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Espectrometria de masas

Técnica analitica que permite obtener informacion sobre:

v’ el peso molecular
v’ |a estructura quimica

v’ cantidades de compuestos examinados

Técnica analitica que permite separar e identificar iones
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MS

Etapas del proceso analitico basado en la espectrometria de masas

ionizacion de la muestra [en la fuente de iones]
separacion de los iones obtenidos [en el analizador]
identificacion de iones [en el detector]

interpretacion de espectros de masas



Espectrometro de masas

Componentes
principales -

Bombas turbomoleculares
Bombas vacio preliminar
Bombas rotatorias

MS

/

Fuente de
ionizacion

\_

Analizador de
masas

Detector

Sistema de alto vacio




Flujos de trabajo de la MS

lonizacion del analito

Separacion de las moléculas ionizadas seglin sum/z

Deteccion de los iones

Analisis e interpretacion del espectro de masas
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MS

Métodos de ionizacion

" jonizacion por electroionizacion (impacto de electrones) [El]

" jonizacion por electrospray [ESI]
" jonizacion por desorcion laser asistida por matriz [MALDI]
" jonizacidon quimica a presion atmosférica [APCI]

ionizacion dura — productos: ion molecular + elemento fragmentado

v El

ionizacion suave — el producto principal - ion molecular

v  ESI
v MALDI
v APCI



MS

técnicas de ionizacion

Electroionizacion (El)

sin carga
indetectable
ion molecular i

electrones acelerados

1

1

., A 4
fragmentacion

[
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A A
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i !
con carga con carga detectable
detectable

Mecanismo de ionizacion con electrones y fragmentacion subsiguiente



MS
Electroionizacion (EI) técnicas de ionizacion

> Analitos habituales:

e relativamente pequefios,
* no polares,

e volatiles,

* termoestables

» Rango de masas:
e <1kDa

> Introduccion de la muestra:
e GColiquido/sélido

» Ventajas: > Inconvenientes:

e analitos no polares, i
* no hay supresion de iones,

e facilmente acoplables mediante GC,

e librerias de espectros

analisis
v' compuestos volatiles,
v’ compuesto térmicamente
estables,
v' compuestos de bajo peso molecular,
" jonizacion dura



MS

técnicas de ionizacion

lonizacidn por electrospray (ESI)

/ / [ +.+|
’. D — .—>®\/ -

—
1 2 3 4 5

1- produccioén de iones,

2- formacion de un spray de gotitas cargadas,
3- desolvatacion,

4- «fision de Coulombw,

5 - generacion de iones en estado gaseoso

El mecanismo de la ionizacion por electrospray



MS

técnicas de ionizacion

lonizacion por electrospray (ESI)

> Analitos habituales:

e compuestos polares

p. €j. péptidos, proteinas, azucares, nucledtidos
» Rango de masas:
e <200 kDa
» Introduccion de la muestra:

e LCodisolucidon

» Ventajas: » Inconvenientes:

e analitos ionizables
e sensible a sales
e supresion de iones

e compuestos termolabiles

e compuestos de alto PM

* jones multicargados

e sensibilidad

e facil interaccidn con LC

e meétodo de ionizacidon suave



MS

técnicas de ionizacion

lonizacion por desorcidn laser asistida por matriz

(MALDI)
e o Rayo laser lon del analito
@9 _ )
“ .:3 o ‘/
3000 o OO0 @® ———> Analizador
TT~a .e ega
@ @
’.Oo°
@ Matriz

El mecanismo de la ionizacion por desorcion laser asistida por matriz



MS

técnicas de ionizacion

lonizacion por desorcion laser asistida por matriz
(MALDI)

> Analitos habituales:

e compuestos polares

p. €j. péptidos, proteinas, azucares, nucledtidos
» Rango de masas:
e <500 kDa

> Introduccion de la muestra:
* muestra mezclada con una matriz sélida

» Ventajas: > Inconvenientes:
e compuestos termolabiles, e unaamplia variedad de
e compuestos de alto PM, matrices,
* sensibilidad, o dificultades en el andlisis
* menos sensible a sales, cuantitativo
 método de ionizacidn suave ’

e supresion de iones



MS

técnicas de ionizacion

lonizacion quimica a presion atmosférica
(APCI)

> Analitos habituales:
e compuestos polares

p. ej. péptidos, proteinas, azucares, nucledtidos
v" Rango de masas:
e <1kDa

v" Introduccidon de la muestra:
e LCodisolucion

» \Ventajas: :
J » Inconvenientes:
e compuestos termoestables,

e sensibilidad, * necesita solubilidad en disolventes
* permite velocidades de flujo mayores, pola.res,
* facil interaccién con LC, * sensible a sales,

técnica de ionizacidon suave e supresion de iones



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Separan iones en funcién de su relacién masa/carga (m/z)

> funcionan en alto vacio

> caracteristicas fundamentales:
* resolucion

e exactitud de masa
e sensibilidad

 rango dinamico



MS

Resolucion analizadores de masas

capacidad para diferenciar entre senales estrechamente relacionadas

R =Am/m

donde el poder de resolucion se define como:

m,/(mym,)

donde m, es el ion més ligero y (m,-m,) es la diferencia entre dos iones consecutivos

Exactitud de masa

la proximidad de la masa experimental (masa exacta)
y el valor verdadero (masa exacta)

(masa exacta monoisotopica — masa medida exacta)

masa exacta monoisotopica x 10°

e secalcula en [ppm]



Corriente de iones

MS

analizadores de masas

A mayor resolucion
mayor exactitud de masa

8000 Resoluciéon =18100
- 15 ppm de error
6000 — —
Resolucion =14200
24 ppm de error
4000 —
Resolucién = 4500
2000 —]
55 ppm de error
0 —

| | | |
2840 2845 2850 2855

relacion masa/carga

(m/z)




MS

analizadores de masas

Sensibilidad

la respuesta del detector en relacion con la concentracion de un analito
que llega al detector
determina el limite de deteccion (LOD)

Rango dinamico




MS

Analizadores de masas analizadores de masas

Trampa de iones (IT)

Analizadores de masas mas utilizados

B
Cuadropolo (Q)

2 Lk
— Wm-;llll.llll_lﬂllllﬁllllll

Orbitrap

Tiempo de vuelo (TOF)




MS
Analizadores de masas analizadores de masas

Cuadropolo (Q):

e se compone de cuatro barras paralelas
e utiliza una combinacidén de voltajes RF y DC para funcionar como filtro de masas
e dispone de modalidades de transmision de iones variables:

v’ escaneo de iones (SCAN),

v" monitorizacién de iones seleccionado (SIM)
* bajaresolucion
e maxima sensibilidad (analisis cuantitativo)

lon no transmitido  lon transmitido

Detector de iones

Fuente de ionizacion

Esquema de un analizador de masas de cuadrupolo



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Cuadropolo (Q):

Velocidad de adquisicion

(Hz) 2-10
Exactitud de masa (ppm) baja
Rango de masas <3000

(m/z)

Resolucion unitaria



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Trampa de iones (IT):

trampas de iones que utilizan campos cuadrupolares
dos tipos:

v trampa de iones 2D (trampa de iones lineal)

v trampa de iones 3D (trampa de iones cuadrupolo)
baja resolucion
alta velocidad de escaneo

@q.o
® 0

Esquema de un analizador de masas de trampa de iones 3D

o v

Fuente de
ionizacion

)
Detector




MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Trampa de iones (IT)

Velocidad de adquisicion

(Hz) 2-10
Exactitud de masa (ppm) baja
Rango de masas <6000

(m/z)

Resolucion unitaria



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Tiempo de vuelo (TOF)

acceleration
voltage, V

;

los iones se forman en pulsos
mide el tiempo que los iones tardan en alcanzar el detector
los iones pequenos alcanzan el detector antes que los grandes

alta resolucion
alta exactitud de masa

alta sensibilidad

> m, >

m, ms
‘ —_——— —_— = ||> ion detector

ionization unit

ions separation

El mecanismo de separacion de iones en el analizador de masas de TOF



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Tiempo de vuelo (TOF)

Velocidad de adquisicion

(Hz) 10-100
Exactitud de masa (ppm) 1-10 ppm
Rango de masas <100.000
(m/z) ilimitado

Resolucion <50.000



MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Orbitrap:

e consiste en un electrodo con forma de barril

e los valores m/z se calculan rdpidamente mediante la transformada de
Fourier a partir de las frecuencias de oscilacidon de los iones atrapados

e altaresolucion |

e alta exactitud de masa

e alta sensibilidad




MS

analizadores de masas

Analizadores de masas

Orbitrap

Velocidad de adquisicion

(Hz) 1-18
Exactitud de masa (ppm) 1-5 ppm
Rango de masas <6.000

(m/z)

Resolucion <500.000



MS

analizadores de masas

Comparacion de los distintos analizadores de MS

Analizador Q IT

facil interaccion con
varias técnicas de
ionizacion,

facil interaccion
con varias técnicas
Ventajas

. de ionizacion, MS"
mayor rango dinamico,

bajo coste bajo coste

baja resolucion,
baja resolucion,
baja exactitud de
masa, baja exactitud de
masa,
) bajo rango de masas,
Inconvenientes bajo rango de

baja velocidad de

masas,
escaneo,
baja velocidad de
MS/MS requiere escaneo

multiples analizadores

TOF

escaneo
rapido,

alto rango de
masas,

alta exactitud
de masa,

rango
dinamico
menor que Q,

alto coste

Orbitrap

alta exactitud de
masa,

cambio rapido de
polaridad

velocidad de
escaneo menor que
QTOF,

rango dinamico
menor que Q,

alto coste



MS

analizadores de masas

Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

Espectrometros de masas en tandem

Triple cuadrupolo
Cuadrupolo tiempo de vuelo
Trampa de iones

Cuadrupolo Orbitrap

[QqQ]
[QqTOF]
1T]

[QqOrbitrap]



MS

analizadores de masas

Espectrometria de masas en tandem

0 ) 0 ) ( )
o — 0— o

_ ( - 0 g ba@ ] -
‘p ¢ 0= ) o~ e
— o, —-11~—> ~N  =—H---> =====>

Fuente de ( —> (0 ) ( )

ionizacion
Ql Q2 Q3
(cID)

La espectrometria de masas en tdndem basada en el funcionamiento de un triple cuadrupolo [QqQ]

Analisis MS/MS:

monitorizacion de reaccion seleccionada o de reaccion multiple (SRM/MRM)

escaneo del ion producto
escaneo del ion precursor
escaneo de pérdida neutra



Técnicas de separacion acopladas a la espectrometria de masas

La espectrometria de masas se combina normalmente con

J cromatografia liquida LC]
Q cromatografia de gases GC]
Q electroforesis capilar CE]



LC-MS

Introduccion a la LC-MS

Combinacion de la capacidad de separacion fisica de la cromatografia liquida (LC)
y la capacidad de analisis de masas de la espectrometria de masas (MS)

I
(] p— p— p—
Muestra - - -
cromatografia
liquida espectrometro de masas
La LC permite la separacion de La LC-MS permite diferenciar

muchos compuestos en funcién de muchos compuestos de t; similar,
su tiempo de retencion (tg) pero con distinto m/z o patrén de

fragmentacion



LC-MS

Introduccidn a la cromatografia liquida [LC]

LC - cromatografia en la que la fase movil es un liquido («eluyente»)

Mecanismo de separacion

Debido a la distinta interaccién entre fase estacionaria/movil y la polaridad de los
compuestos de la muestra, sus moléculas se mueven a distinta velocidad y se eluyen de

o, ==

Muestra

la columna en momentos distintos.

-

FASE ESTACIONARIA 1 2

FASE MOVIL
O )

interaccion
fuerte

interaccion
débil

—

Columna

AACLifeSci 9,



LC-MS

Cromatografia liquida (LC)

Un sistema cromatografico habitual contiene los siguientes
componentes principales:

1 — contenedor de fase movil,
2--bomba,

3-- inyector,

4 — columna cromatografica,
5 - detector,

6 — ordenador




LC-MS

Seleccion de la técnica

Muestra

>2000 >2000
masa molecular

H disolventes H.O disolventes
. ANi 2 . P
2 solubilidad | ©rganicos solubilidad | ©rganicos

Cromatografia en gel
* Cromatografia de fase inversa (RP)
* Cromatografia de fase normal (NP)

* Filtracion en gel

* Cromatografia de intercambio iénico (IEC)
* Cromatografia de fase inversa (RP)

e Cromatografia de intercambio iénico (IEC)
* Cromatografia de fase inversa (RP)
* Cromatografia de interaccidn hidrofilica (HILIC)




Bomba de LC LC-MS

La tarea principal de la bomba es proporcionar un flujo estable, que varia dependiendo de
la interfaz que se utilice en la LC-MS

y
los parametros de la columna cromatografica.

La bomba proporciona fase movil al sistema cromatografico en:

* modo isocratico e modo gradiente
(composicidn eluyente constante) (composicién eluyente variable)

Disolvente 1/ Disolvente 2 =|6 /4

Tiempo de andlisis prolongado

PN

Disolvente 1/ Disolvente 2 948 /2

nt

95%|-

Separacion de baja 30%

/\ /ké calidad

‘ Concentration of solvent | in elue




Inyector de LC

LC-MS

En la LC se utiliza casi exclusivamente un inyector conocido como el «inyector de bucle» (o

inyector de valvula de seis puertos).

1. Se introduce la muestra con una
microjeringa en una fase movil
gue llena un bucle de un
volumen nominal.

de la jeringa

residuos

ala columna

CARGA
del bucle de muestra

El inyector debe operar con

= gran reproducibilidad,
= exactitud,

2. Cuando el bucle esté lleno, se
bombea la fase moévil a través de la
valvula a la columna para mantener la
columna en equilibrio con la fase
movil.

de la jeringa

residuos

INYECCION
de la muestra

= evitando la presencia de burbujas de aire y pulsos.



Columna de LC

LC-MS

El formato de una columna de LC incluye la informacion:

Columna calibre nano

Columna Capilar

Columna calibre
micro

Columna de calibre
estrecho (pequeio)

Columna de calibre
normal

= |alongitud de la columna,
= el diametro de la columna
= el tamafo de particula de la fase estacionaria

Tamaio de la Diametro de Diametro Velocidad de Presion
columna la columna dela flujo optima [bares]
[mm)] [mm)] particula [pl/min]
[um]
50-1000 0,05-0,1 1-3 0,3 <300
50-1000 0,3 1-5 5 <500
50-1000 0,5-1 1-5 10-50 <800
50-250 2,1 2-5 400 <1200
30-250 4,6 2-5 1000 <400



LC-MS
Columna de LC

Rendimiento muestra
/ s —

Sensibilidad — Materiales de empaque de la
Escalabilidad
/ . __ columna LC
Retencion / /  tipo C18 (ODS)
— e tipo C8 (octil)
\ 1 Selectividad e tipo C4 (butil)
e e tipo fenil
Estabilidad quimica e tipo TMS

tipo de ciano

2
s oS N SN NN N N N N N :
Sj 0-sV cH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, cH, tipoCl3 (ODS)

C4 Cg C18
/M AV MAMAANN
Weak Medium I STFOHQI

interaccion entre el analito y la columna



Fases maviles y estacionarias

LC-MS

La naturaleza del analito/de los compuestos que van a ser separados

determina la seleccion de la fase estacionaria y la fase movil.

Tipo de compuestos

Modo LC Fase movil Fase estacionaria
separados
organicos: , .
: - . . . compuestos organicos
NP diclorometano, silice, amino, ciano, diol
: no solubles en agua
acetato de etilo
agua/disolvente : neutros, acidos
st / . C18, C8, C4, ciano, Q1
RP organico con o sin : débiles,
- amino L
aditivos bases débiles
acetonitrilo con agua, .
- o silice polar, pura compuestos polares
HILIC aditivos idnicos P P P P
IEC soluciones tampodn anion o cation, ionicos, idnicos

daCuosSsas

resina de intercambio

inorganicos




LC-MS
Cromatografia de fase normal (NP)

La separacion cromatografica en NP es el resultado de las interacciones de compuestos
separados con fase estacionaria polar y fase movil no polar

Fase estacionaria utilizada en NP: Fase movil usada en NP:

gel de silice: -Si-OH hidrocarburos

tipo de ciano: -Si-CH,CH,CH, CN diclorometano

tipo de amino: -Si-CH,CH,CH, NH, acetato de etilo

tipo de diol: -Si-CH,CH,CH,0OCH(OH)-CH, OH otro disolvente inmiscible con agua

1
f POLAR NO POLAR l \ 2
Fase ¢6vil é é H ﬂ
interaccion interaccién '
fuerte débil | L

columna




Cromatografia de fase inversa (RP) LC-MS

La cromatografia RP es el método mas comun de los utilizados en HPLC

La separacion cromatografica en RP es el resultado de las interacciones de compuestos
separados con fase estacionaria no polar y fase movil polar

Fqse estacionaria utilizada en RP: La fase mévil en RP:
(hidrocarburos de cadena larga enlazados

covalentemente a la superficie de la silice) agua o solucién tampan, y disolventes organicos,

entre los cuales, los mas utilizados son:

e (C18

e (8

e C4 e metanol

e ciano e acetonitrilo
e amino

Tanto la NP-LC como la RP-LC se utilizan con distintas finalidades en analisis de muestras bioldgicas:

* La NP-LC se aplica para separar clases individuales de lipidos basandose en los grupos de cabeza polar,

* La RP-LC se usa para la separacion de especies de lipidos basandose en sus distintas hidrofobicidades
(cadenas de acilos grasos)

e Lacromatografia RP en gradiente también resulta util para la determinacion de perfiles de metabolitos
en los estudios metaboldmicos



LC-MS
Cromatografia de intercambio idnico (IEC)

La separacion cromatografica en la fase de intercambio idnico es resultado de
las interacciones de compuestos ionicos e ionizables con
grupos funcionales ionicos de la fase estacionaria,

normalmente con cargas opuestas a las de los analitos

separacion de cationes o

fase estacionaria La fase movil es altamente polar, ;
basada con mas frecuencia en agua, moléculas cargadas

anionica con algin tampdn o sales. positivamente

El incremento de la fortaleza idnica
de la fase movil es el factor
principal responsable de la elucion
de compuestos de la columna de
IEC.

La IEC resulta util para las separaciones de biomoleculas grandes
y pequeias, como aminoacidos, acidos carboxilicos o aminos.

Debido a un fendmeno de supresidn idnica, resulta relativamente dificil acoplar directamente la |IEC,
gue utiliza una alta fortaleza idnica en la fase movil, a una espectrometria de masas.



LC-MS
Cromatografia de interaccidn hidrofilica (HILIC)

HILIC para la separacion de compuestos polares

El mecanismo de separacion HILIC se basa en un sistema de extraccion liquido/liquido
con una formacién de capas de agua sobre la superficie de la fase estacionaria polar y la fase maovil organica

¢ hidrofilicas

e Normalmente las columnas de HILIC
contienen superficies polares de silice o se
pueden derivatizar a fases ligadas a aminos o
amidas

e sistema disolvente normal para RP, el mas
utilizado el acetonitrilo, con una pequena
cantidad de agua

Analyte

Esquema de interacciones entre _ . o
dif tes ti d lit | e Con frecuencia se afaden a la fase movil
iferentes tipos de analitos polares y una acetato o formiato de amonio para

fase estacionaria en modo HILIC incrementar la polaridad y la fortaleza idnica

El modo HILIC se puede adaptar facilmente a la MS

El uso de disolventes organicos aumenta la sensibilidad de la MS
debido a una disminucion de la supresion idnica



LC-MS
Detectores

Detectores de LC:

uv,

de fluorescencia,
electroquimicos,

de conductividad,

de indice de refraccion,
detectores de MS

O0O00O0O0

e capacidad de determinar un analito de interés sin interferencias derivadas de la

selectividad matriz, los disolventes u otras sustancias presentes en el sistema

e |a concentracion mas pequefia de un analito que resulta suficiente para ser

detectada con una probabilidad fija
deteccion

* |a respuesta del detector que esté relacionada con la concentracion de un analito que
llega al detector.

Vd

PARAMETROS DE LOS DETECTORES

sensibilidad

Espectrometros de masa - detectores ideales tanto para analisis cualitativos como cuantitativos



GC-MS
Introduccion a la GC-MS

La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion
capaz de separar mezclas altamente complejas basadas principalmente en diferencias de
punto de ebullicion/presion de vapor y de polaridad

En GC:
= |afase mévil es un gas (Ar, He, N, o H,)

= |3 fase estacionaria puede ser:
e un solido (adsorbente)- Cromatografia Gas Soélido (GSC) o bien
e un liquido polimérico inmovilizado - Cromatografia Gas Liquido (GLC)

La separacion en GC depende de

La transferencia de una sustancia (como vapor) empleando un gas portador (fase movil) a
través de una columna.

En GC, el indice y el grado en el que se produce la
particion de los compuestos depende de: .

= |a afinidad quimica del analito para la fase
estacionaria
y

= |3 presion de vapor del analito— que depende
de la temperatura de la columna

2e+008

1e+008 o




GC-MS

Estrategias para la determinacion por GC

Recogida de
muestras
gaseosas 6 & @
liquidas Pretratamiento
solidas secado ®
filtracion d - 5
homogeneizacion S S §

™ preparacién

> de la muestra
d SPE

SPME

LE

N\
Derivatizacion
sililacion
OH alquilacion
/\/\)\NO N
4-HNE Analisis
PFBHA*HCI
BSTFA:TMCS GC, GCxGC
_ 3 FID
OSi(CH3), .
= /N—O MS
F F

4-HNE-PFB-TMS F



GC-MS

Recogida de muestras

La muestra a a analizar por GC puede ser:
" ungas

= un liquido
= moléculas absorbidas en una superficie después de la microextraccion en fase sélida

(SPME)

La estabilizacion de la composicion y las propiedades de las
muestras se obtiene normalmente anadiendo los compuestos

apropiados, que: Fiber
holder

- inhiben la actividad bioldgica de organismos presentes en las -
rotecting
muestras needle

Palymer
coating

- eliminan la incidencia de absorcion de componentes de la st
ermaosta
muestra en paredes vasculares

- eliminan la volatilizacidon, descomposicion térmica,

reacciones quimicas, etc. Esquema de la SPME



Pretratamiento de la muestra

Solido

trituracion
pulverizacion
digestion
disolucion

Sélido+liquido
y/o gas

filtracion
separacion
cortado
homogeneizacion
centrifugacion

_—_—_—

Liquido

dilucidon
filtracion

Liquido + gas

extraccion
adsorcion
filtracion

separacion

GC-MS

Gas

extraccion
adsorcion
filtracion



GC-MS

Preparacion de muestras

Técnicas de
extraccion de
muestras liquidas

Equipo de SPE

Fiber
holder

Protecting

needle T R Técnicas de

extraccion de

Polymer A ’
¥ G muestras gaseosas

coating

Thermostat

Esquema de SPME

Métodos de extraccion de muestras liquidas y gaseosas

liquido-liquido

Analisis de espacio de cabeza estatico (SHSA)

Extraccion

liquido-gas Analisis de espacio de cabeza dinamico (SHSA)

Purga y tampa (PT)
Extraccidn clasica liquido-liquido (LLE)

Extraccion Extraccion continua liquido-liquido (LLCE)

Microextraccion (ME)

Microextraccion en gota (SDME)

Microextraccidn liquido-liquido asistida por
membrana (SM-LLME)

Extraccidn a la fase liquida

Extraccion utilizando las membranas
semipermeables (SPMD)

w Extraccion de fase sélida (SPE)
Extraccion
liguido-fase
solida

Microextraccién de fase sélida (SPME)

Extraccién con disco rotatorio (RDE)

Microextraccion en fase sélida con membrana
(M-SPME)

Extraccion en fase sdlida de impresion
molecular (MI-SPE)

Extraccion Extraccién en fase sélida dispersiva (dSPE)
gas-solido

Extraccién <
gas-liquido

Extracciéon de membrana polimérica (PME)



Preparacion de

LITLTLLTLTS

RN

Técnicas de

extraccion de
muestras solidas

Sistema de extraccidon por microondas

Equipo desorcidon térmica

GC-MS

muestras

Analisis de espacio de cabeza estatico (SHSA)

Extraccion

s6lido-gas ~— Analisis de espacio de cabeza dinamico (SHSA)

N\,
3 Desorcion térmica (TD)

Extraccidn con agitacion
Extraccion en una corriente de disolvente
Extraccion en Soxhlet
Homogeneizacion de la muestra

Extraccion en varias etapas (secuencial)
Extraccion

sélido-liquido Saponificacion

Extraccion asistida por
ultrasonido (USES)

Extraccion asistida por
microondas (MAE)

Extraccion acelerada de disolventes (ASE)

oyada por
meto oS cIa5|cos

Extraccion de alta presion (HPE)

Extraccion de disolventes asistida por
microondas (MASE)

Extraccion de fluidos supercriticos (SFE)

Meétodos de extraccidon de muestras solidas

S021ISE[d SOPOIDN

uolIeIIXd
ap seulapow

seaud’d |



o GC-MS
Derivatizacion

El analisis directo de mezclas de compuestos en GC es complicado debido a:
= |3 volatilidad demasiado baja de los compuestos analizados

= |3 estabilidad térmica demasiado baja de los compuestos analizados
= |as interacciones entre los compuestos
= |as interacciones entre los compuestos y la fase estacionaria de la columna de GC

= una sensibilidad o especificidad del ensayo demasiado bajas

Por tanto, la forma principal de preparar una muestra para el analisis es
convertir los analitos en productos derivatizados

La derivatizacion de analitos se realiza mediante

= sililacidn
= alquilacion
= gcetilacion
BSTFA:TMCS, 60°C/60 min
TMSO

+
HO
cholesterol cholesterol TMS

Reaccion de sililacion



GC-MS

Derivatizacion
Procedimiento  Grupo funcional - Derivado Reactivo
Tipo de compuesto
Sililacidn -OH - alcoholes, fenoles  Trimetilsilil éteres Bistrimetilsililfluoroacetamida (BSTFA)
-CO -cetonas, esteroides N- metil-N-t-butildimetilsilil-
-COOH - aminoacidos , trifluoroacetamida (MTBSTFA)
acidos grasos, N-metiltrimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA)
esteroides Trimetilsililimidazol (TMSI)
-(CH,OH)n -azucares Trimetilsilil amidas Reactivos halo-metilsililos

-NH, -NH2 -aminas, urea
-CONH, -CONH2 -
imidas, proteinas

Alquilacién  -OH - alcoholes, fenoles Esteres metilicos (DMF) Bromuro de Bencilo
-CO -aldehidos Trifluoroacetatos (TFAA) Trifluoruro de boro (BF;) en metanol o
-COOH - aminodacidos, Esteres metilicos (BF;-metanol)  butanol
acidos grasos Eteres de pentafluorobencilo Dimetilformamida (DMF)
-NH, -NH2 -aminas, (PFBBTr) Pentafluorobencil-hidroxilamina clorhidrato
aminoazucares Metilamidas (TMAH) (PFBHA)
-CONH -amidas Esteres metilicos (DMF) Hidroxido de tetrabutilamonio (TBH)
-SH -mercaptanos Anhidrido trifluoroacético (TFAA)

Acilacién -OH - alcoholes, fenoles  Pentafluoropropidnico (PFPA) Anhidrido heptafluorobutirico (HFBA)

-(CH,OH)n -azucares Trifluoroacetamidas (TFAl) N-Metil-bis(trifluoroacetamida) (MBTFA)
-NH, -NH, -aminas Trifluoroacetamidas (MBTFA) Cloruro de pentafluorobenzoilo (PFBCI)
-CONH -amidas Trifluoroacetamidas (TFAA) Pentafluoropropanol (PFPOH)

-SH -mercaptanos Trimetilsilil éteres (MBTFA) Anhidrido trifluoroacético (TFAA)




GC-MS

Cromatografo de gases

Heated t
Transfer line |
~ Sampling
Gas
Chfﬂm‘-”iﬂnghIILj_ Carrier Gas Flow
El cromatdgrafo de gases se compone de — ; ;{1,
. LI Y
" Inyector Detector ~ Capillary | |
se inyecta la muestra en el puerto de inyeccidn caliente, - Column A
donde se volatiliza y transporta hasta la columna a través (99 39;’5"’%]

del gas portador inerte pureza >99,9995% (Ar, He, N, o H,)

Figura. Diagrama del equipo GC
* Columna de GC (modificado de de.leco-europe.com)

la muestra se separa dentro de la columna

x107 |+EI TIC Scan mecz

= detector
responde a alguna propiedad fisiogquimica del =
analito y genera una sefial electronica que mide la e
cantidad de analitos presentes "

0.55.
05
045
04
035
03
025
02

0.15
0.1
0.05
0

cromatograma - resultado de la separacion e e e

. Counts vs. Acquisition Time (min)
cromatografica Cromatograma de GC de componentes del plasma humano

73




Inyector de GC

Etapas de la inyeccion

1. Seinyecta la muestra en el puerto de inyeccion caliente

2. En el puerto de inyeccion, la muestra se volatiliza

GC-MS

3. El gas portador atrapa la muestra volatilizada en la corriente portadora que se introduce en

la columna de GC

Tipos de inyectores GC: Split/Splitless (SSI)

Inyeccion split

solo una pequefa parte de la muestra vaporizada se
aplica a la columna (normalmente entre 1/20 y 1/500)
- se utiliza principalmente para analisis que no sean de
trazas de muestras volatiles

Inyeccion Splitless

la totalidad de la muestra alcanza la columna

- se utiliza principalmente para analisis de trazas y de
ultra trazas

Needle of Injection Syringe
Septum

Septum Purge

Gas Outlet
Inlet Gas = — L
Supply T [ ]
Split Line
Gas Outlet
.
Split Valve
Inlet Liner —+— i r:\?:(t:te:r
Body
al
Retaining 4‘_]
Nut and .
Capillary Column

Ferrule




GC-MS
Columna de GC

Columna empaquetada (analiticas, microempaquetadas) llenas de particulas sélidas

e adsorbentes de carbono

e silice

e alumina

* tamices moleculares

e polimeros sintéticos porosos

Los adsorbentes son fases estacionarias menos habituales debido a:

* la baja reproducibilidad de los resultados
* mayor tiempo de retencion
e aparicidon de «colas» con €ficiencias de separacidon mucho mas bajas

Columna capilar (capilar, microcapilar)

= tubos capilares tubulares abiertos integrados con un liquido
e siliconas
e escualeno
e polietilenglicol
= |a fase estacionaria liquida deberia ser:
* quimicamente inerte
e capaz de disolver componentes separados
e altamente selectivas para los componentes de la mezcla
e poco volatiles
* yposeer estabilidad térmica bajo las condiciones de operacion de la columna
e especialmente aptas para la separacion de componentes gaseosos
con una alta eficacia de separacion

m  se utilizan con frecuencia




Fases de columna

CH,
—Si—O0 —

CH,
100%

(CH2)3

— 90% -

— 10% -

Incremento de la polaridad

Metilpolisiloxano

Metilpolisiloxano + 5% fenil

Metilpolisiloxano + 50% fenil

Metilpolisiloxano + 7% cianopropil + 7% fenil
Metilpolisiloxano + 25% cianopropil + 25% fenil
Polietilenglicol (PEG)

Metilpolisiloxano + 70% cianopropil

Polisiloxano + 290% cianopropil

Incremento de la selectividad

GC-MS



GC-MS
Mecanismo de separacion

El indice y el grado en el que se produce la separacion de los compuestos en la columna
de GC se corresponde con una funcion de la distribucion de dichos compuestos en dos
fases (movil y estacionaria) en equilibrio.

La separacion es el resultado de distintas velocidades de migracidon provocadas por
distintos valores del coeficiente de reparto (Ks)

La ecuacion de Nernst puede expresar el coeficiente de reparto:
Mobile phase

KS = CL/CG mixture
®

. slower

Nslower =

C, - la concentracion de las sustancias en la fase estacionaria
C. - la concentracién de las sustancias en la fase movil

Cuanto mayor sea la afinidad para el material de la fase estacionaria, mayor sera el valor
de Ks y mayor sera el valor del tiempo de retencidn (tg).



GC-MS
Detectores de GC

Caracteristicas del detector de GC ideal

O alta sensibilidad
O buena estabilidad y reproducibilidad

O amplio rango de respuesta lineal a solutos que se extiende a lo largo de varias érdenes
de magnitud (propdsitos de calibracion)

O amplio rango de temperatura

O tiempo de respuesta corto con independencia de la velocidad de flujo

Signal
| |

Q alta fiabilidad y facilidad de uso

O similitud en respuesta a todos los solutos ] %

L el detector deberia ser no destructivo

Linear range

_ Compound
| concentration

0 10 20 30



Tipo de

Detectores de GC

Rango lineal

GC-MS

Comentarios

respuesta

Conductividad térmica universal 103-10° 103-104 mide cambios en la conduccion del calor

(TCD)

lonizacion en llama universal 1012 106-107 mide corrientes idnicas de la pirdlisis

(FID)

Captura electrénica selectiva 1014 10%-103 detector de compuestos que contienen

(ECD) atomos con altas afinidades de electrones

Fotométrico de llama selectiva 1013 102 detector de compuestos que contienen S,

(FPD) P

Nitrégeno-fosforo (NPD) selectiva 108- 1014 10°-107 selectiva para compuestos que contienen
N, P

Fotoionizacion selectiva 108-1012 10° selectividad debido a la identificacion de

(PID) gas en la ldmpara

Infrarrojo con selectiva 1010 depende del grupo  moléculas polares

transformada de Fourier funcional

(FTIR)

Espectrometro de masas universal 1012 depende del tipo de detector no destructivo,

(Ms)

analizador de MS,
del modo de
operacion y del
compuesto

una de las herramientas mas exactas y
eficientes para analizar muestras
organicas

los detectores mas potentes para GC




Detectores de GC

Comparacion de la sensibilidad y el rango dindmico de detectores de GC

TCO T —]
FID I .
HECD T ]
FPD-SIT ]
FPD-PIEC 1
NPD-PIEC |
NPD-NIEE 7
PID I 3
MS T |
(SIm) (SCAN)
1015 1012 10° 106 103
fg Pg ng Hg
1 ppt 1 ppb 1 ppm 0,1% 100%

mg

Il

GC-MS




V4 Vs GC'MS
Cromatografia de gases - espectrometria de

masas (GC-MS)
GC-MS

= herramienta versatil para:
e separar
e identificar
e cuantificar sustancias desconocidas

= es |la técnica mas efectiva para el analisis de compuestos organicos volatiles de matrices
complejas en una amplia variedad de concentraciones (desde ppb a ppm)

" se caracteriza por una alta selectividad y sensibilidad y por presentar una amplia gama
de aplicaciones:

- aplicaciones médicas y farmacéuticas

- analisis biolégico

- aplicaciones forenses y criminoldgicas

- monitorizaciéon medioambiental

- seguridad y deteccion de agentes quimicos bélicos
- analisis de alimentos/sabor/fragancia

- aplicaciones quimicas/industriales

- investigacién geoquimica

- analisis petroguimico



GC-MS
Instrumentacion GC-MS

Sustancia Fuente de Analizador
analizada ionizacion

Técnicas de ionizacion

El - electro-ionizacion - la técnica de ionizacion mas empleada en GC-MS, ionizacion dura

Cl - ionizacion quimica- relativamente suave (denominada «ionizacidn suave»)

otras técnicas de ionizacion utilizadas en GC-MS:

fotoionizacion (Pl)

ionizacion de campo (FlI)

desorcidon de campo (DI)

desorcion laser (LD)

bombardeo con atomos acelerados (FAB)

desorcion por plasma (PD)

espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS)

ionizacion por desorcion laser asistida por matriz
(MALDI)



GC-MS
Instrumentacion GC-MS

Sustancia Fuente de .

Analizador- separar iones cargados de acuerdo con su relacién m/z

= Q- cuadrupolo (simple Q, tripleQ)
= |T-—trampas de iones (lineales, esféricas)
= TOF — «tiempo de vuelo»

= analizadores hibridos de MS: Detector - registro de datos

* QgqQ = Colector de Faraday

« Q/IT = multiplicador de electrones
* Q/TOF = placas microcanal

* Orbitrap = fotomultiplicador

= otros analizadores utilizados en GC-MS:
e sector magnético (B)
e sector eléctrico (E)
e sector eléctrico y magnético
* resonancia ciclotrénica de iones (ICR)

e espectrometria de masas de resonancia idn-ciclotron con transformada de Fourier (FT-ICR
MS)



GC-MS

Ventajas

Analisis rapido

Alta eficiencia que conlleva una alta resolucion

Detectores sensibles (ppb)

Gran exactitud cuantitativa (<1% RSD)
No destructiva - (acoplada a MS)
Requiere muestras pequenas (<1 mL)
Técnicas solidas y fiables

Respaldada por una bibliografia extensa y
multiples aplicaciones

GC-MS

Inconvenientes

Limitada a muestras volatiles o se requiere
derivatizacion

No es adecuada para muestras térmicamente
|labiles que se degraden a temperaturas
elevadas - se requiere derivatizacion

No es apta para la cromatografia preparativa

Requiere un detector de MS para la elucidacion
estructural de analitos (caracterizacion)

La mayoria de los detectores que no son de MS
son destructivos

Capacidad de picos muy limitada en el analisis
de muestras muy complejas — se requiere
separacion por GCxGC



GC-MS
Cromatografia de gases bidimensional

(GCxGC; 2D GC)

& Detectores GCxGC
Gas Sampling Inlet
Chromatograph B o > FID (max. 300 Hz)
Carrier Gas Flow » TOFMS (max. 500 Hz)
Detector ———— ]
“ e > p-ECD (50-100 Hz)
2* Dimension ——_ // f ~ Capillary
Column ( 1} Column
Secondary — ¥~— Main
Oven [ \ Oven [ 10 spectra/second
2_ 1\_ @ 250 spectra/second
Thermal Modulator 1" Dimension Column

Diagrama del sistema GCxGC (de.leco-europe.com). — T

52 53 54 55 56 57 5.8 59 6.0 6.1 6.2 6.3

Columnas GCxGC Velocidad de adquisicion

Columna 2D
0,5-2m
0,1 mm

0,1-0,25 pum

polar
50% fenil/50% dimetilsiloxano o

polietilenglicol (Carbowax)
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GC-MS
GCxGC

Cromatograma de la mezcla de compuestos volatiles (alcanos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, aminas) analizados en GC 2D [Pegasus 4D; Leco].
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Cromatograma de lipidos
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GC-MS

GCxGC
Ventajas Inconvenientes
Capacidad de picos incrementada - = Se requieren detectores con una alta
posibilidad de separacion de mezclas velocidad de adquisicién (TOF, LECD, FID)
complejas
= Amplia capacidad de datos registrados -el
Separacion total de todos los componentes procesamiento de datos puede resultar
muy largo
Limites de deteccidn (relacidon sefal/ruido)
mejorada (en comparacion con la GC 1D) = Equipo muy costoso

Se obtienen cromatogramas estructurados

El cromatograma de GC 2D contiene mucha
mas informacion que el GC 1D

- identificacion mas sencilla y fiable de
sustancias desconocidas

La naturaleza ordenada de los
cromatogramas hace que el analisis de
grupos sea mucho mas sencillo
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: . MCTifeSei 2,
Electroforesis Capilar ® v

Universidad

Separacion basada en la movilidad electroforética
Instrumentacion simple

Principales aplicaciones en el bioanalisis

— Secuenciacion de ADN

— Analisis de fragmentos de ADN

Multiples modalidades para mejorar la selectividad con
metabolitos neutros

— MEKC
— CEC




ACLifeSci 2,
Ventajas e inconvenientes de la CE & ceu

Universidad
San Pablo

Ventajas

Ofrece nueva selectividad, una alternativa a la HPLC
Selectividad sencilla y predecible

Alta eficacia de separacion (de 10° a 10° platos tedricos)
Tamanos de muestras pequeiios (1-10 ul)

Separaciones rapidas (de 1 a 45 min)

Se puede automatizar

Cuantificacion (lineal)

Distintas «modalidades» (a discutir)

Inconvenientes

No se pueden realizar separaciones a escala preparativa
Problemas con bajas concentraciones y grandes volumenes
Compuestos pegajosos («sticky»)

Especies que son dificiles de disolver

Problemas de reproducibilidad



ACLifeSci 2,

Aplicaciones de la CZE $cu

San Pablo

 Gran variedad de aplicaciones

— Pequenas moléculas

— Macromoléculas (proteinas, péptidos)
e Limitaciones

— Debe tener distintas cargas

— Muestra con baja fortaleza idnica
* Ventajas

— Simple

— Analisis directo de sistemas complejos
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Electroforesis Capilar (CE) &

Deteccion

Silice fundida

tampon muestra tampon



Modalidades de CE

Electroforesis Capilar Zonal (CZE)
— Modalidad basica que utiliza canales abiertos

Cromatografia Electrocinética Micelar (MEKC)
— Separa compuestos con micelas

Electroforesis Capilar en Gel (GCE)
— Exclusion de tamano que utiliza geles de filtracion

Electrocromatografia Capilar (CEC)
— Hibrido entre CE y HPLC

Isoelectroenfoque Capilar (CIEF)
CE enantiomérica

ACLifeSci 2,

&= cru
Universidac

idad

San Pablo
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Electroforesis Capilar Zonal (CZE) & cru

Universidad
San Pablo

/- Mechanism of separation

Electroosmeotic flow: EQF .m

:ﬁffer

2 Forces:
- EOF
- Analyte electrophoretic mobility

-

Main Menu
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Flujo electroosmoético &cu

e Mecanismo de flujo capilar basado en el potencial y el pH
aplicados

e Proporciona un flujo de solucién global («bulk») dentro de los
capilares donde se utilizan tampones con concentracion
moderada o baja

 Gran dependencia de la fortaleza ionica de la solucidon y la
guimica de superficies

=

Plano de corte

5000000000 6606006 6 6| CATODO

= ————— 3
FLUJO ELECTROOSMOTICO
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Movilidad Electroforética -- e

g
omnr

m= movilidad electroforética
Q= carga en la particula

“:

nn= viscosidad de la solucién = Anode (+) Cﬂthﬂd‘*{ )
r = Radio de Stokes de la & -, © 0 )
. 0B o &° o" 2 o) *B %

el -

particula S
Buffer " Q Buffer
(T 6wy

Computer
with
Recorder
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AACTifeSci @,
Electroforesis y Electroosmosis + CEU

Representacion grafica del efecto combinado en un capllar
cuando la electroosmosis (EO) es mas rapida que la
electroforesis (EP) (lo mas habitual):

V

= (luep + :ueo )E — (:uep + /ueo )I

Veof
ic Vv Viot=Veof +V
cation eE o] eof+Yep

e

Viot=Veof-Ve
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neutro . e°f Viot=Veof
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Diagramas de flujo en CE y HPLC

Pared Capilar

Pared columna

-




Opciones de Deteccion

Detector

Absorbancia UV/vis

LIF (Fluorescencia
inducida por laser)

Espectrometria de
masas MS

Ventajas

-Posibilidad de deteccidn directa

e indirecta
-Muy comun
-Muy sensible y selectivo

-Analitos fluorescentes o
derivados

-Informacioén qualitativa y
cuantitativa
-Muy sensible y selectivo

Caracteristicas

-Universal

-Selectivo

-Universal
-Selectivo

ACLifeSci 2,
+ CEU

Limite de deteccién (M)

-103
-10% para compuestos
aromaticos

-10¢-10°

-~10- (depende del tipo
de MS y del tipo de
metabolito)

Universidad
San Pablo



Optimizar las Separaciones en CE
PARAMETROS

pH
— Primer parametro que controlar
— Afecta al EOF y a la movilidad (carga)

Disolvente organico
— Solvatacion del analito

Agente interactuante

— Pares idnicos, solvatacion, etc.
Condiciones no acuosas

— Solvataciéon y carga

Temperatura
— Solvatacion, equilibrios quimicos

ACLifeSci 2,

&= cru
Universidad
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INSTRUMENTACION EN CE-MS
+{(JJEUM

Liquido sellado™

4 cartucho )

TOF

muestra/tampon —

[M vial / ——

Capilar*
iy = s

—

T Espectrometro de masas=

Bandeja ﬁ =
muestras B =
— =

ESI* s =

Tampon =
BGE’E Calibrante g

. o [

* SE REQUIERE OPTIMIZACION
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CE-MS: Interfaz eléctrica & cru
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MS entrance
capillary

Capillary end at ground

—— HV +/-

Capillary end at high voltage
HV +/-

lon source —

imagen proporcionada por Agilent Technologies



Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comision Europea.

La presente publicacidon recoge unicamente las opiniones de los autores, por
lo que la Comisidon no se hace responsable de cualquier uso que se haga de |la
informacion contenida en ella.
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METABOLOMICA

ACLifeSci @
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Antonia Garcia
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1. Introduccion a la metaboldmica. San Bablo

2. Enfoques analiticos en la metabolomica.
* Flujo de trabajo del estudio metabolomico
* Procedimiento de Control de Calidad y Garantia de Calidad en |la
metaboldmica

3. Procesamiento de datos e identificacion de metabolitos
* Flujo del procesamiento de datos
* Tratamiento de datos en la metaboldomica no dirigida
* Identificacion de metabolitos
* Analisis estadistico

4. Analisis de datos
 De laidentificacion de datos a las rutas
metabolomicas
e Validacion de biomarcadores

5. Sesiones practicas
 Metabolomica dirigida y no dirigida
 Metaboldmica con herramientas
gratuitas en linea
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Metaboldmica
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La investigacion «dmica», nuevo campo emergente (que incluye la gendmica, protedmicay
metaboldmica), se ocupa de la caracterizacion completa de los pequeios metabolitos
moleculares presentes en sistemas bioldgicos.

Omica y Biologia de Sistemas

HA ) f'r
o= @
L 4t .+.+.+
> Qi > G
&

/
o) e
Biological Processes
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Anexo: Definicion de Metabondmica

 Medida de la respuesta metabodlica dinamica y multiparamétrica de
un sistema vivo a estimulos patofisiologicos o modificaciones
geneéticas (Nicholson, 1999)

— medida cuantitativa de la respuesta metabolica «total» en
relacion con el tiempo a estimulos patofisiologicos
(nutricionales, xenobioticos, quirurgicos o toxicos)

 MetabolLomica - el cuadro / MetaboNomica - la pelicula
 Hoy en dia, todo es Metabolomica
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Definicién de Metaboloma &= cru
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Hospedador

«... el conjunto completo de oma

metabolitos/sustancias intermedias

crob

con bajo peso molecular, que
dependen de un contexto y que varian
en funcion de la fisiologia, el estado de
desarrollo o patoldgico de la célula,
tejido, 6rgano u organismo...» (Oliver
2002)

Origen: Endometaboloma, Microbioma,
Xenobioma, Nutribioma...

Naturaleza: Glicoma, lipidoma,
esfingolipidoma, peptidoma...

Metaboloma < Fenotipo

vguﬂx“o



Lo que puede aportar la metabolémica (I)

Perspectiva global del estatus metabadlico y de los eventos bioquimicos globales
asociados a un sistema celular o bioldgico.

ANCLifeSci 2,
& cru

Universidad
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— Situaciones patoldgicas sin mecanismo conocido, como la relacion entre la obesidad

y la resistencia a la insulina

Cholic acid Q
| O’Y\O’o?"o’\/wl
f Taurocholic acid B
Taurodeoxycholic

\“ Phospholipase A,

Microbiota acid

' Deoxycholic acid

» Secondary Bile acids t

LysoPL
- » Lysophospholipids
-
A (LPE, LPC,LPS,LPI) td
MATION Bilirubin | JJ ¢
N\ [ PUFA omega-3 series ‘ l Q

GUT MICROFLORA

Chenoedoxycholic acid

Gl h holi /
' [ ycoc! e::izoxvc olic o / )
‘ Microbiota e V
CENTRAL CARBON METABOLISM

Q
Q| c2 carnitine ‘ Acetyl-CoA B-hydroxybutyrate ,., d
Q| C5 carnitine

1o

Litocholic acid

_ Piperidine th‘

Phenfyla1anine H Tyrosine "Q
Tryptophan | Proline ‘td‘
L ]
Isoeucine H Leucine |tQ
I Valine |'Qd'

Aspal.-t:?\te ——Oxalacetate
+ Argrmme

TCA cycle

2-oxoglutarate

t ‘Glutamate
Q ——

‘ Arginine



Lo que puede aportar la metabolomica (ll)

Identificacidn (propuesta) de nuevos biomarcadores,
importantes en el proceso de descubrimiento de nuevos

farmacos o como herramientas de diagnostico in vitro.

— Por ejemplo, nuevos biomarcadores diagnodsticos para la

agresividad en la leucemia linfatica cronica

AULifeSci 2

Utility of validated metabolites as biomarkers of aggressive state of CLL

Metabolite

Acetylcarnitine
Butyrylcarnitine
Hexanoylcarnitine
Octanoylcarnitine
Decanoylcarnitine
Palmitoylcarnitine
Dodecanamide
Hexadecanami ide
Oleamide

Linoleamide

Acylcarnitines®

FAAb

AUC

0.695
0.548
0.690
0.651
0.662
0719
0.497
0.516

0.600
0.672
0.743
0.662

Acylcarnitines and FAA  0.750

Sensitivity
(%)
43.2
10.8
27.0
29.7
27.0

40.5
8.1
5.4

18.9
16.2
32.4
13.9

54.0

Specificity PPV (%)

(%)
93.0
98.0
96.0
95.0
94.0

24.0
100.0
100.0

6.0
?8.0
5.0
96.0

89.0

86.1
84.4

87.1
85.6
81.8

87.1
100.0
100.0

82.5
89.0
86.6
77.6

83.1

NPV (%)

62.1
52.4

56.8
57.5
56.3

61.2
521
51.4

54.2
53.9
58.4
52.7

65.9

& cru
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La metabolémica sirve para...

* Dbuscar diferencias metabdlicas entre grupos de muestras (caso vs. control; pre-
tratamiento vs. post-tratamiento; una condicion vs. otra)

 identificar compuestos que sean significativos y proponer los mecanismos
« averiguar informacion sobre el fenotipo

« oObservar los efectos de un tratamiento

« encontrar nuevos objetivos farmacologicos

La metaboldmica NO es...

e un metodo para revelar el destino de un metabolito o un farmaco
« un meétodo de cuantificacion

* el uso de un simple kit para cuantificar un grupo de metabolitos (se requiere
NMR, MS...)

* posible sin una comparacion simultanea de muestras



Definicion de Metabolismo

ANCLifeSci 2,
& cru

Universidad
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El grupo completo
de procesos
(bio)quimicos dentro
de un organulo.
célula, tejido,
organo u
organismo,
esenciales para la
vida
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Enfoques analiticos en la metabolomica

Estrategias metabolomicas
No dirigida Dirigida

v
9 p @Qggr

Muestras Muestras y Estandares de metabolitos

20.0

& 100

-0.0-#E

Alineamiento y tratamiento de datos Andlisis de datos/Cuantificacion

% vy l 2041238
1450487
440487 30351 188,107

Confirmacion con MS/MS a partir de los estandares Comparacion de muestra y estandares

Perfil metabélico global Cuantificacion de metabolitos especificos




Tres maneras de hacer metabolomica

@ Metabolome analysis q

METABOLIC METABOLITE >mw

sample treatment standards for quantification selectivity

non-biased sample data treatment -

-

ANCLifeSci 2,
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FLUJO DE TRABAJO EN METABOLOMICA

2
Recogida
de muestras

3
Extraccion

de metabolitos

i
-

1
Diseno del

experimento

sy

4
Separacion
y deteccion

'
- 3

8

Interpretacion
biolégica

Huella
metabolica

5

rocesamiento
de datos

‘ E‘ il il | I I!

6
Analisis
estadistico

Toh

.f; '\} P‘\f '\ ,“]l

Identificacion
de metabolitos
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TECNICAS ANALITICAS

GC/MS: Compuestos polares pequeros
— Principalmente solubles en agua (algunos hidrofobicos)
— Tratamiento de muestras: Derivatizacion

— Fragmentacion reproducible - bases de datos
NMR

— Soluble en agua

|

— Practicamente sin tratamiento de muestra
— LOD alto

LC/MS

— metabolitos de tamano pequefo a grande (<1500 Da), y de
polaridad media a nula

| |||ll||l|IIIIIlIIIIIIIIllIIIlm

CE/MS: Compuestos polares pequefos-medianos

— Aminoacidos, acilcarnitinas, poliaminas, etc.
— Sin derivatizaciéon



Plataformas analiticas basadas en la MS en la metabolomica +

Técnica Analitica
GC-MS

LC-MS

CE-MS

Aplicacion
Separacion, identificacion,
y cuantificacion de
metabolites poco polares,
volatiles y térmicamente
estables

Separacion, identificacion,
y cuantificacion de
numMerosos grupos de
metabolitos, dependiendo
del tipo de columna y fase
movil

Separacion, identificacion,
y cuantificacion de
metabolites polares e
ionizados, volumenes de
muestra muy pequeno.

Ventajas
Elevada resolucion,
posibilidad de librerias de
metabolites de amplio

espectro para identificacion.

Alta sensibilidad, alta
capacidad de carga de
muestra, no necesaria
derivatizacion, posibilidad
de analizar compuestos
termolabiles.

Elevada resolucion y
analisis rapido, util para
muestras bioldgicas
complejas, incluso con muy
poco volumen

A(TifeSci 9,
CEU

Universidacd
San Pablo

Desventajas
Imporibilidad de analizar
metabolitos termoestables.
Se require la derivatizacion
de metabolitos no volatiles
de elevado peso molecular

Disponibilidad limitada
de librerias comerciales,
restriccion de eluyentes en
LC, efecto matriz, limitado
potencial de identificacion a
menos que se utilice como
deteccion MS-MS

Disponibilidad limitada
de librerias comerciales.
Incompatibilidad de BGE,
limites de deteccion.
Limitado potencial de
identificacion a menos que
se utilice como deteccion
MS-MS
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Procedimiento de Control de Calidad y Garantia de
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A: QC (puntos rojos) agrupadas B: QC dispersas



TRATAMIENTO DE DATOS EN METABOLOMICA:
Procesamiento de senales

A(TifeSci 9,
+ CEU
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Procesamiento de Pretratamiento de datos
datos brutos
(primarios)

» Conversion de archivos de

datos brutos

Preprocesamiento de
datos

« Reduccioén del ruido

+ Deteccion de picos

* Alineamiento

* Filtrado de datos

* Valores perdidos (en blanco)

* Normalizacion
* Transformacion
* Escalado

Tratamiento de datos

* |[dentificacion de metabolitos
» Analisis estadistico:
Multivariante & Univariante

FLUJO DEL PROCESAMIENTO DE DATOS



TECNICA ANALITICA: GC-MS ACifeSci 2,

, , CEU
Cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas + Universidad

Criterio de referencia
— Altamente sensible y reproducible
— Informacion: Calidad y Cantidad
— Librerias de espectros para propositos de identificacion
— EI 10-20% de los compuestos conocidos se pueden analizar mediante GC

» Alta relevancia metabdlica

gl
I

(a) Datos 3D de GC/MS; (b) Cromatograma de ion extraido para el ion seleccionado
(c) Un Unico punto de datos en el tiempo proporciona un Unico espectro de masas
extraido de Chromatography Today



Deconvolucion

TIC ‘ a)

Componente 1

Componente 2

Componente 3

Coelucidon de 3 compuestos

ims

Natriz b)
e

Nerferencias
1

Nalito |I|L_| L
1 ] |

Tras la deconvolucion

a) Antesy b) Después del proceso de deconvolucién

extraido de https.//www.agilent.com/cs/library/Support/Documents/f05017.pdf

A(TifeSci 9,
+ CEU
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: o A(TifeSci @
Deconvolucion en LC-ESI-MS y CE-ESI-MS CE‘U‘

 Meétodos basados en picos

* A la hora de determinar si los distintos iones son del mismo “posible compuesto”
(feature) el Molecular Feature Extractor (Agilent) considera la exactitud de las
medidas de masas para iones relacionados en un grupo por su estado de carga,
distribucion isotopica, y las posibles relaciones quimicas.

« También puede considerar iones vinculados como aductos: aductos de proton,
sodio, potasio y amonio en la ionizacion positiva o pérdida de un proton, aductos
con formiato, etc., en el modo de ionizacion negativa.



Después de la deconvolucidén

a)

b) Cromatogramas de cada uno de los compuestos obtenidos después de la deconvolucion

Cromatograma de lones Totales

a) —
' |
|
i 1 l |
f | |
E u ,
|
{ !
l“ 'l A 'l “ J l
d N WAL 1
™~
| ) l i 1) y L
r ]
i s 2 25 3 1 4 a8 &8s &« ? s 4 8 Y
Torg
|
I |
1 | ’ .
| |
|
i SR A [
T T B T O el T " 1 O T Hh T DT Hm o
‘-
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Cpd 18:1.108 113.0589: +ESI ECC Scan Sample12A_pos_1.d

148
Cpd 18:1.10§ 113{0589

—
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48 5

Counts vs. Acquisition Time (min)

*14
(M+

0662
H)o

Cpd 18:1.108 113.0589: +ESIMFE Spectrum {0.936-1.354 min) Sample12A_pos_1.d

Neutral Mass = 113.0589

136.0474 1520218
(M+Na)+  (MeK)»

2271246
(et

2491066
(ZM+Ng)+
|

10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

Thompsonsvs. Mass-to-Charge (m/2)




. Cromatograma o lista de caracteristicas?

Automatically Show Columns | | o8 58 | & & | & & | ok 3% 1 7

Show/Hide - +#| Saturated v5| RT ¥4 mfz v+ Mass v+| Polarity v+ lons v+| Height v+ Area v+ Vol v+ Quality Score v+

5 S| 0.514] 280.0023] 279.085| Positive 5| 2740215 14234373 100

[ S| 0.517] 203.0526] 202.0454| Positive 6| 4045612 20286412 80

= 0.526] 140.0682] 139.0609] Positive 3| 1530642 7519633 100

5 0.529| 136.0482| 135.041] Positive 2| 1187260 6016909 100

[ S| 0.57] 162.1126] 161.1053| Positive 7| 2758926 19465836 100

= S| 0.57] 304.2908] 303.2926] Positive 4] 3021606 14360408 100

5 0.58| 114.0664| 113.0591] Positive 4| 549509 6985240 80

54 - - - 7] 0.614] 175.1192] 174.1119] Positive 3] 760396 3860452 91.6
52 5 0.625| 156.0768| 155.0696] Positive 7| 1055485 6005360 100
: W 5 0.646] 170.0927| 169.0854] Positive 4] 604901 3355886 100
u 5 S| 3.29] 520.3380] 519.3316] Positive 7| 3243084 36560884 80.2
:.-.Z 5 3.208] 544.3388| 543.3315| Positive 4] 1339590 12508261 87
ae = S| 3.483] 520.3389] 519.3316] Positive 11] 5382675 86088232 85.2
as 5 S| 35| 544.3380] 543.3316| Positive 7| 2216628 36501788 100
zs [ S| 3.573] 496.3380| 495.3316| Positive 6| 8281163 50624664 86.1
24 = S| 3.746] 496.3388] 405.3316] Positive 13 11742118 200075408 80
" 7 S| 3.89] 522.3545] 521.3472| Positive 8| 2204035 17763280 a7
:j p [ S| 4.801| 524.3702| 523.3620| Positive 12| 6862920 111854136 100
1z : ] | = 5.027| 524.3702| 523.3629] Positive 6| 1308318 $748089 87
oe } k :,F.\ }I o 5559 163.0393| 162.032| Positive 4| 1349239 5379156 100
w4, Al a [ S| 5.561| 301.2839] 300.2767| Positive 15 7367381 51706644 100
"ﬁ;l‘. " 'L’*’t 4.: SRV [ S| 5.561] 140.0235] 148.0162] Positive 4] 2915086 12886771 100
: T e Rl : ‘ 5 5.507| 338.3418| 337.3345| Positive 9| 787867 4058574 100

5 S| 5.849] 675.5425| 674.5353| Positive 7| 6821314 39406860 100

5 5.857| 627.5339| 626.5266] Positive 3] 712763 3673685 100

= S| 5.004] 701.5583] 700.551| Positive 8| 8615328 50468044 100

5 S| 5041 680.558] 688.5507| Positive 8| 3178377 18867332 100

[ 5.091| 754.5372| 753.5299| Positive 4] 737180 4127601 100

{vl R OOR T2N R2RO 720 R2Q7 Darecitivia 7 18NAR1R QALANADIMN 1NN

| <]

£\ Chromatogram Results x

1h MS Spectrum



 Alineamiento

— Los desplazamientos de los picos se observan a través del eje del RT

Preprocesamiento de datos ACLifeSci , 2,
== CEU

Universidad
San Pablo

— Dos grupos:
* se alinean los datos antes de la deteccion de picos
« meétodos de alineamiento basados en el pico: se alinean en todas las muestras los picos espectrales
detectados
e programas:

MetaboAnalyst (metaboanalyst.ca)

mzmine and mzmine2 (http://mzmine.sourceforge.net/)
metAlign

BinBase (fiehnlab.ucdavis.edu)

xcms and xecms2 (Scripps)

metaXCMS (Scripps)

XCMS Online (Scripps)

 Valores en blanco

— Problemas en nuevos analisis
— Distintas estrategias
 Sustituir por la mitad del minimo, por media/mediana, el k vecino-mas-cercano (KNN), el PCA
probabilistico (PPCA), el método PCA bayesiano (BPCA), o la Descomposicion en Valores
Singulares (SVD), etc.

 Filtracion

— Variables de tamafnos muy pequefios - detectados usando la media o la mediana
— Variables que son practicamente constantes - detectadas usando la desviacion estandar (SD)
— Variables que muestran baja repetibilidad - medidas usando la muestra QC



Pretratamiento de datos

e Normalizacion

Normalizacion especifica de muestra

(i.e. peso, volumen)

Normalizacidon por suma o mediana
Normalizacion por muestra de referencia
Normalizacion mediante muestra combinada
a partir de un grupo de control

Normalizacidn por caracteristica de referencia
Normalizacion por cuantiles

e Transformacion de datos

Transformacion logaritmica
Transformacion de raiz cubica

MCTifeSei 2,
== CEU

Universidad
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e Escalado de datos

Centrado a la media
Autoescalado (centrado a la
media y dividido por la desviacion
estandar de cada variable)
Escalado Pareto (centrado a la
media y dividido por la raiz
cuadrada de la desviacidn
estandar de cada variable)
Escalado por rango (centrado a la
media y dividido por el rango de
cada variable)



ACLifeSci 9,
Estadistica para Metabolédmica & cru
Objetivos: i
0 detectar diferencias entre grupos de muestras a nivel quimico

O categorizar compuestos de acuerdo a su importancia relativa para la
diferenciacion de muestras

PRGBS ) Independent
o variable dependiente: representa el resultado o Variable
el efecto, o se evalua para comprobar si existe ‘( (
un efecto, p. gj.: abundancia de metabolito

N> CHANGE

o variable independiente: representa las in the
entradas o las causas, o se evaluan para )

determinar si son las causas, p. €].: condiciones “
de tratamiento dentro del experimento ~

TIPOS J

)

Dependent
Variable

o Analisis univariante UVA:
o Distribucidon normal: Prueba t de Student, ANOVA
o Distribucion no normal: prueba de la U de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis

o Analisis multivariante MVA: PCA, PLS-DA, OPLSDA



PCA

\ variacion de las muestras

ﬁutilizado como herramienta en anélisis\

exploratorio de datos

0 cada punto representa graficamente
cada muestra medida

o el algoritmo no tiene conocimiento de
las asociaciones en grupo de las
muestras - analisis no supervisado

o el primer compuesto principal explica la
mayor parte de la variacion

o0 las cargas de compuestos indican el
impacto del compuesto en el analisis

O cada punto es la suma de las cargas de

compuestos de una muestra
o0 la densidad de la agrupacion refleja la

A(TifeSci 9,
+ CEU

Group 2

Group4 & 5

Y-Axis

/
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Prediccion de clases

un algoritmo que utiliza datos previos para

predecir los resultados de observaciones futuras

« el algoritmo tiene conocimiento de las
asociaciones en grupo de las muestras -
analisis supervisado

« algoritmos habituales

— Analisis discriminante por
minimos cuadrados parciales
(PLS-DA)

— Maquinas de soporte vectorial

— Arbol de decision

— Bayesiano ingenuo
\— Red neuronal /

&= cru

Universidad
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A(TifeSci 9,

Prediccion de clases: PLS-DA

Analisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales
Analisis Discriminante por Proyeccion en Estructuras Latentes

/ un método estadistico que guarda cierta relacion con el analisis de compuestos principales (PCA), \

@)

/OOO

pero siendo un analisis supervisado

crea un modelo de regresion lineal proyectando las variables predichas y observables en un nuevo
espacio

muy adecuado para cuando existen mas indicadores (compuestos) que observaciones (muestras)
cada compuesto posee un t-score que representa su impacto en la prediccidn

se asigna un valor de confianza de la prediccion al ejecutar el modelo

)

Y-Axis
~0 I\'-Axis
Q
4 U
¥
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A Fi
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# MetaboAnalyst

€ e e

35

\

=3

» Processing
MNormalization

» Statistics
Download

Exit

by + -

<html - @Y Qs n@a o =

metaboanalyst.ca/faces/upload/StatUploadVi

MetaboAnalyst -- a comprehensive tool for metabolomics analysis and interpretation

“ R Command History DI

1) Upleoad your data

1. mSet<-InitDataGbjects|"pktable”,
"stat”, FALSE)

i Tab-delimited text (.txt) or comma-separated values (.csv) file:
2. mSet<-Read.TextData (mSet,
"Replacing_with_your_file path”,

Data Type: Concentrations Spectral bins e Peakintensity table "eolu®”, "dise");
3. mSet<-SanityCheckData(mSet)
Format: Samples in columns (unpaired) -

Data File: Examinar._. | DataMatrix csv

i Zipped Files (.zip) :

Data Type: ® NMR peaklist MS peak list MS spectra
Data File: Examinar.. | No se ha seleccionade ningdn archivo W
Pair File: Examinar_. | No se ha seleccionado ninglin archivo

2) Try our test data :

Data Type Description v

Xia Lab @ MeGill (last updated 2017-11-28)
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se evalua la exactitud de la regla de prediccidn que se crea y proporciona

una indicacion de modelos de sobreajuste:

se utilizan todas las muestras del conjunto de entrenamiento excepto una para construir la regla de prediccion \
utilizando esta regla, se predice la clase de muestra que se ha dejado fuera

la muestra se devuelve al conjunto de entrenamiento y se deja fuera una muestra diferente, volviendo a

elaborar la regla de prediccion con las muestras que quedan

se repite este proceso hasta que se haya predicho cada muestra del conjunto de entrenamiento exactamente
unavez

se recuenta entonces el numero de predicciones correctas e incorrectas para determinar el porcentaje de éxitcy

. las muestras del conjunto de entrenamiento se dividen aleatoriamente en N subconjuntos iguales, \

manteniendo una frecuencia de clases relativa

N-1 subconjuntos se combinan entonces para el entrenamiento y el conjunto sobrante se utiliza para el ensayo
se repite paso a paso dejando un grupo fuera cada vez

se repite el paso 1, 2, 3 M veces

cada muestra se predice M veces y se comunica la clase que haya sido predicha mas veces a lo largo de
esas M veces en los resultados de validacion /




Identificacion

Busqueda en base de datos con
medida de masa exacta

Busqueda en base de datos
comparando el

Busqueda en base de datos
comparando el patron isotopico
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- Basadas datos espectrales

— Principalmente pequenas moléculas y no solo metabolitos

— NMR

— MS o MS/MS
 Basadas en informacién de compuestos

— Nombre de compuesto, estructuras, propiedades fisicas, identificacion
 Basadas en base de datos de rutas metabdlicas

— Rutas de metabolitos, xenobidticos, proteinas y de senalizacion
 Base de datos metabolémica completa

— Una combinacion de las anteriores



Lista de Bases de Datos en 2018

URL
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/pathw
ays

http://www.atipd.ethz.ch/
http://bigg.ucsd.edu/

http://biocyc.org/
http://bionumbers.hms.harvard.edu/
http://www.bml-nmr.org/
http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/
http://www.cowmetdb.ca/cgi-bin/browse.cgi
http://www.ebi.ac.uk/chebi/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/about#
http://www.ebi.ac.uk/chebi/
http://chemminedb.ucr.edu/
http://www.chemspider.com/
http://ccd.chemnetbase.com/intro/index.jsp#about
http://www.csfmetabolome.ca/
http://ccdb.wishartlab.com/CCDB/
http://www.drugbank.ca/
http://www.ecmdb.ca/
http://web.expasy.org/pathways/
http://fiehnlab.ucdavis.edu/Metabolite-Library-
2007/

http://www.foodb.ca
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
http://metabolomics.pharm.uconn.edu/iimdb/

http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/ke lycan

Nombre

KEGG

KEGG Glycan
KNApSAcK
LipidMaps
MarkerDB
MassBank
MetaboAnalyst
Metabolights
MetaCrop
MetaCyc
METAGENE
METLIN
MMCD
mzCloud
OMIM
OMMBID
Oryzabase
PepBank
PharmGKB

PMN
PubChem
Reactome
RiceCyc

Serum Metabolome

Database

SetupX & BinBase

ANCLifeSci 2,
& cru

Universidad
San Pablo

URL

http://prime.psc.riken.jp/?action=metabolites index

http://www.genome.jp/kegg/glycan/

http://prime.psc.riken.jp/?action=metabolites index

http://www.lipidmaps.org/

http://www.markerdb.ca/users/sign in

http://www.massbank.jp/

http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/

http://www.ebi.ac.uk/metabolights/index

http://metacrop.ipk-gatersleben.de/apex/f?p=269:111:

http://metacyc.org/

http://www.metagene.de/program/a.prg

https://metlin.scripps.edu/index.php

http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/

https://mzcloud.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

http://ommbid.mhmedical.com/

http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/

http://pepbank.mgh.harvard.edu/

http://www.pharmgkb.org/

http://www.plantcyc.org/

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.reactome.org/

http://pathway.gramene.org/gramene/ricecyc.shtml

http://www.serummetabolome.ca/

http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/binbase setupx




Experimental Masses (*):

enter significant input masses

All Experimental Masses:

enter all input masses

Chemical Alphabet (*):
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Retention Times: Composite Spectra: i Dedlcado a Ia anotaCIOn de metabOIItOS-

« Realiza busquedas en compuestos unificados
de distintas fuentes.

« Aplica conocimiento basado en la informacion
de entrada proporcionada por el usuario.

* Ayuda a identificar lipidos oxidados.

http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator

enter significant composite spectra

Seleccionar archivo

All Retention Times: All Composite Spectra:

enter all retention times enter all composite spectra

Databases (*):

Input Masses Mode (*): lonization Mode (*): Adducts (*):

| All {(Including In Silico Compounds)

1 keag Neutral Masses Neutral
&l HMDB e
m/z Masses Positive Mode

[l LipidMaps
Negative Mode

Metlin
[E MINE (Only In Silico Compounds)

Metabolites (*): calculation of new m/z from neutral

mass based on selected adducts

Only lipids

All including peptides
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= E [ [u] E F G H | ) K L M ] a
LIST OF COMPOUNDS
Ezperimental mass Identifier Adduct | PPM Errc|Molecular Weigh Name Formula CAS Eegg HMDOE Lipidiaps Metlin  PubChem  InChlKey Pathways
399.3367 7732 MeH 5 309,339 L-palmitoylearnitine C2aH45M 04 LIF A0FOFO0TS HOMBRGHKHMYMOC-MRF ANRHFSA-M
399.3367 1776 MeH B 399.3343 O-palmitoylearnitine C23H45M04 LIAFA0TOFO09E HOMRRGEEHMYMOC-UHFFFADY SA-R
399.3367 TPEST MeH B 399.3343 Palmitoylearnitine C23H45MN04 2364-67-2 C02390 HMOB0000227 LIMFA0TOF0004 36EET 11953516 AROMRREEKHMYMOC-0AGYLSRUS Eatty acid Metabolism  Fatty 3
399.3367 0 Meha a 0 Mo compounds found for experimental mass 339.3367 and adduct: |
399.3367 12442 MMHE 5 82,2083 methyl 9-butylperony-10,12-octadecadiencate CazH4204 LMFAND4003E 74461 RYZMRF ORHEMPEH-IZAPIVEJSA-MN
399.3367 12443 MMHE E 3823083 methyl 12-butylperosy-9,1-octadecadienoates C23H4204 LIFa0mennzy  T44e2 GUWTNFTRALEODJ-AEPWDTSSSA-M
399.3367 95769 MMHE B 3823083 Lepidiumterpenyl ester C23H4z204 HMDEN0ZEREE Tatges 794320 PASMASGUCOKEJK-UHFFFACYSA-M
399.3367 B3361 MehH$ ] 382.3083 MGI0OE0:2(1Z 42)00) CE3H4z04 Hi-DEO011544 B2328 "Ga480364  PMUSUEZTCFTEMO-HZJYTTRMSA-N
389.3367 B2E4E MMHE ] 3023083 MG[20:2(112, M42)/0:000:0] CzaH4z04 HI-DE00115 74 Tzi6E THi48098%  ORBGFYBOCEYOSKM-KOTZAJSHSAN
399.3367 S0EZ M-MHE 5 32,2082 Persenons B CzaH4z04 HMDE00255955 31145 MLEMGELZUOMHEHE-SLYRVAYSA-N
399.3367 0 MeH-H2O) a 0 Mo compounds found for experimental mass 399.3367 and adduct: |
4213164 16368 MeH E 4213132 Gamma-linolenyl carnitine C2EH43M04 HMOBOO0EHE LIMFANTO0GSS Baisd "Ga477618  VOPMHVILMYSADR-BAHSREMSSA-M
4213164 86332 MeH E 4213192 Alpha-linolenyl carnitine C2EH43M04 HIDE000631S Ea390 TEi47782  OFVGGGHKDAHYIU-UHMZJSMESA-N
4213169 12EE1Z M-H ] 4213205 AGELASIMNE C2EHZaME Hari
4213169 128400 MH i 421313 Latanoprost ethyl amide-d4 C2EH3604M04 "3EET]
4213169 17732 IMehla a 399.3343 L-palmitoylcarnitine C23H45MN04 LIFA0FOF007S HOMRREAKHMYMOC-MEF AMNRHFS AN
4213164 1775 Mehla 1] 333.3348 O-palmitoylcarnitine C23H4EM04 LIFAOFOPO0SE HOMRRGHKHMYMOC-UHFFFADYSA-M
4213169 PEET MeMa ] 309,319 Palmitoylearnitine C23H45M04 23E4-67-2 02990 HMOE0000222 LMFADZOPO004 36667 "N95321E  HOMBRGHEHMYMOC-0AGYLSRUS Fatty acid Metabolism  Fatty o
42131649 1294 ML-MHS E 404.2927 1alpha,26-dikydrony-21-nor-20-cxavitamin O3 ¢ 1alpha,28-dikgdrowy-2° C2EH4004 LIMSTO3020029 741970 AOMOZEGKWZZTHY-0QGZJSIES A-M
4213169 1295 MLNHE E 404.2927 1alpha,26-dikydrony-24-nor-22-oxavicamin 03 Halpha, 28-dikydrogy-2 C2EH4004 LMST02020030 41871 UMRLCGLUMINECT-MNPMAGCES0SA-M
4213164 2650 MehHE 8 4042927 Th-Hudrowy-3-o%o-Sb-cholan-24-0ate C25H4004 LISTO4070078  B7953 FHRLTYUHWGHOC -JFRFJEPMSA-N
4213164 17330 MhHE E 404.2927 Androstane-3,17-diol dipropionate Salpha-Androstane-3alpha,1Phet: C2EH4004 4350-14-5 L4E2e =4 R Fu AW SHYLELEY -LF W WRBCSA-M
4213169 SEE0T MMH4 E 404, 2927 1-Carbouy-gamma-chromanol C2EH4004 HIDENZET 481452 ITULCHMOMOMAH- Y YULODDRSA-M
4213169 29679 MLMHE E 404, 2927 MG[O0R22E[TZ 02,132,162 1921007 C2EH4004 HEADE00E5E Tezzza "E3420371  LRBJILYYDLUADMN-JLMKQSITSA-M
4213164 E0ZE1 MehIHE E 4042927 MG[226(4Z, 72102 132 1621 0:0¢0:0) C25H4004 HI-DEO0525 Tzz67 "H3480933  HOIGCISTZKHUDO-AJWITYRPSA-N
4213164 05373 M:hH4 E 4042927 MG[2ZE(42. 72,102,132 182 )0:0) C25H4004 HIDE001BES 2208 TEI400970  NPZWSBAEZZLYGU-WMPRHZOHSA-M
4213169 BE2Z4 MMHE E 4042927 MG[22:6(TZ102 122,162, 192)0:0/0:0] C2EH4004 HMDE00152E 2262 H2420934  IDSLCYURGAODTOA-YAWGEMZOFSA-N
4213169 176495 M+H-H2 O B 4393298 3-hydroxylinole oylearniting C2EH45M05 LIAFA0TOFO043 WOTKCASYEUFMELUTJERWESSA-M
HO.2424 17712 MeH B 315.241 Decanoylcarnitine CITHIZNO4 HDEN00065] LIPS 0TOFI053 0245130 LZ0SYCMHRHPEFU-UHFFFAOYSA-N
HE.2424 126581 M«H & 315.24 L-Hexanoylcarnitine n-butyl ester CITHIZMO4 543
262424 17EBS M-H 5 #5.241 D-decanoyl-R-carnitine CITHZIN04 $992-45-5 S02299 HMOB00E2EH LMFAOTOPO00E 36660 96222 LZOSYCMHERPEFU-OAHLLOKOSA-H
HE.2424 0 MMeha a 0 Mo compounds found for experimental mass 316.2424 and adduct: I
HE.2424 277 MhHE B 2982144 2E-Heptadecenedioic acid CITHI004 LMFANZOGE 74325 WOTSYDOUGHKHLDY -0WOLETEDSA-MN
162424 M MAHE ] 233 2144 Plakortic acid CiTHIN04 Li7i5s TiEaD 0402441 ZCLJFHUIADAYRE-CMOGGOBGSA-N
HE.2424 0 MeH-H20 1) 0 Mo compounds found for experimental mass 316.2424 and adduct: F
FAT.2234 0 MeH 1) 0 Mo compounds found for experimental mass 337.2234 and adduct: |
3372254 17712 Meha 2 315.241 Decanoylearnitine CITHIZNO4 HEADE000ES] LIFA0TOF005S "0z45130  LZOSYCMHOXFEFU-UHFFFADYSA-I
3372254 126591 Mhla 2 315.241 L-Hexzanoylcarnitine n-butyl ester CITHI3MNO4 3543
372234 1PES Mehla 2 35241 O-decanoyl-R-carnitine CITHI3M04 3932-45-5 05239 HMOBO0ERES | FANTIPOONE "36EGS "M863EH  LZOSYCMHIRPEFU-0AHLLOKOSA-H
jeicr il 06D PAMHE E 3201982 testolic acid ClaHze04 Lnetg LMSToa0e003  B78IT 20534 KMUJKIPRPXRPTP-DZEHRSCOSA-M
3372254 TMEIEZ MMHE E 3201388 10beta-Hydrowy-Ebeta-isobutyrylfuranoeremophilane ClaHza04 L03E2e Tereed "a42377 Wi BNAGLGGJMUD-BIGGEFYEDSA-M
IIT.2254 130809 MehHE -] 3201388 [£)a-CMBHC ClaHza04 T083-09-2 "44534
3372234 G3386 MMHE 8 3201333 [2]-Gingerdione CiaHza04 TTI-06-6 Tazge4 4440537 GDSRAFMZGKMHPZ-UHFFFAOYSA-N
AehIH4 R T1.13; B.Carhosu-aloha-chromanal C1aH2an4 HRADE 00> 73: "RR4R1R2 | QWP VRAFZIBMLIMEY PP HESA R

2594 A%RFR
Sheetd

P
)]
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x10 5 |+ESI EIC(130.0863) Scan Frag=125.0V TRT_pipecolic.d
1.4+ ‘

Acido pipecélico

95 0 105 M 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 5 |+ESI EIC(161.1285) Scan Frag=125.0V QC_MIX_C.d

: Metil-lisina

0.3+

0.2

/
0.1 J
0
7 T T T T T T T T T T T
938 10 102 104 106 108 " 12 114 116 118 12 122 124 126 128 13 132
Counts vs. Acquisition Time (min)
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metaboldmica

Retention Conc. in Retention | Conc.in
Time Utine Time Utine METABOLIC PATHWAYS
Compound (min) (M) Compound (min) (M) " —

Dns-o-phospho -L-serine 0.92 <DL.* Dns-lle 6.35 25 Metabolism of
Dns-o-phospho -L-tyrosine 0.95 <D.L. Dns-3-aminosalicylic acid 6.44 05
Dns -adnosine monophosphate 0.99 <D.L. Dns-pipecolic acid 6.50 0.5
Dns-o-phosphoethanolamine 1.06 16 Dns-Leu 6.54 54 on
Dns-glucosamine 1.06 22 Dns-cystathionine 6.54 0.3
Dns-o-phospho -L-threonine 1.09 <D.L Dns-Leu-Pro 6.60 04 i HNucleotide
Dns-6-dimet hylamine purine 1.20 <DL Dns-5-hydroxylysine 6.65 16 Metabolism of , Metabolism
Dns-3-methyl -histidine 122 80 Dns-Cystine 6.73 160 Complex Lipids g8 O
Dns-taurine 125 834 Dns-N-norleucine 6.81 0.1 :
Dns-carnosine 1.34 28 Dns-5-hydroxydopamine 717 <D.L.
Dns-Arg 1.53 36 Dns-dimethylamine 733 293
Dns-Asn 1.55 133 Dns-5-HIAA 7.46 18
Dns-hypotaurine 1.58 10 Dns-umbelliferone 7.47 19
Dns-homocarnosine 1.61 39 Dns-2,3 -diaminoproprionic acid 7.63 <D.L.
Dns -guanidine 1.62 <D.L. Dns-L-ornithine 7.70 15
Dns-GIn 172 633 Dns-4-acetyamidophenol 773 51 Ca.rbohra
Dns-allantoin 1.83 3.8 Dns-procaine 7.73 8.9 Metabolism 3
Dns-L-citrulline 1.87 29 Dns-homocystine 7.76 33
Dns-1 (or 3 -)}-methylhistamine 1.94 1.9 Dns-acetaminophen 797 82
Dns-adenosine 2.06 26 Dns-Phe-Phe 8.03 04
Dns-methyiguanidine 220 <D.L. Dns-5-methyo xysalicylic acid 8.04 21
Dns-Ser 224 511 Dns-Lys 8.16 184
Dns-aspartic acid amide 244 26 Dns -aniline 8.17 <D.L.
Dns-4-hydroxy -proline 2.56 23 Dns-leu-Phe 8.22 0.3
Dns-Glu 257 21 Dns-His 8.35 1550
Dns-Asp 2.60 920 Dns-4-thialysine 8.37 <D.L
Dns-Thr 3.03 157 Dns-benzylamine 8.38 <D.L.
Dns -epinephrine 3.05 <D.L. Dns-1-ephedrine 8.50 0.6
Dns-ethanolamine 31 471 Dns-tryptamine 8.63 04
Dns-aminoadipic acid 317 70 Dns-pyrydoxamine 8.94 <D.L.
Dns-Gly 343 2510 Dns-2-methyl -benzylamine 9.24 <D.L
Dns-Ala 3.88 593 Dns-5-hydroxytrptophan 925 0.12
Dns-aminolevulinic acid 3.97 30 Dns-1,3 diaminopropane 9.44 0.23
Dns-r-amino -butyric acid 3.98 4.6 Dns-putrescine 9.60 0.5
Dns-p-amino -hippuric acid 3.98 29 Dns-1,2 -diaminopropane 9.66 0.1
Dns-5-hydro xymethyluricil 458 1.9 Dns-tyrosinamide 9.79 29
Dns-tryptophanamide 4.70 55 Dns-dopamine 10.08 140 01100 4}3&]9?
Dns-isoguanine 4.75 <D.L. Dns-cadaverine 10.08 0.08
Dns-5-aminopentanoic acid 479 1.6 Dns-histamine 10.19 04
Dns-sarcosine 481 72 Dns-3-methoxy -tyramine 10.19 92
Dns-3-amino -isobutyrate 481 85 Dns-Tyr 10.28 321
Dns-2-aminobutyric acid 491 17 Dns-cysteamine 10.44 <D.L.
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Bases de datos de rutas metabolicas

Excelente fuente de datos bioldgicos que sirve para
relacionar metabolitos con genes, proteinas y
enfermedades, senalando eventos y procesos

Ofrece distintas herramientas que permiten la visualizacion
y el mapeo de genes/metabolitos

Normalmente cubre multiples especies

KEGG (www.genome.jp/kegg/), BioCyc/MetaCyc

(https://biocyc.org/), SMPDB (www.smpdb.ca), Reactome
(www.reactome.org), WikiPathways
(http://www.wikipathways.org)...

«De forma estricta, se podria afirmar que no existen las
rutas metabolicas... son solo redes.» (WikiPathways.org)
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A Pentose phosphate pathway - Reference pathway - Microsoft Internet Explorer 2 DBGET Result: COMPOUND CO01 98 - Microsoft Internet Explorer
File Edit ‘View Favorites Tools  Help File Edit View Favorites Tools Help
A ~ A ) N
1 A Y ) A 3 A Back ~ 2 ) search < 7 Favorites £ - dea -
e Back - J Iﬂ Iﬁ { l‘ 7 ! Search ‘\J‘\'( Favorites {‘} T R . - _J ‘ﬁ O </ \J @ .lj ra P\ {3 [ _J ‘i
Aiddress | €] hitpijww, genome. i/ dbget-binfimw_bget?compound+C00155 v Be ks * &
Address @_1 htkp:f e, genome . jp/kegg pathway fmap/map00030,html PS

K[GG COMPOUND: C00198

K[“ Pentose phosphate pathway - Reference pathway

[ Pathway menu | Ortholog table | Entry <00196 Compound

|Reference pathway

ent selection  Select Hame D-glucono-1,5-lactone;
Gluconic lactone;
@luconic acid lactone;
1, 5-¢luconolactone;

delta-Gluconolactone;
I FPENTOSE PHORFHATE PATHWAY D-Gluconolactone;
0l Glucarolactone;
|—|4'2'1'39 } %-_]:éﬁlc};inraut D-Aldonolactone;

D-threo-aldono-1, 5-lactons

2-Dehydro- Formula (cAH1006
S-deoxy-D-
[f-D-Clucos O O D-Cluconate  gluconate-6F O fass 178.0478
n ST structure| .
1 5-vqus ]
O o] ]
D-Clucoze O Pyruvate
11310 2-Dehydro- 2-Dehydro- W “
D-glucono-1 5-lactons D-gluconate-6F Entner-D ondooft — HG CH
%‘D Thyﬂm' & o O—z71 s pathway D-Clyeerald oH -
whee ZDehyiro- coo198
e D- D-gluconate D-Ribulose-5P

Clucoge-6F

b — =0 5313 O O h ——— | _Mol file ) | KCF file ) | DB search)
[i-D-Gluc oz -6F E'GIU.CDEDg'l,s' Reaction [RO0O300 ROOZ0S ROOS74 RO1519 RO1520 RO1SZ1 RO152Z ROZ247
e -

RO3861 ROGEZO

Pathway |[PATH: wap00030 Pentose phosphate pathway

Enzyme 1.1.1.47 1.1.1.118 1.1.1.121 1.1.3.4
—D-Froe toge-6P
ﬁ % D-Eylulose-5l 1.1.3.5 1.1.5.2 1.1.99.10 1.1.99.28
3 —— 2 % 1 139 R EEEE a2 11 a0 bl
Dthose-@ Done 4 Internet
Glyeolya P — . I .
e ! ' start ) 2 DBGET &L

D-Riboze-1F

-+ zzl1
27111
=}
O

[i-D-Fmctos-1 pF2

D-Riboze-1 5P

(LA

O Inkernet

http://www.genome.jp/kegg/
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Over Representation Single Sample Profiling Quantitative Enrichment
Analysis Analysis
Compound concentrations Compound concentrations Compound concentrations
Compound selection Compare to normal
(t-tests, clustering) references
- Assess metabolite
Important compound lists Abnormal compounds set directly
/ Find enriched biologicalthemes
ORA input
For MSEA

> Metabolite set libraries <€

!

Biological interpretation
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faltiome Statistical Analysis Enrichment Analysis Pathway Analysis Time Series QOther Utilities

# » A list of compound names (over representation analysis)

Processing

| » A list of compounds with concentration values (single sample profiling) |

Statistics

Enrichment | » A concentration table (quantitative enrichment analysis) |

Time Series

3
>

>

> Pathway
>

> Peak search
3

Metaboltes
Log aut
falHome Statistical Analysis Enrichment Analysiz Pathwray Analysis Time Series Other Utilities
Steps
» A list of compound names (over representation analysis)

Processing
| » A list of compounds with concentration values (single sample profiling) |

Statiztics

Enrichment | » A concentration table {quantitative enrichment analysis) |

Time Series

3
>

3

*  Pathway
>

»  Peak search
3

Metabolites

Log out




Comparacion con la concentracion

mHome

Steps

¥ Processing

Pre-process

|

Data check

Miz=ing value
Data fiter
Data editor
Color picker
Mormalization

Statistics

Enrichment

Pathway

Time Series

Peak =earch

¥ ¥ vy ¥ ¥ v

Metabolites

Downlead

Log out

Comparison with Reference Concentration

AULifeSei 2,

&= cru

Universidad
San Pablo

Mote: reference concentrations are in the form of mean{min - max) format. In cazez where the ranges were not

reported in the original literature, the min and max were calculated using the 35% confidence intervals. In the

Comparison column, H, M, L means higher, medium {within range), lower compared to the reference

concentrations. Click the Image Icon link to see a graphical summary for the comparizsons.

| Compound

Concentration

Reference Concentrations

Comparison ‘ Detail

| Include

L-lzoleucine

Fumaric: acid

Acetone

Succinic acid

1-
Methylhistidine

L-Azparagine

-

Methylhistidine

L-Threcnine

Creatine

0.34

=]
(&3]

720

1.579{0.789 - 2.368), 0.24 (0.27 -

(0.5 - 2.8)

10.4 (2.8 - 53.7); 0.5 (0.1 - 1.7};
1.7); 10.7 (0.1

-16.3) 0,92 (0.2 -2.8)

14.4 (2.5-19.3); 3.8 (1.26-8.7)

17.68); 9.9 (4.9 - 14.9); 39 (37 -
-20); 11.6 (4- 2

1 (D - 2); 0.95 (0.02 - 1.88); 0.8 (0.1 -

- 28.2); 4.8 (0 - 236.2); 5 {1 - 22.5)

320 (102 -1280) 20 (2 - 180);,15.2 (2 -

;128 {0.47 - 24.73); 14.48 (11.28 -
41}, 197.2 (29.4 - 4B6.2); 185.4 (6 -

3) 8.25(0.5 - 18)

48 (9 - 128); 113 {0 - 854); 28 (&

450 (0 - 10000}

-28.3)12.5(8.2-16.7)

27(4934-204); 1(0.16-2.4), 49(2.4-7.4); 18

- B5); 1687 (124 - 210); 212 (0 - 5000);

il —_—

-

-




Analisis de Enriquecimiento Cuantitativo
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Statistical Analysis Pathway Analysis Time Series Other Utilities

¥ ¥ ¥y ¥ ¥ ¥

» A list of compound names (over representation analysis)

| » A list of compounds with concentration values (single sample profiling) |

¥ A concentration table (quantitative enrichment analysis)

Upload your concentration data (.csv)
EJFcrmat

Browse...

Compound Label Type: Compound names 'I

Phenotype Label: Dizcrete (Classification) j

Try our test data:

Data Compound Phenotype  Description

Urinary metabolite concentrations from 77 cancer
 Datail Common name  Discrete patients measured by 1H NMR. Phenotype: M -
cachexic; ¥ - control

Urinary metabolite concentrations from 97 cancer
by 1H MMR. Fhenotype: muscle

. atients measured
O Data2 PubChem CID  Continuous P

gain (percentag Noin 100 days, negative values

indicate

Submit




RESULTAD

»

L4

L4

Time Series
Peak ==arch
Metabolites
Download

Log out

T | ITATE AL NS 1 INAN L ME D ADAAL D
GLUTAMATE METABCOLISM

AMMOMNIA RECYCLING

INOSITOL METABOLISM

SPHINGOLIPID METABOLIEM

PYRUVATE METABCLIEM

GLYCOLYSIS

INSULIN SIGHALLING

FRUCTOSE AND MANNOSE DEGRADATION
GITRIC ACID CYGLE

PURINE METABOLISM

MITCCHONDRIAL ELECTRON TRANSPORT GHAIN
UREA CYCLE

ASPARTATE METABOLISM

PHENYLALANINE AND TYROSINE METABOLISM
CATECGHOLAMINE BIOSYMTHESIS

BILE AGID BIOSYNTHESIS

PYRIMIDINE METABCOLISM

GYSTEINE METABOLISM

GLUGCONEOGENESIS

GLUGOSE-ALANINE CYGLE

HISTIDINE METABOLISM

ARGIMINE AND PROLINE METABOLISM
TYROSINE METABOLISM

PHOSPHOLIPID BIOSYNTHESIS

PORPHYRIN METABOLISM

TAURINE AND HYPOTAURINE METABOLISM
ALANINE METABOLISM

OXIDATION OF BRANCHED CHAIN FATTY ACIDS
BETA OXIDATION OF VERY LONG CHAIN FATTY ACIDS
STARCH AND SUCROSE METABOLIEM
MALATE-ASPARTATE SHUTTLE

LYSINE DEGRADATION

BIOTIN METABCLISM

KETONE BODY METABOLISM

PANTOTHENATE AND COA BIOSYNTHESIS

P value
2e-03

Se-01

— 1e+00

BETA-ALAMINE METABOLISM

nﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂNHHHHH”HHHHHHH“““'“'“

=
Ry
-

Fold Enrichment

8

| |
10 12

I

Metabolite Set | Total ‘ Hit ‘ Statistic | Expected ‘ P Value | Holm P | FOR | Details
TRYPTOPHAN METABOLISM 34 2 15.088 1.3158 S.37T2E-5 | 0.0024707 | 0.0020525 .I..*ll_,
PROPANOATE METABOLISM 18 1 17685 1.3158 1.3942E-4 | 0.0062741  0.0020529 J..*ll..
BETAINE METABOLISM 10 2 14311 1.3158 1.4515E-4 | 0.0083885 | 0.0020525 .|..*l

METHIONINE METABOLISM 22 4 |[11.386 |1.3158 1.7852E-4 | 0.007E762 | 0.0020529 .l..*l :
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Metaboanalyst Witlitedal .,
Metabolic Pathway Analysis (MetPA) @y

« Objetivo: extender y potenciar el MSEA para rutas metabdlicas mediante
— La consideracion de las estructuras de ruta metabélicas
— La visualizacion dinamica de las rutas metabdlicas

* Actualmente admite aprox.1500 rutas que comprenden 17 organismos (basadas
en KEGG)
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Main menu

tors
* Inteoduetion
° T :

~ Download
» Datiscts

Workflow4Metabolomics 3.0

Welcome Lo the collaborative portal dedicated Lo metsholomics data processing, analysis
and annotation for Metabolomics community.

" We are happy to announce the next Workfl i (W4E) i ional course
2018 [sing Gerlexy and e WarkfTow, ios iny
Please save the date: 8-12 October 2018 at Pasteur Instizute, Paris - France
More newws in December 1"

b anolyse deitis

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4

Request an account Caonnect to Galaxy Upload your data Make reproducible

¥ science
DataCite
= Galaxy

Wer Vendor:

| MS Levels:

t ] (Femove |

Extension:

Binary encoding precision: @ 64bit () 32bit
Wiite index: Use ziib compression:

TPP compatibility: Package in gaip:

ump |

short logged float compression: |

ion |—

linear co

Use numpre:

Use numpress short posttive integer compre:

Use these settings next time | start MSConvert

peakPicking

ANCLifeSci 2,
CEU

Universidad
San Pablo
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& InsilicasViewer - [=] X N
'i File | Edit View Toels Window Help _ & x San Pablo
New Cerle N i ? .
Open... Crl+ O
Close -
= - licos:
. Science
Rl e Software 2
Print Setup... .
LC_Positive_mzXML j @& ef E-
Exit
Nazwa - Data modyfikacji Typ @
§ Ec1C 19.4.17 13:47 mass spec
§ Ec2C 19.4.17 13:49 mass spec |
¥ Ec3C 19.4.17 13:49 mass spec
Ec.4C 19.4.17 13:50 mass spec |
¥ Ec5C 19.4.17 13:50 mass spec
¥ EcsC 19.4,17 13:50 mass spec |
Ec_7C 19.417 13:50 mass spec |
¥ Ecec 19.417 13:51 mass spec
¥ Ec_SHC 19.41713:51 mass spec
Ec_10HC 19.417 13:43 mass spec |
¥ Ec_11HC 19.417 13:43 mass spec |
¥ Ec_12HC 19.417 13:44 mass spec
Ec_13HC 19.417 13:44 mass spec
B Ec_14HC 19.4,17 13:45 mass spec
; Ec_15HC 19.4.17 13:45 MAss SPec |y
< >
Nazwa pliku lee_1c -l Otwérz |
Pliki typu- [MS Data Files (-.mzxML," mzData,"meML;".RA _~] Anulyj |

© InsilicasViewer - [C:/Users/danut/Desktop/A_WAM/LC_Positive_mzXML/Ec_1C.mzXML] - 5] %
¥ File Edit View Tools Window Help -8 %
Messages ane
‘5| @ scnz 2T . |
Layer 1 (C:/Users/danut/Desktop/A_W4M/LC_Positive_mzXML/Ec_1C.mzXML): Scan #2377, t=0.04 BP=48284.61@m/z=121.05 Bix|
¥ ' 1 ' | . i . i ' | ' L
8- L
J 810.62 |
N Ventana de |
o] datos brutos |
w0
+ 5= -
v 5
o 544.351 5
~
]
& 4= -
o
i d
3= 312.296 B
1 703.588
2
787.685
H 814.687 795,644 B
J 369,359 872.787 L
906.864 548.514 922.026 121.054 121.054
o T " O v 0 .
* 1o 20 E 49 50 e
time, min
‘Scan #2377 (t=0.04 BP=48284.61@m/z=121.05): intensity=357.63@m/z=101.00 2=
604 hd i i 1 ' 1 . [ ' 1 ' L
50— 121.051 B
- 40- 922,01 L
3 | 3
= 30~ -
=
z i 3
g 20— [
£ T 282.278 353.266 B
10=- [
149.023 381,298 441.333
1 102,971 199,008 242:284 | 304.263 497.398 548.503 621.469 §79.511 737.55 7 959.963
~ Tl 2o g i 27202 B3R PTUOTR ST TS 795595 sa0.sea semcsz | °707% 100771 t0s0.7s 110883 [
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
m/z xle+3
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-
@ InsilicosVie

§ file Edit View Tools Window Help

B f}@'@(@@l'n? Scand B3U17 +

CmzXML|

Disalae ¢ Totallon Cument ~mizrange for TIC
% Bass Peak ]
© Intarsty Map C P [99959

i

o
Chiomatogaphy  (~ Suface
& Giaph

Scae (5 Lineas
€ log
© logld

Tie: % Minules
" Seconds

Cancel

Main menu

° Home

~ Intoduction

~ Download
» D

Workflow4Metabolomics 3.0

Welcome o the collaborative portal dedicated Lo metabolomics dala processing, analysis

and annotation for Metabolomics community.

“We are happy to announce the next Wor i (W4E) i ional course
2018: sing Gerluxy and the Warkflon, ies inf 1o annlyse et

Please save the date: 8-12 October 2018 at Pasteur Instizute, Paris - Erance
More newws in December |

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4

Request an account Connect to Galaxy Upload your data Make reproducible

& science
~ DataCite
= I pvrm | & ||
= . = Galaxy

ANCLifeSci 2,
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Tools

| search tools

computer

LC-MS
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation

GC-MS
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation

NMR
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation
COMMON TOOLS
Data Handling

= q
Filter and Sort

Upload File from your

i N
Workflow4metabolomics

History

s \
| search datasets Q)

Unnamed history

(empty) -

@ cCurrent version : 3.0

Goullkquer, Etlenne A. Thévenot and Christophe Caron (2014). Workflowd4Metabolomics: A
collaborative research infi e for i ics. Bloinformatics
doi:10.1093/bloinformatics/btugi3

Help and support: support@wor bolomics.org

Publication: Franck Glacomenl, Glidas Le Corgulllé, Misharl Mensoor, Marlon Land|, Plerre Pericard,
Mélanle Pétéra, Christophe Duperler, Marle Tremblay-Franco, Jean-Frangols Martin, Danlel Jacob, Sophle

0 Latest news

* 10/05/2017 - LC-MS: A new tutorlal video explain how to run xcmsSet In parallel on s
[link]
* 20/04/2017 - WorkflowdMetabolomics v3.0 starts today - Check the changelog section

Ingle flles

below

» Changelog

[ » Tutorials

LC/MS '-_ e

n This history Is empty. You can
load your own data or get data
from an external source

MCTifeSei 2,
CEU

Universidad
San Pablo

the name you want {just avoid it to begin with
"ID" If you plan to open it with Excel |ater)

/

column names

Information about your samples
(study factors for example)

o
w?
@
=%
E
[3°]
w

T

first column

Samples’ ID must absolutely match
those in the data matrix file

Sample metadata

«—— first row

You can add to this
table as many columns
as you want or need
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class

sampleName
Qc one
C1 one

polarity
positive
positive
positive
positive

sampleType batch injectionOrder diet
pool B1 1 NA
sample B1 7 C
sample B1 10 HC
blank B1 12 NA

HC3 one
BL one

= Galaxy / 4 / Metabolomics anaiyze pata

Using 7.6 GB

Tools " " History o4 M

search tools search datasets [x)

Upload File from your

Unnamed history
computer

Workflowdmetabolomics .

Istory Is empty. You can
‘our own data or get data
an external source

LC-MS

Brepracessing Download from web or upload from disk

Regular composite Collection

Annotation
GC-MS
Preprocassing
Normalisation
Quality Control

Statistical Analysis
Annotation

NMR
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation

COMMON TOOLS
Data Handling

Text Manipulation
Filter and Sort

You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click ‘Start' to proceed.

Name Size Type Genome Settings

samples.zip 19.6 ME Auto-dete . | v | Q unspecified (?) | = k-

Upload configuration

&  Convert spaces to tabs

&  Use POSIX standard

Type (set all): Auto-detect = @ Genome (set all):

I LI Choose local file I E Choose FTP file I [# Paste/Fetch data I Pause

unspecified (?)

Status

o
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Galaxy / Metabolomics Anaiyze Using 7.6 GB

Tools History C ﬂ D]

search tools Download from URL or upload search datasets (x)

files from disk

omper . P Unnamed history
o Workflow4dmetabolomics os

Download from web or upload from disk lad your own data or get data

Normalisation pbm an external source

Quality Control
Statistical Analysis
Annotation

Reqular Composite Collection

GC-MsS

Preprocessing
Normalisation FTP files 9
Quality Control

Statistical Analysis This Galaxy server allows you to upload files via FTP. To upload some files, log in

to the FTP server at ftp.workflowdmetabolomics.org using your Galaxy

Annotation credentlals (emall address and password).
_— [ uvegtee (BRI S]

File fdt View Go Bookmark Window Help

Preproc ‘
Quick Connect -
Normalif Open Connection

Quality
Statistic

- Your FTP directory does not contain any files.

Annotati

COMMO!

Data Hal o
Text Mal Gornt | | Cancel

e local file = Choose FTP file [# Paste/Fetch data Pause Reset Start Close

Epe:ihed M v

Filter an

Unsecured FTP connection

*
0 Bookmarks 9 Unsecured FTP connection

Hasto will be sent in plaintext. Please contact your web
hosting service provider for assistance.

P Continue I

—> Disconnect

[ Don't show again

@ Pomoc

samples.zip -

@ 123 MiB (12,245,056 bytes) = 19.6 MiB (62%, 1.6 MB/sec, Pozostalo sekund: 5)

Wy=ylanie samples.zip
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Download from web or upload from disk
Regular Composite Collection
You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click 'Start' to proceed.
Name Size Type Genome Settings Status
= samples.zi~ am o= ran T—— — o~ —_——— = . @
FTP files o
This Galaxy server allows you to upload files via FTP. To upload some files, log in
to the FTP server at ftp.workflow4metabolomics.org using your Galaxy
credentlals (emall address and password).
Available files: B 1rfiles & 19.6 MB
& Name Size Created
~ samples.zlp 19.6 MB 11/22/2017 05:09:03 PM
Type (sei 1specified (?) ¥
L Choose local file E= Choose FTP file ] (& Paste/Fetch data Pau Reset Close

Download from web or upload from disk

A(TifeSci 9,

& cru

Universidad
San Pablo

Regular Composite Collection

Name Size

= LC_Positive_mzXML.zip 3.6 GB

Type (set all): Auto-detect

L Choose local flle

Type

Auto-dete v Q

| @

E= Choose FTP flle

Genome

Settings

unspecified (?)

Genome (set all):

(& Paste/Fetch data

£

unspecified (?)

Pause

Status

100%

Reset

~
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= Galaxy / 4 / Metabolomics analyze pata

Tools

search tools
Upload File from your
computer
Lc-Ms
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Annotation
GC-MS
Preprocessing
Normalisation
Quality Control

Statistical Analysis
Annotation

NMR
Preprocessing
Normalisation
Quality Control
Statistical Analysis
Annotation
COMMON TOOLS
Data Handling
Text Manipulation
Filter and Sort

(. -

4

'Wm

XRifb

Workflow4metabolomics

Using 12.0 GB

@) Current version : 3.0

collaborative research infrastructure for computational m

Publication: Franck Glacomeonl, Gildas Le Corgulllé, Misharl Monscor, Marlon Landi, Plerre Pericard,
Mélanie Pétéra, Christophe Duperier, Marie Tremblay-Franco, Jean-Frangais Martin, Daniel Jacob,
Sophie Goulitquer, Etienne A. Thévenot and Christophe Caron (2014). Workflow4Metabolomics: A

Bioinformatics

History %D
search datasets [x)

Unnamed history

1 shown

(empty) ¥ % e

1: LC Positive mzXM @& & R

L.zip

!

dpi:10.1093/bioinformatics/btug13

Help and support: support@workflowdmetabolomics.org

| Upload File

Dataset Information

Number: 1

e _maXmLzp

ﬂ Latest news

* 10/05/2017 - LC-MS: A new tutorial video explain how to run xc

Chkey
Format b

~ 3.0.0 - 20/04/2017
LC-Ms
= Preprocessing

1.44.0to 1.46.0
= NEW - xcms.* (2.1.0): The W4M tools

- take as input a single file. It will allow to| G
several files and merge them afterward ¢ °

= UPGRADE - xcms.* (2.1.0): upgrade the| :

[link] Job Information
* 20/04/2017 - Workflow4Metabolomics v3.0 starts today - Check ff .., .
~ Changelog

Now 2017 42:49:40 A (UTE)

Note for rerun

ACLifeSci 2,
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Raw

Filter and
Identify Peaks

xcmsSet ()

Match Peaks
Across Samples
group ()

LC/MS
Data
NetCDF
mz XML

Fill in Missing
Peak Data
fillreaks()

mzData

Statistically
Analyze Results
difffreport()

Visualize
Important Peaks
getEIC()

Retention Time
Correction
retcor()

J~

r I | \
CAMERA I
I Annotation

Y |

» Extraction
» Extraction of ions in each sample
independantly.

* Grouping < alignment

*Each ion is aligned across all samples

) Retention time correction (optional)

*Fill peaks

*Replace missing data with baseline value

-Statistics and visualisation (optionals)

CAMERA

* For annotation of adducts, neutral loss and

isotopes
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Galaxy / 4 / Metabolomics

Teols X History
o 1 job has been successfully added to the queue - resulting In the fallowing datasets:

search Lools [x] search datasets [>)
Upload File fram your 2: LC_Positive_mzXML.xset.RData e Gy
computer BT

3: LC_Positive_mzXML.samplaMetadata.tsv

LC-MS 3.61G8 % e
Preprocessing 4: LE_Positive_mzXML.xset.TICs_raw.pdf X o

xems.xemsSet Filtration and O 6:1C Positive mzX @ # X

Peak Identification using ML.xset.log.txt

Py ey ey SN 5: LE_Positive_mzXML.xset.BPCs_raw.pdf

E: LC Po e mzX
package to preprocess LC/MS o ®|# %
ML.xset.BPCs raw.pdf
data for relatlve quantification 6: LC_Positiva_mzXML.xset.log.txt
and statistical analysis @ 4: LC_Posltive_mzX @ # x

You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When

0 y ML.xset.TICs raw.pdf
the job has been run the status will change fram 'running' to ‘finished' if completed successfully or 'errar’ if

XCms. HemsSet Merger Merge

xems.xemsSet xset In one to problems were encountered. @ 3:1C Positive mzX @ & x
be used by group

ML b e
XCME.Aroup Grolp peaks ¥
together across samples using L
overlapping mjz bins and @ 2:LC Positive maX @ 4 x
calculation of smenthed peak ML.xset.RData

distributions in
chromatographic time.

ve mzXM @ & x

KCMs.retcor Retention Time
Correction using retcor
function from xems R package

xcms.flllPeaks Integrate 3

sample's signal in regians

where peak groups are not
represented to create new
paaks in missing areas

CINS, SUMMary Create a

4 >
sample e T
E Metadata 3 ] .
sampleMetadata class polarity # Ic
Ec_10HC LC_Positive_mzXML  positive
Ec_11HC LC Positive_mzXML  positive H
EC_12HC LC_Positive_mzXML  positive "
6:1C Positive mzXM @ & x Ec_13HC LC_Positive_mzXML  positive : i Data processing
Ec_14HC LC_Positive_mzXML  positive .
L.xset.log.txt Ec_15HC LC_Positive_mzXML  positive . info
. EC_16HC LC_Positive_mzXML  positive i-
5: LC Positive m2XM @ 4 x Ec_17HCO LC_Positive_mzXML  positive |
ascurants o
L.xset.BPCs_raw.pdf Ec_18HCO LC_Positive_mzXML  positive H 1 tiofile Tmorkiorafectin srgatony Gatases 439795 ot
Ec_19HCO LC_Positive_mzXML  positive : U Tiehdeiatutet (rorkiprofect/a/galacptostabolontca/galary-
4: LC Positive m2XM @ 4 x Ec_1C LC_Positive_mzXML  positive g 4 ST st smaras e/ i et e o - o
L.xset.TICs_raw.pdf Ec_20HCO LC_Positive_mzXML  positive : ) : : . estany E et
Ec_21HCO LC_Positive_mzXML  positive
3: LC Positive M @4 x Ec_22HCO LC_Posltive_mzXML  positive T ::” ol
- & = Ec_23HCO LC_Positive_mzXML  positive Frderab gy i
Ec_24HCO LC_Positive_mzXML  positive <62, 109
. o Ec.2C LC_Posltive_mzxML  positive i p———
2:1C Positive mpM | ®|# | % Ec_3C LC_Positive_mzXML  positive
L.xset,RData t110s_root directory - LC_Poritive s
Ec_4C LC_Positive_mzXML  positive o s, g A i s
Ec_5C LC_Positive_mzXML  positive i haching fiien Fiisnanss compatibilitins wdth mmcs. ..
1: LC Positive mzXM @ 4 x Ec_6C LC_Positive_mzXML  positive
L.zip Ec_7C LC_Positive_mzXML  positive
Ec_8C LC_Positive_mzXML  positive
Ec_9HC LC_Positive_mzXML positive
Qc1o LC_Positive_mzXML  positive
QCc11 LC_Positive_mzXML  positive 5
Qc1z LC_Positive_mzXML  positive
Qc13 LC_Positive_mzXML  positive
Qc14 LC_Positive_mzXML  positive

QC1s LC_Positive_mzXML  positive L]
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xcms.group Group peaks
together across samples using
overlapping m/z bins and
calculation of smoothed peak
distributions in
chromatographic time.

Listas de picos
rdependientes

lones del grupo po
m/z

lones del grupo
por RT

A(TifeSci 9,
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poolldl poolls2z poollB3 Parameter : hum + label[Format
mz rt int mz rt int mz rt int
196.0905 66.6/ 7810936 196.0910 66.7/ 11733921 196.0902 66.6 7933325 . 1
158.1180 &67.4 71736 342.0310| 69.0 74594 158.1173 67.4 82969 Or N RData flle ] rdata'xcms'raw
342.0308 67.6| 202268 267.0581] 65.5| 260877 342.0308 21.3 2581 . .
267.0581 65.5 282039 283.0318| 65.2 424631 283.0320 65.3 357448 Or . RData flle I rdata'xcms'rEtcor
mz_ | rt int mz rt int mz |t int
196.0905 66.6/ 7810936 196.0910| 66.7/ 11733921 196.0902 66.6 7933325
158.1180 67.4 71736 342.0310| 69.0 74594 158.1173 67.4 82969
342.0308 67.6) 202268 267.0581] 65.5 260877 342.0308 21.3 2581
267.0581 65.5 282039 283.0318 65.2| 424631 283.032 65.3] 357448
mz rt int mz rt int mz rt int
196.0905 66.6 7810936 196.0910 66.7| 11733921 196.0902 66.6/ 7933325
158.1180 67.4 71736 158.1173| 67.4 82969
342.0308| 21.3 2581
342.0308 67.6) 202268 342.0310| 69.0| 74594
267.0581 65.5 282039 267.0581 65.5| 260877
283.0318, 65.2] 424631 283.0320) 65.3| 357448‘
Matriz
mz rt resgltghtBl poocllB2 |poollB3
196.0905 66.6/ 7810936 11733921 7933325
158.1176 67.4 71736 82969
342.0308 21.3 2581
342.0309 68.3] 202268 74594
267.0581 65.5 282039 260877
283.0319 65.2 424631] 357448
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xcms.group Group peaks together across samples using overlapping m/z &% Versions  « Options
bins and calculation of smoothed peak distributions in chromatographic time. (Galaxy Version
2.1.0)

xset RData file

‘ D ‘ ) (B ] No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor or rdata dataset available. -
output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for grouping
density -
[method] See the help section below

Bandwidth

30

[bw] bandwidth (standard deviation or half width at half maximum) of gaussian smoothing kernel to apply to
the peak density chromatogram

Minimum fraction of samples necessary
0.5

[minfrac] in at least one of the sample groups for it to be a valid group
Width of overlapping m/z slices
0.01
[mzwid] to use for creating peak density chromatograms and grouping peaks across samples
Advanced options
show -
Maximum number of groups to identify in a single m/z slice
50
[max]
Get a Peak List

Yes | No
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Agrupacion de picos en bin de masa: 337.975 - 338.225 m/z
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Agrupacion de picos en bin de masa: 337.975 — 338.225 m/z (mzwid)

Problem
Solved

Minfrac =05
1 1
]
0® 060 oe® 00 o
1 I !
m/iz I"..u \/ \/ m/z ! ! \/ x miz X . .
; l ' !
RT " ORT RT
e 4 muestras en

cada grupo
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Tools i History
o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
search Lools [>) search datasets [x)
Upload File from your 7: LC_Positive_mzXML.xset.group.RData e
computer 10 shown
8: LC_Positive_mzXML.xset.group.Rplots.pdf
LC-MS 3.62 GB &% -
Preprocessing 8: LC_Positive_mzXML.xset.group.variableMetadata.tsv -
xcms.xcmsSet Filtration and GWd ® F x
Peak Identification using _ mzXML.xset.aroup.d
ST ARG TSl (T TS B 10: LC_Pos e_mzXML.xset.group.dataMatrix.tsv ataMatrix.tsv
package to preprocess LC/MS
9: LC Positive m
data for relative quantification 11: xset.log.txt © ®Fx
and statistical analysls "
" You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When lableMetadata.tsv
== the job has been run the status will change from ‘running” to ‘finished" If completed successfully or "error' If
8: LC Po: m
xcms. xcmsSet xset in one to prablems wara encountered o ® S %
be used by group ZXML.xset.group.Rpl
ots.pdf

Xems.qroup Group peaks

togethar across samples using @ 7:LC_Positive m @ & x

overlapping m/z bins and ZXML.Xset.group.RD
calculation of smoothed peak ata

distributions In

chromatographic time. 6: LC Positive mzX @ & x

ML.xset.log.txt
xcmes. retcor Retention Time
Carrection using retcor 5: LC_Positive_mzX @ 4 x
functlon from xcms R package ML.xset.BPCs raw.p
xcms fllPeaks Integrate a df
sample’s signal in regions 4:L¢ Positive mzX @ & x
where peak groups are not ML.xset.TICS raw.p
represented to create new df
peaks in missing areas

3 @ &

xcms.summary Create a
summary of XCMS analysis

3: LC_Positive_mzX
ML.sampleMetadata.
tsv

10:LC Positive mz @ 4 x Group.variableMetadata. Group.dataMatrix.ts
x R Y = = i P

XML.xset.group.data

Matrix.tsv

9: LC_Positive mzX @ 4 x

ML.xset.group.varia
bleMetadata.tsv

B: LC_Po: e mzX @& 4 %X
ML.xset.group.Rplot
s.pdf

7:LC_Positive mzX @ 4 %

ML.xset.group.RDat
a

42037 - 420.38 50.44 — 50.66

i Shows the differents samples (dot) B g L 8
5’ i ‘ grouped together in a peak density ‘ = g
‘ chomategram defined by bw and §= 3 g i
2 i mazwid value = | H
£ £ g S I
& | 3 S :
2| \ - E gl
E ‘ q E] e
B | Z
3 || “ 27 width of the g
| | gaussian curve
EREA 1 g _ g .3

K- Eengnan - 15 N=77 Ranchwidih =1 M= 437 Handwidth = 10
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xcms.retcor Retention Time
Correction using retcor
function from xcms R package

Parameter : num + label|lFormat
1 : RData file rdata.xcms.group

xcms.retcor Retention Time Correction using retcor function from xcms R &% Versions | = Options
package (Galaxy Version 2.1.0)

xset RData file
A 5 No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group or rdata dataset available. -

output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)

Method to use for retention time correction

peakgroups
[method] See the help section below

Smooth method
loess
[smooth] either ‘loess’ for non-linear alignment or ‘linear’ for linear alignment
Number of extra peaks to allow in retention time correction correction groups
1
[extra]

Number of missing samples to allow in retention time correction groups

1 Number of admitted missing well
[missing] behaved peak in a group.

Advanced options

hide

Resubmit your raw dataset or your zip file &
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Advanced options
show v
Degree of smoothing for local polynomial regression fitting
0.2
[span]
Family
gaussian v

[family] if gaussian fitting is by least-squares with no outlier removal, and if symmetric a re descending M
estimator iIs used with Tukey's biweight function, allowing outlier removal

plottype ; ;
Plot to visualize the result of the

deviation retention time correction. e
[plottype] if deviation plot retention time deviation points and regression fit, and if mdevden also plot
peak overall peak density and retention time correction peak density

Resubmit your raw dataset or your zip file »
+ Execute = Galaxy / 4 / Metabolomics analyze pata Using 15.8 GB
Tools .t. History o &M
o 1 job has been successfully added to the gqueue - resulting in the following datasets:
search tools Q search datasets [x)
upload File from your 12: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.RData O ——
computer " 14 shown, 1 hidden
13: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.Rplots.pdf
R 2.71 GB Cah 8 4
Breprocessing 14; LG_Positive_mzXML.xset,
E _| _ o .group.retcor.TICs_corrected.pdf . s
xcms.xcmsSet Filtration and o W x
Peak Identification using L mzXML.xset.qroup.r
ST T2 (T SEnE B 15: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.BPCs_corrected.pdf etcor.BPCs_corrected.pdf
package to preprocess LC/MS © 14: LC Positive =
data for relative quantification 16: xset.log.txt
. mzXML.xset.qgroup.r
and statistical analysis eteor.TICs corrected.pdf
- . . 5 .
; You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
xems.xemsSet Merger Merge the job has been run the status will change from 'running’ to ‘finished' if completed successfully or ‘error’ if . P
Xcms.xcmsSet xset in one to © 13: LC Positive *
B problems were encountered. XML, t
be used by group mzXML.xset.aroup.r
etcor.Rplots. pdf
XCms.aroup Group peaks
together across samples using @ 12: LC_Positive_ »
overlapping m/z bins and mzXML.xset.qroup.r
calculation of smoothed peak etcor.RData
distributions in
chromatographic time. 10: LC Positive mz @& & x
XML.xset.group.data
xcms.retcor Retention Time Matrix.tsv
Correction using retcor
function from xcms R package 9i LC Positive mzX @& & =
ML.xset.group.varia
xcms.flllPeaks Integrate a bleMetadata.tsv
sample’s signal in regions
where peak groups are not 8: LC_Positive_mzX @ R
represented to create new ML.xset.group.Rplot
peaks In missing areas s.pdf
xcms.summary Create a 7: LC_Positive_mzX @ & x
summary of XCMS analysis ML.xset.group.RDat
CAMERA.annotate CAMERA hd a hd
< >
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15: LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
or.BPCs_corrected.pdf

14:LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
or.TICs corrected.pdf

e

13: LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
or.Rplots.pdf

12;1C Positive mz @ 4 x .
XML.xset.group.retc
or.RData ot o epromoarams

Fositive_mzxmL.

Buse Prak Chromatogrums
BRC:_LC_Fostive_maxiL

s

&

Feteriton Tine irini rwamer Tra iy

15: LC Pos

XML.xset.qroup.retc
or.BPCs_corrected.pdf

14: LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
or.TICs corrected.pdf

p -

13: LC Positive mz @ 4 X
XML.xset.group.retc
or.Rplots.pdf

[CIF 4 &

12:LC Positive mz

XML.xset.gruup.ratc

or.RData LT —— e Gee Featk Chromatograms
Bl

v maxML. BFCe_LC_Positive_maXal

=

Betersian Tiwe irini
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Tools

Galaxy / 4 / Metabolomics analyze pata

search tools 0

sy
xcmsSet function from xems R
package to preprocess LC/MS

data for relative quantification
and statistical analysis

xcms,xemsSet Merger Merge
xems.xemsSet xset in one to
be used by group

xcms.group Group peaks
together across samples using
overlapping m/z bins and
calculation of smoathed peak
distributions In
chromatographic time,

xcms.retcor Retention Time
Correctlon using retcor
function from xcms R package

xcms fillPeaks Integrate a
sample's signal In regions
where peak groups are not
represented to create new
peaks In missing areas

xcms.summary Create a
summary of XCMS analysis

CAMERA.annotate CAMERA
annotate function. Returns
annotation results (isotope
peaks, adducts and
fragments) and a diffreport if
more than one condition.

CAMERA.combinexsAnnos

Wirannae funstine far th

0 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the fellowing datasets:

17: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.RData

18: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.Rplots.pdf

19: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.variableMetadata.tsv
20: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.dataMatrix.tsv

21: xset.log.txt

You can check the status of queued Jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
the job has been run the status will change from 'running' to 'finished' If completed successfully or 'error” If
prablems were encountered.

Un paso
en grupo

Using 15.8 GB
History [ - 21
search datasets Q
Unnamed history
18 shown, 2 hidden
3.73GB CAR S

@ 20:LC Positive @ 4 x
mzXML.xset.group.r
etcor.qroup.dataMatrix.tsv

@ 19:LC_Positive. @ & x
mzXML.xset.group.r

etcor.group.variableMetadata.t
sV

(@ 18:LC Positive. @ ¢ x
mzXML.xset.group.r
etcor.group.Rplots.pdf

@ 17:LC_Positive_ @ 4 x
mzXML.xset.group.r
etcor.group.RData

15:LC Positive mz @ ¢ %
XML.xset.group.retc
or.BPCs_corrected.pdf

14:1C Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.retc
or.TICs corrected.pdf

13:1C Positive mz @ ¢ %
XML.xset.group.retc
or.Rplots.pdf

12:IC Positive mz @ 4 %

XML.xset.group.retc -

xcms.fillPeaks Integrate a
sample's signal in regions
where peak groups are not
represented to create new
peaks in missing areas

xset RData fi

Parameter : num + label|lFormat

Filling metho

1 : RData file

chrom
rdata.xcms.group

Get a Peak Li

Yes No

Resubmit your raw dataset or your zip file

==

Ola&a | D

output file from another xcms function (group)

xcms.fillPeaks Integrate a sample’'s signal in regions where peak groups

le

d

[method] See the help section below

st

No rdata.xcms.group or rdata dataset available.

& Versions

are not represented to create new peaks in missing areas (Galaxy Version 2.1.0)

+ Options

(2]

A(TifeSci 9,

& cru

Universidad
San Pablo
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= Galaxy /
Tools £ History =X - il
- o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
search tools o search datasets (=)
R 22: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.fillPeaks.RData
xcmsSet function from xcms R = = LI eretn) uUnnamed history
package to preprocess LC/MS sho! 3 hidden
data for relative quantification 23: LC_Positive_mzXML xset.group.retcor.group. vari tsv
and statistical analysls 3.82 GB & % -
xems.xcmsSet Marger Merge 24: LC_Po: e_mzXML.xset.group.retcor.group.fillpeaks.dataMatrix.tsv O x

XCMs.XcmsSet xset in one ta

mzXML.xset.group.r
be used by group

25: xset.log.txt etcor.group fillpeaks.dataMatri

xcms.aroup Group peaks

together across samples using You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. wWhen

overlapping m/z bins and the job has been run the status will change frem ‘running’ to 'finished’ If completed successfully or "error If @ 23: LC_Positive *x
problems were encounterad mzXML.xset.group.r

calculation of smoathed peak
distributions in
chromategraphic time.

etcor.group.fillpeaks.variableM
etadata.tsv

Xcms.reteor Retention Time © 22: LC_Positive_ ®

Correctlon using retcor mzXML.xset.group.r

function from xcms R package etcor.group. fillPeaks.RData

xcms.fillPeaks Integrate a 20; LC Positive mz @ 4 x

sample's signal in regions XML .xset.group.retc

where peak groups are not or.group.dataMatrix.tsv

represented to create new

peaks in missing areas 19:LC Positive mz @ & X
XML.xset.group.retc

xcms.summary Create a e i o

summary of XCMS analysis

18: LC Positive mz @ & x
XML.xset.group.retc
or.group.Rplots.pdf

CAMERA . annotate CAMERA
annotate function. Returns
annotation results (Isotope

(Pl G vt 17: LC Positive mz @ & x
fragments) and a diffreport if
more than one condition. or.group.RData
st e = 15: 16 Pos ®#x -
variableMeta dataM
[ 2 data.tsv E 5 L B atrix.tsv = ¢ s
5 5 name namecustom mz mzmin mzmax  name Ec_10HC Ec_1THE EC_12HC Ec_13HC
)] I X M103T2673  M102.8703T44.55  102.97031135:948 10257015579105 102970396312365  MI03T2673  1061032.30463052  1144403.44135983  1020530.16801412  1121248.09306137
Mmm M104T52 M104,107T0,85 104, 106964595157 104.107508430139  M104T52 116131.202463165  113145.345069103  221247.835289123  B5812.9625200884
M107T56 M107.0706T0.54 107.070606585921  107.070137215825  107.071251918772  M107T56 11008, 4704300842  24224,0223756465  40340.7417124135  20019.0940904541
mmﬂum“mmt:ﬁh M109T176 M108.10172.93 109,100995864087  109.100845000078  109.101142308076  M109T176 201788 89433418 208794 490735228  5350.5877338747 100622 014506252
MI1OTEG 1 MULOTIZTLA A 110.071232504770  110.07:135326801 1100714138805:2  MLLOTSE L 447052480245/56  S000SS.134419706  520035.544020843  419071.389408285
v MI10T66 2 MU10.445TL11 2 110.145035383837  110164836345671  110.145230783207  MILOT&6. 2 29390.8525611568  33127.1526906311 35280.5541720350  27314.1463684311
MLLIT?9 MLLL 1188131 L11,116790950832 111 116666786018  11L.116966130657  MILIT?S 154633.650364231  107501.113126188  162187.205989563  153509.517200983
M1LITLE0 MI11.1165T3 111.116485144107  111.11521363829%  111.116524310865  M1L1T180 570514414524 6525456342024 49274.2740727552  G0560.61G4823781
M—m @ , X M112T51 M112,05217T0.86 112.052056215129  112.051444952237  112.052702434445  M112T51 8256695724609  100534.324096069  98626.7065472707  BIB0S.7776453247
M112T79 Mi12.120171.31 112, 120063107016 112.113644951R14  112,120278047431 M1L2T7Y 12748.4660072696  20136.4564137684  13863.0038125153  12884.1150847926
a tﬂ M113T48 M112.835970. 81 112.B95923556853 117 895275075808  112.896851780014 M113T48 66262, 9460098418 62663.7677114162 B88327.424822492  70933.4877627869
2 M113T59 M112.599570.98 112.995451218293  112.699065891761  112.90059144871 M113T50 G6435.B076660617  B5020.2573272705  B4614.726B8G2794  D0950.2532185818
mﬂmwmﬂ M115T48 M114.8933T0.81 114,.8933239747683  114.892556681008  114.854135034299  M1LST4g 32650,8970340081  32496,0212502232  £1719.2826053386  31671.5001469726
m M116T54 M116.0706T0.2 116.070621610785  116.07008524786  116.070868025302  M116T54 172062.77323927  199833.300424405  250030.762536967  180034.579256049
Mi17T171 M117.065772.85 117.056716380854  117.069232623415  117.070682716424  M1L7TIT 25315,1786311578  28001,6500161876  17338.6140722212  19771.5361491645

11 425363804303394  3IROB7450160224  394019.65B0G5011  256230.851963383

MI18T2331_1 MI18.0862T3885_1 118.086184577653 118.086051978805 118.086332376958  M118T25

zz.l; E!Ei;i!!i uﬂz M118T53 1 M118.0857T0 88 1 118.08674023075  118.086065712653  118.08718457984 M1L8T53 L 14370174,3398173  11354938,4483364  13709306.7272185  BO72154.34844452
@ f ” M118T112 ML18. 08627187 118, 086184012752 11S.086107212736  118.086202372487 M118T112 2716813.17062041  2023073.28526089  2918253.74628112  1559191.99272233

Mmm M1LST2391 2 MLIG.1624T38.85 2 L18.162424195361 118.162275690008 1182650424053  M118TZ331.2  29155.2018136445  20060.6112223546  25748.7617057155  14566.8509274575

MILSTS3 2 MLIG.I625T0.85 2 L16.162541907427 118.161930081116 118.162055460244  M118T53 2 164555567086 1219220.15293176  1501034.72970529  BLBG52.841329422

or.group.fillPeaks.RData Mi16TS2_1  MLI.ABSTOE71  118.187984739206 118.187268133652 116.188604%68527  MILSTSZ 1 146040.357902741  115410.21893396 147278.242704987 73704.7286913757

WIETSZ_ 2 MLIB2124TO.57_2  11B21238513685¢ 118.211413361281 118212000262301  M1LSTS2.Z  143422314667542  111036.156310303  143350.570B2082  B2477.2067654114

MI1ETS2. 3 MIIB2365TO.S7. 3 118.236519662066 1182358711863  11823714174p029  MILSTS2.3  1627077.36458606  78505.770380249 103179.631372188  48305.8035364075
MI1OTS3 ¢ MI19.0B95TD8S T 119.0894B2441581  119.08BS2B2735i  1:0.0890sp21273p  MLL9S3 I /3887851207624  636208.391813786 7542061904271  £51126.526595215
M119T2330  M11%.0865T36.84  119.088498050526 119.086215220181  119.08869850151  MILSTZ30  24954.6740942383  23399.8112346703  23575.5486765676  13338.1884562456
MIISTS3 2 MLIS.1656T0.83 2  119,155632425680 115.164957478794  119.1e6194657233  M1I9T53.2  54103.2992341919  49257.3564361572  BO770.7195566075  35005.4712632904

M1Z1T173 240164 240526719 3207061 5B72079C 331021 874998289 251582 117688811

MIZITLFE  MIZLA002TZ68  121300159383284 121.100015017078  121.100253809502
M121T1739  MI2L.1001TZ8.98  12100136272057 171.089952084354 121.100214241705  MA2UTLFAY  2425047.455107066  174700.820189487  280636.054202401
M1ZIT176 M171.124177.94 121.124074506687  171.123181163719  121.176873245796 M121T176 352694.554213724  130687.160363821  426307.452419805  24478.4578484873




AACTifeSci 2,
SESION PRACTICA. VISUALS 20 CEU

Universidad
San Pablo

24: LC Positive mz @ 4 x

XML.xset.group.retc Matriz de
or.group-fillpeaks.dataMatrix.ts | .. . fo | 250810 sa2857618 datos exportada -
v A B < D E F G H I 1 K L M N o P Q R S -

name  Fe 10HC Fc 11HC Fc 12HC Fc 13HC Fc 14HC Fe 1SHC Fe 16HC e 17HCO Fe 18HCO Fc 19HCO Fo 1G  Fc 20HCD Fo 21HCO Fr 22HCO Fe 23HCO Fe 24HCO Fe 2C o 3C  Fod
M103T267. 10F1832 1144403 1020539 1121248 9475083 1045868 9788556 1175380 1011507 1118730 1150975 9750485 1031258 457858.3 8788244 1019229 1088809 1136409 10'
M104T52 1161312 1131453 2212478 85812.96 1461163 1400971 1335054 BGGINT7 95829.4 9693266 43766.73 1098155 1240912 102362.2 1221754 1321491 4705363 59721.62 463
M107T56 1102847 2422400 40320,74 20019.09 2672798 1901127 3532302 20BHG77 18390.19 2370254 23869.28 23943.1 2490163 1924322 16770.16 2471896 2058567 286134 201

1
6,929 lines 2
3
s
5 M108T176 2017889 208794.5 95350.59 100622 1944157 1274424 113288.2 196363.7 3896198 217344 2376852 2188522 2720708 1510164 1331462 1148732 1487503 2180118 131
)
7
8

format: tabular, database: 2

M110T66_ 4470525 SOS069.1 5290369 2190734 4127563 5293678 3931387 SIH27E 5430393 5122866 6729819 4602731 5285866 IU9BLI SI6I66 5114568 6366021 5641494 563
MI10T66_ 20398.85 3312715 2629055 2731415 2774953 34127.79 25516.7% 3453139 125268 3544652 4557519 3169831 3714459 2189153 3694601 23620.55 4107143 3515101 385
MILLIZS 1546327 1075911 1621872 1535095 1698655 1120605 1573916 1057518 S6714.63 9892162 1159686 2383087 1535769 9200639 126520 1509323 1119063 996509 104
9 MILLILE0 5406705 6525458 4927427 GOS60.64 5684271 790197 6552275 6121014 1108546 6725351 G4479.75 6350271 8456938 9284565 83295 G958.21 6926539 533/9.49 572

PACKAGE INFO
parallel 3.2.5
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snow 0'4'2 18 MI118T53_ 14370174 11354558 13709307 8072194 15334177 11814324 8434178 7379334 7208347 7454837 3643826 12433611 11406345 5192585 1001517% 13552387 7736001 7611006 68
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IS

®

xcms.summary Create a
summary of XCMS analysis

xcms.summary Create a summary of XCMS analysis (Galaxy Version 1.0.3) & Versions  « Options
xset RData file

M (] (] No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor, rdata.xcms.fillpeaks, rdata.... =«

output file from another function xcms (xcmsSet, group, retcor, fillpeaks etc.)

+ Execute
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- La caracterizacion completa de las especies moleculares lipidicas
y de sus funciones biologicas con respecto a la expresion y
funcion de las proteinas que intervienen en el metabolismo
lipidico, en particular la regulacion génica (AOCS Lipids Library)

- Analisis de perfil lipidico y su relacion con la fisiologia y la

patofisiologia celular

Lipidomica

Analisis Estudio de interacciones

lipidico rutas lipido-p
metabodlicas

Aislamiento de
lipid
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» Determinacion del perfil del lipidoma celular

» Dominios y dinamicas de los lipidos de membranas

» Funciones regulatorias (ej. de sefializacién) de los lipidos

» Integracion de las dmicas + interaccion del complemento
celular + mecanismos para la formacién de células/organismos



éPor qué son tan importantes los lipidos?  siiesei /2,

Membranas

Regulacion Celular
mensajeros de
sefalizacion, hormonas, ...

Metabolismo Energético/Reservas




Lipidos - Membrana Celular muies 2,

Asimetria de la membrana

OUTSIDE

Taotal Phaspholipid Exoplasmic Leaflet
Sphingomyelin

Phosphatidylcholine
Phosphatidylethanolamine

Phospholipid (75%) Glycolipids (5%)

Ty Fhosphatidylserine

[}
+— 20
y—
Integral . ) o 0
Cholesterol (20%) protein  Eeripheral protein Be

Cytoplasmic Leaflet
INSIDE 50

Dominios de la G
membrana 1
Balsas lipidicas )




Elaboracion de perfiles lipidicos en células, tejidos y biofluidos
ACLifeSci 2,

Cada tipo de célula, tejido y fluido corporal tiene un perfil
lipidico caracteristico con una composicion lipidica definida

% of total acyl lipid content

inner
Chloroplast mitochondrial plasma
Glyceralipids thylakoid  —Tmemirane —Tmemorane

Identificacién de todos los lipidos celulares -  MGDG 51% 0 0
DGDG 26 0 0
lipidoma QDG 7 o o
PC 3 27 32
PS 0 2 0
PG 9 0 0
PE 0 29 46
PI 1 0 19
CL 0 20 0




% Phospholipid Class

Perfil de clases fosfolipidicas

A(TifeSci 2

1l
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Perfil de 4cidos grasos M, %,
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Efectos de la composicidon de acidos grasos fosfolipidicos en propiedades de la membrana

i A TR
m.||u||.{,_f~_ ) I B I S I
l K\} : ‘f:‘ ‘L Ao

9 o ,.' ool o ,:- 7-’ ‘
1 l | 5= [.: 2% .J,.‘.”.\',\___ ,:'|[‘| e iff;;f’[l I’ r ( ( |
A b | N iy i I"l"' ,|',i1r‘| i I" “" "' ' lI '
| b L 1}

mm’ﬁ&m

Unsaturated hydrocarbon taits with kinks Salwated hydrocarbon 1ails

111' l,)_l ﬁt 1<L l,% o #




A(TifeSci 2

AB
Fadsz

g
‘_'i':'_i_'E
S0
S
aDC4

Fatty acid

—— Cih:0

synthase

Elovié

CiB:0
Elowvih
Elowly
Elowly

C20:0 ——
Elewh
Elovly
Eloviz

AB

Elowls C20:2 Fadsz

&6
C'IE:I Fﬂdii c B 3 El'ﬂ\lﬁ

N

NS, C18:3 —
\ 46
C18:3 2L igg 2205,

]
Cihl ——
Elowls
Ciﬁ:i Elov B
AS
Fadsa
AB
Fadsz

C18:1 -r/"

g

[ Wy ——
Elavh

Elovi3
Elov7

N\

Cao:y —2€8L, Farfn C20:4

C20:3
[."u_.l,l'.1-‘.}

45

C20:4 BIV. co0:g HOMS, (3. EoVi,

N AZ /
Elovls C20:3 Fadsz

C1821 @10 or (n-10) family
2 w7 or (n-7)
r » » family
Ci16:2 —— C18:2 —— C18:3 —— (C20:3
&5
Elowlg Fadsa
C18:2 ——. C20:2 —— C20:3 —— (C22:
3 3  wgor(no)
| family
Flovls Elavl
C2081 2, Ca2:1 — 2. C24:
C24:0 —— (260 ———— C30:0 Saturated
E'ﬂ:;; 2 fatty acids
Eloviz
Elovi4 3455
E:{I-'.-‘II | il ry Ii::rn!t;e-!ru] mf:r;([r_ﬁ:l
¥ -0 KD Ao
Elovs Ca2:4 Eloviz Ca4:4 L2622, Fadsz Crq:5 228 £33:5 Y
Elovlz Al Peroxsomal
= chilt hon
C24:5 2252, o406 "N 033:6
@3 or (n-3)
by il
C34:6 famity

Elovlz
Elovilg



¢ Cuales son los grandes retos de
la lipiddmica?

ANCLiTeSci 2,

universidade
de aveiro



Complejidad estructural de los lipidos  uifesei ,

universidade
de aveiro
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Especies Moleculares de Fosfolipidos/Glicerolipidos AAUlifesci 2,

También denominados
glicerofosfolipidos

A
R

B
HO--X =Choline

Ethanolamine
Glycerol
Myo-inositol

Serine

Hydrogen oxide HO--H

H2C—0—R’;

HzC—O—‘lL—O—X
L

+ -

HO-CH,; ~\NZ

HOi—CH{\ﬁH, Ethanolamine glycerophospholipid (PE)

Choline glycerophospholipid (PC)

; H
HO-—CH ,i/OH Phosphatidylglycerol (PtdGro)

tHH

: H Phosphatidylinositol (Ptdins)
HO- H
uo%crlz\rﬁﬂa Phosphatidylserine (PtdSer)
: CoOo~

Phosphatidic acid (PtdH)



Especies Moleculares de Fosfolipidos/Glicerolipidos yifesei Y

10490119

)
=
®
c

PC, PE, PS, NPE, PG, CL, PI, PIB PIP,, PIP,, LisoPL......



Composicion de los fosfolipidos y acidos grasos y propiedades de la membrana AA(LifeSci @ﬂi

OUTSIDE

Phospholipid (75%) Glycolipids (5%)

=
g
Cholesterol (20%)

Integral
protein

Peripheral protein

INSIDE



Biosintesis de los Fosfolipidos

ANCifeSci 2,

[XC_0188
XC_0238]

CoA
[CL/PEs/
XC_0186]

PP«

CDP-DAG

s

acy-ACP/CoA
PIsB [XC_4220)

“CdsA [XC_2870]

PS

P il

G3p
PgsA [XC_0511]
. \
" PssA PGP

CMP
[XC_3594]

Cls-ll

[CLIPES/
XC_0186]

PgpA/B/C [XC 7]
Psd
[XC_1563]

Pmt
[XC_0035]

CMP

Definir y regular
firmas lipiddmicas especificas



Desviaciones en el lipidoma

— Alteracion en las rutas metabodlicas
— Modificaciéon oxidativa de algunos lipidos

Otros:
—fuente de distintos lipidos

Importancia:
Nuevos biomarcadores
Nuevas técnicas terapéuticas
Nuevas aplicaciones biotecnologicas

A(TifeSci 2



Estrategias analiticas lipiddmicas para
abordar la complejidad del lipidoma

SM PC CHOL

rrs

MClifeSci 2. e I



Enfoque lipidédmico Mlifesei 2,

Liposomas ‘ Células| Tejidos ‘

| 1 1

Extraccion de lipidos ‘

!

Fraccionamiento/Separacion por
Cromatografia: TLC, HPLC o SPE

!

Analisis de Espectrometria de Masas (MS)

Analisis no dirigido

Analisis dirigido




Flujo de trabajo de la lipiddmica

. TIC

LC- MS 1.5 A .

|
e [
Folch | Mg ,

MTBE ﬁ
Analisis de
Q Identificacidon datos ;

, Y
QAdquisicic’)n ifi
de lipidos

Lipiddmica basada en
analisis por
Espectrometria de Masas
(MS)

Bligh & Dyer

Tejido y células

ACifeSci 2



Lipid extraction
and fractionation

separation

Lipid class

MS analysis

Muestras bioldgicas
Extraccion en fase liquida Fraccionamiento de lipidos
Metanol/cloroformo
[ (T — CONDIMONING  SAMPLE ADOITON. WASHNG funon
Waterand g -
Chioroform { y/o U_ e _U
* Methanol
Methanol
Wa‘: :“":’;»ZZ"“!’J W e e
Suspended Chloroform i l i i
material Dissolved
Cromatografia en capa fina TLC Cromatografia de liquidos
2 o
o
— e

TLC ”ﬂ”mm f& HPLC @ Faseinversa

2D-TLC & nLC  Fasenormal
UPLC Interaccion hidrofilica

Adquisicion de datos en Espectrometria de Masas

lonizacién Andlisis de iones Deteccion !\A[}I Ji fElSﬂ (’:’3;

80
Esl Resolucion de masa baja TIC/RIC )
MALDI Resolucién de masa alta MS “
APCI/APPI MS/MS »
SIMS .

740 780 780 800 820



Extraccion de lipidos

A(TifeSci 2

Extraccion quimica usando disolventes organicos:

J Método Folch (CHCI;:CH;0H 2:1)

 Bligh y Dyer (CHCI;:CH,OH 1:2)

] otros

suspended
and
dissolved
material

|

cell debris
protein

ﬁ

chloroform
methanol

water

b

sugars
salt

\_—I—'fl

dissolved

lipids
./

moslty
methanol
and water

mostly
chloroform
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Extraccion de lipidos MULifeSei 2

Analyzed Matrices Extration protocols
Plasma
or _ Chloroform/MeOH
serum Animal 70%
39% tissues
Others
Others 12%
13%
Plant MTBE/MeOH DCM/MeOH
Cells
tissues 22% 12% 6%
3%

Cajka and Fiehn, Trens in Analytical chemistry, 2014



Extraccion de lipidos @e&uﬂ

Extraccion selectiva de fosfolipidos del
plasma utilizando Hybrid SPE

Si-OH

1207 The Zr atom acts a:
ewis acid (electron
0\ acceptor) because it
\ /ZP'OH' has empty d-orbitals.
ked bly ac| \
filter for faster flow i
P : The phosphate moiety of ids is a strong
recipitated protein remova Lewis base (electron donor) that interacts with

Zr atoms coated on the silica surface.

\I™ Precipitated
Proteins

5 Retained %3
S ! Phospholipids




Fraccionamiento de extractos lipidicos "W,

CONDITIONING ~ SAMPLEADDITION WASHING ELUTION

Extraccion de fase sdlida
Para separar lipidos neutros de polares
Lipidos neutros (TG) de polares (PL)

Métodos cromatograficos
TLC (Cromatografia en capa fina)
HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia)

Para separar clases de lipidos/especies moleculares




Separacion de clases fosfolipidicas

Las clases fosfolipidas se pueden separar, en funcion de
su polaridad, mediante:

TLC HPLC

RT: 0,00 -60,03

9,06 ML:

1004 gsa| 8 307E7

] ’ TC MS
80 Padroesint

] Pos
80

70
'] ]
Q ]
§ 60
5 60
-
R
< 507
2 1
g 4
3 407 4388
L 821 44,16

3 “d

209

107

1092 5

0;

AClifeSci 2



TLC — Cromatografia en capa fina

Diferentes sistemas de elucion - diferentes perfiles TLC

Fromt |

e > ¢
—x PA
O
G
e Pl
DG
o
——— Lm

CL-Cardiolipina
PA-Acido fosfatidico
PE-Fosfatidiletanolamina

PS-Fosfatidilserina
Pl-Fosfatidilinositol
PC-Fosfatidilcolina
SM-Esfingomielina

LPC-Lisofosfatidilcolina

Fatty acids =
Sterols ==

Monoacylglycerides w=

Sphingolipids e

PE =
PA =
Phospholipids

PC =

- .
- 9
R
- -
- -
"

PM DRM

MULifeSci /2

%
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HPLC-MS

QUALITY CONTROL

\

BIOLOGICAL

MATERIAL

EXTRACTION

DATA

HANDLING

* Plasma, serum
* Animal or plant tissue, cells

* Addition of internal standards

* CHCI, (o DCM)/MeOH (1-2:1, v/v)

* MTBE/MeOH (5:1.5 v/v)

* BuOH/MeOH + heptane/EtOAc (3:1 + 3:1, v/v)

Separation of Lipid Species

= nris
" SFC
* NARPLC

* Silver ion-LC
s Chiral.lC

Separation of Lipid Classes

" NPLC
* HILIC
* SFC

* Data processing
* Lipid identification and annotation
* Quantification

lonization

* ESI
* APCI

lon Mobility

(optional)

Detection

* (Q)TOF

* (Q)Orbital
ion trap

* FTICR

* QUT (MRM)

* QqQ (MRM)

*|T,Q

Cajka and Fiehn, Trends in Analytical

chemistry, 2014

Recorder response

NL

; ! | 1 | . |
0 2 4 60 80 100 120
Time (min)

AMCTifeSci 2,



off -lineTLC-MS

‘ Lipid Extraction ‘

l

MS Analysis ‘
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Recorder responsea

n-line HPLC-MS

o o

NL

AClifeSci

Wi

o L ] . . . L
0 2 40 60 80 100 120
Time (min)
g 788.6
100 o PS 0 0 .
H,
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ANALISIS DE DATOS DE MS:

lones formados durante la ionizacion de lipidos

Lipid class
LPC, PC

LPE, PE

PG

Pl

PS

PA

CE

SM
Cholesterol
MG, DG, TG
MGDG, DGDG, SQDG
Fatty acids
CL

Cer, GluCer, LacCer

Positive mode
[M+H], [M+Na]

[M+H], [M+Na]’

[M+H], [M+NHa]", [M+Na]
[M+H]", [M+NHs]", [M+Na]
[M+H]

[M +NHa]", [M +Na]
[M+H]
[M—H20+H]

[M +NH4]', [M +Na]’
[M +NHa]", [M +Na]

[M+H], [M+NHa]', [M+Na]
[M+H], [M+NHa], [M+Na]

Negative mode
[M—=H] , [M + HCOO] , [M + CH3CO0]

[M-H]
[M-H]"
[M-H]
[M-H]
[M-H]"

[M + HCOO] , [M + CH3COO0]

[M-H]

[M-H]

[IM=H], [M=2H]"

[M=H] , [M + HCOO] , [M + CH3COO]

A(TifeSci 2



Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS)AA(lieSci ;2

[0 Alta exactitud de masa:

O

O
O
O

calculo de peso molecular

composicion elemental y determinacion de la férmula molecular
estructura molecular

Podrian distinguirse iones moleculares de especies isobaricas

(mismo valor m/z pero distintas formula y estructura moleculares)

B TAG 52:2
PC 36:1 876.8012
100 788.6161
90 4400 C,4 Hgy Io8 NP
80 4 -
()] Yo
O
e
S 70 3 60 PS 36:2
c 604 40 788.5432 TAG 50:1 ‘ TAG 54:2
% 50 4 20 CazHzg Oig N Pilc o716 850.7856 904.8325
o 40 OF—F—T—TT—T—T—F— '%L‘ | IR FR pwe SR TR R |
£ 788.0 788.2 788.4 788.6 788.8
% 30 PC-034:2 ps g0 TAG 48:1
e o 742.5741 2585691 PE 38:4 822.7542
768.5535
10
0

700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900

m/z
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011 Sep; 3(9): a004614. doi: 10.1101/cshperspect.a004614

L]

¢
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Andlisis de datos de Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS)  AACLiTedci 3

Fragmentacion: MS Spectrum
Seleccion del ion de interés en MS
Formacion de iones fragmento en MS/MS

Informacion estructural

Dol }

MS/MS Spectrum

[ntengity

lon selection for ‘
1

Mixture in MS/MS (M+H)*, p. e.
MS
¢

I [
MS/MS . I La interpretacién del espectro de MS/MS es

-
™

mlez

- Endi
] como resolver un puzle
| v
Nos permite obtener informacion

estructural sobre el compuesto inicial



Espectrometria de masas
en tandem (MS/MS)

AM(TifeSci 2




Glicerofosfolipidos ofosfolipidos (PL)

Informacién necesaria para
confirmar:
- Grupo de cabeza polar

- Acidos grasos

La fragmentacion depende de:

- El tipo de ion precursor
- La energia de colisién

- otros

o)
I

A(TifeSci 2

Fatty acyl P Polar Head group
~o0 o” 1 0"
R, OH

O
Fatty acyl/ \ ILJ,_

R, |

R, and R, are used to designate

undefined alkyl groups at the sn-1
and sn-2 positions, respectively

NH,
O—
OH

)

HO OH

-H

Choline

Ethanolamine

Inositol

Serine

Glycerol

Hidrégeno



Fosfatidilcolina— MS/MS [M+H]* MULifeSci 2,

184.1 36 N PC 16:0/18:1
100
] "R,COOH -R,COOH (M+H]*
g _
1 450 .4 478.4?04-5 760.7
07 | . ot . ” \ . LL e (5496 {
I D T e T L B DL
(MHI HaC ,_cH
m/z 760 N HaC\ |, _cH,

o HsC™ _N
| H3C
HC X o)
o) ’
O\P/ HO O
// OH \P/
HsC o) o O// ~OH

© ( m/z 184
HaC
8™\ ,.CHj HaC
_N \N+/CH3
o| HaC H,C™
Ry Yo

O
Hzc)vo\”p/\ ~ o’ Espectro MS/MS
3 on Kv O//P\QH
[MH-R,COOH]* RZ\”/O - m/z184
miz 478 o [MH-R,COOHT" - Pérdida de acidos grasos

m/z 504



Fosfatidiletanolamina- PE

AM(TifeSci 2

Modo Positivo [M+H] *

Modo Negativo [M-H] ~

ESI-MS/MS [M+H]*

Pérdida caracteristica de 141 Da

Pérdida de RCOOH y RC=0
(R;=CO*y R,=CO*).

H* H*
Na*
PE 16:0/18:1
-141Da
577.6
1007HX36 381.3 ]
| 360.4
%7
f [M+H]*
‘R,CO
30T.3 454.4 718.6
0 ‘Jt‘ L“M“ m/z
100 200 300 400 500 600 700



Fosfatidiletanolamina — MS/MS

A(TifeSci 2

ESI-MS/MS [M-H] s, p 2834
& 38
Espectro MS/MS en modo negativo = 327.5 [M-H]
=2 790.4
&
lon R,COO" 15 4 J
lon R,COO 0 o0 o e




Fosfatidilserinas — PS WChifeSci 2,

ESI-MS/MS [M+H]* POPS R N
1185 Da R TR TN
100- 575.4 ' ' ' 1.07e3
] o -185 Da
-87D
=] [M+H]* °
760.4
1 576.4 {
0 \\\\/\\\\\\\\ m/z
500 550 600 650 700 750
MS/MS [M+H]* Pérdida caracteristica de 185 Da
ESI-MS/MS de [M-H]- ESI-MS/MS [M-H]- POPS
-87 Da
B 671.3
e Pérdida de 87 Da 122 3911 |
* lonR;COO e
* lonR,COO 40— R.COO- 415.1
20; 2551 ) 758.2
0:\ T \RZC\O?\ \ ‘\4‘?\)3\2 \496-\2\ I 1 \'\'6'72.0\ T
360 460 560 660 7(‘)0

m/z



Fosfatidilglicerol - PG ACLifeSci 2,

Espectro de ESI-MS/MS en modo negativo

R,C00
100. §1.3 _
| R,COO [M-H]
253.2 699.5

417.3 567.4
699.0
18.3 700.2
bl ‘ 567.3J J
ARARASRREEEREEANSRER

] 2823
] 15‘?’6?171.15 L] |

O prrreri RARSSRRE BERREEE - m/z
100 W 300 400 500 600 700

m/z 171



Cpers : ACLifeSci 2,
Fosfatidilinositol |

ESI-MS/MS de M-H]- R)k,: -
16:0/18:1-P1
100+ '
] 391.2
N
[M-H]
33 835.5
| 392.2 ‘ (571 3 ‘
O ettt e e e MYZ
100 200 300 400 500 600 700 800
R,COO
)k i:l HO & -~ OH
R oV N ) o~ O
e S d
h HO OH
R,COO OH

m/z 241



Clases de fosfolipidos y MS/MS

Positive ion Negative ion
Headgroup
Phosphatidylcholine Precursor ion m/z 184 —
Phosphatidylserine Neutral loss 185 Da Neutral loss 87 Da
Phosphatidylethanolamine Neutral loss 141 Da —
Phosphatidylinositol — Precursor ion m/z 241
Sphingomyelin Precursor ion m/z 184

Informacion sobre la composicion de acilos grasos

— Modo positivo
e Pérdida de RCOOH y R=C=0

— Modo negativo

e Formacion de aniones carboxilados RCOO-

A(TifeSci 2



Analisis de Lipiddmica no Dirigida "\i.?

100 PC
B TIC
807 PE
60
4 PG/PI
40—
20 PS LPC
07 T T
10 20 oo
so| PC MS
60
40
22 ‘ ) h N 100
L
740 760 N 780|100 u
1 = MS/MS H
60 u
40 ;
20 =
0 ‘ u
200 400 600 u
o

TIC
Modo ionizacidn positivo

Herramientas bioinformaticas:

Mzmine

Compound Discover

Lipidizer
LipidBlast
Otros

f'h.

PC

I I I I I I I I ‘ I I I I I I I I ‘ I
(0]
Tiempo
RT: 16.3
MS 100 m»ZA7:29§8214328
100 cos 782.6 RIC
60
80 784.6 20
60 20
780.5 786.6 (O e e L s s s e s
40 756.6 [ 10 15 20
20 785 ||l "7 806.6
840.6 868.7
o ‘703-‘5 ‘732‘-5 ‘754‘-—5‘ " h‘ ‘\.‘ |Mn PO P
700 750 800 850



Analisis de Lipidomica Dirigida

AClifeSci 2

.
o i

B

o

E|'__
k-

Lipidomica por Infusion Directa

Positive ion

Negative ion

Headgroup
Phosphatidylcholine Precursor ion m/z 184
Phosphatidylserine Neutral loss 185 Da

Phosphatidylethanolamine Neutral loss 141 Da
Phosphatidylinositol —
Sphingomyelin Precursor ion m/z 184

Neutral loss 87 Da

Precursor ion m/z 241

Product ion scan

SRR\ Fragmentation of

—2 000 ¥ 4 ¢ @ aselected
—> 4 A
TS W e . - precursor ion
——————————
Selected m/z Scanning
Precursor ion scan (Pl)
Precursor ions
e 00
60. ® A é aa A, with a selected
/ L product ion
A. . Scanning Selected m/z
é Neutral loss scan (NL)
.A ﬁ lons with a given
\00 e 0 AA — & 2 ¢ neutral-loss
v o ®e— ¢ ¢ fragment
S —1
Scanning Scanning
Selected reaction monitoring (SRM) lons with a
W . ' specified
. .. .ﬁ; A A s " precursor /
TS I ™ » fragment
Selected m/z Selected m/z L

lon Source
- (Mass analyzer)

Collision Cell
(CID) (Mass analyzer)



Cuantificacion mediante LC MS  Mifesei 2,

Precursor ion spectrum (MS")

Estandar

Antes de la 2 intermo
) eXt raCC|én ig Especies de PL
Estandar
Interno
di-C14 di-C15 Antes del posibles pérdidas que 1
, Analisis MS  pueden ocurrir durante la _
di-C17 - Cromatograma de Especies
extraccion lonextraido  poleculares
Estandar Interno de Fosfolipidos
« Especies de lipidos distintas presentan distintas 2 2
respuestas cuantitativas 2 £ _/L
« Un estandar interno por cada clase de fosfolipido - - 1
Time Time
Relative quantification

(area under curves)

LA

Time

Normalizacion de cada especie molecular al
estandar interno de la clase correspondiente

Intensity



Este proyecto ha sido financiado con ayuda de la Comision Europea.

La presente publicacidon recoge unicamente las opiniones de los autores, por lo
gue la Comisidn no se hace responsable de cualquier uso que se haga de la
informacion contenida en ella.

ACLifeSei 2, 5

Erasmus+



Proteomica basada en la
espectrometria de masas
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Proteoma

S. Cerevisiae
Numero de proteinas (proteoma): 5.858
Proteinas/células totales: 42 millones

<67% of the_,
proteome

(@)

T~

]
1
T ]
N\ 1
] .
<4— First Decile ——» \ 1 4— Tenth Decile —»
1 1
1
1
1
GO Process Enrichment: : GO Process
Mitotic cell cycle Response to DNA 1 f Enrichment:
regulation damage / : Cytoplasmic Translation
(p=1.1x10%) (p=5.6x1073) i 4 [ (p = 3.0 x 101%)
Protein ubiquitination : = |
(p=6.6x107%) I [
1 1 I I I I
10/ 102 102 104 10° 107

Median Protein abundance (molecules per cell)

Ho et al., 2018, Cell Systems 6, 1-14
February 28, 2018 © 2017 Elsevier Inc.
https://dei.org/0.1016/j.cels.2017.12.004
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| Translation |
Y

Nascent polypeptide chain

Folding| Protein expression
analysis
A 4
FOCUS :
Complex samples
Whole proteomes
Aberrant protein Functional protein 200 and more protein

Excessive
protein level

Degradation‘i<—> Protein—protein |<—> Protein <«—> Cellular
interaction modification compartmentalization

I |

1

Appropriate level of functional protein

Interaction / Functional PTM analvsis Nature Reviews | Molecular Cell Biology
Proteomics
FOCUS :
FOCUS : Single protein
Subcellular fraction
Organelle 1-20 proteins
Protein Complex

1-200 proteins
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Proteomica

A

Muestra Extraccion de proteinas y
Tejido o cultivo celular purificacion

2\

Digestion de la proteinay — e~ \

B
purificacion de péptidos ‘ 7
N

Analisis de datos y
automatizaciéon Analisis por LC-MS



Proteomica basada en MS

SAMPLE

Cell breakage
Sonication

alb a

Normal range abundande tg,, concentration (psted)

12| g Classical Plasma Proteins =< Tissue Leakage B« Interleuking |

Subcellular fractioning

Grinding
Lysis

Protein solubilization and stabilization
buffer
protease inhibitors

Protein assay 1
Lowry protein assay or RC-DC

BCA (bicinchoninic acid assay)

Digestion of protein

Trypsin
/ Lys-C

| D SDS-PAGE I
\ 2D SDS-PAGE

Density gradient centrifugation

Protein purification
lon exchange chromatography
Hydrophobic interaction
Affinity chromatography

Staining of gel
Sypro
Silver
Coomassie Blue

Spot quantification
Melanie
ImageQuant

Multistep Liquid Chromatography

lon exchange chromatography
Reversed-phase liquid chromatography




Eﬂ ACTifeSci @
Sensibilidad

Sensibilidad
Respuesta del sistema en una curva de calibracion
Limite de deteccion

Relacion senal/ruido (S/N)

Depende de la matriz

En las omicas:

roteinas en una muestra

' Proteinas detectadas

n? resultados verdaderos no rechazados

Sensibilidad =

ne total de verdaderos

NUmero de proteinas
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Enfoque basado en péptidos vs. basado en proteinas ﬁ ANCTifeSci 2,

Protein extract

Digestion

|:> Top-Down
‘Peptide-based (Shot-gun)
‘Gel-based (GeLC-MS/MS)

- Bottom-up
|:>Gel—based (2D)

Protein identification




Enfoque basado en péptidos (por infusion directa) - ﬁ Wi 2,

Extracto Extracto
+—

purificado bruto
T

Muestra

<

Mezclas
Complejas de
Proteinas

-~

/-, Digestion
' | del péptido C18RP

1D

GS*LK
[M+H]*

LK

\\”

K o -
1L |-SR | -G

2b / MS MS/MS
SCX

Péptidos C18RP

Tecnologia Multidimensional para la
Identificacion de Proteinas
(MuDPIT)

§




Enfoque basado en la proteina (Electroforesis) ﬁ MCLiteSei .,

Extracto Extracto
4—

purificado bruto
—_— e —

Muestra

<

Mezclas
Complejas de
Proteinas

Electroforesis en

gel
/‘:}‘ Digestion
// del péptido LC-MS
C18RP
\\
_— I Analisis
7 directo

(MALDI)
Peptldos



|dentificacion de proteinas a partir de MS: concepto ﬁ MUliteSei 2,

fragmentacion
Analizador Analizador

de masas de masas

QUL Srrereerera s LU =frormerrressermsssnassietoassassassanssasnsssnssanns

relative abundance (%)
relative abundance (%)

-

I I I Ll I I
400 800 1200 m/z 200 600 1000 m/z
MS spectrum MS/MS spectrum

PMF - Huella Peptidica  PFF - Huella de
Fragmentacion
Peptidica




Identificacion de proteinas a partir de MS: concepto PMF .= MlifeSei 2,

de

‘ - Q‘ N

o™ Base de
@. ‘b -~ Muestra de proteina Secuencia(s) de proteinas| datos de
8 Py secuencias

: 1

Digestion de
i la proteasa

| | |‘ |‘I || | Mz
Datos I-ntales

: 1

Digestion in

silico
Secuen

software

| software I

2

8

——

Mejor(es)

coincidencia(s)



. , B ctifesei 2
Bases de datos de secuencias de proteinas e OO0

cDNA, EST, genome

International Nucleotide Sequence Database Collaboration
EMBL DDBJ  GenBank

/
I
/
4
/
;

/
/

UniProt: Swiss-Prot + TrEMBL + (PIR)
NCELnr: Swiss-Prot + GenPept + (PIR) + RefSeq + PDB + PRF

% base de datos de proteinas curada y no
redundante
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Bases de datos de secuencias de proteinas - UniProt™

&« = C fi [ wwwuniprotorg wa el

5 Apps (Y DuckDuckGo & Molarity Calculator () Rainy Cafe: Ambient.. [ Moodle@UA ¢y My Drive - Google ... g Countdown & Online Alarm Clock i SimplyNoise - The B..

Uﬂipfo.t.. x Advanced -

BLAST Align Retrieve/ID mapping Help Contact

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence and functional

information.
News D  f |

Forthcoming changes

Sequence clusters Sequence archive
. & T @ Planned changes for UniProt

UniRef UniParc Proteomes

. -
Swiss-Prot e -_—
(549,646) (1 =
5 UniProt release 2015_10
=4 Manually - The smell of the sea in UniProtkB | Cross-
annotated and Supportmg data references to WBParaSite | Removal of the
reviewed. cross-references to CYGD | UniParc cross-
Literature citations Taxonomy Subcellular locations reference t...
o B 58 9
(52,783,601)
UniProt release 2015_09
: Cross-ref. databases Diseases Keywords -
Automatically _ Y Life (and death) in 2D | 27 new species in .
annotated and not ?; X¥X e
reviewed. =
[ Mews archive

eSci 2,



Digestion proteica (in silico)

Display None

CET—
Pl |
o]

]

Pl v
Pl |

aTop

Sequence status": Complete.

Sequence processing’: The displayed sequence is further processed into a mature form.

P02769-1 [UniPar A || @ Add to basket

« Hide
10 20 30 40 50
MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE IAHRFKDLGE EHFKGLVLIA
60 70 20 % 160
FSQVLQQCPF DEHVKLVNEL TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK
110 120 120 149 150
VASLRETYGD MADCCEKQEP ERNECFLSHK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF
150 170 180 190 200
KADEKKFWGK YLYEIARRHP YFYAPELLYY ANKYNGVFQE CCQAEDKGAC
218 220 220 240 250
LLPKIETMRE KVLASSARQR LRCASIQKFG ERALKAWSVA RLSQKFPKAE
260 270 280 29 300
FVEVTKLVTD LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKYICDN QDTISSKLKE
310 320 EEL] 340 350
CCDKPLLEKS HCIAEVEKDA IPENLPPLTA DFAEDKDVCK NVQEAKDAFL
260 370 80 200 400
GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYEATL EECCAKDDPH ACYSTVFDKL
410 420 430 240 450
KHLVDEPQNL IKQNCDQFEK LGEYGFQNAL IVRYTRKVPQ VSTPTLVEVS
460 470 a0 400 500
RSLGKVGTRC CTKPESERMP CTEDYLSLIL NRLCVLHEKT PVSEKVTKCC
510 520 538 549 550
TESLVNRRPC FSALTPDETY VPKAFDEKLF TFHADICTLP DTEKQIKKQT
560 570 580 500 600

ALVELLKHKP KATEEQLKTV

STQTALA

MENFVAFVDK CCAADDKEAC FAVEGPKLVV

Length: 607
Mass (Da): 69,293
Last modified: February 1, 1996 - v4
Checksum;' 30167DFE768585D4

PeptideMass -

B NSy

PeptideMass
The entered protein is: P02769

The selected enzyme is: Trypsin

Maximum number of missed cleavages (MC): 2
All cysteines in reduced form

Methionines have not been oxidized

Displaying peptides with a mass bigger than 500 Dalton

Sequence

Protein sequence(s) datibase

In silico
digestion

gment sequences

software

PeptideMass

Using monoisotopic masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H]*

‘You have selected ALBU_BOVIN (P02769) from UniProtKB/Swiss-Prot:

Serum albumin precursor (BSA) (Allergen Bos d 6)
Signal and propep in positions 1-24 have been removed.

« Chain Serum albumin at positions 25 - 607 [Theoretical pl: 5.60 / Mw (average mass): 66432 96 / Mw (monoisotopic mass): 66389 86]

modifications

PHOS: 82 4990.3500

mass position #MC

4910.3837 45-88 2
45352954 37-75
4246.0511 508-544
4185 9547 169-204
4110.9707 300-336
3837.8131 66-100
3758 8958 402-433

2
2 4326.0174
2
2
2
2
36658460 3565 2
2
1
2
1
2
2
2
1

PHOS: 512

PHOS: 82, 89 3997.7456

3659 6722 168-197
3579.8555 45-75

3523 6874 480-489
3503.5711 169-197
3444 4810 267297
3419 6068 499528
3307 6289 310-340
33906826 3765

3524 4473
34995731

PHOS: 296
PHOS: 512

peptide sequence
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHV KLVNELTEFAKTCVADESHA GCEK
DLGEEHFKGLVLIAFSQYLQ QCPFDEHVKLVNELTEFAK
RPCFSALTPDETYVPKAFDE KLFTFHADICTLPDTEK
HPYFYAPELLYYANKYNGVF QECCQAEDKGACLLPK
ECCDKPLLEKSHCIAEVEKD AIPENLPPLTADFAEDK
LVNELTEFAKTCVADESHAG CEKSLHTLFGDELCK
HLVDEPQNLIKQNCDQFEKL GEYGFQNALIVR
FKDLGEEHFKGLVLIAFSQY LQQCPFDEHVK
RHPYFYAPELLYYANKYNGY FQECCQAEDK
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHV KLWNELTEFAK
CCTKPESERMPCTEDYLSLI LNRLCVLHEK
HPYFYAPELLYYANKYNGYF QECCQAEDK
ECCHGDLLECADDRADLAKY ICDNQDTISSK
CCTESLVNRRPCFSALTPDE TYVPKAFDEK
SHCIAEVEKDAIPENLPPLT ADFAEDKDVCK
DLGEEHFKGLVLIAFSQYLQ QCPFDEHVK

R LifeSci ¢

@
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NRRPCHSHTKECESAWKNRPCHSHTKKPCHSHTKKNRKVWKIPPFFW
X X% X X XX X X%

trypsin digest

\4

). : 4 ECESAWK KPCHSHTK I IPPFFW

RPCHSHTK NRPCHSHTK X RBwWK

La tripsina corta las proteinas principalmente en el extremo

carboxilico (o «extremo C-terminal») de los aminoacidos:

- lisina (K) y

- arginina (R)

- excepto cuando una de ellas esta unida a una prolina (P)
C-terminal.



PMF (Huella Peptidica)

Lista de picos extraida (m/z)

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min

847,50413

868,97220

922,46673

923,48150

927,49393

1022,45510
1050,45330
1163,63123
1164,65310
1193,60273
1249,62173
1250,71030
1296,75560
1297,74990
1305,71663
1416,79290
1439,81233
1479,79593
1482,75830
1567,74323
1639,93833
1823,86000

umbral

Intensity, counts

84759

0
800

927.59

869.07

900

1022.56
~

1
1024.56- ™

1000

1100

1163.77
A

M wifesc

universidade
de aveiro

Protein sample

Protease
digestion

1440.00

1479.98 1567.94

1640.16

)
@

1305.87
1481.98
gy, 129686
17&? q1 14&7.93
" 1386.7(1 14301 450505 1824.09
1 I\l L | 16018 b lﬁl 5179010 ™
st
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
mfiz, amu
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* ProteinProspector
e Sequest

« PEAKS
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PMF (Huella Peptidica) Lo MfeSei 2,

de aveiro

software

Motores de busqueda
d e p rOte |,n aS Experimental IS data Best Match(es) Theoretical MS data

MATRIX
SCIENCE a

m [REES I EE =Ryl Products Technical support Training News Blog Newsletter Contact
Access Mascot Server | Database search help

Mascot database search = Access Mascot Server

Access Mascot Server

You are welcome to submit searches to this free Mascot Server. Searches of MS/MS data are
limited to 1200 spectra and some functions, such as no enzyme searches, are unavailable.
Automated searching of batches of files is not permitted. If you want to automate search
submission, perform large searches, search additional sequence databases, or customise the
madifications, quantitation methods, etc., you'll need to lice . in-house copy of
Mascot Server.

More info

> Mascot overview

Search parameter
reference

v

v

Data file format

Results report
overview

v

Peptide Mass Fingerprint

The experimental data are a list of peptide mass values from the digestion of a protein by a
specific enzyme such as trypsin.

Perform search | Example of results report | Tutorial

Sequence Query

One or more peptide mass values associated with information such as partial or ambiguous
sequence strings, amino acid composition information, MS/MS fragment ion masses, etc. A
super-set of a sequence tag query.

Perform search | Example of results report | More information

MS/MS Ions Search
Identification based on raw MS/MS data from cne or more peptides.

Perform search | Example of results report | Tutorial




PMF (Huella Peptidica)

Lista de picos extraida (m/z)

847,50413

868,97220

922,46673

923,48150

927,49393

1022,45510
1050,45330
1163,63123
1164,65310
1193,60273
1249,62173
1250,71030
1296,75560
1297,74990
1305,71663
1416,79290
1439,81233
1479,79593
1482,75830
1567,74323
1639,93833
1823,86000

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name

Database(s)

Taxonomy

Mass values

\

Data input

Decoy

pedro Email

SwissProt
NCBInr
contaminants
cRAP

M wifesc

universidade
de aveiro

software

. 4

Experimental MS data Best Match(es)

I

Theoretical MS data

p.domingues @ua. pt

= B

1 ¥ | missed cleavages

Trypsin

............ Mamralia (mammals) v
1 |— none selected — Acetyl (K)
| =] Acetyl (N-term)
- Acetyl (Protein N-term)
I_I Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Display all modifications Ammonia-loss (N4term C)
_ Biotin (K)
| Oxidation (M) Biotin (N-term)
= Carbamidemethyl (C)
- Carbamyl (K)
e Carbamyl (N-term) /
kDa Peptide tol. + |5 ppm ¥
SMHY M, 'M-H" Monoisotopic '* Average
Data file | Choose File | No file chosen
* Query
847.58413
868.97228
922.46673
923.48158
927.49393 v
1922.45518 p
= Report top |AUTO ¥ | hits
Start Search ... Reset Form

b

L]

]



M wifesc

PMF (resultados de Mascot) i

Sefiuelo
1.Durante la basqueda, cada vez que se
evalUa una secuencia proteica de la base de
datos objetivo, se genera automaticamente y
se evallUa una secuencia sefiuelo de la misma
longitud.

1.  Secuencia inversa

2. Secuencia aleatoria
2.Las coincidencias y puntuaciones de las
secuencias sefiuelo se registran por separado
en el archivo de resultados.
3.Cuando se completa la basqueda, los
numeros de coincidencias y la tasa de
descubrimientos falsos se registran en el
encabezado de resultados.

Contaminantes
Secuecias de contaminantes comunes, como
queratinas, BSAy tripsina.

Expect es el nimero de veces que cabe
esperar que se obtenga una puntuacion

M Mascot Search Results

User : pedro

Email : p.dominguesfiua.pt

Search title

Database : SwissProt 2015_10 (549646 sequences; 195983064 residues)

Taxonomy : Mammalia (mammals) (664@1 sequences)

Timestamp : 28 Oct 2015 at 11:43:21 GMT

Top Score : 104 for ALBU_BOVIN, Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALE PE=1 SV=4
SwissProt Decow

Protein hits above identity threshold Il 0

Highest scorng protein hit 104 20

Mascot Score Histogram

Protein score 1s -10*Log(P). where P is the probability that the observed match 1s a random event.
Protein scores greater than 61 are significant (p=0.03).

o
|

N

Mumber of Hits

zmzmzﬁzﬂzaz@g?

T T 1
40 &0 &0 100 120
Protein Score

< ZZ%Z?V

=1
I

Concise Protein Summary Report

Format As | | Concise Protein Summary ¥ Help
Significance threshold p=|0.05 Max. number of hits AUTO

Preferred taxonomy | All entries v

| Re-Search All | | Search Unmatched |

1. ALBU_BOVIN Mass: 69248 Score: 10dy  Expect: 2.6e-86 Matches: 11

igual o mayor, por simple azar
(cuanto menor, mejor)

Serum albumin 05=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4

ALBU_FELCA Mass: 68615 Score: 24 Expect: 2.6e+82 Matches: 4
Serum albumin 05=Felis catus GN=ALB PE=1 5V=1

ALBU_CAPHI Mass: 1848 Score: 24 Expect: 2.8s+@2 Matches: 2
Serum albumin (Fragments) 0S=Capra hircus GN=ALB PE=1 5V=2

ALBU_SHEEP Mass: 69143 Score: 22 Expect: 4e+82 Matches: 4

b

#

4



M it 2

universidade

PMF (Puntuacion Mascot)

La Puntuacién Mascot se representa mediante S = -10*Log(P), donde
P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento aleatorio
P=E*N-1
E=valor esperado
N=numero de proteinas en la base de datos

La importancia de ese resultado depende del tamano de la base de datos que esté siendo
examinada. Mascot sombrea en verde los resultados irrelevantes utilizando un umbral de E=0,05

g En este ejemplo,
+ las puntuaciones menores
& de 60 son irrelevantes
=
[ 1
= Puntuacién Mascot
100 = 1x101°
0 ) 1 I 1 1 1 1 1 II 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Protein Score




PMF (resultados de Mascot)

MATRIX
SCIENCE

n MASCOT Search Results
Protein View: ALBU_BOVIN

Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4

Database: SwissProt
Score: 104
Expect: 2.6e-06
Nominal mass (M,): 69248
Calculated pI: 5.82
Taxonomy: Bos taurus

Sequence similarity is available as an NCEI BLAST search of ALEU BOVIM against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Variable modifications: Oxidation (M)

Mass values searched: 22

Mass values matched: 11

Protein sequence coverage: 18%

Matched peptides shown in bold red.

1 MEWVIFISLL
51 FSQYLQRCEE
101 LRETYGD
151 HADEXKFWGK
201 LLPKIETMRE
251 FV D
301 CCDRPLLEERS
351 CSFLYEYSER
401 HHELVDEPQNL
451 RSLGEVGTRC
501 NRREC
551
601

LLFSSRYSRG
DEHVELVNEL
MRDCCEEQEF
YLYEIARRHF
EVLLSSARQR

YFYRPELLYY CCQREDEGRC
LRCASIQEFG RLEQFFPFRE
1 GDLLECRDDR X QDTISSELEE
HCIREVEKDA IPENLFFLTLR DFREDEDVCE NYQELEDAFL
RLAEEYELTL EECCREDDPH RCYSTVEDEL
LGEYGFQNAL IVRYTREVPQ VSTPTLVEVS
CTEDYLSLIL NRLC {EXKT PEVSEEVIECC

HPEYAVSVLL
IRQNCDQFEX
CTHPESERME
FSLLTEDETY
ELTEEQLETV

VFRRDTHESE
TEFARTCVLD
ERNECFL

HLFDE
MENEVAFVDE

HE

F TF:

IAHRFEDLGE
ESHAGCEKSL

HRDICILP

CCRADDEERC

EHFEGL

DTEXQT
FAVEGE

LIL

HTILFGDELCE

M wifesc

universidade
de aveiro

Unformatted sequence string: 607 residues (for pasting into other applications).

Sort peptides by | '® Residue Number

| Show predicted peptides also

Increasing Mass

Decreasing Mass

)
@

Start - End Observed Mr(expt) Mr (calc) ppm M Peptide
25 — 34 11%3.6027 119%2.5%55 119%2.5949% 0.4% 1 R.DTHESEIAHR.F
35 - 44 124%9.6217 1248.6145 1248.6139 0.46 1 R.FEDLGEEHFE.G
66 — 75 1163.6312 1162.6240 1162.6234 0.50 0 K.LVNELTEFAK.T
161 - 167 $927.45%3% 926.4867 926.4861 0.57 0 K.YLYEIAR.R
205 - 211 5922.4667 521.4595 $21.4589% 0.56 1 K.IET__!:I_REK.V + Oxidation (M)
242 — 248 847.5041 846.4969% B46.4963 0.63 1 R.LSQFFPE.A
347 - 359 1567.7432 1566.7360 1566.7354 0.33 0 K.DAFLGSFLYEYSR.R
360 - 371 143%.8123 1438.8051 1438.8043 0.41 1 R.RHPEYAVSVLLE.L
402 - 412 1305.7166 1304.70%4 1304.7088 0.40 0 K.HLVDEPQNLIE.Q
421 - 433 147%.795% 1478.7887 1478.7881 0.34 0 K.LGEYGFQNALIVE.Y
437 — 451 163%.%383 1638.5%311 1638.5305 0.35 1 R.EVPQVSTPTLVEVSR.S
No match to: 868.9722, 923.4815, 1022.4551, 1050.4533, 1164.6531, 1250.7103, 1296.7556, 1297
LRI e T
5— o
5 0.5 Fommemmm e R LT L T PP PP
1. L)
s
w "
[ R
T T T T - T T T 1
00 1250 1500
FMS errar O ppm Mass (Da)
LC BO278%; RSPJIXS; ; BO4277: QS5ERZ:
LT 21-JUL-1928, Jptegrated Jdpto UniProtHER/ Swiss-Prot




PMF (Huella Peptidica)

Lista de picos extraida (m/z)

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min

847,50413

868,97220

922,46673

923,48150

927,49393

1022,45510
1050,45330
1163,63123
1164,65310
1193,60273
1249,62173
1250,71030
1296,75560
1297,74990
1305,71663
1416,79290
1439,81233
1479,79593
1482,75830
1567,74323
1639,93833
1823,86000

umbral

Valores de masa
buscados:

Valores de masa

compatibles:
@
927.59
1904
180+
170+
160+
150+
140+
130+
120+
110 [5)
100 847.59
90+
80+
704 [0) @
60|  869.07 102256
N
50+
404

counts

Intensity,

1024.56

20 7@.53

22

11

@
1305.87

129686

128391
N

()
1440.00

@
14179
~

by 1078

148

1443.01

1

universidade
de aveiro

(0]
1479.98 1567.94

@
1640.16

1.98

1595.95
N

ACLifeSci 2

1305.0 counts.

179010

@
1824.09
N

0
800 900 1000 1100

1200

1300
m/z, amu

i

1400

1500 1600

m mﬁ«ﬁﬁm«.n nmhiunmmmﬁihﬁnﬂwmm\u\.l.|.|.mmmr.m\mmn

1700

1800

#
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PMF (Huella Peptidica)

Analisis rapido y sencillo
Alta sensibilidad
No adecuado para mezclas
especialmente un componente secundario
Se necesita una alta exactitud de masa




Identificacion de proteinas a partir de MS: concepto PFF ﬁ MClifeSei 2,

. a1
o™ Base de
€ Muestra de proteina Secuencia(s) de proteinas | Datos de

s - secuencias

Digestion de
la proteasa software
(Tripsina)

. 5

Fragmentos de proteinas
software Masas exactas calculadas
MS T
de péptidos
MS/MS

Secuencias de fragmentos de proteinas

Espectro de fragmentacion
software calculado de cada péptido

<m=p
|I|‘|‘.|. LMz @ ‘

Datos MS/MS experimentales Mejor(es) coincidencia(s) Datos MS/MS tedricos




MS/MS QTOF




MS/MS QTOF

lon precursor Activaciéon  lones fragmento
@——> 0 —> 0
U

(W




Te ANt & AACLifeSci @
Fragmentacion de péptidos e MUISEL 5,

Rq H
4 J/EI + vl 4 yn
’ \I:I'
H Rz

Amino acid 1 &.&minn acid 2

/
Cadena polipeptidica Rio 0 g
X3 Y3 Z3 X2 Y2 Z2 X1 Y1 Z1 .YC_EA:CCD'
Peptide baond
P I
C CH 0-
/N{ /x’ \~. / \ /
cH NH ‘«i|3
Ry Rs S
N terminus | C terminus
Al Bl C1 A2 B2 Cc2 A3 B3 C3
CID

Roepstorff P. and Fohlman J (1984)
Biemann, 1988



Fragmentacion dirigida por la carga & ACLifeSci @

de aveiro

R H
+ /;»D + A /,sz
HzM C N [
| \El'
H H Rz

Amino acid 1 Amino acid 2

b

Ri o H
i A
+ r
H3N+E—N+c
| ‘\D_
H H Rz

FPeptide bond

zHz+
1 1 i
H,N— ICH— C—NH—?H—C—NH—CllH—C NH —ClH—C—OH
R1 R2 R3 ,,:\ H R4
b formacion de ion y/o . yformacion de ion
Vs N
0O 0O 0O 0O
I | I + |
" HoN= CH=C—NH—CH—C—NH—CH—C * H—NH—CH—C—OH v
R1 R2 R3 H R4
+ +

Neutro bombeado mediante sistema de vacio Neutro bombeado mediante sistema de vacio



Pares de iones complementarios b/y B s oy
S les : ey K
(multiples iones cargados)

[ANELK+H]?* ==+ [ANE+H]*+ [LK+H]*
[ANE+H]J2*  LK+H
ANE [LK+H]2*

[ANELK+2H]2+
[ANE+H]+

“ [LK+H]*




Pares de iones complementarios bly ﬁ ACLifeSci 2,

N -ala—ser —phelpm—lys —gly—qgly—arg —irp lasp —glu —lys —t:ys-c

T

trypsin
by, A NELLLNVK Vs
b, AN ELLLNVEK 7
b; ANE LLLNVK Vs
by ANEL LLNVEK Y
b: ANELL LNVK V:
b ANELLL NVK Y
b; ANELLLN VK ¥
by ANELLLNV K ¥
Y5
Lond 586.4
¥4 Y6
Y7
473.3 699.5 08 5
504 L
bz V3 S
186.1 b3a-nH2  360.2 ha-NH3
298.1 411.2 Y7-H20
1:;1.1 2352 ‘ | bS-hH3 810.5
I||II. ILl nd J: |..II J|]| 1 1 |'|I' iy |5._‘|4.53|I| " ] . 1 ITI,IIZ

T 1 T 1
100 200 300 400 200 ao0 oo aoo



Modelos de fragmentacion peptidica in silico

Protein sequence(s)

Fragment Ion Calculator Results

Sequence: AEFVEVTK, pl: 4.53158

& ACifeSci &

de aveiro

Sequence
database

) !

Fragment Ion Table, monoisotopic masses

”C\[+H)+ 922.48807|(923.85320

||C\[+2H)2+ 481.74769||462. 03026

||(_\[+3H)3+ 385.16757||398.35595

lovrramy* 231,375 2315187

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/

FraglonServiet.htmi

AEFVEVTK

/ -
software

:

Protein fragment sequences

seq # B ¥ # (#1)
software Calculated exact masses of
A 1 72.04444 972 .488a7 8 peptides
E 2 281.a87e3 851.45895 7 Calculated fragmentation
F 3 348,15544 722,40836 6 spectrum of each peptide
v 4 447.22386 575.33995 5
E 5 576.26645 476.27153 4
v 6 675.33486 347.22894 3
T 7 776.38254 248.16@53 2
K 8 994.47750 147.11285 1
Theoretical MS data
Mass/Charge Table Theoretical MS/MS data
| || Mass |
| || Mono || Avg |
|(_\[) 921.48079|(922.04592

]


http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FragIonServlet.html

Modelacidn precisa de la fragmentacion

Eeetl’dica

de aveiro

Método de ionizacién Método de fragmentacion Energia de fragmentacion

Region del :
N-terminal aa C-terminal aa

a-NH3

a-H,O

V

b-H20-NH3

(1) correlaciones entre iones fragmento;

(2) dependencias debidas a la posicién relativa del extremo de corte del péptido;

(3) influencia de aminoacidos complementarios en el extremo de corte.

ﬁ ACTifeSei , 2

y_Hzo_H2O y-H20-NH3

L]

]
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Identificacion de la proteina sz MCLifeSci 2,

MATRIX
SCIENCE ez e

m [REE e EVEEER-= sl Products Technical support Training MNews Blog MNewsletter Contact

Access Mascot Server | Database search help

Mascot database search = Access Mascot Server

Access Mascot Server

You are welcome to submit searches to this free Mascot Server. Searches of MS/MS data are
limited to 1200 spectra and some functions, such as no enzyme searches, are unavailable.
Automated searching of batches of files is not permitted. If you want to automate search > Search parameter

- . \ reference
submission, perform large searches, search additicnal sequence databases, or customise the .
Data file format

More info

> Mascot overview

v

> Results report

Mascot Server. .
overview

Peptide Mass Fingerprint

The experimental data are a list of peptide mass values from the digestion of a protein by a
specific enzyme such as trypsin.

| Example of results report | Tutorial

Sequence Query

One or more peptide mass values associated with information such as partial or ambiguous
sequence strings, amino acid composition infermation, MS/MS fragment ion masses, etc, A
super-set of a sequence tag query.

Perform search | Example of results report | More information

MS/MS Ions Search

Identification based on raw MS/MS data from one or more peptides.

Perform search | Example of results report | Tutorial




WATifeSci 2

Protein sample

PFF (Huella de Fragmentacion Peptidica)

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt
BEGIN IONS

TITLE= Cmpd 7, +MSn(461.8), 16.8 min
PEPMASS=461.7491 18565

CHARGE=2+ Intens. [r.

w10
147.05 229

154.98 787 1+
172951734 1+
183.87 410 1+ 0.8
200.91 2479 1+

218.92 144

248.16 150

347.22 250 .
347.96 200
476.17 670 1+
548.13 180
575.33672
576.37 393 1+
675.33 231
722.45 13125 1+
723.14 357 1+
759.39 159
833.47 141

0.4 4

851.45 149 Umbral
904.13 432 1+
END IONS

MS/MS 461.7

Protease
digestion
(Trypsin)

Protein fragments

-

RS2 8], 16,817 dmin #524=8547

1+

225




PEFE (M asco t) Qd AACLifeSci ef@?

de aveiro

MATRIX
SCIENCE Search this site Q

software
m UEEEL ELELEEREEE Yl Products  Technical support  Training Mews Blog  MNewsletter Contact

Acress Mascot Server | Database ssarch help
Mascol detabase search > Access Mascot Server > M5/MS lons Search

Experimental MS/MS data Best M atch(es) Theoretical MS/MS data

m/z

MASCOT MS/MS lons Search

Your name pedro Email |p.domingues(@ua pt

Database(s) |SwissProf (AA) Aming acid (A4)
= contaminants
- cRAP
| MCElprot
Nucleic acid (NA)
Environmental_EST
Fungi_EST
Hurman_EST
Invertebrates_EST
Mammals_EST -
............ Mammalia {mammals) v
Enzyme | Trypsin hd Allow up to |1 ¥ | missed cleavages
Haone v
Fixed |--- none selected — Acetyl (K)
modifications = Acetyl (M-term)
- Acetyl (Protein N-term)
I Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Dizplay zll medifications Ammoniz-loss (M-term C)
Biofin (K)
. ane |- none selected — Bicfin (M-term)
meodifications = Carbamidomethyl (C)
< Carbarmyl (K}
— Carbarmy! (N-term) &7
5 ppm ¥ | #c[ov 5 ppm_¥
Peptide charge |2+ v Monoisotopic ' Average
Data file | Choose File | Mascol M3M32.txt
Data format |Mascot generic ¥ Precursor miz
Instrument |Default A Error tolerant
Decoy ¥ Reporttop |AUTC ¥ |hits
Start Search ... Reset Form

_— — = —



PFF (resultados de Mascot)

NG Mascot Search Results

User
Email
Search title
MS data file

: Pedro Domingues

: p.dominguesfua.pt

: 10 pmol digest of Sample BSA
: new 1.txt

Database : SwissProt 2015_10 (549646 sequences; 195983064 residues)
Taxonomy : Mammalia (mammals) (66421 sequences)
Timestamp : 21 Oct 2015 at 13:31:53 GMT

Protein hits : ALBU_BOVIN Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4
SwissProt Decov False discovery rate
Peptide matches above identity threshold 1 0 0.00 %

Peptide matches above homology or identity threshold 1 0 0.00 %

Mascot Score Histogram

Tons score 15 -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual 1ons scores = 21 mndicate identity or extensive homology (p=20.03).
Protein scores are derived from 1ons scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

\

Number of Hits

Protein Score

Peptide Summary Report

Format As | | Peptide Summary v

Significance threshold p=|0.05

Standard scoring '* MudPIT scoring

Show pop-ups '® Suppress pop-ups

Preferred taxonomy | All entries

Select All | | Select None | | Search Selected |

1. ALBU_BOVIN

Mass:

69248 Score:

M wifesc

universidade
de aveiro

)
@

Help

Max. number of hats AUTO
Ions score or expect cut-off |0 Show sub-sets |0

Sort unassigned | Decreasing Score ¥ | Require bold red

v

Error tolerant

Matches: 1(1) Sequences: 1(1)

Serum albumin 05=Bos taurus GN=ALB PE=1 SW=4

Check to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr(expt)

Ld 1 461.7491

Mr(calc)

921.4836 921.4807

ppm Miss Score Expect Rank Unique
3.15 @ [T 3e-06 1 u

Peptide
K.AEFVEVTK. L

Search Parameters

Type of search
Enzyme

Mass values
Protein Mass
Peptide Mass Tolerance :
Fragment Mass Tolerance:
Max Missed Cleavages
Instrument type
Number of queries

: M3/M5 Ion Search
: Trypsin

: Monoisotopic

: Unrestricted

Mascot: hitp:/www matrixscience.com/




PFF (resultados de Mascot)

MATRIX
SCIENCE

MASCOT Search Results
Protein View: ALBEU_BOVIN

Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4

Database:
Score:
NHominal mass (Mg ): 69248

Calculated pI:
Taxonomy:

SwissProt

61

5.82

Bos taurus

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of ALBU BOVIN against nr.

Search parameters

MS data file: new 1
Enzyme:

TEE

Protein sequence coverage: 1%

Matched peptides shown in bold red.

1

31
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

MEWVIFISLL
FSQYLQQCEF
VASLRETYGD

EADERFFWGE

EHLVDEPQNL
RELEEVEIRC
TESLVNRRFC
ALVELLEHFP

LLFSSAYSRG
DEHVELVNEL
HMADCCEKRQEE
YLYETRRRHE
HEVLRSSRRQR

KECCH

CCH

HCIAEVEHDA
HPEYAVSVLL
TRONCDOFER
CTHEESERME
FSALTEDETY

FATEEQLE

VFRRDTHESE
TEFAK
ERNECFLSHK
YFYAPELLYY
LRCRSIQEFG
GDLLECRDDR
IPENLPFLIA
RLAKEYERIL

LEGEYGFQNAL

ICVAD

VEFAFDEELF TF
v MENFVAFVDE

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P,

IAHRFEDLGE

ESHAEC

ANEYNGVFQE CCQAEDEEAC
ERALEAWSVE RLSQEFPEAE
ADLAKYICDN QDTISSHKLEE
DFREDEDVCE N

EECCAKDDEH
IVRYTREVEQ VSTETLVEVS
VEEEVTECT
DTEEQIKEQT

CCRRDDRERC FRVEGPELV

Unformatted sequence string: $07 residuss {for pasting into other applications).

Sort peptides by | ® Resldue Mumber

Increas ng Mass *

Show prediciad peptides also |
Query Start - End Chserved Mriexpt] Mr(calec)

[Canl 249 — 256 461.7491 921.4836 921 . 4807

e s

2

5

=~ 3.7 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

& .

=

B Bal grmm o= e e e e e

3 e —

T T T T
ara 9258

BHE error 3 pon Hagz (Da>

AC FO2T7€2; RIPJX3: O0027E7: Q33EZR2:

o1 21-JUL-1586, integraced FrociB,/ Swiaa-Frot.

oI msguanos TErs <.

0T

LE

oz

DE

Decreasing Mass

pem )_{ Score

3.15 0

&1

L

™ e

universidade

de aveiro

Expect Rank T Feptide

1=-D6

1

U E.AEFVEVTE.L

e:g'a



PFF (resultados de Mascot)

GG Mascot Search Results

Peptide View

MS/MS Fragmentation of AEFVEVTE
Found in ALBU BOVIN 1n SwissProt. Serum albumin O5=Bos taurus GN=ALB PE=1 5V=4

Match to Query 1: 921 483648 from(461.749100.2+) intensity(18565.0000) index(0)
Title: Cmpd 7. +MSn(461 .8). 16 .8 min
Data file new 1.txt

I e R e I
T T e B O e O |
A (EIFJV (Ej‘u}l’ I/I(
.,{'?J .{:‘? .{1"_‘ _{"L"
o ¥ @
=}
=
100 =—
- — 1.5e+4
30 — L
S : T T:_T: __:_ il L
o ] ) — 1044 g
o E0— : s
2 a0 3
s ] 2
=2 4 = - 5.0e+3
20 & _ _
] &) &) ) = &% e S
e > = > = =
G T T T L I T T I I T T T | I T . I I I I DDE+D
200 400 00 800 1000
m/fz
— ./:\_ (:\ =]
@ @ Q Q &, B, (4705 |to] 100413

M it 2

universidade
de aveiro

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL =p.domingues(@ua.pt
BEGIN IONS

TITLE= Cmpd 7, +MSn(461.8), 16.8 min
PEPMASS=461.7491 18565
CHARGE=2+

147.05 229

154.98 787 1+

172.95 1734 1+

183.87 410 1+

200.91 2479 1+

218.92 144

248.16 150

347.22 250

347.96 200

476.17 670 1+

548.13 180

575.33 672

576.37 393 1+

675.33 231

722.45 13125 1+

723.14 357 1+

759.39 159

833.47 141

851.45 149

904.13 432 1+

END IONS



2-PFF (resultados de Mascot)

Label all possible matches

Label matches used for scoring '®

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 921.48a87
Ions 5Score: 64 Expect: 2.5e-85

Matches : 13/56 fragment ions using 19 most intense peaks (help)

4 B s b bt |Seq. y y*t ¥ |8

1| 44.0495] 22.5284| 72.0444| 36.5258| A 8 #

2|173.0921| 87.0497(201.0870{101.0471| E |851.4509|426.2291(834.4244|417.7158]|7 g

31320.1605|160.5839(348.1554|174.5813| F |722.4083|361.7078|705.3818(353.1945|6 E a

4|419.2289|1210.1181(447.2238]224.1155| 'V |575.3399|288.1736(558.3134|279.6603|5 ;;./N |

5|548.2715|274.6394|576.2664|288.6368| E |476.2715|238.6394(459.2449(230.1261|4 : I

6|647.33991324.1736(675.3348|338.1710| V |347.2289|174.1181(330.2023|165.6048|3

T|748.3876|374.6974|776.3825|388.6949| T |248.1605|124.5839(231.1339|116.0706|2

8 K |147.1128| 74.0600(130.0863| 65.5468|1

R R e T T B T = -

Z B0 oo R TP T

5 R e il 5 ]

R R B 500 e g
e I I. 25|0 I I I I 5(;0 I I ?5|0 I I I I Il 25|0 5(;0 ?5IO I I

RS error 401 pom Mazs (Da) REMZ error 401l ppm Mazs CDa)

NCBI BLAST search of AEFVEVTE
(Parameters: blastp. nr protemn database. expect=20000. no filter, PAM30)
Other BLAST web gateways

All matches to this query

Score

Mr(calc)

Delta

Sequence

64.2

921.4807

0.0029

AEFVEVTE

141

921.4807

0.0029

YIADLEAK

12.8

921.4807

0.0029

EADIFISK

12.8

921.4807

0.0029

VTDFLAEK

118

9214841

-0.0005

VIMETLTE

115

921.4807

0.0029

AEATYDIK

115

921.4807

0.0029

AEAYTIDE

115

921.4807

0.0029

AEYTADIK

M wifesc

universidade
de aveiro
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PFF (Conjuntos de datos ortogonales y niveles de confianza) & ACLifeSci 2,

Conjuntos de datos ortogonales y niveles de confianza
Db : 100.000 secuencias
500 espectros

Probabilidad de que un espectro (cualquiera) coincida
«accidentalmente» con un secuencia (coincidencia errénea) :

1/100.000 x 500 = 5,103 (0,005)

Probabilidad de que dos espectros coincidan «accidentalmentey» con
la misma secuencia (coincidencia erronea):

5,103 x 5,103=2,5 x 10

Confianza de identificacion mucho mayor al coincidir al menos 2
péptidos con la misma secuencia proteica



) , . ﬁ ANCLifeSei @
Espectrometria de Masas en Tandem Dependiente de Datos e

o
[=I=1
Lot

=]
Ll

B Nano-HPLC | ESI-MS » Protein
database

Relative Abundance
Y g g =] -]

=]

X
=

(X}
=1

In silico
digested peptides

=
[

Time (min)

In silico
fragmentation pattern
338222 33.8409
1.5+
: One full scan + 10 HCD MS/MS in 1.1 sec
Matching E"ﬂ': 10 HCD in 0.83 sec
2 ]
é 4 33.8308
Fos] L 33.8377
] W ‘ s, 33.8457
7 338
U_D_ Ll ‘ ‘ ' | | I? ‘33‘]8‘7‘

33820 33.825 33.830 33.835 33840 33.845

Time (min}




2-PFF

aveiro

Facilmente automatizada para alto rendimiento

Puede obtener coincidencias a partir de datos
marginales

Puede resultar lenta
Extenso conjunto de datos

MS/MS es identificacion peptidica
Proteinas por inferencia.

* o conclusive evidence (P, = 0)

Peptides Proteins Protein summary list
n——@-
EZ. Mirimum Ast of peoteins (protein groups)
r ] that can explain all chserved peptides
s 31 P; 1 ProteinA Probability Py
) al peplides 1, 2
pe 4 2a ProteinC Probabiity P
Pe E s @ =) peptides 3, 4,5, 6
§ 2b Protein B Probability Py« 0
P [E peptides 3, 4
o 3. Proteins G,E (Indstinguishable), P,
Pr B - . P peptides 7, 8, 9
pe (B - @
$ D
p: [ :




@ AACLifeSci 2,

de aveiro
Peptides Proteins Protein summary list
Py m
@ Miremum st of peoteins (protein groups|
P2 that can explain all coserved peptides:
p, 33 1 Protein A Probability Py
peplides 1,2
P 2a ProteinC Probabiity P,
Pe m peptides 3,4, 5,6
N 2b Protein B Probability Py« 0
Pe peptides 3, 4
3. Proteins G.E (Indstinguishabie), Py,
Pr @ peptides 7, 8, 9
Pa EEJ * no conclusive evidence (Py = 0)
Pz II]
T Protein Inference - Protein Level X
Lavout Export Legend Help SelectAll #Proteins: 1
Protein Labels Peptide Labels #Peptides: 37

(O validation Status () Protein Evidence @ Molecule Type
@® Al Neighbors () Unique Only (L] Highlight

w Group Details J
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N na YT, TR
Transformaciéon de datos a mzML con MSConverter en e MACLITESCT ¥,
ProteoWizard

Para ver los datos en la aplicacion mMass, aunque se pueda leer el formato de archivo mgf que se utilice en

SearchGUI, es preferible convertir los datos BRUTOS a formato mzML.

20160421_THP1C_insol_0323_ziptip_1ug 04/21/16 15:06:19
RT- 0.00 - 120 00 4
6232 ML:
100 7A7E9
90 mc MS
11541 20160421_T
80 HP1C_insal
a5l MsConvertGUI (64-bit) — O =

(® Listof Files () File of file names

Relative Abundance
o
=

File: | Browse About MSConverGLI
40 Remove
o 64.04 ‘ E:\Pedro\Desktoptest . THP 1C_insol_Tug raw ‘ Fiters
. 68.77 73.56 7704 M3 Level ~
09 4 681 16.02 2018 2512_37-9& < 90'&92-94 s ¥\ Output Directory: =]
0 E\Pedro"Desktoptest Browse e
. ' -

Output format: |\ mzML  ~ | Edension: l:|
Binary encoding precision: (@ 64bit () 32bit
Write index: Use zlib compression:

TPP compatibility: Package in gzip: [ Add Remave
|Use numpress linear compression: [ |
|Jse numpress short logged float compression: [ Fitter Parameters

Use numpress short positive integer compression: |:|

Use these settings next time | startt MSConvertGLI



° e & TitnSe :QJ
Datos observados en la aplicacion mmass e MAULiTESCI

B Select Sean X

id retention | ms | precursor | z ‘ mz range ion current points. | data type | -~

1 0.01 (0:00:00) 1 371-1816 38722960 21077 continuous

2 0.01 (0:00:01) 1 3I71-1616 227480220 15177 continuous

3 0.02 (0:00:01) 1 371-1616 231800370 16644  continuous

4 0.02 (0:00:01) 1 371-1616 225244400 16244  continuous

5 0.03 (0:00:02) 1 371-1616 231822420 16554  continuous

6 0.04 (0:00:02) 1 371-1616 227891420 15853  continuous

7 0.04 (0:00:03) 1 371-1616 230262860 16826  continuous

] 0.05 (0:00:03) 1 371-1816 226081700 16483  continuous

9 0.05 (0:00:03) 1 3I71-1616 228444850 16713 continuous

10 0.06 (0:00:04) 1 371-1816 230408880 16336  continuous

" 0.06 (0:00:04) 1 371-1616 228220700 16424  continuous

12 0.07 (0:00:04) 1 371-1616 227129540 16354  continuous

13 0.08 (0:00:05) 1 371-1616 224338780 16062  continuous

14 0.08 (0:00:05) 1 371-1616 230365350 16612  continuous

15 009 r-0n-nsy 1 AT1-1R16 FPRATIRAN 1R448 canfinunis v

b= R

2 90 TIC (MS)

3 BPC ([f15) »

=

=

T 60+

N

@

E

2 304

T T T
30 60 90 120

retention time in min_

Cancel Open Selected

Observa la frecuencia de espectros MS y MS/MS en la lista de adquisicion
Observa el espectro MS con un RT de 47,50
Busca MSMS con m/z 1216,56(+2) con un RT de 47,53

Busca MS/MS en Mascot



universidade

I

de aveiro
5 n [1372 — O s
File View Processing Sequence Tools Libraries Links Window Help
f & & | e LI eee | == ) D T o B R iA BX ({23 R B $ =E
E-~E Documents m'z int. ~
- @ *MSn spectrum [13720] 185.1644 131033
| | [ [ MSnspectrum [13720] #] |13 1504 116756
= 0e+05 258.0901 187466
] MSn spectrum [13720] # 282 1801 37448
— 300.1911 33849
— 3271110 108078
dafleclib & 369.2132 36687
Peak Picking [« | 4181207 260482
4321525 16575
=R P T T SN soply | 4352018 43404
440.1858 110408
503.2093 67132
EREEE Y| 5.0 531.2040 201857
. . 548.2386 4548
Abs. intensity threshold: | 0.0 249 2439 23153
. - 5792233 39620
Rel. intensity threshold: | 0.1 %%
ty 550.2408 16800
1 S0 100 §18.2347 43283
Picking height: )_ 620.2822 118666
830.2721 147886
Prnh et = 670.2302 20940
Apply baseline: | See baseling pansl o 687.2548 35384
[
smoothing: [ See smoothing panel o 705.2850 30382
e g e i = 713.3160 42088
Apply deisotoping: [W  See deisotoping panel & o 721 3287 204016
— @
Remove shoulder peaks: [+ b 758.8831 15482
- o . i - 769.3069 29688
@ o o | 2 = = 776.3419 12510
= = o | 9 7833173 16084
0 0e+00 il il Al 1 , 800.2359 28115
500 1000 1500 2000 2500 ‘?U‘_‘?’?"{J ‘E"}m v
m/z < >
+ - oo | ] [ 2o | b | ™[ |mm| t= | 1t | In oo |y | A |l | AR 2 + | - i B 4

A(TifeSci 2,



s kS

universidade

Busca MS/MS en Mascot

Mascot - PSS lon Search H

CE @2 % LT Serven IMatrix Sdence LI ﬂl

Title: | MSn spectrum [13720]

] Mame: I pedro E-mail: I p.domingues@ua.pt

Taxonomy: I ................ Homo sapiens (human) ;I
]

Database: ISwissPrut ;I Enzyme: ITrypsjn ;I Miscl. : IZ 'I
] Fixed modifications: (0) Variable modifications: (3)

Acetyl (K) ~ ICPL:13C(6)2H(4) (K} P

Acetyl (N-term) ICPL:13C(6)2H(4) (N-term}

Acetyl (Protein N-term) ICPL:A3C(8)2H(4) (Protein N-term)
| |Amidated (C-term) ICPL:2ZH(4) (K)

Amidated (Protein C-term) ICPL:2H{4} (Protein N-term)

Ammonia-loss (N-term C) TRAQ4plex (K}

Biotin (K} N TRAQ4plex (N-term) e

[ show hidden modifications

] Precursor mfz: | 1216.55735674 Mass type: |Monoisotopic -]
Precursor tolerance: | 10.0 |ppm | Charge: |2+ Rd

| MS/MS tolerance: | 0.05 |pa | instrument: |Defauit -]
Quantitation: |None |

v Decoy [™ Error tolerant Report: |ALTO -



M ts Hist e
Aascot score stogram T y . : a
AACTifeSci 2,

[ons score 15 -10*Log(P). where P 15 the probability that the observed match 15 a random event.
Individual 1ons scores = 20 indicate peptides with significant homology.
Individual 1ons scores = 26 indicate identity or extensive homology (p=0.03).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protem hits.

N

Number of Hits

0 T T T T T T T T T
0 20 40 &0 30 100
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As | | Peptide Summary v Help
Sigmificance threshold p=(0.05 Max. number of hits AUTO
Standard scoring '® MudPIT scoring Display non-significant matches Show sub-sets |0
Show pop-ups '® Suppress pop-ups Sort unassigned | Decreasing Score ¥ | Requure bold red
Preferred taxonomy | Al entries v
Select All | | Select None | | Search Selected | Error tolerant
1. HS98B_HUMAN Mass: 53212 Score: 182 Matches: 1(1) Sequences: 1{1)

Heat shock protein HSP 9@-beta 0S=Homo sapiens GN=HSP2BAB1 PE=1 SV=4

Check to include this hit in error telerant search

Query  Observed Mr(expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Unique Peptide
4] 1 1216.5574 2431.1002 2431.0970 1.28 a 182 1.4e-@9 1 u R.LVSSPCCIVTSTYGWTANMER.I + 2 Carbamidomethyl (C)

Search Parameters

Type of search : M5/M5 Ion Search

Enzyme : Trypsin

Variable modifications : Acetyl (K),Carbamidomethyl {C),Oxidation (M)
Mass values : Monoisotopic

Protein Mass ¢ Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 1@ ppm

Fragment Mass Tolerance: + 8.5 Da

Max Missed Cleavages 2

Instrument type : Default

Number of queries 1

|| Mascot: http:// wWiww.matrixscience.com ||




Sequence Editor n a AAEL]fE'SCI Q:QJ

universidade

: : : : - de aveiro
L o o]
Sequence Medifications n
MD‘ | E—— | |
-
IE_ Protein Digest n
Posi
E see O | e @2 S Mass: {* Mo Ay Max charge: |2 Digest | Match | Annotate I
Dy _posi
arl Alc  Enzyme: ITryrpsin ;I Miscl.: I 1 Mass range: I 500 = I 2000 [ lgnore mods  Coverage: 0/99 %
Al
1;; slice I mis. I n'u'zl z I Sequence I errnrl L]
e [73-82] 0 11946477 1 kIDIPNPOERt
Fi [360-378] Sequence Editor n
. [482-502]
ES {ggi;ﬁﬂ;] a0 | g | 2w ﬂ'fl i L) Sequence type: |Reqular aminoadds | [~ Cyelic Pattern I
LY [584-604] Peptide Fragmentation n
Il [393-202] Mo.
TE [457-47T] [ eee & | 3o @ i 2, Mass: © Mo ¢ Av  Max charge: IE Fragment I Match | Annotate |
[534-504]
[507-528] — ) )
[457-477] v W M WaWbol c [ inta [ N-ladder v Hzo [ —CO [~ Defined loszes [T +Hz0 [T Allow scrambling
[507-526] Cim I
[393-402] Match Fragments n
[457-477] ion | error | ~
[338-347] M | & Tolerance: Ilﬂ-ﬂ " Da ™ ppm [ Ignore charge Calibrate | nl
[165-180] M n]
[96-107] M -HZ0 Remove: | annctated | Matched | Unzelected v Izotopez [ Unknown nl
[429-428] M -H20 n]
M -NH3 nl
M -NH3 — nl
*
ald £ 34
a1l = 24 *
a10 -H20 S 4
10-H20 | @ . * T e
gl - 0—4---------- e T O R E TP r T R e T P
all 4 &
all ) * s ® *
*
a11 -H20 -2 * ¢
a11 -H20 3 I ‘ " ‘ +
al2 -4 2 | l J ol ot b1 . |
312 1 I I I
al2? -Hz0 500 1000 1500 2000
a12 -H20 miz v
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(& mMass - MSn spectrum [13720] * - O X
File View Processing Sequence Tools Libraries Links Window Help
S | o f [eee | el | T oA ET D0 A KX [ oS B
=~ Documents . m'z I int. I r. int. 5 A
£ @ "MSn spectrum [13720] 185.1644 131033 2266 B169
# Annotations | | [ ‘ [ 1 WISn spectrum [13720] ] |43 1584 116756 2018 4225
»s Unttled Sequence = = 258.0901 187466 3241 3302
i 185.1644 (-0.0005 Da) a2 [1-2) % 600000 o MS3n spectrum [13720] « 282.1801 37448 548 489
i 213.1594 (-0.0003 Da) b2 [1-2] - 300.1911 33849 585 349
-3 282.1801 (-0.0011 Da) b3 -H20 [1-3] = 3271110 108078 1869 847
«jii 300.1911 (-0.0006 Da) b3 [1-3] 550000 4 o 369.2132 38687 634 203
i 359.2132 -0.0 Da) b -H20 [1-4] a2 4181207 260452 4504 1129
i 4352018 (-0.0002 Da) y3 [19-21] %) 4321529 18575 281 88
it 549.2439 (-0.001 Da) y4 [18-21] 500000 @ 4352018 43404 750 178
¢ 6202522 (0.0002 Da) y5 [17-21] ;‘;g;gg‘: 1;3‘1‘3 1?‘2? ;gg
¢ 721.3287 (-0.0011 Da) y6 [16-21] ) 450000 + 531.2040 201657 3487 871
776.3419 (-0.001 Da) a7 [1-7] [2xCarbamidom c48.2786 4548 0.80 21
~--jii 800.3359 (-0.0071 Da) a7 -H20 [1-7] [1xAcety = c40.0439 =15m | am 32
- 804.3346 (-0.0033 Da) b7 [1-7] [2xCarbamidor | 400000 — = 5792233 19620 885 218
I 8183505 (-0.003 Da) a7 [1-7] [1xAcetyl; 2xCe = I 00,2406 18800 280 100
i 907.407% (-0.0011 Da) y7 [15-21] 3 ﬁ 618.2347 43283 748 328
i 917.4225 (0.0005 Da) b3 [1-] [ZxCarbamidor | 520000 7 = s - 5202822 118866 2052 917
i 964.4299 (-0.0007 Da) y3 [14-21] P 3 Y 8302721 147666 2553 1261
i 1016.4903 (-0.0 Da) b9 [1-9] [2xCarbamidome | 3p0nnp ] 5] G 670.2302 20940 362 279
---fii 1127.4918 (-0.002 Da) y9 [13-21] o = = = B87.2548 35364 612 568
- 1228 5389 (-0.0026 Da) y10 [12-21] = T I . = 705.2650 30392 525 629
I 1315 5722 (-0.0014 Da) y11 [11-21] 250000 s 2 § = B 713.3160 42008 728 978
I 1416,6223 (0.0011 Da) 12 [10-21] 2 N2 2 o — 721.3287 204016 | 3528 5401
i 1515.6902 (0.0006 Da) y13 [3-21] = B - B 5 N = —- Tes.ga a2 2681 52
& 1628.7791 (0.0054 Da) 14 [3-21] 000007 & &~ = & - % > = e b TR
i 17887978 (-0.0065 Da) y15 [7-21] [1xCarbam & 5 g =g = = 5 783373 16084 278 631
i 2218.856 (0.0042 Da) y19 [3-21] [eCarbamid | o000 | T 2T @ & ~ 2002359 sa11e 1 w2
2 Untitied Sequence T N G a2 ,_1 1 = g 3 b 504.3346 43451 838 1357
& T80 = = O 5 = 818.3505 25309 438 595
P e o o — — =
100000 Toa g T 8 9 |= = = 881.3990 7018 121 62
@ B ) 2 = o] ® io 900.3881 13552 234 94
i 2 o 2 8 = ) - 507.4079 90453 1564 558
50000 - e @t =] @ @ & 917.4225 32852 568 174
2 = =) a P 264.4299 302411 s2235 94
i il il Hl | | | | 1 1016.4803 12409 215 23
0- Al - H L T 1127.4918 180983 3128 165
500 1000 1500 2000 1228.5389 192884 3335 115 ¥
< > miz < >

+ |- o0 e[ db [ mm 1 4 [n mm| A A e A% L2 +| - i B o4
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Mmass

 Herramientas
« Mass calculator
* Mass to formula



Generacion de base de datos FASTA a partir de UniProt gm r'lAELleSCIe, p
%

|) Descarga ahora el archivo FASTA del proteoma de HOMO sapiens.

a) Esto se debe hacer en la pagina de taxonomia del sitio web de Uniprot y buscando Homo Sapiens

Lt

[
Uﬂipfo't... Advanced w

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

Taxonomy results @ sbout Taxonomy
Filter byi «1to250f 8,220 B Show

Repeat search in UniProtkB (2,393,722) b 4

Taxons with:

s e
UniProtkB (7,305)

Homo sapiens (Human) & u

n

5 reviewed Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria » Euarchontoglires »
entries in Primates » Haplorrhini » Catarrhini » Hominidae » Homo

UniProtkB (531)

a proteome Proteomes (1) UniProtkB (156,851)- Reviewed ( ot) (20,168) Unreviewed (TTEMBL) (136,683)

(1,051)

reviewed:yes AND organism:"Homo sapiens (Human) [9606]" Advanced

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

UniProtKB results O soout univrowcs [N
2) A continuacion debes descargar el archivo FASTA Filter by’ St [ oo o & oo | BGmElE]  4iwseraniss b sto[E Y]
: " Download selected (0) x
a ::;;ewed ® Expand sear Downlond ol (20158) ude lower taxonomic ranks
(de Swiss-Prot) revisado == DEERIER romorrasm consricar ) I
Popul_ar [ P20848  ALAT| @ Compressed ' Uncompressed SERPINA2 ARGS, Homo
organisms review first 10° ATR, PIL, SERPINA2P  sapiens
: (vumar)
D QIUNA3  A4Gd A4GNT Homo 340
Proteomes % acetylglucosaminyltrans... sapiens
UPD00005640 (Human)
(20.162) [J Q96GX2 ' A7L3B_HUMAN ﬁ Putative ataxin-7-like ATXN7L3B Homo a7
View by ~"  protein 3B sapiens
(] Q8MN5Z0 AADAT_HUMAN ﬁ Kynurenine/alpha- AADAT KAT2 Homo 425
_ aminoadipate amino... sapiens
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Herramienta de procesamiento Dbtoolkit dataBase

Puedes ver y editar la informacion del archivo FASTA con la dataBase Processing Tool

(herramienta de procesamiento de bases de datos) de Dbtoolkit

@ Database Processing Tool - m} x
File Settings Tools Help

File selection

Database file : |E:\Pedro\Desktopluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes fasta || Browse...

Preview pane (2 FASTA entries)

>sp|P20848 | A1ATR _HUMAN Putative alpha-l-antitrypsin-related protein O5=Homo sapiens GN=5SERPINAZ PE=1 3V=1
MPFSVSWGVLLLAGLCCLVPSSLVEDPQGDARQKTDT SHHDQGDWE DLACQKI SYNVI DLAFDLYKSWLI YHNQHVLVT PT SVAMAFRMLSLGTKADTRTEILEGLNVNLTET PEAKIHECF
QOVLQALSREDTRLOLITGSSLEVNESMELVDT FLEDTEELYHSERS STNFRDTEERKEQTNNYVEKRT GREVVDLVEHLEKDT SLALVDY I SFHGKWKDETKAER IMVEGFHVDDET IIRV
PMINHLGRFDIHRDRELSSWVLAQHYVGNATAFFILPDPKEMW)LEEKL.TY SHLENIQRAFDIRSINLHFPKL.S I SGT YKLKRVPRNLGI TKI FSNEADLSGVSQEAPLKLSKAVHVAVLT I
DEKGTEATGAPHLEEKAWSKYQTVMFNRPFLVIIKEY ITNFPLFIGKVVNETQK

[»]

>8p|QOUNAS | R4GCT_HUMAN RAlpha-1, 4-N-acetylglucosaminyltransferase OS=Homo sapiens GN=R4GNT PE=2 5V=1

MREELQLSLIVILLLVCGFLYQFILKSSCLFCLESFESHQGLEALLSHRRGIVFLET SERME FPHLV SCSVESARKT Y PEREVVE FMKGLTDST FMESNSTY PAFSFLSATIDNVELFEPLDMK
RLLEDTPLFSWYNQINASAERNWLHISSDASRLAI IWNKYGGIYMDTDVISIRPIPEENFLAROASRYSSNGIFGFLPHHPFLWECMENFVEHYNSATWGNQGPELMTRMLEVRCKLEDFQEV |
SDLRCLNISFLHPQRFYFISYREWRRYYEVWDTEESFNVSYALHLWNHMNQEGRAVIRGSNT LVENLYRKHCPRTYRDLIKGPEGSVI GELGPGNE

Ll

Status panel

Status :

21-02-2017 (16:51:23) Mo file loaded.

21-02-2017 (16:51:35) : Processing incoming file (E:\Pedro\Desktopluniprot-organism%3A9606+reviewed% 3Ayes fasta\uniprot-organism%3A9606+reviewe d%
21-02-2017 (16:51:35) . FASTA formatted file 'E\Pedro\Deskiopiuniprot-organism%3A2606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism¥%3A9606+reviewed%3Ayes
4] I I 1]
Errors:

[21-02-2017 (16:51:23) - None

[21-02-2017 (16:51:35) . None

np
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Transformacion de datos a MGF con MSConverter en ProteoWizard

Utiliza MSConverter en ProteoWizard para convertir los datos de HPC-MS adquiridos en la
Orbitrap (archivo de datos BRUTOS) a un formato que se pueda leer con SearchGUI
(archivo de datos MGF).

20160421 THP1C_insol 0323 ziptip_1ug 04/21/16 15:06:19
RT: 0.00 -120.00 ==
62.32 ML:
100 =]
90 TIC MS
11541 20160421_T
30 HP1C_insal
0323 _zipti
70 p_Tug
M
3
g 60
E a5 MSConvertGUI (84-bit) — O x
< 50
>
fu 40 (®) Listof Fles () File of file names
5]
o

w
=)

Fle: | Browse About MSConvertGLII

6404
20 Remove

92 94 Fift
=L 96.1 |E:"-.Pedro"-.Desktop"-lest"-.THP'IC_insoI_'Iug.law ‘ e

6877 73.56
4 77.04

31.06
3.90 631 16.02 20.18 26.72

0 MS Lewel v
0 10 20 30 40 50 60 T0 80 90
Time (min) = c
i:)EL-TF;mdDIte;mZ test | | Bro Levels
“\PedrotDesktop'te: WSE _I:I
Options
CQutput format: | mzML | Bdension: I:I
Binary enceding precision: (® &4bit () 324bit
White indezx: Use zlib compression:
TPP compatibility: Package in gzip: [ Add Remove
IUse numpress linear compression: [
|Use numpress short logged float compression: [ ] Filter Parameters

Use numpress short posttive integer comprassion: |:|

Use these settings nesd time | stat MSConverGUI
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Motores de busqueda: SearchGUI

Y3 SearchGUI 3.2.8 - O X
File Edit Hel
Abre SearchGUI. = =C EP
Input & Output
En los ajustes de la busqueda, edita Spectrum File(s) 1file(s) selected Add Clear
Search Sefings | test v | Add || Eat |

cubre el formulario del modo que
y q Qutput Folder E’\Pedro\Deskiopitest Browse

se muestra.

Pre Processing

Se escogieron modiﬁcaciones de [ﬂ MSConvert MSConvert File Conversion - ProteoWizard web page

Search Engines

variables (;por qué?).

U X! Tandem XITandem Search Algorithm - XITandem web page

Puedes configurar también el O MyriMatch Myriltatch Search Algorithm - Myrillatch web page
, . . & MS Amanda MS Amanda Search Algorithm - MS Amanda web page

mezclador de péptidos para abrir el

U MS-GF+ MS-GF+ Search Algorithm - MS-GF+ web page
archivo de resultados, tal y como se O OMSSA OMSSA Search Algorithm - OMSSA web page

| Comet Comet Search Algorithm - Comet web page
muestra abajo. _ _ -

0 Tide Tide Search Algorithm - Tide web page
SearchGUl preguntaré Si quieres O Andromeda Andromeda Search Algorithm - Andromeda web page

. De Novo Algorithms

crear un archivo fasta

D Novor Movor De Movo Peptide Sequencing - Movor web page
concatenated_target_decoy. DI s OJ DirecTag DirecTag M3/M3 Sequence Tagging - DirecTag web page
(¢por qué es importante hacerlo?). Post Processing

(&) PeptideShaker PeptideShaker - Visualize the results in PeptideShaker

@ Please cite SearchGUI as Vaudel et al.: Proteomics 2011:11(5::996-9. Start the Search!



Selecciona las opciones de

busqueda y la base de
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Se escogieron
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variables (;por qué?)
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}\;‘: Search Settings - test

Database

Database (FASTA) 13AB606+reviewed¥ 3Ayes fastaluniprot-organism%3A9606+reviewe d% 3Ayes_concatenated_target_decoy fasta Edit

Modifications
Fixed Modifications (0) l Most Used Modifications |v]
Name Mass == | Name | Mass |
B Acetylation of protein N-term 4201 | K
- B Deamidation of N 088
Deamidation of Q 0.98
B Fhosphorylation of 79.87 |
I Fhosphorylation of T 7387 |
) L B Phosphorylation of Y 7997 |
Variable Modifications (3) B Pyrolidone from E _18.01
| Name | oo . I Pyrolidone fram Q -17.03
— I Pyrolidone from carbamidomethylated C -17.03
Il COxidation of M 15.99 TMT 10-plex of K 22918 1
Carbamidomethylation of C 57.02 | == TMT 10-plex of peptide N-term 27918 1
B Acetylation of K 4zt | TMT 6-plex of K 25518 1
TMT 6-plex of peptide N-term 2ze16 1
ITRAQ 4-plex of K 14410 | ¥
Protease & Fragmentation
Digestion [ Enzyme |'] Precursor miz Tolerance 10.0 ppm v
Enzyme L Trypsin |'] Fragment m/z Tolerance 10.0 ppm v
Specificity L Specific | '] Precursor Charge 2 - 3
Max Missed Cleavages 2 Isotopes 0 _ 1

Fragment lon Types l b

@
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G lysine acetylation iodoar X 1 = K-acetylation and its enz X/ é Overalkylation of a Prote X
< c |® Not secure | pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/3c01034237sre=recsys T?i" Efﬂ g
- Search | Citation | Subject
wl - Enter search text/ DOI Anywhere v Search
cI\emlstry

' All Publicatiens/\Vebsite

ﬂ Browse the Journal Articles ASAP Curren Multimedia Submission & Review Open Aco About the Joumnal

Article

Overalkylation of a Protein Digest with lodoacetamide

Emily S. Boja and Henry M. Fales *

National Heart, Lung and Blood Institute, National Institutes of Health, 10 Center Drive, MSC 1676, Bethesda, Maryland
20892

Anal. Chem., 2001, 73 (15), pp 3576-3582

DOI: 10.1021/ac0103423

Publication Date (Web). June 30, 2001

Copyright Not subject to U.S. Copyright. Published 2001 American Chemical Society

‘ o Your current credentials do not allow retrieval of the full text ‘

Abstract

Cystine linkages in proteins are often opened with reducing agents. sometimes to improve their
digestion, often to eliminate disulfide linkages from complicating analysis of the digest. After
reduction, the sulthydryls are usually reacted with icdoacetamide (LAM), icdoacetic acid (IAA), or
another electrophile to prevent reformation of disulfide linkages in a random manner. \When the
amount of protein may be reliably estimated, side reactions from excess IAM or IAA can be
avoided. When this is not so, removal of excess iodoalkane can be accomplished by HPLC, by
dialysis, or simply by allowing a reducing thiol to consume any excess. In mass spectrometric
analysis of proteins isolated by 1D or 2D gels, removal of the excess icdoalkane is often
accomplished simply by washing the gel prior to proteolytic digestion. During a recent study of the
glutathionylation site mapping of actin, IAM was used to block any residual sulfhydryl groups
remaining on the protein so that they would not displace glutathione from its initial site. In addition
to avoid losses due to actin polymerization during dialysis, the 1AM was allowed to remain during
the digestion. This further ensured that any sulfhydryl groups liberated during the digestion would
be similarly blocked by the IAM. Under these conditions, we observed the peptides to undergo N-
as well as S-carbamidomethylation. In examining a series of other peptides alkylated with IAM in
this way, we have found N-alkylation to be the rule rather than the exception and even C-alkylation

£ Previous Article = Next Article »

w| f o=+
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Selecciona las opciones de peptideshaker
PeptideShaker Settings X
Peptide Shaker
Location EAPedroDesktop\PeptideShaker-1.16.0\PeptideShaker-1.16.0.jar | | Edit ]
Project Details
ProjectName THP1 |
Sample Name | THP1_51 | Replicate 0
Output
Output File |E:‘Fedro\DesklomtesnPeptideShaker_output.cpsx | [ Browse ]
Advanced Settings (see help for details)
Praject | Default | Edit
Mascot Files | | [ Browse ] [ Clear ]

E — =




Generacion y evaluacion de resultados: PeptideShaker para la add AA(LifeSei e@é
visualizacion, y validacion, de péptidos y proteinas. Analisis PTM

de aveiro

|) Después de realizar la busqueda con searchGUI
* (+/- 3 minutos aproximadamente con un Intel I7-6700K de 16 MB de
RAM), se abrira la ventana de resultados en la plataforma peptideshaker.
2) Aqui podras ver que se han identificado en torno a 700 proteinas, aunque
373 han sido clasificadas como dudosas (;por qué?).
3) Podras ver ademas informacion sobre los péptidos identificados para cada
proteina y los espectros de masas con el patron de fragmentacion anotado.

‘Spectum [ Budtle Piot | on Tadle




Una asignacion
espectro-péptido (PSM)
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14 Quality Control (beta)

General Settings
-

Mark as Doubtful

[] Hits obtained on small databases (<1000 protein sequences)
] Datasets with a low number of target hits

| [¥] Hits nearthe confidence threshold (margin= 1 x resolution)

Protein Filters
-

| | Name

Description

1 ==2 confident peptides

2 = -onfident spectra

Mumber of confident peptides filter
Mumber of confident spectra filter

Peptide Filters
r .|
MName Description
1 One confident PSM Mumber of confident PSMs
PSM Filters
( 2|
Mame Description

1 | Fragmentlon Sequence Coverage
2 Mass deviation

rage filter by fragment ions
Precursor miz deviation probability

(Z)  Right-dickin the tables to edit the filters.

. OK | [ Cancel .




Analisis de datos: informacion proteica, analisis de

rutas metabdlicas y ontologia de genes

I

universidade
de aveiro

A(TifeSci 2,

Explora las opciones avanzadas de analisis de datos del peptideshaker abriendo

la pestana de modificaciones, y la pestana « GO Analysisy.

Spectrum 1Ds

Fractions

Modifications
3D Structures
Annotation
GO Analysis
Walidation
QC Plots

Overview
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rutas metabodlicas y ontologia de genes

de aveiro

En la pestana «Annotation» podras anotar informacidn para cada proteina.

No obstante, si quieres realizar anotaciones de varias proteinas, sera necesario
que exportes tus resultados (informe de proteinas por defecto) y que hagas
clic en el enlace web que hay al lado del recurso, y que sigas las instrucciones
que aparecen en la pagina web del recurso.

T4 Peptideshaker 1.16.0 - THP1 (Sample: THP1_S1, Replicate: 0} - o x

File Edit Export View Help Find protein or peptide;

Basic Protein Annotation _ Protein Annotation - Help ) @
Spectrum IDs
Accession PE3261 Single Protein P
To access the annotations for the currently selected protein, simply click the button Fractions
Description Actin, cytoplasmic 2 (ACTG_HUMAN) corresponding to the wanted resource. Wodifications

3D Struclures

Multiple Proteins
To getthe list of all validated proteins in your project click here

Annotation
Gene Name ACTG1 Chramosome 7 Advanced export options: Export = identification Features.
GO Analysis
Taxenomy Homa sapiens To querry using multiple proteins, click the web link next to the resource and follow Validation
the instructions provided atthe resource web page.
Database UniProt il
UniProt - protein knowledgebase _ Reactome - pathway database
Search UniProt High-quality protein sequence and functional information. web Search Reactome Manually curated and peer-reviewed pathway database. web
neXtProt - human protein knowledgebase _ DAVID - functional annotation
Search nextProt High-quality human protein infermation and annotation. web Search DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery. web
STRING - protein interaction _ IntAct - protein interaction
Search STRING Known and Predicted Protein-Protein Interactions. web Search IntAct Analysis tools for protein interaction data. web
QuickGO - gene ontology terms and annotations _ InterPro - predictive protein signatures
Search QuickGQO ‘Web-based browser for Gene Ontology terms. web Search InterPro Integrated database of predictive protein signatures. web
DASty - protein sequence features _ PDB-protein data bank
Search DAStY Web client for visualizing protein sequence feature information.  web Search PDB Biological macromolecular resource: web
PICR - Protein |dentifier Cross-Reference Service
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Informe
———————————————————————————————————

Muestra los resultados de este analisis:
« Numero de proteinas identificadas
 Las 3 proteinas mas abundantes

* Selecciona un grupo basado en el analisis GO

* Muestra el analisis String (redes funcionales de asociacidén de proteinas) de
este grupo
* Anota una proteina importante (nodo central)
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