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UTILISATION DES EMPREINTES HRMS (SPECTROMETRIE DE MASSE HAUTE RESOLUTION) : EXEMPLES D’ APPLICATIONS

ET BESOINS METHODOLOGIQUES
C. Soulier, N. Huynh, B. Bonnaud et A. Assoumani

RESUME

L’analyse non-ciblée par chromatographie couplée a la spectrométrie de masse haute résolution
(HRMS) permet l'acquisition d’'une grande partie de linformation présente dans un extrait ou un
échantillon : la masse d’'une molécule associée au temps de rétention chromatographique. L’ensemble
de ces couples (masse- temps de rétention) forme ce qu’on appelle une empreinte HRMS. Ces
empreintes peuvent étre utilisées pour faire de la recherche suspectée dans le but d’identifier des
molécules par comparaison avec des bases de données et de la recherche non-ciblée afin de mettre
en évidence certains couples par des traitements statistiques.

Parmi les applications d’analyse non-ciblée, l'utilisation des empreintes globales, sans identification
préalable des molécules, pour la caractérisation de sources de pollution se développe, parallélement
aux avancées des traitements statistiques de grands volumes de données « big data ». Cette étude a
pour objectifs de faire un état des lieux des études par analyse non-ciblée des empreintes HRMS sur
des échantillons environnementaux, un inventaire des logiciels fournisseurs et outils en libre accés, et
de recenser les contrbles qualités a associer aux analyses pour obtenir des résultats fiables.

Les études impliquant I'analyse non-ciblée via les empreintes HRMS permettent d’obtenir des
informations sur les évolutions spatiales, les évolutions temporelles et 'identification de sources de
pollution.

Les outils de prétraitement, traitement et visualisation des empreintes HRMS, sont généralement des
outils en libre accés. L’opérateur a un large éventail d’outils a sa disposition pour traiter les empreintes
HRMS ; son choix doit étre guidé par la compatibilité des formats de données entre les données
acquises et le format d’entrée dans l'outil, du mode de langage utilisé (R, Python, etc.), du type de
traitement des données souhaité (objectifs, prétraitement, visualisation, etc.) et aussi de I'accessibilité
des outils en termes de prise en main pour les différents réglages et algorithmes a utiliser.

Les prérequis analytiques a appliquer sont impératifs pour obtenir des résultats fiables. Pour I'analyse
non-ciblée, les différents guides relatifs aux critéres d’assurance qualité recommandent pour la série
d’analyse :

- Une randomisation des échantillons dans la séquence d’analyse pour répartir aléatoirement le
biais analytique ;

- L’analyse de plusieurs réplicats d’'un méme échantillon pour minimiser les taux de faux positifs
et faux négatifs ; le nombre de 2 a 3 replicats est recommandé.

- La réalisation de blancs d’analyse a mesurer en début et fin de série, pour prendre en compte
d’éventuelles contaminations au laboratoire ;

- La mise en ceuvre de blancs terrain qui peuvent permettre de prendre en compte des
contaminations pendant I'échantillonnage ;

- L’emploi d’étalons internes pour maitriser et corriger la fluctuation des signaux (dus par exemple
al'encrassement de la source de I'équipement). Une réflexion sur I'emploi d’'une liste minimale d’étalons
internes communs est en cours a différents niveaux : européens mais aussi entre laboratoires qui
harmonisent leurs travaux (Aquaref, GE SANA de la CIPR).

- L’injection d’échantillons de contréle pour vérifier I'absence de biais, en vérifiant les intensités
des pics obtenus.

Par rapport au traitement du signal, on peut souligner le besoin de disposer :

- d’'un critére pour le traitement des blancs ; la suppression dans les échantillons, des signaux
retrouvés dans les blancs, se fait avec un seuil différent selon les études.

- d’'un critére pour ne prendre en compte que les pics d’'une intensité supérieure a un seuil a
définir.

- d’'une méthode de prise en compte de la réponse des étalons internes en vue de normaliser la
réponse des molécules. Celle-ci n’est pas encore aboutie a ce jour.

Au vu des prérequis analytiques décrits dans ce rapport et bien que de nombreux contrdles qualité aient
été mis en place, les empreintes HRMS acquises dans les études du réseau de surveillance prospective
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[1]1, [2] ne permettraient pas d’obtenir des résultats fiables. En effet les analyses n’ont pas été réalisées
en réplicats ce qui permettrait de minimiser le taux de faux positifs et de faux négatifs.

Mots clés (thématique et géographique) :

Analyse non-ciblée, empreintes HRMS, controles qualité, sources de pollution
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USE OF HRMS (HIGH-RESOLUTION MASS SPECTROMETRY) FINGERPRINTS: EXAMPLES OF APPLICATIONS AND
METHODOLOGICAL REQUIREMENTS
C. Soulier, N. Huynh, B. Bonnaud and A. Assoumani

ABSTRACT

Non-targeted analysis using chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry
(HRMS) makes it possible to acquire a large proportion of the information present in an extract or
sample: the mass of a molecule combined with the chromatographic retention time. These couples
(mass - retention time) form what is known as an HRMS fingerprint. These fingerprints can be used
to carry out suspected research in order to identify molecules by comparison with databases, and
non-targeted research in order to highlight certain couples by statistical analysis.

Among the applications of non-targeted analysis, the use of global fingerprints, without prior
identification of the molecules, to characterise sources of pollution is developing, in parallel with
advances in the statistical processing of large volumes of ‘big data’.

This study includes a review of studies using non-targeted analysis on environmental samples, an
inventory of software suppliers and open-access tools, and identifcation of the quality controls that
need to be associated with analyses in order to obtain reliable results.

Studies involving the non-targeted analysis of HRMS provide information on spatial and temporal
changes and the identification of pollution sources.

The data pre-processing, processing and visualisation tools used for the non-targeted analysis of
HRMS fingerprints are generally freely available. The operator has a wide range of tools at his
disposal for processing HRMS fingerprints; his choice should be guided by the compatibility of the
data formats, the language mode used (R, Python, etc.), the type of data processing desired
(targeting, pre-processing, visualisation, etc.) and also the accessibility of the tools in terms of getting
to grips with the various settings and algorithms to be used.

The analytical prerequisites to be applied are imperative for obtaining reliable results. For non-
targeted analysis, the various guides relating to quality assurance criteria recommend the following
for the analysis series:
- Randomisation of samples in the analysis sequence to distribute the analytical bias
randomly;
- The analysis of several replicas of the same sample to minimise the false positive and false
negative rates; the number of 2 to 3 replicas is mentioned.
- Analysis blanks to be measured at the beginning and end of the series, to take account of
any contamination in the laboratory;
- The use of field blanks to take account of contamination during sampling;
- The use of internal standards to control and correct signal fluctuation (due, for example, to
soiling of the equipment source). Consideration is being given to the use of a minimum list
of common internal standards at various levels: European, but also between laboratories
harmonising their work (Aquaref, ICRP's GE SANA).
- The injection of control samples to check the absence of bias, by verifying the intensities of
the peaks obtained.
In terms of signal processing, the need for :
- a criterion for processing blanks; signals found in blanks are removed from samples at
different thresholds in different studies.
- a criterion for taking into account only peaks with an intensity above a threshold to be
defined.
- a method for taking into account the response of internal standards, which has not yet been
finalised.

In view of the analytical prerequisites described in this report, and although numerous quality controls
have been put in place, the HRMS fingerprints acquired in the studies of the prospective surveillance
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network [1], [2] would not allow reliable results to be obtained. This is because the analyses were
not carried out in replicates in order to minimise the rate of false positives and false negatives.

Key words (thematic and geographical area):
Non-targeted analysis, HRMS fingerprinting, quality control
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Synthése

L’analyse non-ciblée par chromatographie couplée a la spectrométrie de masse haute résolution
(HRMS) permet l'acquisition d’'une grande partie de l'information présente dans un extrait ou un
échantillon : la masse d’'une molécule associée au temps de rétention chromatographique.
L’ensemble de ces couples (masse- temps de rétention) forme ce qu’on appelle une empreinte
HRMS. Ces empreintes peuvent étre utilisées pour faire de la recherche suspectée dans le but
d’identifier des molécules par comparaison avec des bases de données et de la recherche non-
ciblée afin de mettre en évidence certains couples par des traitements statistiques. Ce travail est
un rapport bibliographique permettant de décrire quelques exemples d’application de traitement
non-ciblé a partir des empreintes HRMS, de recenser les outils de traitement fournisseurs ou en
libre accés existants et de synthétiser les prérequis analytiques nécessaires pour ce type de
traitement.

Parmi les applications d’analyse non-ciblée, ['utilisation des empreintes globales, sans
identification préalable des molécules, pour la caractérisation de sources de pollution se
développe, parallélement aux avancées des traitements statistiques de grands volumes de
données « big data ». Cette étude a pour objectifs de faire un état des lieux des études par
analyse non-ciblée des empreintes HRMS sur des échantillons environnementaux, un inventaire
des logiciels fournisseurs et outils en libre accés, et de recenser les contrbles qualités a associer
aux analyses pour obtenir des résultats fiables.

Les études impliquant I'analyse non-ciblée via les empreintes HRMS permettent d’obtenir des
informations sur les évolutions spatiales, les évolutions temporelles et I'identification de sources
de pollution.

Les outils de prétraitement, traitement et visualisation des empreintes HRMS, sont généralement
des outils en libre accés. L'opérateur a un large éventail d’outils a sa disposition pour traiter les
empreintes HRMS ; son choix doit étre guidé par la compatibilité des formats de données entre
les données acquises et le format d’entrée dans I'outil, du mode de langage utilisé (R, Python,
etc.), du type de traitement des données souhaité (objectifs, prétraitement, visualisation, etc.) et
aussi de l'accessibilité des outils en termes de prise en main pour les différents réglages et
algorithmes a utiliser.

Les prérequis analytiques a appliquer sont impératifs pour obtenir des résultats fiables. Pour
I'analyse non-ciblée, les différents guides relatifs aux critéres d’assurance qualité recommandent
pour la série d’analyse :

- Une randomisation des échantillons dans la séquence d’analyse pour répartir
aléatoirement le biais analytique ;

- L’analyse de plusieurs réplicats d’'un méme échantillon pour minimiser les taux de faux
positifs et faux négatifs ; le nombre de 2 a 3 replicats est recommandé.

- La réalisation de blancs d’analyse a mesurer en début et fin de série, pour prendre en
compte d’éventuelles contaminations au laboratoire ;

- La mise en ceuvre de blancs terrain qui peuvent permettre de prendre en compte des
contaminations pendant I'échantillonnage ;

- L’emploi d’étalons internes pour maitriser et corriger la fluctuation des signaux (dus par
exemple a I'encrassement de la source de I'équipement). Une réflexion sur 'emploi d’'une liste
minimale d’étalons internes communs est en cours a différents niveaux : européens mais aussi
entre laboratoires qui harmonisent leurs travaux (Aquaref, GE SANA de la CIPR).
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- L’injection d’échantillons de contrbéle pour vérifier 'absence de biais, en vérifiant les
intensités des pics obtenus.

Par rapport au traitement du signal, on peut souligner le besoin de disposer :

- d'un critére pour le traitement des blancs ; la suppression dans les échantillons, des
signaux retrouvés dans les blancs, se fait avec un seuil différent selon les études.

- d’un critére pour ne prendre en compte que les pics d’'une intensité supérieure a un seuil
a définir.

- d'une méthode de prise en compte de la réponse des étalons internes en vue de
normaliser la réponse des molécules. Celle-ci n’est pas encore aboutie a ce jour.

Au vu des prérequis analytiques décrits dans ce rapport et bien que de nombreux controles
qualité aient été mis en place, les empreintes HRMS acquises dans les études du réseau de
surveillance prospective [1], [2] ne permettraient pas d’obtenir des résultats fiables. En effet les
analyses n’ont pas été réalisées en réplicats ce qui aurait permis de minimiser le taux de faux
positifs et de faux négatifs.
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1 Introduction

Ce rapport fait suite aux travaux menés

e d’une part dans les programmes Aquaref 2016-2020, portant :
- sur le positionnement d’Aquaref sur 'implémentation de I'analyse non-ciblée
dans le champ de la surveillance environnementale de la qualité des eaux [1],
- la description des outils et méthodologie [4],
- les initiatives européennes existantes [5],
- les recommandations en termes de contréle qualité et d'informations a fournir
lors d’une analyse non-ciblée avec retraitement en mode suspecté [6],

e et d’autre part dans le réseau national de surveillance prospective (RSP), portant sur
l'applicabilité de I'analyse non-ciblée avec traitement en mode suspecté pour la
surveillance prospective sur une campagne a large échelle [1].

Ces différentes études ont permis d’aborder I'analyse non-ciblée via les traitements en mode
suspecté [6-9]. Ce type de traitement ne prend en compte qu'une petite partie du signal d’'un
échantillon. Pour prendre en compte l'intégralité du signal c’est a dire 'empreinte HRMS (High
Resolution Mass Spectrometry), I'analyse non-ciblée est utilisée. Au sein des programmes
Aquaref, ce sujet n’a été que partiellement abordé a cette date via un rapport sur des échantillons
sédimentaires et biologiques [10] et un rapport sur des rejets de stations d’épuration [7].

L’exploration des empreintes HRMS via I'analyse non-ciblée nécessite un savoir-faire en
traitement statistique des données afin d’adapter les outils disponibles pour le traitement de
données en fonction des besoins scientifiques. L’évolution de ces outils est constante,
notamment avec le développement de nombreux outils libres d’accés et leur partage sur des
plateformes collaboratives. Cependant, la question de la comparabilité des données acquises se
pose, d’autant plus que les formats de données brutes ne sont pas toujours compatibles avec
tous les outils. De récents travaux montrent la volonté d’essayer d’harmoniser les pratiques en
mettant en place des exigences minimales en termes d’acquisition des données pour garantir
une interprétation fiable de ces données.

Ce rapport a pour objectifs de faire

e un état des lieux des études et résultats obtenus par analyse non-ciblée des
empreintes HRMS sur des échantillons environnementaux,

e un inventaire des logiciels fournisseurs et outils en libre accés permettant de faire ce
type d’analyse,

o etderecenserles contréles qualités a associer aux analyses pour obtenir des résultats
fiables.

Il est important de préciser que ce rapport n’entrera pas dans les détails des étapes précédant
'analyse et le traitement de données (e.g., plan d’échantillonnage, stratégie de prélévement,
conservation et préparation des échantillons...). Ces étapes ont cependant une importance
capitale et doivent étre réfléchies en amont en fonction des objectifs fixés par I'étude.

BRGM/RP-73614-FR — Rapport [provisoire / finallfinal VO — 19 avril 2024 17



Utilisation des empreintes HRMS (spectrométrie de masse haute résolution): exemples d’application et besoins
meéthodologiques

2 Contexte

2.1 DEFINITIONS

L’analyse non ciblée (NTA, non-target analysis) est souvent connue pour sa capacité a permettre
l'identification de molécules, parfois nouvelles, sans I'absolue nécessité de disposer d’étalons
analytiques. Cette particularité, par rapport aux analyses ciblées classiques, s’explique par
l'utilisation de la spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) qui permet I'acquisition de
masses trés précises, sans a priori sur le contenu des échantillons. Cette acquisition génére une
empreinte HRMS composée des signaux souvent appelés entités, ou encore features ou
marqueurs (i.e., a ce stade, souvent désignés par un couple masse sur charge (m/z) / temps de
rétention), et qui correspondent potentiellement aux molécules présentes dans I'échantillon. Deux
voies de traitement de 'empreinte HRMS sont possibles :

1) la voie « en mode suspecté » qui permet la comparaison de parameétres
d’identification, tels que la masse exacte, le temps de rétention, le profil isotopique et
les masses des fragments, a ceux déja présents dans une source « référente »
(bibliothéque ou base de données) ;

2) etlavoie « non-ciblée » qui permet I'exploitation des entités afin de mettre en évidence
les plus pertinentes au regard du questionnement scientifique visé.

Pour chaque échantillon, cela représente donc un nombre important de données (Figure 1), qui
ne sont que partiellement exploitées lors de comparaison avec une base de données en mode
suspecté. La voie de traitement non-ciblé des empreintes HRMS permet d’observer I'évolution
globale de toutes les entités détectées dans une série d’échantillons afin de pouvoir dégager des
tendances spatiales ou temporelles ou encore caractériser d’éventuelles sources de pollution.

101
x
x o0
g. ;';,‘ S
- o
[V . e G MR
-5 - - v T
0 250 500 750 1000 1250

MW (Da)

Figure 1 : Empreinte HRMS d’un échantillon illustrée via le poids moléculaire (MW ; axe x) et la polarité
(logKow ; axe y). Chaque point représente un signal détecté ; les points gris sont les inconnus, les points
verts sont identifiés via une comparaison avec une base de données et les points bleus sont les étalons
internes. [11].

Les empreintes HRMS sont des données acquises et archivées par chaque laboratoire réalisant

des analyses non-ciblées. Ces empreintes peuvent ensuite étre traitées rétrospectivement par le
laboratoire effectuant les analyses ou par tout autre organisme ayant accés aux données brutes.
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2.2 TRAITEMENT DES EMPREINTES HRMS

Selon le questionnement scientifique visé, le traitement par la voie non ciblée consiste & comparer
les empreintes HRMS entre elles, pour identifier les entités communes et les entités particuliéres,
a l'aide de statistiques, logiciels fournisseurs ou en libres acces, scripts, etc... [12-15].

A T'heure actuelle la communauté scientifique utilise ce mode de traitement pour trois objectifs :
les évolutions spatiales, les évolutions temporelles et I'identification de sources de pollution. Des
exemples d’applications pour chacun de ces objectifs sont détaillés dans les paragraphes ci-
dessous.

2.2.1 Evolutions spatiales

Un des grands enjeux environnementaux abordé par la comparaison d’empreintes HRMS est
I'évolution spatiale de la pollution. Un exemple de l'utilisation d’empreintes HRMS pour évaluer
I'évolution spatiale de la contamination le long du Rhin est présenté dans I'étude de Ruff et al.
[16]. Apres avoir modélisé la vitesse de déplacement de la masse d’eau le long du Rhin, la méme
masse d’eau a été analysée au cours de son déplacement, dans les différentes stations de
surveillance le long du Rhin. Les empreintes HRMS acquises sur toutes les stations ont été
comparées de I'amont vers I'aval. Pour chaque station, des entités ont été mises en évidence
deés lors qu’elles n’étaient pas présentes en amont et répondaient a certains critéres (incertitudes
sur la masse, sur la fenétre de temps de rétention, etc.). Cette étude a ainsi permis de mettre en
évidence plusieurs zones a l'origine d’une pollution spécifique, qui a souvent été reliée a une
activité industrielle.

De maniére similaire, des travaux ont été menés sur la riviere Holtemme, un affluent de la Bode
en Allemagne [17]. Cette riviere de 47 km de long prend sa source dans le parc national des
montagnes du Harz jusqu'a sa confluence avec la Bode ; elle traverse une zone d'agriculture
intensive et deux villes de taille moyenne dotées de stations d'épuration, qui se déversent dans
la riviére. Une analyse de clustering a été réalisée via le package ‘kml’ sur R a partir de toutes
les entités détectées (n = 23485) dans les empreintes HRMS des 16 échantillons prélevés le long
de I'Holtemme. En amont de l'analyse de clustering la hauteur de pic de chaque entité a été
normalisée par lintensité du pic correspondant a I'étalon interne le plus proche en temps de
rétention pour tenir compte des effets matriciels. Puis les hauteurs de pic normalisées ont été
mises a I'échelle de la variance unitaire afin que toutes les entités aient une variance égale. Cette
analyse a permis de distinguer trois groupes d’entités (Figure 2) parmi toutes les entités :

1) Le premier groupe rassemble des entités (n = 9811) ayant une intensité maximale en aval
des deux stations d'épuration, et des intensités faibles ou inexistantes dans les eaux en
amont. Ces entités sont donc considérées comme marqueur d’'une pollution d’eaux usées.
Ce groupe est appelé groupe eaux usées (WW) et est représenté par la courbe rouge
(Figure 2). Celle-ci présente 2 pics qui se distinguent pour les sites 17 et 31 qui sont situés
apres une station d’épuration.

2) Un second groupe rassemble des entités (n = 7776) présentant une augmentation
distincte et soudaine de leur intensité au dernier site d'échantillonnage dans la riviére, qui
correspond a la zone de mélange avec la Bode. Ce groupe est appelé groupe Bode (BR)
et est représenté par la courbe verte (Figure 2). L'évolution de cette courbe reste
constante le long de tous les sites d’échantillonnage sur 'Holtemme, sauf pour le dernier
site ou des entités caractéristiques de la Bode sont détectées.

3) Un troisiétme groupe rassemble des entités (n = 5910) ayant des intensités plus élevées
dans les stations en amont des stations d’épuration, avec une diminution en aval,
potentiellement due a la dilution ; il est appelé groupe d’apport diffus (DRI) et est
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représenté par la courbe bleue. Ce groupe contient principalement des entités non
identifiées qui ont une intensité élevée tout au long du cours deau; il pourrait
potentiellement s’agir de composés présents naturellement dans I'Holtemme.

Le fond grisé représente toutes les entités détectées (n=23485) dans les tous les échantillons.
Une entité est représentée par une courbe grise qui permet de visualiser son évolution le long du
cours d’eau.

WW: 42% BR: 35% DRI: 23%

LC-HRMS peak height

-2
1

T T T T T T T T T T T T T T 1T
3 9 1 13 15 17 18 21 22 26 31 34 36 38 40 42

Sampling site

Figure 2 : Evolution des principaux groupes (eaux usées (WW), Bode (BR) et apport diffus (DRI)) le long
de I'Holtemme. Le fond gris représente I'évolution de lintensité des entités détectées sur tous les sites
d’échantillonnage (I'axe x représente la distance du site depuis le point amont de la riviere, en kilomeétre).
Les pourcentages correspondent au pourcentage des entités attribuées a la source de pollution [17].

Dans une étude menée dans les bassins versants des rivieres Saale et Mulde [18], qui sont
d'importants affluents de I'Elbe en Allemagne, une nouvelle approche a été proposée pour
identifier et classer par ordre de priorité les échantillons présentant une contamination importante
spécifique a un site, sur la base des empreintes HRMS, sans connaissance préalable des
composeés présents. Pour cela des « scores de rareté » ont été calculés sur les échantillons. Ce
score prend en compte toutes les entités apparaissant dans les 31 échantillons d'eau de surface
et combine l'intensité maximale du signal d'un pic dans tous les échantillons avec sa fréquence
de détection en un seul chiffre. Dans cette étude, environ 1 % des entités avaient des valeurs de
scores de rareté supérieures a 1000 et ont donc été considérées en priorité comme représentant
des composés spécifiques a un site. Pour donner la priorit¢é aux sites présentant une
contamination spécifique, le nombre d’entités présentant des scores de rareté supérieurs aux
seuils de 5 000 et 1 000 a été comparé (Figure 3). Cette étude a permis de classer les entités a
essayer d’identifier mais aussi de classer les sites présentant un nombre d’entités trés élevé afin
d’y mener des recherches plus approfondies.
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Figure 3 : Comparaison des sites étudiés pour le nombre d’entités au-dessus des scores de rareté (RS) de
1000 et 5000 [18].

D’autres outils ont également été développés afin de comparer des empreintes HRMS pour établir
une potentielle évolution spatiale et repérer des zones d’attention particuliére. Par exemple,
certains auteurs ont proposé un classement basé sur la fréquence de détection des entités
acquises [15] ; I'ensemble des données d’analyses de suivi de la mer noire a été utilisé pour
générer des images représentant la distribution spatiale de chacun des signaux. Ces images ont
ensuite servi d'entrée a un modele de classification par réseau neuronal convolutif et I'étude a
abouti a l'estimation de la charge de pollution par les produits chimiques apportés par les deux
principaux fleuves entrants (Danube et Dniepr) et d'autres sources non identifiées jusqu'a
présent. Le modeéle présenté s'est avéré particulierement utile pour hiérarchiser les signaux de
composeés inconnus permettant ainsi de focaliser les efforts d’élucidation structurale sur les
signaux les plus pertinents selon le modéle.

Dans cette optique d’étude de pollution et dans le cadre des travaux réalisés au sein du réseau
NORMAN', des travaux ont été menés afin d’archiver des empreintes HRMS et pouvoir
confronter des données d’origines différentes pour repérer des contaminations spécifiques de
certaines zones géographiques, ou, au contraire, des pollutions ubiquistes [19-21]. La Figure 4
est un exemple de résultat visualisé sous la forme d’'une carte interactive par la Digital Sample
Freezing Platform (DSFP) [19].

1 https://www.norman-network.net/
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Figure 4 : Distribution spatiale du DEET dans des échantillons d'eau de mer provenant de la mer Noire. Le
profil révéle qu'il y a un apport terrestre de DEET dans la mer Noire. Le DEET a été détecté dans 39 (sur
54) échantillons d'eau analysés par LC-HRMS et en utilisant I'analyse non-ciblé. Les cercles indiquent les
stations d'échantillonnage ; les petits cercles bleu clair correspondent a des intensités faibles de DEET ;
les grands cercles rouges indiquent des intensités élevées de DEET [19].

2.2.2 Evolutions temporelles

Les empreintes HRMS peuvent également étre utilisées afin d’étudier des évolutions temporelles.
Dans ce cas, ces études peuvent tirer parti des analyses rétrospectives, rendues possibles par
'analyse non-ciblée, afin d’étudier sur des périodes antérieures et sur des longues périodes les
variations de signaux [20]. Cette stratégie nécessite cependant de pouvoir s’assurer de la
comparabilité des analyses par I'utilisation de contréles qualité, et de disposer d’un systéme
d’archivage de données.

Les comparaisons d’empreintes HRMS par étude d’évolutions temporelles peuvent étre réparties
en deux catégories en fonction de leurs objectifs.

La premiére s’appuie sur la détection de valeurs « aberrantes » pour des signaux détectés
régulierement dans la série temporelle étudiée. Elle est souvent utilisée pour diagnostiquer des
déversements accidentels en repérant des fortes variations soudaines dans l'intensité d’'une
entité. Pour cela, différentes méthodes peuvent étre utilisées, certaines s’appuyant sur des tests
statistiques [22] alors que d’autres s’appuient sur I'établissement de pseudos-cartes de contréles
pour définir des valeurs dites « normales » et repérer les signaux qui sortent de l'intervalle défini
comme normal [12], [16], [23].
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Pour illustrer cette catégorie, on peut citer la Commission Internationale pour la Protection du
Rhin? (CIPR) au sein de laquelle des stations de mesure le long du Rhin déterminent depuis
plusieurs années la pollution des masses d'eau, sur la base d'une sélection de substances ciblées
définie a priori. Ces derniéres années, I'analyse non ciblée par spectrométrie de masse a haute
résolution couplée a la chromatographie liquide (LC-HRMS), a été mise en place avec succés
dans les stations de mesure suisses et allemandes sur le Rhin [12], [16]. Ces stations de mesure
sont pionniéres dans l'application de I'analyse non-ciblée. Des échantillons sont prélevés et
analysés quotidiennement. Pour chaque station de mesure, les empreintes HRMS obtenues
chaque jour sont comparées afin de mettre en évidence 'apparition d’'une entité ou 'augmentation
d'une entité potentielle. Lorsque c’est le cas, une tentative d’identification est menée afin de
rechercher la source potentielle de cette pollution (voir exemple en Figure 5).
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Figure 5 : A : Sites d'échantillonnage le long du Rhin avec des résultats positifs (marques vertes) et négatifs
(croix rouges) de la substance N-(chlorométhyl)-triéthylammonium cation. B : Sur la base de ces résultats,
la source a été identifiée et I'émission stoppée..[12]

Une seconde catégorie d’études temporelles en NTS consiste a étudier une variation constante
d'un signal. Ce type d’étude est généralement retrouvé pour I'analyse de matrices biologiques et
permet notamment de détecter et éventuellement identifier des substances bioaccumulables
lorsqu’un signal augmente régulierement au cours de la série temporelle [24]. Au contraire,
certains auteurs choisissent de se concentrer sur les signaux dont la diminution est réguliére au
cours de la série temporelle. Ces signaux peuvent notamment donner une indication sur de
potentielles mesures de restrictions ou des changement de consommation qui induisent une
diminution d’un certain type de composés dans I'environnement [25].

2.2.3 Discrimination de sources

Outre ces études d’évolution spatiales ou temporelles, I'étude d’empreintes HRMS peut aussi
permettre de différencier des sources de pollution. Les empreintes sont ainsi comparées afin de
mettre en évidence des entités qui permettraient de différencier des groupes d’échantillons.

Notamment, de nombreuses études dans le domaine agroalimentaire sont effectuées en ce sens
afin de déterminer l'origine de matiéres premiéres ou encore de type de matiéres premiéres
utilisées dans les produits. La ou certaines ont permis de remonter a l'origine géographique de
plus d’une centaine de grains de mais (Figure 6) [26], d’autres ont permis la distinction entre des

2 Commission Internationale pour la Protection du Rhin (CIPR): https://www.iksr.org/fr/iksr/rhein-
2040/rhine-project-non-target-screening
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raisins d’origine biologique ou non [27], ou encore la distinction entre différentes variétés d’huile
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Figure 6 : Des analyses de données multivariées et des statistiques univariées ont été utilisées pour mettre
en évidence les entités liées a l'origine géographique de grains de mais. La classification utilisant
seulement 20 entités sélectionnées avec l'algorithme Random Forest a permis de classer correctement
90,5 % des échantillons avec une validation croisée 10 fois répétée 100 fois. Les scores de 'ACP ont été
créés en utilisant les aires des pics de ces 20 entités, apres le prétraitement par la méthode de I'échelle de

Pareto.

Dans un autre type d’étude, la comparaison d’empreintes HRMS a permis de déterminer la nature
de matieres premieres brllées (Figure 7) [29] et potentiellement d’en déduire le procédé de

combustion [30].
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Figure 7 : Les résultats de I'ACP sont affichés a l'aide d'un biplot des variables et observations. Un
regroupement d’entités en fonction des types de bois mesurés et une séparation entre le bois tendre et le
bois dur sont observés sur le premier axe. Une discrimination plus poussée des échantillons issus de la
combustion de bois tendre est observée sur le deuxiéme axe. Les entités ont été attribuées au type de bois
en fonction de leur emplacement dans le biplot [29]. Beech = hétre, birch = bouleau et spruce = épicéa

Pour suivre les entités dans des échantillons d’eau de stations d’épuration avec un post-
traitement d’ozonation, une étude a permis de regrouper les entités par regroupement
hiérarchique de type clustering et ainsi de mettre en évidence des tendances de comportement
(dégradation, formation, ...) au long des traitements de la station [31]. La Figure 8 présente les
10 tendances mises en évidence dans cette étude.
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Figure 8: Application du NTS pour l'étude du comportement de composés chimiques en station
d'épuration ; exemples des dix tendances définies pour décrire les profils d'intensité dans un cluster.
Chaque tendance peut étre associée au comportement spécifique d'un composé dans la station d'épuration
et est décrite dans le titre de chaque tendance. Les profils d'intensité pour chaque post-traitement ont été
regroupés séparément et sont donc généralement intitulés "Apres post-traitement”. CAS désigne le

traitement conventionnel par boues activées [31].

Au cours de cette méme étude, une comparaison des entités avant et aprés traitement
d’ozonation a permis de mettre en évidence 1552 entités comme potentielles molécules parents
ayant subi une transformation ou potentiels produits de transformation d’ozonation (Figure 9), sur

6207 entités [31].
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Figure 9 : Analyse en composantes principales (a) scores plot et (b) loading plot de I'effluent de la station
d’épuration avant et apres ozonation pour une dose d'ozone spécifique de 0,5 gOs/gDOC mesurée en ESI
positive. Les premiere et deuxiéeme composantes principales sont indiquées sur les axes x et y,
respectivement. Une bonne séparation entre les échantillons avant ozonation (triangles rouges) et aprés
ozonation (cercles bleus) a été obtenue le long de I'axe des x et a pu expliquer 47 % de la variance, ce qui
a permis de classer les entités non ciblées comme des composés parents potentiels ayant subi une
transformation ou des produits de transformation d’ozonation potentiels (ou ni I'un ni l'autre, cercles noirs).

Enfin, d’'autres études comparent les empreintes HRMS de sites d’'usages différents afin de
trouver des empreintes spécifiques a un type d’'activité. Cette méthode a par exemple permis de
distinguer des sites urbains avec des différences en termes de trafic routier [32]. Ces études se
différencient des évolutions spatiales dans le sens ou seule la connaissance de I'utilisation du
site est prise en compte et les échantillons correspondants sont comparés strictement sur la base
de cette connaissance.

3 Quels sont les outils permettant le traitement des
empreintes HRMS ?

Aprés l'acquisition des données, un prétraitement est extrémement important pour réduire la
quantité et la complexité des données [33]. Plusieurs étapes sont cruciales :

e Une conversion des données brutes est nécessaire si le traitement des empreintes HRMS
est effectué a l'aide d’outils en libre accés ou n'acceptant pas le format de données
d’acquisition [10].

e La détection des pics (« Peak detection »), étape au cours de laquelle les informations
relatives a la masse et aux pics chromatographiques sont combinées pour produire une
entité tridimensionnelle, c'est-a-dire une entité composée de la masse, du temps de
rétention et de l'intensité/de l'aire [11].

o Le regroupement des entités, aussi appelé « componentisation », étape qui permet de
regrouper les isotopes, adduits, ions multichargés et les fragments en source pour définir
les composants, c'est-a-dire le regroupement de tous les signaux susceptibles
d'appartenir a une structure moléculaire unique [33]. Une « componentisation » efficace
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peut potentiellement réduire le nombre total d’entités et s'appuie sur des tolérances
définies par I'utilisateur pour le temps de rétention, la différence de masse (c'est-a-dire les
isotopes et les adduits) et la similarité du profil chromatographique [11].

e La soustraction du blanc, étape importante pour diminuer le nombre d’entités. Si certaines
entités sont détectées dans les blancs, il est possible de filtrer les données brutes sur une
valeur d’aire par exemple pour ne pas voir cette entité dans les échantillons.

e L’alignement du temps de rétention et de la masse des entités sur plusieurs échantillons
permet de donner la priorité a des entités spécifiques en vue d'une évaluation plus
approfondie par la suite [33].

Il existe plusieurs possibilités, tant commerciales (par exemple Waters, ThermoFisher, Agilent,
SCIEX) qu'en libre accés pour réaliser ces différentes étapes. Celles-ci sont brievement détaillées
dans les paragraphes ci-dessous.

3.1 LES OUTILS COMMERCIAUX

3.1.1 Waters

Les instruments analytiques provenant de chez Waters peuvent étre pilotés par MassLynx pour
les anciens modeéles ou UNIFI pour les plus récents. Le traitement des empreintes HRMS se fait
désormais via UNIFI. Si 'appareil analytique est piloté par MassLynx, un import des données
brutes dans UNIFI est nécessaire.

UNIFI permet de faire un prétraitement des empreintes HRMS : détection des entités,
componentisation et alignement. Il est ensuite possible de faire un traitement suspect par
comparaison avec des bases de données pour identifier des molécules. L’alignement des entités
sur 'ensemble des échantillons est réalisé uniqguement pour les molécules identifiées par
traitement suspect. Le traitement non-ciblé des empreintes HRMS est quant a lui possible grace
a l'outil MultiVariate Analysis (MVA) qui permet de générer une matrice contenant toutes les
entités de 'ensemble des échantillons, en essayant de faire I'alignement du mieux possible a
partir des filtres choisis. Cette matrice peut ensuite étre exportée dans EZInfo (Umetrics), outil
complémentaire au logiciel UNIFI, qui permet de réaliser de nombreuses analyses multivariées.
Parmi celles-ci, on retrouve les Analyses par Composante Principales (ACP), les régressions par
moindres carrés discriminantes (Partial least squares-discriminant analysis ou PLS-DA) et
régressions par moindres carrés orthogonales discriminantes (Orthogonal partial least squares
discriminant analysis ou OPLS-DA). Différentes visualisations graphiques des scores sont
disponibles (loadings plot, bi-plot, s-plot) ainsi que les scores des prédictions générés par le
modéle [34]. Les données et sélections d’entités réalisées dans EZInfo ne sont pas exportables,
il est nécessaire soit de retransférer les données dans UNIFI, copier et coller manuellement dans
un tableur, et récupérer via des captures d’écran soit d'imprimer au format *.pdf [34].

3.1.2 Agilent

Les instruments analytiques provenant de chez Agilent sont pilotés par MassHunter. Le
traitement des données HRMS peut se faire directement sous MassHunter Qualitative pour
I'extraction de pics d’intéréts a des fins d’identifications en traitement non-ciblé ou par traitement
suspect via I'algorithme Molecular Feature Extraction (MFE).

Pour ce qui est du traitement des empreintes HRMS, I'extraction des données est effectuée par
Profinder. détection, componentisation et alignement. Cette extraction se fait en réalité via un
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algorithme en 8 étapes qui inclut I'application ou non de différents filtres et une vérification par
extraction récursive. Une fois les données extraites, elles sont agrégées sous forme d’'une matrice
contenant toutes les entités de 'ensemble des échantillons. Cette derniére peut étre exportée en
format *.csv pour une analyse dans des logiciels tiers (e.g., excel, R...) ou sous format *.cef pour
utilisation sous la suite Mass Profiler (Agilent).

Mass Profiler est un logiciel d’analyse statistique permettant de comparer différentes populations
(échantillons ou groupes d’échantillons). Différentes visualisations (e.g., nuages de points,
diagrammes de Venn) et tests statistiques uni- ou multivariés (e.g., t-test, ANOVA, hierarchical
clustering, PLS-DA...) sont proposées dans ce logiciel et permettent de sélectionner des entités
par ID (i.e., couple masse/temps de rétention). Ces ID sont liées, grace au logiciel ID Browser,
aux bases de données utilisées pour le traitement suspect et permettent ainsi la tentative
d’identification de ces entités sélectionnées.

3.1.3 Thermo Scientific

Les instruments analytiques de type Orbitrap provenant de chez ThermoFisher Scientific sont
généralement pilotés par Xcalibur.

Le traitement des empreintes HRMS est fait par le logiciel d'identification de petites molécules
Compound Discoverer. Ce logiciel permet d’accéder a de nombreuses ressources en ligne et
hors ligne, et utiliser des algorithmes intelligents lorsqu'il n'y a pas de correspondance spectrale
directe pour aider a identifier un composé inconnu. Le workflow non ciblé de ce logiciel permet
de simplifier le processus de sélection de détection des pics, de soustraction des blancs, de
regroupement des entités (componentisation), de proposition de formules moléculaires, de
comparaison des profils isotopiques, d'évaluation des adduits, d'attribution et de comparaison
des profils de fragmentation et de recherche de bases de données, le tout dans un seul logiciel
au lieu de plusieurs. Le logiciel Mass Frontier compléte Compound Discoverer par I'accés et la
création de librairies spectrales.

3.1.4 Sciex

Les instruments analytiques provenant de chez Sciex sont pilotés par Sciex OS qui permet
également un traitement suspect des données via le module Analytics qui permet la confrontation
des spectres acquis avec différentes librairies. Pour ce qui est de I'exploitation des empreintes
HRMS, le logiciel PeakView (Sciex) est utilisé afin de générer une matrice contenant les entités
extraites dans tous les échantillons. Cette matrice peut ensuite étre exportée dans le logiciel
MarkerView (Sciex) pour des exploitations statistiques. Le logiciel propose notamment les ACP
avec une représentation graphique de scores associée (loadings plots). A partir de cette
représentation des scores, la présence des entités sélectionnées peut étre visualisée par le biais
des profils plots (i.e., représentation des aires relatives des entités dans chaque échantillon) ou
par le biais de boites a moustache pour comparer plusieurs groupes d’échantillons. MarkerView
propose également un groupement des variables par composantes principale (PCVG pour
principal component variable grouping) afin de déterminer les entités qui évoluent de maniére
similaire statistiquement. Une sélection statistique des entités d’intérét peut ainsi étre effectuée
et ces derniéres peuvent étre ré-exportées vers le module Analytics pour une tentative
d’identification.

3.2 LES OUTILS EN LIBRE ACCES

De nombreux outils en libre acces sont disponibles ; une liste non-exhaustive est présentée dans
le Tableau 1. Chaque outil a des spécificités par exemple en termes de langage (R, Pyhton,
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Matlab, etc...), de format de données compatibles, de logarithme utilisé pour le prétraitement des
données, la visualisation des résultats. Certains outils offrent la possibilité de voir chaque étape
et parfois sélectionner un paramétre plutét qu'un autre (patRoon par exemple).
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Tableau 1 : Liste non exhaustive des outils en libre acces disponibles pour traiter les empreintes HRMS

- S £
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Z 3 o< a S oS 2 e 8
Xxcms R *.mzXML, Peak détection : algorithme centwave [35], https://bioconduct
*.mzData, *.cdf, Componentisation : adduits et isotopes sont annotés [36], or.org/packages/r
*.d (Agilent et mais pas soustraits [37], elease/bioc/html/x
Bruker), *.wiff Alignement : méthode adjustRtime avec des [38], cms.html
(Sciex), *.RAW algorithmes différents dont Orbiwarp permettant un [39],
(Waters et alignement a partir de groupes d’entités présents dans [40]
Thermo) tous les échantillons et répartis uniformément sur le
profil chromatographique.
Filtration : Possibilité de filtrer la matrice finale en
temps de rétention, de soustraire des entités
particulieres
CAMERA R Objet R Componentisation uniquement [40], https://www.bioco
Ce package R peut étre utilisé aprés avoir réalisé le [41], nductor.org/packa
peak picking via un autre outil. [42] ges/release/bioc/h
Permet d’annoter les spectres pour les isotopes et tml/CAMERA.html
adduits.
Non Target | R Objet R Componentisation : inclus aussi les séries [43], https://github.com/
d’homologues [44], blosloos/nontarget
Permet également de tracer et de filtrer les données [45] envibee
HRMS pour les défauts de masse, les distances
fréquentes ou caractéristiques de m/z
TimeCourse R Matrice contenant = R-package utilisé pour prioriser les entités a identifier a | Profiling par étude [42], https://www.bioco
les features l'aide de fonctions d'analyse des données et des tendances en [46] nductor.org/packa
(généralement d'affichage graphique pour les données temporelles intensité ges/release/bioc/h
*.CcsV) Etude des tendances tml/timecourse.ht
préalablement de Bayes ml
transformée
MZMine Java *.mzML Peak detection : plusieurs algorithmes disponibles en Scatter plot, [36], http://mzmine.qith
J-.mzXML, fonction du format des données distribution en m/z et | [45], ub.io/
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*.mzDATA, Componentisation : les isotopes sont assignés a la temps de rétention, [471,
*.mzTab, *.csv masse exacte et les adduits supprimés défaut de masse de [48]
Alignement : par I'algorithme join aligner Kendrick, van
Normalisation : par les hauteurs ou aires des entités Krevelen plot
pour une injection Profiling des
Filtration : sur réplicatts, par perte de neutres, par intensités
distribution isotopique et soustraction de blancs Annotation de pics
Open R *.mzML Détermination des faux positifs [14]
Source Peak ,*.mzXML, Peak detection
Picking Componentisation
Alignement
patRoon R *.mzXML, Peak detection : s’appuie sur xcms ou OpenMS Profiling par étude [49] https://qgithub.com/
*.mzML, *.d Componentisation : est réalisée avec CAMERA, des tendances en rickhelmus/patRo
(Bruker) nontarget, RAMClustR ou OpenMS intensité on

Alignement s'appuient sur xcms ou OpenMS
Filtration : soustraction de blancs, filires sur réplicatts, Diagramme de Venn,

intensité, scores de componentisation... Upset et Chord
Dendrogrammes
heatmaps
MetaboAnal | R *.mzXML, MetaboAnalyst est une plateforme web dédiée a Student, ANOVA, [50] https://www.meta
yst *.mzML, *.CDF, I'analyse compléte des données métabolomiques, a étude des tendances boanalyst.ca/
*.mzDATA l'interprétation et a l'intégration avec d'autres données | de Bayes, fold-
omiques. change, volcano plot,
Peak detection : s’appuie sur xcms ou OpenMS
Componentisation est réalisée avec CAMERA, PCA, PLS-DA,
Alignement s'appuient sur xcms ou OpenMS OPLS-DA,
Normalisation : par la médiane des intensité pour dendrogrammes,
chaque injection et log transformation heatmap, SVM,
Random forest
W4M Matlab | *.mzXML Portail collaboratif dédié au traitement des données Student, Wilcoxon, [38], https://workflow4
ou données métabolomiques, a l'analyse et a I'annotation pour la ANOVA, Kruskal- [51] metabolomics.org/
prétraitées par communauté de la métabolomique. Wallis, Pearson,
ailleurs et Peak détection via xcms Spearman
reformatées sous = Componentisation via CAMERA
3 fichiers *.csv Alignement via xcms PCA, PLS(-DA),
spécifiques OPLS(-DA)

(décrits sur W4M)
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OpenMS Python | *.mzML Permet la gestion, I'analyse et la visualisation des [52] https://openms.d
, C++ données LC/MS. e/
Envimass R *.mzXML, *.raw Peak detection : paramétrage automatique avec Profiling par étude [36], https://www.envib
(Thermo) soustraction du bruit de fond des tendances en [53], ee.ch/eng/enviMa
Componentisation : les isotopes et les adduits sont intensité ou par [54], ss/overview.htm
assignés a la masse exacte tendance de [55]
Alignement : en temps de rétention et avec une détection
recalibration en masse possible
Normalisation : basée sur la médiane des intensités ou = Fold change, volcano
par utilisation d'étalons internes plots, Venn
Filtration : soustraction de blancs, filtration sur
réplicatts PCA,
dendrogrammes
heatmaps
RAMCIustR | Matlab | xcms object ou Componentisation uniguement : par création d'une [56] https://github.com/
, R .*csv respectant matrice de similarité entre les entités d'une méme sneumann/RAMCI
certaines injection d'une part, et la corrélation entre les entités ustR
conditions d'injections différentes en utilisant le coefficient de
détaillées dans corrélation de Person
l'article
correspondant
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3.3 AVANTAGES / INCONVENIENTS

Les outils commerciaux sont trés pratiques et ne nécessitent pas de convertir les formats de
données. Cependant, certains de ces outils restent incomplets lorsqu’il s’agit de faire des
traitements non-ciblés. De maniére générale, il est difficile de contrbler leur algorithme en
modifiant certains paramétres clés comme cela peut étre fait sur des outils en libre accés.

Les outils en libre accés sont nombreux et, pour sélectionner le ou les plus adaptés, 'opérateur
doit tenir compte : i) de I'objectif du travail (nécessité de faire toutes les étapes du prétraitement
des données ou qu’une partie, besoin de traitements statistiques ou non, sur quel type de
données porte le travail, etc...) et ii) des outils les plus abordables en lien avec ses connaissances
(format de données, langage utilisé, aide possible dans la bibliographie ou par l'outil en lui-
méme).

Certains outils peuvent présenter un avantage :

o xcms permet de processer les données sans utiliser les ressources locales et de partager
des données avec la communauté ; cela est simplifié du fait de sa disponibilité en ligne.

e patRoon permet de regrouper plusieurs algorithmes existants sous une méme plateforme
avec une harmonisation des formats de données. Cela facilite le passage d'un algorithme
a l'autre, notamment lorsqu'il y a une volonté de faire des comparaisons.

4 Assurance qualité et contréle qualité (QA/QC)

Pour toute analyse, les conditions d’échantillonnage, de préparation et d’analyse d’un échantillon
peuvent impacter le résultat. Afin d’évaluer et/ou de corriger ces impacts, il est nécessaire
d'utiliser des pratiques d'assurance et de contréle qualité. Dans le cas de la comparaison
d’empreintes, inter-laboratoires ou intra-laboratoire, il faut pouvoir valider les données utilisées.
Pour cela, des exigences minimales de qualité doivent étre établies [57].

Il existe des guides définissant des recommandations en terme de QA/QC pour ['utilisation des
données d’analyse non-ciblée, que ce soit en métabolomique [58-63], dans le domaine de
I'environnement [6], [11] ou d’un point de vue général, c’est-a-dire sans cibler sur un domaine en
particulier [64].

4.1 LES PREREQUIS ANALYTIQUES

4.1.1 Randomisation de la séquence d’analyse

La randomisation des échantillons au sein d'une séquence d’analyse permet de répartir
aléatoirement sur les différents échantillons le biais analytique d0 a I'encrassement de la source
par exemple. Si le biais est trop important, il peut masquer ou augmenter de maniére fictive la
variabilité que I'on cherche a étudier [65-66].
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4.1.2 Réplicats d’analyse

L'analyse de plusieurs réplicats d’'un méme échantillon permet de définir des critéres stricts pour
effectuer un premier tri des données et permet de minimiser le taux de faux positifs et de faux
négatifs lors de I'étape de détection des pics [67]. Alors que certaines études recommandent de
faire au moins deux, voire trois réplicats [67], d’autres indiquent qu’il n’est pas obligatoire
d’effectuer des réplicats dans le cas ou la méthode est bien validée et que la séquence d’analyse
comporte des contrbles qualités qui permettent de prouver les performances de I'analyse [61],
[68].

Les critéres pour trier les données a partir des résultats obtenus sur les différents réplicats
d’analyse varient selon les publications. Par exemple, le tri peut étre effectué sur le critére de la
présence d’'un analyte dans tous les réplicats [69], [31], [70].

4.1.3 Tridu signal

4.1.3.1 Blancs

Afin de s’assurer de la qualité des résultats, il est nécessaire d’avoir recours a l'utilisation de
blancs pour vérifier 'absence de contamination lors des différentes étapes du processus
analytique. Pour cela, il existe plusieurs types de blancs dont les blancs analytiques [71].

Dans le cas d’'une analyse HRMS, ces derniers doivent étre analysés au début et a la fin d’'une
séquence d’analyse [61]. L'analyse de blancs analytiques pendant la séquence n’est pas
recommandée : les modifications de composition de matrice, entre celle des échantillons et des
blancs, peuvent entrainer un déconditionnement partiel du systéme (décalage du temps
rétention, modifications de la largeur des pics et de la résolution chromatographique...) [61]. Il
existe également des blancs terrain qui permettent de prendre en compte toute contamination de
'échantillonnage a l'analyse et des blancs d’extraction permettant de prendre en compte les
éventuelles contaminations au cours de I'extraction de I'échantillon et pendant le stockage avant
analyse [6]. Ces derniers, ayant la méme composition que les échantillons, peuvent étre analysés
tout au long de la séquence d’analyse.

L'utilisation des données associées aux blancs pour trier le signal est effectuée differemment
selon les études. Une premiére possibilité est la suppression des pics par comparaison avec les
blancs avec un seuil fixé par les auteurs. Ce dernier peut étre basé sur le rapport d’intensité
échantillon/blanc qui doit étre, selon les études, supérieur a 10 [18], supérieur a 5 [69], [72] ou
encore supérieur a 4 [16]. Le seuil peut également étre calculé a partir de la moyenne et de
I'écart-type de I'intensité des blancs [17]. Dans I'étude de Schollé et al. [31], tous les pics détectés
dans les échantillons et également présents dans les blancs sont supprimés, peu importe leur
intensité.

4.1.3.2 Seuils d’intensité

Il est possible d’effectuer un tri supplémentaire, basé sur l'intensité des pics, en plus du tri effectué
sur le critére des blancs. Ce tri permet de retirer le bruit de fond. Le seuil choisi dépend des
études. Il peut étre fixé a partir d'un rapport d’aire/hauteur minimal [18] ou d’'une intensité
minimale [17]. Ces seuils peuvent étre dépendants du mode d’ionisation, de I'équipement. Par
exemple, dans I'étude de Beckers et al. [17], le seuil d’'intensité minimale est fixé a 5 000 en mode
d’ionisation négatif ou de 50 000 en mode d’ionisation positif.
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4.1.3.3 Autres

Les pics des différents isotopes d’'un méme composé peuvent également étre identifiés et triés si
les méthodes utilisées pour le retraitement le permettent [17], [31].

4.1.4 Emploi d’étalons internes

Lors de I'analyse, il peut exister des dérives, notamment des effets de suppression d’'ionisation
dus a I'encrassement de la source et qui modifient le rendement d’ionisation au sein d’'une méme
analyse ou d’expériences différentes [65]. | faut donc maitriser et corriger ces dérives afin qu’elles
n’entravent pas l'interprétation des données. Les fluctuations des signaux observés peuvent étre
évaluées par des étalons internes ajoutés dans tous les échantillons.

4.1.4.1 Choix des étalons internes

L’ajout d’étalons marqués dans les échantillons permet d’évaluer I'impact des conditions de
préparation et/ou d’analyse (extraction, injection, stabilité, effets matrices...) [6]. Les étalons
internes doivent présenter une similitude structurale avec les composés d’intérét et sont choisis
pour représenter 'ensemble des composés a analyser. Dans le cas de I'analyse non ciblée, il est
impossible de représenter 'ensemble des composés pouvant étre présents dans les échantillons.
Dans de précédents travaux, les étalons internes ont été sélectionnés afin de représenter le
temps d’analyse chromatographique, sur les deux modes d’ionisation (ESI+ et ESI-) et si possible
avec les deux types de chromatographies (GC et LC) [6], [69]. Des étalons internes ont déja été
utilisés lors d’études de comparaison d’empreintes (source/temporel) [15]. Dans d’autres études,
seul un étalon interne est utilisé pour tous les composés identifiés en mode positif et un autre
pour tous les composés identifiés en mode négatif [64].

La question de la mise en place d'une liste de base d’étalons internes commune a tous les
laboratoires (avec ajout d’étalons propres au laboratoire si besoin) se pose aujourd’hui. En effet,
une liste minimale commune d’étalons internes permettrait une meilleure inter-comparaison des
différents jeux de données [6]. Dans le cas d’analyse HRMS, une proposition d’une liste d’étalons
internes testés dans 3 matrices alimentaires a été proposée [73]. Elle regroupe 89 composés tres
divers en termes de composition élémentaire, de poids moléculaire, de temps de rétention et de
modes d’ionisation. Cependant, cette liste contient des composés non marqués, qui peuvent étre
déja présents dans les matrices analysées ; cela remet en question leur pertinence.

4.1.4.2 Ultilisation des données des étalons internes

L'utilisation des données des étalons marqués utilisés pose encore question. Une normalisation
des pics des composés peut étre effectuée avec les aires des pics des étalons marqués.
Cependant, l'attribution des étalons marqués aux composés pose probléme. Il existe plusieurs
stratégies d’attribution des étalons marqués utilisées principalement dans le domaine de la
métabolomique [74] :

- Lattribution des étalons internes peut se faire en fonction des propriétés physico-
chimiques comme le temps de rétention [17], [75], la classe des composés [76] ou le ratio
m/z. Cependant, cette normalisation peut ne pas permettre de contréler entierement la
variation observée [74].

- La stratégie B-MIS (best-matched internal standard) permet de faire correspondre les
étalons marqués aux composés qui se comportent de maniére similaire pendant I'analyse
[77]. Cette méthode est effectuée a partir de mesures répétées d’'un échantillon pool,
c’est-a-dire un échantillon composé de tous les échantillons a analyser.

- CCMN (Cross-contribution Compensating Multiple standard Normalization) est un modéle
se basant sur les effets systématiques de “cross-contribution” [78].
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- NOMIS (Normalization using Optimal Selection of Multiple Internal Standards) est un
modéle se basant sur les similarités dans les variations en utilisant une régression linéaire
multiple [79].
- RUV-random (Remove Unwanted Variance-random) [80].

Drotleff et L&mmerhofer [74] effectuent une comparaison de ces stratégies de normalisation et
proposent un arbre de décision pour la sélection du type de normalisation. En général, l'inclusion
d'échantillons de contréle de qualité dans le des analyses non-ciblées, en respectant un rapport
échantillon/contréle de qualité raisonnable, s'est avérée bénéfique. Ainsi, non seulement les
performances de l'instrument sont facilement controlées et la normalisation basée sur le contrble
de qualité appliqué, mais l'attribution des étalons internes est également exécutée avec une
précision accrue. En résumé, la mise en ceuvre générale des contrdles de qualité dans les essais
non-ciblés permet un mécanisme de contrOle efficace de lintégrité des données aprés
normalisation.

Dans certaines études, des étalons internes sont ajoutés aux échantillons sans normalisation des
données. Seule une vérification du signal est effectuée avec un suivi de la stabilité du m/z, du
temps de rétention et de l'intensité des pics [81].

4.1.5 Analyses d’échantillons de contréle

D’autres méthodes peuvent étre utilisées pour vérifier la stabilité de l'instrument ou pour corriger
les signaux.

Une de ces solutions est le recours a un mélange de I'ensemble des échantillons analysés. lls
sont injectés de facon réguliére au cours de la séquence d’acquisition, afin d’observer le biais
analytique a partir des intensités des différents analytes selon I'ordre de passage [65] et de vérifier
la reproductibilité du systéme par exemple avec des ACP [82]. Cette méthode offre également la
possibilité d'intégrer des données provenant de différentes séries analytiques. Cette méthode est
largement utilisée dans le domaine de la métabolomique. Ces pools peuvent étre enrichis en
étalons internes [77].

Un controle de la dérive des temps de rétention au cours du temps peut étre effectué a partir d’'un
mélange de composés connus [19].

4.2 LES FORMATS DE DONNEES

Il est nécessaire de garder a I'esprit que les échantillons sont souvent prélevés et analysés pour
répondre a une question scientifique précise.

Pour pouvoir échanger les jeux de données ou effectuer de la comparaison d’empreintes
chimiques, il est nécessaire d’harmoniser les bases de données. Pour cela, il faut convertir les
données brutes obtenues par I'appareil dans un format commun. Les deux formats utilisés sont
les formats .mzML et . mzXML [83]. Ce sont des formats open-source largement testés qui
peuvent étre facilement adaptés aux différentes versions et types des instruments d’analyse. Les
données converties en ce format comprennent toutes les informations provenant d'une analyse,
y compris les spectres et les métadonnées associées.

Pour les études a long terme ou les études inter-laboratoires, il est essentiel de bien définir les
protocoles opératoires et/ou d’utiliser des protocoles normalisés pour assurer la cohérence des
données et permettre 'échange de données [59]. Les informations obligatoires pour I'échange
de base de données seraient :
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- La description des échantillons et de la campagne associée : il est nécessaire de donner
des informations précises sur I'échantillon (date, lieu, météo, opérateur, ...), la méthode
d’échantillonnage et s’il existe des blancs terrains associés.

- La méthode de préparation des échantillons. En effet, 'empreinte chimique d’un
échantillon est dépendante de la méthode de préparation des échantillons [4], [82]. Afin
de comparer deux empreintes entre elles, il serait nécessaire d’utiliser la méme
préparation d’échantillon avec par exemple une méthode par matrice [57].

- La méthode d’analyse (appareil utilisé, phase mobile, gradient, mode d’ionisation, etc...).

- Le traitement des données : le traitement du signal est souvent dépendant du logiciel
utilisé et des choix effectués par l'opérateur (seuils d’intensité, utilisation des étalons
internes...). Ainsi, pour un méme échantillon analysé, 'empreinte chimique pourra étre
différente en termes de pics sélectionnés d’un traitement a I'autre. Pour une comparaison
d’empreinte chimique, il serait alors nécessaire de pouvoir avoir accés aux données
brutes sans traitement.

- Les informations sur les pratiques d'assurance et de contréle qualité utilisés [57] avec par
exemple les informations sur la derniére calibration de I'appareil et les contréles qualité
utilisés. Ces derniers doivent étre communs si possible et clairement définis.

Une approche d’harmonisation des temps de rétention obtenus pour les mémes composés dans
diverses conditions de chromatographie liquide a été proposée [84]. Cela permettrait de comparer
les temps de rétention, quelle que soit la méthode d’analyse utilisée. L'harmonisation des temps
de rétention est basée sur I'étalonnage des méthodes LC via 18 calibrants dans des indices de
temps de rétention prédéfinis (RTI compris entre 1 et 1000). Cette normalisation des temps de
rétention est utilisée sur la DSFP NORMAN [19].

5 Conclusion

Un état des lieux non exhaustif d’études et résultats obtenus par traitement non-ciblé des
empreintes HRMS a été réalisé dans ce rapport. Cela permet de mettre en évidence les différents
moyens entrepris pour chaque étude afin de répondre aux objectifs et les mener a bien.

Les outils de prétraitement, traitement et visualisation des données utilisés dans ces études pour
le traitement non-ciblé des empreintes HRMS sont généralement des outils en libre acces.
Certains outils sont listés dans ce rapport avec les études associées, afin d’'avoir accés aux
différents parameétres de réglage. L’'opérateur a un large éventail d’outils a sa disposition pour
traiter les empreintes HRMS ; son choix doit étre guidé par la compatibilit¢ des formats de
données, du mode de langage utilisé (R, Python, etc.), du type de traitement des données
souhaité (objectifs, prétraitement, visualisation, etc.) et aussi de I'accessibilité des outils en
termes de prise en main pour les différents réglages et algorithmes a utiliser.

Bien avant le choix des outils a manipuler pour le traitement non-ciblé des empreintes HRMS, les
prérequis analytiques a appliquer sont impératifs pour obtenir des résultats fiables.

Au vu des prérequis analytiques décrits dans ce rapport et bien que de nombreux controles
qualité aient été mis en place, les empreintes HRMS acquises dans les précédentes études du
RSP [1], [2] ne permettraient pas d’obtenir des résultats fiables apres des traitements non-ciblés ;
les analyses n’étaient pas réalisées en réplicats qui permettent de minimiser le taux de faux
positifs et de faux négatifs.
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