurs matrices peut alors étre représenté
sous forme de camembert au sein du réseau moléculaire, ou chaque portion représente
I’intensité des pics chromatographiques du composé dans chaque échantillon (Figure 3). Deux

grandes applications de cette méthodologie sont particuliérement intéressantes en toxicologie.
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Premiérement, une comparaison de matrices biologiques avec une substance suspectée d’avoir
¢été absorbée (ex : une poudre ou un médicament) permet de confirmer la présence d’'une méme
molécule entre ces différents échantillons [9,28,30].

Deuxiémement, la comparaison d’échantillons biologiques permet de visualiser la distribution
d’une molécule mere et ses métabolites dans les différentes matrices comme les prélévements

post-mortem (bile, humeur vitrée, cheveux, urine, sang périphérique et central) [31-33].

3.4. Principales difficultés rencontrées

L’utilisation du MN est difficilement compatible avec une activité¢ de routine. En effet, le
retraitement bio-informatique des données est chronophage et nécessite de I’expérience pour
affiner au mieux les différents paramétres analytiques et bio-informatiques. L’utilisation des
différents logiciels est parfois compliquée et fastidieuse, demandant un paramétrage précis pour
obtenir des résultats reproductibles et de qualité. De plus, le MN étant basé sur le spectre de
fragmentation, des composés ayant peu de fragments ont peu de chance d’étre appariés avec
des molécules spectralement proches. L’interface des logiciels utilisés est également difficile
d’abord. Ces logiciels, pour la totalité¢ en acces libre, sont bien souvent mis au point pour des
bio-informaticiens et demandent par conséquent une initiation avant leur manipulation
effective. De plus, ces logiciels sont régulierement mis a jour, nécessitant une nouvelle prise a
jour pour bénéficier des nouvelles fonctionnalités. Ainsi, plusieurs jours sont nécessaires a
I’¢laboration d’un réseau moléculaire pour qu’il puisse remplir sa fonction principale :
organiser les données brutes de spectrométrie de masse dans le but de les visualiser de fagon

didactique.

3.5. Exemples d’application au CHU de Rennes

Au CHU de Rennes, nous avons tout d’abord eu la possibilit¢ d’étudier le métabolisme de
plusieurs drogues de synthése. Parmis elles, nous retrouvons la 3-MeO-PCP, la 4-CI-PVP, ou
encore la 2F-DCK [10,32,34,35]. Cette approche nous a permis de décrire les principaux
métabolites de ces molécules, permettant d’étudier les différentes voies de métabolisme et d’en
ressortir les principaux marqueurs de consommation. Cela nous a également permis d’étudier
la répartition corporelle post-mortem de ces drogues a partir de fluides biologiques, tel que la
bile, le contenu gastrique, I’humeur vitrée, le sang périphérique ou le sang cardiaque.

Cette approche nous a également permis d’étudier des matrices non biologiques, tels que des
produits de saisies contenant des substances illicites, des impuretés et des agents de coupe. Ces

informations permettent notamment d’apporter des informations sur la provenance de la
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marchandise et/ou leur positionnement dans la chaine d’approvisionnement [30]. Cette
approche est également utile lorsque I’on dispose d’une poudre d’origine inconnue et que I’on
souhaite savoir si elle a été ingérée ou non par le patient [9].

Enfin, nous nous sommes également intéressés au métabolisme de médicaments et de

candidats-médicaments, dans le but de décrire leur métabolisme [20,29,36].

4. Conclusion

Le MN est un outil bio-informatique innovant, permettant d’organiser et de mieux visualiser
des données complexes acquises par spectrométrie de masse. Il constitue un outil trés polyvalent
de par son application a tout type de matrices et de spectrométres de masse capable de
fragmentation. A ce jour, I’identification de substances inconnues, I’étude du métabolisme
d’une molécule, et I’identification de nouveaux marqueurs de consommation font partie de ces
principales indications en toxicologie. En particulier, le réseau moléculaire semble se
positionner comme un des outils les plus pertinents pour 1’exploration de cas d’intoxications
par des molécules dont le métabolisme est peu connu comme les nouveaux produits de syntheése.
L’automatisation des processus par des logiciels fournisseurs et 1’usage par plusieurs

laboratoires permettra d’ouvrir le champ des possibilités et d’en faciliter son usage.
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