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1. Dades del Centre

La Plataforma Metabolomica és un centre de recerca conjunt creat per la URV (Universitat
Rovira i Virgili, Tarragona, Espanya) i CIBERDEM (Xarxa Espanyola d’Investigacié Biomédica
en Diabetis i Trastorns Metabolics Associats). La Plataforma Metabolomica forma part de
ISPV (Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili), una important organitzacio d’investigacié
meédica que realitza nombroses iniciatives de recerca al pais. L'objectiu principal de la
Plataforma Metabolomica és oferir serveis metabolomics als grups de recerca biomédica i
clinica de CIBERDEM i URV.

La principal visi6 de la Plataforma Metabolomica no és només actuar com un centre de
mesura, siné oferir assessorament metabolic, intentant implicar-se plenament en els
experiments relacionats amb el metabolisme proposats pels grups. Aixo significa que la
col-laboraci6 comenca des del principi de [I'estudi (definici6 d’objectius, dimensid i
caracteristiques del conjunt de mostres, disseny experimental metabolic) fins al final
(processament i interpretacié de dades), ajudant a obtenir resultats clinics rellevants per als
diferents grups de recerca als qui dona servei.

2. Resum
Un dels principals problemes de la metabolomica no dirigida (untargeted) és la baixa
cobertura de metabdlits identificats, en bona part deguda a la gran quantitat de senyals
redundants i inespecifiques generades pels instruments. En aquest context presentem un
software de metabolomica semi-dirigida per I'analisi de dades LC-MS1 i LC-MS2 (RHermes),
gue permet la identificacié de potencialment milers de compostos presents en una mostra.
L’estratégia es basa en una anotacio context-especifica de les dades MS1 a partir d’'una base
de dades de formules moleculars i adductes, seguida d’una adquisicié especifica de dades
LC-MS2 per identificar els compostos. Per validar I'especificitat bioldgica d’Hermes, s’han
analitzat mostres procedents d’Escherichia coli cultivada en un medi marcat amb **C-glucosa
i un medi control sense marcar. Els resulats suggereixen que Hermes és capac de cobrir més
eficagcment el metaboloma de E. coli, requereix un menor nombre de scans MS2 adquirits i
permet identificar compostos molt poc abundants que no poden ser identificats pels métodes

d’adquicisicié6 MS2 convencionals.

Paraules clau: Metabolomics, stable-isotope labelling, LC-MS1, DDA, Hermes,




3. Introduccio
La metabolomica no dirigida (untargeted) és una branca de la metabolomica que es
fonamenta en 'anotacié i identificacié de metabolits sense assumir un coneixement previ de
la seva naturalesa, é€s a dir, basant-se exclusivament en I'analisi de les senyals adquirides
pels instruments sense informacié externa (1). La metaboldmica untargeted es contraposa a
la metabolomica dirigida (targeted), on els experiments es dissenyen per la quantificacié d’'un

conjunt de metabdlits ja coneguts (usualment <50) (1).

Les dues aproximacions han estat complementariament utilitzades els darrers anys per al
descobriment de biomarcadors i nous metabolits aixi com en estudis que associen signatures
metaboliques a patologies. En el camp de la biotecnologia, els estudis de metabolomica
dirigida han facilitat el procés d’optimitzacié de vies metabodliques en microorganismes, ja que
és possible quantificar les abundancies de multiples compostos d’'una mateixa via i identificar

possibles colls d’ampolla a optimitzar.

Per dur a terme experiments en metabolomica untargeted és frequient I'is de la cromatografia
liguida acoblada a espectrometria de masses (LC-MS), ja que presenta un elevat rang
dinamic i cobertura del metabolisme (2). Altres plataformes com la cromatografia de gasos
acoblada a espectrometria de masses (GC-MS), imaging MS (i-MS) i ressonancia magnética
nuclear (NMR) s6n també amplament utilitzades en el camp, complementant els resultats
obtinguts per LC-MS. Els instruments GC-MS sén utilitzats per I'analisi de compostos volatils,
com ara terpens; i-MS s’ha fet servir per monitoritzar la distribucié espacial dels metabdlits,
permetent ubicar-los a nivell d’organuls; NMR, per altra banda, permet I'analisi de la
composicié interna de lipoproteines, no és destructiva i permet la identificacié inequivoca
d’esterecisdmers. Aquestes tres técniques, pero, presenten limitacions com la dificultat en
I'analisi de compostos termolabils en GC-MS, el solapament de senyals en i-MS i la baixa
sensibilitat en NMR. A la Taula 1 s’exposa una comparativa de les diferents técniques,

ressaltant les avantatges i inconvenients de cadascuna.

La LC-MS es basa en la separacio de les molécules presents en una solucié (fase mobil) en
funcié de la seva polaritat al passar per una columna (fase estacionaria). En metaboldomica
s’utilitzen dos tipus de columnes en funcié de quin tipus de metabdlits es volen aillar:
columnes d’interaccio hidrofilica (HILIC - Hydrophylic interaction) i columnes de fase reversa
(RP — Reverse phase). Les primeres disposen de compostos amb grups hidrofilics ancorats
a la columna, els quals interaccionen amb els compostos polars de la fase mobil i els
alenteixen, augmentant el seu temps de retencié (RT). Les columnes de fase reversa, en
canvi, contenen hidrocarburs saturats de cadena mitjana-llarga (entre 8 i 18 carbonis) que

interaccionen amb els compostos apolars, invertint 'ordre en qué elueixen els compostos.




Taula 1: Comparacio de les diferents tecniques analitiques emprades en metabolomica.

Metode Avantatges Inconvenients
LCMS e Gran cobertura de metabolits. ¢ No detecta compostos volatils o
e Altrang dinamic. gue no ionitzen bé en fase liquida.

e Separacio eficient (alta resolucié)

_ ¢ Requereix estabilitat térmica dels
GC-MS e Cicles de treball curts.

o . _ analits.
¢ Analisi de metabolits volatils.

¢ No hi ha separacio

MS e Aporta informaci6 sobre la ubicaci6 cromatografica.
i
espacial dels metabolits. e lons amb m/z semblants no es
poden distingir bé.
. ) e Solapament de senyals.
e Analisi no destructiu.
) o ] e Processat de dades poc
e Permet identificacié inequivoca d’un )
NMR reproduible.

analit.
L . e Baixa sensibilitat per a analits poc
e Quantificacio de lipoproteines.
abundants.

L’eleccié de la columna optima per dur a terme un experiment depén de si es busquen
separar preferentment compostos polars (columna HILIC) o apolars (columna de fase
reversa). A banda de la tria de columna, hi ha altres factors a tenir en compte per optimitzar
la separacio dels compostos com ara els gradients d’elucid, que sén variacions incrementals
en la composicié de la fase mobil que serveixen per millorar la separacié entre compostos i

accelerar la cromatografia.

Els instruments de LC-MS presenten generalment dos modes d’operacié: MS1 i MS2
(també anomenat MS/MS o tandem MS) (3). L’analisi MS1 consisteix en:

0] Generar ions a partir de I'eluit de la columna cromatografica.

(i) Separar els ions en funcié del seu quocient massa/carrega (m/z).

(iii) Detectar els ions i enregistrar el resultat.

L’analisi MS2 afegeix un pas extra al mode MS1 i, després de generar els ions, en selecciona
només un conjunt i els sotmet a un procés de fragmentacié. Aquest pas de fragmentacio
genera una série d’ions que son caracteristics de cada molécula (m/z i abundancia relativa) i

gue permeten la identificacio dels compostos.




Els fluxos de treball en LC-MS untargeted consisteixen en I'adquisicié de dades LC-MS1 de
la totalitat de les mostres, que serviran per a la quantificacié dels compostos, seguida de
'adquisicié de dades LC-MS2 de només un conjunt de mostres representatives, que serviran
per a la identificacié dels compostos. Dintre d’aquests fluxos de treball, podem fer una
distincié entre els métodes one-step i els two-step, en funcié de si les adquisicions LC-MS1 i
LC-MS2 es duen a terme consecutivament (one-step) o si existeix un analisi previ de les

dades LC-MS1 abans de procedir amb I'adquisicié de dades LC-MS2 (two-step).

Quan es duen a terme analisis one-step, es fan servir generalment dues estratégies per
'adquisici6 MS2: data-dependent acquisition (DDA) i data-independent acquisition (DIA).

L’analisi DDA (Figura 1a) consisteix en:

0] Adquirir un scan MS1 de tots els ions generats.

(i) Buscar els ions més abundants i afegir-los a una llista d’objectius.

(iii) Aillar cada i6 en la llista individualment i fragmentar-lo, adquirint un scan MS2 per
cada io.

(iv) Repetir els passos (i)-(iii) fins al final de 'experiment.

Les analisis DDA han evolucionat amb el temps per augmentar la quantitat i qualitat de la
informacid generada: actualment sén freqlients les analisis de DDA iteratiu, en les quals
s’analitza una mostra multiples vegades i es genera una llista d’exclusié per evitar fragmentar
els mateixos ions en injeccions posteriors (4). L'analisi DIA (Figura 1b), en canvi, fragmenta
tots els ions independentment de la seva intensitat, obtenint un espectre MS2 representatiu
del conjunt. Els espectres adquirits per DIA sén sovint convolucionats, és a dir, que presenten
senyals provinents de mdultiples compostos; el problema de la deconvolucié en DIA és
particularment dificil de solucionar i, donada la seva baixa sensibilitat, és menys freqient que
I'analisi DDA en aplicacions de metaboldmica. Un dels desenvolupaments en I'adqusicié DIA
ha estat I'estratégia SWATH (5) (Sequential Windowed Acquisition of All THeoretical spectra),
que, en comptes d’aillar la totalitat dels ions, restringeix l'interval d’adquisicié a un interval de
m/z ample (entre 25 i 50 Da), reduint la complexitat dels espectres obtinguts i facilitant la

identificacié dels compostos de manera no dirigida.

Les analisis two-step (Figura 1c) sén I'evolucié conceptual dels one-step: en comptes de
deixar que I'aparell seleccioni els ions precursors més intensos (DDA) o que els fragmenti tots
alhora (DIA), les analisis two-step permeten seleccionar quins precursors fragmentar en base
a criteris derivats de I'analisi MS1; per exemple, es poden triar només aquelles senyals que
tinguin abundancies significativament diferents entre conjunts de mostres. D’aquesta manera,
l'analisi MS2 queda restringit a senyals que es considerin rellevants pels investigadors i es

poden focalitzar els recursos instrumentals a adquirir dades de major qualitat.




a) Data-dependent Acquisition (DDA)
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Figura 1: Comparaci6 dels métodes data-dependent acquisition (DDA) (a), data-independent acquisition (DIA) (b),
i two-step (c). En el métode DDA, després d’adquirir un scan MS1 s’aillen els precursors més intensos de forma
sequencial i s'analitzen a nivell MS2. En el métode DIA, en canvi, els precursors es fragmenten de forma conjunta,
donant lloc a un espectre convolucionat on es mesclen els fragments de diferents ions precursors. En les
aproximacions two-step hi ha un analisi de dades previ a I'adqusicié MS2, de manera que només es seleccionen

aquells ions precursors que siguin rellevants per a l'investigador.




Per tal de dur a terme l'analisi de dades de LC-MS1, existeixen diferents plataformes de
software lliure disponibles. Una de les més emprades és XCMS (6,7), la qual permet la
deteccié de pics en multiples mostres, I'agrupament d’aquests pics en features i I'anotacio

d’aquestes features basant-se en diferéncies de m/z pre-establertes.

Els experiments de marcatge isotopic son extensament emprats en metabolomica per
estudiar el flux dels metabdlits en un sistema bioldgic, aixi com per identificar compostos i
validar el seu origen biologic (2,8). El principal isotop utilitzat és el 13C, degut a la preséncia
ubiqua del carboni en les biomolécules. Per denotar els nombre d’atoms *C en una molécula
s'utilitza la notacié MX, on X és el nombre d’atoms de *C presents. El 13C és present a les
molécules naturalment, establint un patré isotopic que depén del nombre d’atoms de carboni
en la molécula i que sovint s’empra per determinar experimentalment la formula molecular
dels compostos. Altres isotops estables que es poden observar en les biomolécules sén el
15N, 80, 2H i el 3*S. En molécules que contenen haldogens, com ara biomolécules generades
per espéecies marines, podem trobar els isotops ’Cl i 8!Br, els quals tenen una abundancia
natural molt elevada (24% i 49%, respectivament) i donen lloc a patrons isotopics molt

caracteristics que permeten confirmar la seva preséncia.

A nivell practic, existeixen dos fenomens complementaris que es poden aprofitar per
quantificar el nivell de marcatge *C d’'un metabolit (Figura 2): (a) l'aparicio de senyals
marcades (Mx) que no poden ser explicades a partir de les abundancies naturals i (b) la dilucio
isotopica, que consisteix en la pérdua de senyal del pic monoisotopic (M0O) en la mostra
marcada en comparacié a la mostra sense marcar. Per quantificar (a), Buescher et al. (9)
defineixen la contribucié fraccional (en anglés fractional contribution, FrC), que calcula la
proporcié d’atoms marcats en el conjunt de senyals MO fins a Mn, on n és el nombre total

d’atoms de carboni en la molécula:

N ,
Fre 2 M;- i
rC =
= MOnomarcat'n

Per quantificar (b), Giné et al. (10) defineixen la puntuacié del ratio monoisotopic (en anglés
monoisotopic ratio score, MIRS), que és calcula el quocient entre la senyal MO en la mostra
marcada i en la ho marcada:

MIRS — 1 _ Momarcat

M OTLO marcat

10
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i FrC

M5

M1
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M2 | M1 M2 M3

1 | 1 |
m/z m/z
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Figura 2: Representacio del patré isotopic natural de la glucosa (CsH1206) -esquerra- i del patré isotopic del mateix
compost que observem en una mostra on s’ha suplementat el medi de cultiu amb *3C -dreta-. Es representen les
dues metriques de marcatge esmenades: contribucié fraccional (FrC), basada en la preséncia de senyals
marcades (M1-M6), i puntuacio del ratio monoisotopic (MIRS), basada en I'abséncia de senyals no marcades (MO).

HERMES és una estratégia d’adquisicié de dades de metabolomica LC-MS1 i LC-MS2 creada
per Giné et al. (10), que té com a objectiu caracteritzar el maxim possible una matriu biologica
o0 ambiental. Per fer-ho, li dona la volta a les estratégies convencionals d’analisi de dades LC-
MS: en comptes de dur a terme una deteccié de pics i posterior anotacié dels metabolits,
HERMES parteix de tota una llista de possibles ions que podrien estar presents a la mostra i
anota les dades directament, sense necessitat de dur a terme cap procés de deteccio de pics.
Aquesta inversio en el paradigma del processat de les dades confereix a HERMES una alta
sensibilitat (detecta compostos independentment del seu perfil d’elucid) i especificitat (només
detecta aquelles senyals que son desitjades pels investigadors). La possibilitat de triar quin
conjunt de formules moleculars i adductes es volen buscar a les dades experimentals
adquirides possibilita que es pugui fer servir HERMES en multiples contexts, com so6n

aplicacions biomédiques, ambientals, alimentaries, etc.

El funcionament de I'estratégia HERMES (Figura 3) consisteix dels seglents passos:

1) Generacié d’'una llista de les senyals que es pretén buscar a les dades (Figura 3a).
Aquesta llista conté totes les combinacions de formules i adductes especificades per
l'usuari (férmules idniques). Es duu a terme un procés de filtratge de les formules
ioniques redundants, és a dir, aquelles que tenen un mateix nombre d’atoms i la
mateixa carrega.

2) Calcul dels patrons isotopics adaptada a la resolucié experimental. Per tal de poder
validar les anotacions realitzades per HERMES, és sovint necessari comprovar que
els perfils isotopics observats quadrin amb els que tedricament se'n deriven de
I'anotacié. Per aquest motiu, el programa calcula quins isotops podran ser distingits
entre ells (i, per tant, detectats) donada la resolucié de I'aparell utilitzat per adquirir les

dades.
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3) Anotacié de les dades experimentals (Figura 3b). Per a cadascuna de les formules

4)

5)

6)

ioniques calculades en 1), es busquen quines senyals de les dades tenen un valor de
massa/carrega (m/z) que quadri amb el valor m/z teodric de la férmula ionica que es
busca dintre de I'error de massa de l'instrument. Si es troben senyals que coincideixen
amb la senyal monoisotopica, es busquen la resta d’'isdtops calculats en 2).

Deteccit de scans d’interés (SOI, Scans of Interest, Figura 3c). A partir de cadascuna
de les anotacions obtingudes en 3), es busquen conjunts de senyals que es repeteixen
en el temps (Annex 1 — Algorisme 1). Aguest pas substitueix el peak-picking que es fa
servir en altres aproximacions.

Filtratge dels scans d’interés. Aquests conjunts de senyals sén filtrats en els seguents
passos (Figura 3d):

a. Subtraccio del blanc experimental: es busca si existeixen senyals analogues a
les detectades en un blanc experimental analitzat préviament i s’eliminen. Una
xarxa neuronal artificial (ANN, Artificial Neural Network) ha estat entrenada
manualment per classificar si dos perfils de senyals (un de mostra, l'altra de
blanc) son diferents entre ells o no.

b. Fidelitat isotopica: busca si les senyals d’isotops associades a les SOls tenen
un patro d’intensitats compatible amb el patré d’intensitats teoric, el qual es pot
calcular a partir de la férmula molecular de 'anotacio. L’algorisme té en compte
la intensitat de les senyals i la possibilitat que determinats isotops tinguin una
intensitat per sota del llindar de deteccio de l'instrument.

c. Filtratge de fragments generats a la font: busca si la senyal anotada en cada
SOl podria provenir de la fragmentacié d’una altra SOI, el qual és un fenomen
comu durant la ionitzaci6 de metabolits labils a la font de ionitzaciéo de
linstrument. A partir d’'una base de dades fragmentacié MS2 a baixes energies,
HERMES s’inspira en Domingo et al. (11) per determinar si hi ha senyals
compatibles amb fragments generats a la font i busca si existeixen similituds
en els perfils d’elucié entre SOls per filtrar-les.

d. Heuristigues de qualitat de senyal: es calculen diversos parametres de les
SOls, com son la intensitat maxima de les senyals, el rang entre la intensitat
minima i la maxima, la quantitat d’estructura (manca de soroll) present a les
dades. L’aplicacio de diferents filtres basats en aquests parametres permeten
eliminar senyals sorolloses.

Generacio d’'una llista d’inclusio per a realitzar un experiment MS2. A partir d’'una llista
de SOIls, HERMES les agrupa en funcié de la seva m/z per donar lloc a una llista
d’inclusié. Aquesta llista té en compte la preséncia de SOIls amb valors de m/z molt

semblants entre elles i que coelueixen en temps de retencio propers. Tot sovint, donat
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gue hi ha moltes entrades a monitoritzar de forma simultania, HERMES distribueix les
entrades de la llista d’inclusié en mdltiples injeccions que haura de dur a terme
linstrument per separat.

7) Adquisici6 de les dades MS2. La llista d’inclusid s’importa al programari de
'espectrometre de masses per crear un métode instrumental Unic per a cada injeccio.
L’instrument adquireix continuament scans MS2 de cadascuna de les entrades (Figura
3e). Aquesta cobertura continua de les entrades permet a HERMES dur a terme un
procés de deconvoluci6 de senyals que separa els fragments provinents de
compostos que coelueixen (Figura 3f) i genera una llista d’espectres de fragmentacié.

8) Identificacié dels compostos. A partir dels espectres de fragmentacié generats, es
poden identificar els compostos a partir d’'una comparacio d’espectres amb una base
de dades d'espectres de referéncia com ara METLIN (12) i MassBank (13).
Alternativament, existeixen altres aproximacions in silico que permeten la identificacio
de novo de compostos pels quals no hi ha espectres de referéncia com ara CSI-
FingerID (14), o permeten establir relacions de similitud estructural entre espectres
MS2, com ara GNPS (15).

L’estratéegia HERMES és integral a I'analisi d’'una mostra biologica, és a dir, cobreix tant la
generaci6 de les dades experimentals com el seu analisi, fins arribar a una llista
d’identificacions i quantificacions. Per poder dur a terme totes aquestes tasques d’'una forma
eficag, organitzada i reproduible, he programat una implementaci6 de HERMES en el

llenguatge de programacié R: RHermes.

El programa RHermes ha estat dissenyat amb la practicitat en ment: tots els moduls i passos
del processat poden executar-se mitancant comandaments de text senzills o fent servir una
interficie grafica (GUI), que permet analitzar i visualitzar les dades de forma dinamica des
d'un navegador web. Gracies a aquesta doble implementacié en text i GUI, usuaris de
diferents camps de recerca i amb diversitat de coneixements de programacié poden fer servir

I'eina sense problema.
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Figura 3: Descripcié de I’estrategia HERMES per la caracteritzacio del metaboloma. a) A partir d’'una base

de dades de formules moleculars i adductes, es calculen tots els possibles ions obtinguts a partir de les

combinacions formula-adducte. b) Es busquen les m/z dels ions a les dades experimentals MS1 i s’anoten els

scans. c) S’agrupen els conjunts de scans amb una mateixa anotacio al llarg del temps. S’aplica un algorisme de

substraccié de blanc per eliminar senyals que no sén propies de la mostra i que també apareixen en un blanc

analitic. d) Es filtren les senyals redundants i mal anotades fent servir diferents filtres (fidelitat isotopica,

heuristiques de senyal, etc.). S’obté una llista d’inclusio per fer dur a terme un experiment MS2. e) S’adquereixen

les dades MS2 de forma continua, obtenint perfils d’elucioé per als diferents fragments obtinguts a partir d’'un mateix

i6 precursor. f) Els fragments s’agrupen en funcié de la seva similitud d’elucié i donen lloc a una llista d’espectres

de fragmentacid, que poden ser utilitzats per identificar els metabolits contra llibreries d’espectres de referéncia o

emprats en altres estratégies computacionals. Figura adaptada de Giné et al. (10)
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4. Hipotesi de treball i objectiu/s
El software RHermes permet una millor identificacié dels metabolits presents en un mostra
bioldgica en comparacié amb técniques convencionals en estudis de la metaboldomica com la
data-dependent acquisition (DDA).
El present treball es proposa els seglients objectius:
o Demostrar I'especificitat de I'estratégia d’identificacio Hermes envers els metabolits
presents en una mostra de Escherichia coli.
¢ Validar els resultats obtinguts mitjancant una mostra de cultiu marcada completament
amb 13C.
o Comprovar la rellevancia del temps d’injeccié en LC-MS2 la qualitat dels espectres de

fragmentaci6 obtinguts.

5. Metodologia
5.1 Tractament de les mostres d’Escherichia coli!

Els extractes secs de E. coli (sense marcar i *C-marcat uniformement) es van reconsituir en
100 uL d’acetonitril-aigua (2:1), seguit de 30s de vortexat, 5 min de sonicacié i 30s de vortexat,
per tal d’alliberar els metabdlits homogéniament a la preparacio.

L’analisi LC-MS es va realitzar en un sistema Thermo Scientific Vanquish Horizon UHPLC
acoblat a un espectrometre de masses Thermo Scientific ID-X Tribrid (Waltham, MA). L’analisi
per cromatografia liquida d’interaccié hidrofilica (HILIC) es va dur a terme fent servir una
columna SeQuant ZIC-pHILIC (Merck Millipore, Burlington, MA) amb especificacions 150 mm
x 2.1 mm, 5 ym. Els dissolvents de la fase mobil estaven formats per A = 20mM bicarbonat
d’amoni, 0.1% soluci6é d’hidroxid d’amoni (25% d’amoniac en aigua) i 2.5 yM d’acid medronic
en aigua:acetonitril (95:5) i B = 95% acetonitril, 5% aigua, 2.5 uyM d’acid medronic. El
compartiment de la columna es va mantindre termostatitzat a 40°C durant els experiments.
Es va aplicar el segiient gradient amb un cabal de 250 pyL/min: 0-1 min: 90% B, 1-12 min: 90-
35% B, 12.5-14.5 min 25% B, 15 min 90% B seguit de 4 min de re-equilibrat amb un cabal de
400 pL/min i 2 min a 250 pL/min. El volum d’injecci6 va ser de 2 L per a tots els experiments.
Les dades es van adquirir amb els segiients parametres: voltatge del esprai, 3.5 kV i -2.8kV
en mode positiu i negatiu, respectivament; gas portador, 50; gas auxiliar, 10; gas oposat, 1;
temperatura del tub de transferéncia ionica 300°C; temperatura del vaporitzador, 200°C; rang
de massa 70-1000 Da; lents RF 60%; resolucio, 120000 (MS1), 15000 (MS2); AGC target
200000 (MS1), 5e4 (MS2); maxim temps d’injeccio, 200ms (MS1), 35ms (MS2 HERMES),
100ms (DDA iteratiu); finestra d’aillament 1Da; energia de col-lisié 35% HCD.

1 Adaptat integrament de Giné et al. (10)
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5.2 Analisi de les dades amb RHermes
Totes les analisis descrites (excepte on s’indiqui) es van realitzar amb RHermes v0.99.0,

executat en RStudio v1.4.1106 i el llenguatge de programacio R v4.0.4.

Bases de dades de formules i adductes: es va dur a terme una fusio entre la base de dades
E. coli Metabolome DataBase (ECMDB) i tots els metabdlits presents en els les rutes
metaboliques associades a E. coli K12 en la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG). Els adductes utilitzats van ser, per a ionitzacio positiva, [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*,
[M+NH.]* i [M]*, i, per a ionitzacié negativa, [M-H] i [M+CI]".

Deteccio de les SOI: es van fer servir dos filtres de densitat de scans de scans de 5s,
intercalats amb 2.5s d’espai entre cadascun. Es va demanar un minim valor d’integritat

estructural en les SOI (p.pq0s) de 0.5.

Filtratge de les SOI: Es va fer servir un filtre de fidelitat isotdopica demanant una similitud
minima de 0.8 entre el patré isotopic tedric i I'observat experimentalment. La deteccio de
fragments generats a la font (in-source fragments) es va dur a terme fent servir una base de
dades d’espectres de fragmentaciéo d’us intern, formada per espectres de les llibreries
MassBankEU, MoNA, HMBD, Riken i NIST14. Es van seleccionar els espectres amb energies

de col-lisi6 menors a 20 eV (ionitzacié CID) o 20% nominal (ionitzacié HCD).

Generacio6 de la llista d’inclusié: es van generar dues llistes d’inclusié aplicant prioritzacié
dels adductes [M+H]" i [M+NH4]* (ionitzacié positiva) i [M-H] (ionitzacié negativa). Els
elements de les llistes d’inclusié es van organitzar en injeccions permetent un solapament de

fins a 10 entrades a monitoritzar de forma simultania per l'instrument.

5.3 Obtenci6 dels scans per adquisicié data-dependent (DDA) iteratiu

Es va dur a terme un total de 3 injeccions mitjangant un métode amb llistes d’exclusid, per tal
d’evitar fragmentar els ions que ja s’hagin analitzat en injeccions anteriors. Per fer-ho, es va
convertir el primer fitxer DDA al format mzML fent servir MSConvert (16). A continuacio, es
va processar el fitxer mitjangant el programa IEomics (4) per obtenir la llista d’exclusio per a
la seglient injeccid. Els parametres de processat utilitzats en el script en R van ser: RTWindow
= 0.3 min, noiseCount = 25 i MZWindow = 0.001. La tolerancia de massa considerada per a

la generaci6 de les llistes d’exclusié va ser de 5 ppm.

5.4 ldentificacié dels espectres MS2

Per dur a terme el matching dels espectres MS2 processats per HERMES es van ajustar els
valors de m/z en intervals de 0.01 Da i es van normalitzar les intensitats dividint-les entre la
suma d’aquestes. El mateix procés de normalitzacié es va dur a terme amb els espectres de

referéncia provinents de la base de dades d’espectres de fragmentacié esmenada en I'apartat
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anterior. La métrica de similitud espectral emprada va ser el cosinus, calculada amb el paquet

de R philentropy:

Xi XY

Altres métriqgues com Topsoe, fidelity i squared-chord (Annex B) van ser també calculades

XY
cos(X,Y) = X171 =

amb philentropy i utilitzades per la validaci6 dels resultats (Annex C — Figura S1).

5.5 Calcul de les metriques de marcatge isotopic (FrC i MIRS)
Per a calcular la quantitat de carboni-13 (**C) que s’ha incorporat en cada molécula estudiada
es va implementar el calcul de la contribucié fraccional (FrC) i la puntuacié del ratio

monoisotopic (MIRS), les quals han estat definides a la introduccio.

Donat que no hi ha cap software ni llibreria de programari en qué aquest calcul es trobi
automatitzat en un format compatible amb HERMES, es va programar un script en el

llenguatge de programacioé R que duu a terme els seglients passos:

1. Aplicar 'annotacié ’HERMES a les dades marcades, tenint en compte les senyals de
tots els isotops de carboni de cada moléecula (des de MO, fins a Mn, on n és el nombre
d’atoms de carboni).

Fer servir la llista de SOIls de la mostra no marcada com a referéncia per a I'analisi.
Per a cada SOI (definida per una anotacio i un interval de temps de retenci6 - RT):
a. Buscar tots els punts que tinguin I'anotacio de la SOl i que es trobin en l'interval
de RT corresponent.
b. Per a cada isotop, buscar el scan amb la maxima intensitat (apex).

c. Calcular el FrC i el MIRS d’acord amb la seva definicio.

5.6 Accessibilitat del codi i de les dades experimentals
El programari RHermes esta disponible lliurement en wun repositori de Github

(www.github.com/RogerGinBer/RHermes) i inclou una documentacio detallada de tota la seva

funcionalitat, una guia d’'usuari i exemples reals d’analisi de dades. RHermes es troba protegit

per una llicencia de software GPLv3, que permet el seu Us per a finalitats no comercials.

Les dades crues utilitzades en aquest estudi, aixi com els scripts que han donat lloc als
resultats i les figures mostrades, es troben accessibles al repositori de Zenodo amb ID

4581662 (https://zenodo.org/record/4581662). Les dades es troben protegides per una

llicencia Creative Commons BY-4.0, de manera que poden ser utiltizades lliurement sempre

gue siguin degudament atribuides.
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6. Resultats, discussio i relacié amb els objectius plantejats

6.1 Resultats del processat de la mostra no marcada

Es van analitzar els dues répligues de la mostra de E. coli no marcada fent servir 12010
(ionitzacié positiva) i 4876 (ionitzacié negativa) féormules ioniques derivades de 2463 formules
moleculars extretes de la base de dades Escherichia coli Metabolome Database (ECMDB) i
de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Per obtenir aguesta base de dades
conjunta, es va dur a terme una integracié de les dues, eliminant les entrades redundants.
D’aquesta manera, ens vam assegurar que tot metabdlit reportat anteriorment en E. coli

estigués cobert per la nostra base de dades i que, per tant, fos detectable per HERMES.

Les dues réepliques analitzades van presentar una alta reproductibilitat, fet que es va
comprovar a l'aplicar una subtraccié de blanc d’'una mostra respecte I'altra. Es va obtenir una
llista amb Unicament 52 i 21 SOIs (positiu i negatiu), la majoria de les quals degudes a petites
derives de temps de retencié i problemes amb I'algorisme de subtraccié de blanc. Validada la
reproductibilitat del metode analitic, vaig centrar-me en una Unica réplica. HERMES va obtenir
un total de 2058 i 1081 SOls en mode d’ionitzacié positiu i negatiu, respectivament. Aquestes
entrades van donar lloc a dues llistes d’inclusio per al seu analisi MS2 de 1251 i 661 entrades.
La disparitat entre el nombre de SOls i entrades a la llista d’inclusié en positiu i en negatiu és,
en part, explicat pel fet que els espectres de ionitzacié positiva sébn més rics en senyals
redundants (adductes) que no els espectres adquirits en negatiu. A banda, el fet de considerar
un major nombre de formules ioniques facilita la possibilitat de tenir falsos positius (senyals
mal anotades degut a la seva proximitat a una m/z present a la base de dades), possiblement

engrossint les llistes de SOls.

En quant a l'analisi LC-MS2, es va analitzar la mateixa mostra no marcada de E. coli fent
servir la llista d’inclusi6 d’'HERMES i, com a control, es va analitzar també fent servir una
analisi de data-dependent acquisition (DDA). Comparant els ions precursors aillats pels dos
métodes (Figura 4a), s’observen clares diferéncies qualitatives en quant la selecci6 dels ions
precursors. Comparant la m/z dels ions precursors a la base de dades de formules idnigues
feta servir per HERMES, trobem que un 67.9% dels scans adquirits per DDA (Figura 4b) no
poden ser associats a cap i6 del metaboloma de E. coli. De la resta de scans que si coincidien
amb algun i6, vora la meitat no es trobaven associats a la llista d’inclusio i es podien associar
a senyals també presents en el blanc experimental. Només un 16.4% dels scans totals
adquirits per DDA (1 de cada 6) podien ser correctament associats a la llista d’inclusié
obtinguda amb HERMES. D’altra banda, 591 entrades (47.2%) de la llista d’inclusié han estat

monitoritzades Unicament per HERMES.

Es destacable en la Figura 4a I'existéncia d’'una série de franges verticals que han estat

captades per DDA perd que no corresponen a cap metabolit de la base de dades. Crec que
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€s molt probable que siguin compostos pesants adherits a la columna que no provenen de la

mostra i qué han eluit en els punts en qué s’ha modificat el gradient de la cromatografia.

a E. coli: iterative DDA b

Blank and
redundance

(15.6%)

B opa
. Hermes
. Both

No annotation in DB
(67.9%)

0 250 500 750 1000
Retention time (s)

Figura 4: a) Distribucié de les masses precursores dels scans MS2 adquirits per HERMES i per DDA. Els scans
adquirits pels dos metodes van ser agrupats en intervals de 5Da - 10s. El diagrama de Venn representa el
solapament entre els dos métodes a partir del nombre d’intervals omplerts per cadascun. b) Dintre dels scans
adquirits per DDA, només un 16.4% d’aquests es troba associat a alguna entrada de la llista d’inclusié (inclusion
list, IL) de HERMES. La resta o bé no van poder ser associats a cap anotacio formula-adducte de la base de dades
ECMDB+KEGG, o bé estaven associats a senyals del blanc. Figura adaptada de Giné et al. (10)

6.2 Resultats de la mostra **C-marcada

Per demostrar que HERMES detecta de forma especifica compostos d’origen bioldgic, es va
analitzar I'extracte de E. coli marcat en medi *C-glucosa en les mateixes condicions
experimentals que la mostra no marcada. Per a cadascun dels ions de la mostra no marcada,

es va calcular la contribuci6 fraccional (FrC) i la puntuacio del ratio monoisotopic (MIRS).

En primer lloc volia validar I'efectivitat de la subtraccié de blanc per tal d’eliminar senyals
inespecifiques de la mostra. Per fer-ho, es va calcular el marcatge amb les SOls obtingudes
sense fer eliminar el blanc (Figura 5a) i amb les SOls obtingudes després d’eliminar-lo (Figura
5b). S’observa clarament com hi ha una reversio del patré de marcatge: més del 80% de les
senyals que es consideren totalment no marcades (FrC i MIRS < 0.5) en les SOls obtingudes
sense eliminar el blanc desapareixen en aquest procés. En canvi, aquesta xifra és de només
un 10% per a les senyals totalment marcades (FrC i MIRS > 0.5). Per tant, queda demostrat
que el procés de subtraccid del blanc és molt efectiu per tal d’obtenir una llista d’entrades

especifiques de la matriu biologica que s’estudia.

En quant a la generaci6 de la llista d’'inclusid, un 63% de les entrades de HERMES estan

associades a metabolits marcats, apuntant a qué han estat sintetitzats en el propi
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microorganisme (Figura 5c¢); En comparacio, només un 20% dels scans adquirits per DDA
s’associen amb metabdlits marcats, apuntant a qué la resta de scans es troben associats a

senyals provinents del blanc.

a Before blank substraction b After blank substraction c Inclusion List
1

423 SOls 2092 SOls 222 SOls = 76 entries

078 5.0 % 24.9 % 6.9 % 4 6.1 %
%]
X 0.50
= Relative
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025 | 5581 SOIs 291 SOls 1090 SOls 49 SOls 364 entries 12 entries
5 66.5 % 35% [ 33.8 % 1.5 % 29.1 % 1.0 %
i
0 - B A
0 0.25 0.50 0.75 1 0 0.25 0.50 0.75 1 0 0.25 0.50 0.75 1
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141 scans 2479 scans 107 scans 289 scans 34 scans 2190 scans
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Figura 5: Representacié de I'enriquiment isotopic de les diferents SOls definides per HERMES i dels scans
adquirits per DDA. Es representa la contribucié fraccional (FrC) i la puntuacié de ratio monoisotopic (MIRS), aixi
com el nombre d’entrades en cadascun dels quadrants. Es considera que una SOI / scan esta marcat quan FrC i
MIRS soén superiors a 0.5. a) SOIs abans d’eliminar les senyals provinents del blanc, b) SOIs després d’eliminar
el blanc, c) SOls filtrades per fidelitat isotopica (veure métodes) i preparades per ser adquirides a nivell MS2, d)
conjunt dels scans de DDA adquirits, €) subconjunt d’aquells scans que s’associen amb senyals provinents del
blanc, f) subconjunt dels scans de DDA que s’associen amb senyals propies de la mostra. Figura adaptada de
Giné et al. (10)

S’ha constatat que la majoria (>80%) de les entrades d’alta intensitat trobades per HERMES
corresponen a metabolits marcats amb '3C, mentre que en entrades de menor intensitat hi
havia major presencia de compostos no marcats (35.6%, Figura 6-a i 6-b). Els compostos
marcats que DDA va trobar s6n majoritariament d’altes intensitats. Es possible que algunes
entrades de baixa intensitat que no presenten marcatge isotopic observable per HERMES si
hagin estat marcades, pero donat que es troben al limit de deteccié de I'aparell, les senyals
no es veuen i es confonen amb el soroll instrumental. Seria necessari fer un estudi dirigit MS1

cap a aquestes senyals per tal d’esbrinar definitivament si es troben marcades.

L’elevada especificitat biologica de les entrades dHERMES es veu reflectida en un millor

perfil de similituds espectrals contra les bases de dades d’espectres de referéncia, comparat
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amb els resultats de DDA. Aquesta major similitud espectral s’ha validat fent servir métriques
de comparacio d’espectres alternatives (Annex 2 i Annex 3 — Figura S1). En conjunt, HERMES
ha aconseguit identificar quasi el doble de metabolits respecte DDA, si bé a altes intensitats
les diferéncies entre els dos métodes es redueixen.

a b .
Intensity: 10*-10° Intensity: >10°

1.00

Relative
density

8 entries 309 entries
21 % 81.3 %

68 entries
7.8 %

MIRS

60 entries 3 entries
15.8 % 0.8%

310 entries 9 entries
35.6 % 1.0 %

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
FrC FrC
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B HERMES

w 50
g W/ iterative DDA
®
=

25

10¢ 10° 108 107 108
Precursor Intensity

Figura 6: Distribucio del marcatge isotopic (FrC i MIRS) de les diferents entrades de la llista d’inclusio en funcio
de la seva intensitat. a) Baixa intensitat (10%-10° ions); b) Alta intensitat (>10° ions); c) Representacié de la
cobertura d’aquelles entrades que es troben marcades (quadrant superior dret, representant FrC i MIRS > 0.5),
per part de HERMES i de DDA. S’observa com un nombre significatiu d’entrades marcades a baixes intensitats
no han estat monitoritzades per DDA. Figura adaptada de Giné et al. (10)

6.3 Efecte del temps d’injeccioé en la qualitat espectral MS2

Un dels principals problemes trobats en I'experiment va ser la manca de qualitat espectral en
senyals poc intenses (< 10° ions) pero que estaven marcades (FrC i MIRS > 0.5). En aquests
casos, els espectres de fragmentacio obtinguts fent servir un temps d’injeccié de 35 ms no
eren adequats per poder comparar-los contra les bases de dades degut a la manca de senyals
consistents i la preséncia de soroll instrumental. Per solucionar el problema, es va seleccionar
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una llista reduida de senyals corresponents a metabolits coneguts i poc abundants en la
mostra no marcada (ex. NADH, NADPH, Uridina, etc.) i es van re-adquirir els seus espectres

de fragmentacié augmentant el temps d’injeccié a 1500 ms.

Tal com s’observa en la figura 7, 'increment en el temps d’injeccioé enriqueix els espectres

resultants i facilita la seva identificacié contra bases de dades de referéncia.
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Figura 7: Efecte del temps d’injeccid en la qualitat dels espectres MS2 obtinguts a partir de metabolits de baixa
intensitat (<10° ions). a) NADH, b) Uridina, c) NADPH. Els espectres en negre representen les dades adquirides
experimentalment, mentre que els espectres en vermell representen I'espectre MS2 de referéncia adquirit a partir
d’un estandard pur del compost. Figura adaptada de Giné et al.(10)

La millora de la qualitat espectral MS2 observada a partir de 'augment del temps d’injeccio

és una troballa que, malgrat evident en els seus fonaments, és molt important per millorar les
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taxes d’identificaciéo de metabolits. Actualment, els instruments operant sota un metode DDA
solen fer servir temps d’injeccié propers a 100-200 ms. L’as d’un temps d’injeccié de 1500 ms
de forma rutinaria en un analisi no ha estat reportat en metabolomica, si bé estudis molt
recents en protedmica comencen a comentar I'efecte del temps d’injeccié en els ratios

d’identificacio d’espectres de fragmentacié de péptids (17).

6.4 Discussio

L’analisi de dades de cromatografia liquida a nivell MS1 ha estat convenient per a la
realitzacié d’estudis amb grans nombres de mostres (>100), donat que cada mostra pot
analitzar-se en un temps curt (<30 min) i els costos d’analisi son relativament baixos. Malgrat
que la quantificacié dels metabolits sigui relativa en molts casos (donada la preséncia d’efecte
matriu en moltes mostres i el cost prohibitiu dels estandards purs de metabdlits), aixd no ha
impedit que es facin servir quantificacions de features al llarg de les diferents mostres i
s’apliquin técniques d’estadistica univariant i multivariant per trobar diferéncies significatives
entre grups, candidats a biomarcadors, etc. Els resultats obtinguts a nivell MS2 amb HERMES
suggeréixen que un nombre considerable d’entrades de la llista d'inclusié es troben
composades de multiples isbmers que coelueixen donant un perfil d’elucié convolucionat.
Aquests perfils no poden ser deconvolucionats pels programaris d’analisi de dades existents
(7) i son erroniament agrupats en una Unica feature. Existeix la possibilitat que en molts
estudis en qué només es treballi a nivell de features, com és el cas d’eines en linia d’analisi
de dades de LC-MS1 (18), s’estiguin integrant les intensitats de multiples metabdlits com un

de sol.

Una de les principals limitacions de I'estudi i de I'estratégia HERMES és la possibilitat de no
considerar férmules de metabolits presents en E. coli que no hagin estat reportades a les
bases de dades. Per solucionar el problema hem fet servir una conjuncié de diferents bases
de dades per evitar excloure metabdlits rellevants de la nostra analisi. A banda, s’estima que
la possibilitat de trobar metabdlits amb férmules no reportades en organismes tant

caracteritzats com E. coli és baixa (19).

La valoracié del marcatge isotopic és una altra limitacié de I'estudi, ja que és dificil mesurar
els patrons isotopics en metabolits poc abundants a la mostra o que presenten dificultats per
a ionitzar. Hipotetitzem que una fraccié notable dels metabolits que hem considerat com a no
marcats (FrC i/o MIRS < 0.5) son en realitat compostos d’origen bioldgic en els que no s’ha
pogut valorar correctament el marcatge degut a la seva baixa intensitat. Una soluci6 per poder
validar aquesta hipotesi seria fer un estudi posterior de tipus targeted-MS1 (també conegut
com targeted selected ion monitoring o t-SIM), en el qual només s’aillen els ions provinents

del compost d’interés durant un temps major per tal d’augmentar la sensibilitat de I'instrument.
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D’aquesta manera, podriem estudiar els patrons isotopics de totes les senyals amb
independéncia de la seva intensitat. L’'unic problema que presenta aquesta estratégia és la
dificultat que té I'instrument per monitoritzar multiples senyals de forma simultania, de manera

gue es requeriria un alt nombre d’injeccions i temps d’analisi per poder cobrir totes les senyals.

7. Conclusions
Ajudant-nos de les eines de marcatge isotopic, hem comprovat que en el procés de
substraccié de blanc s’eliminen una gran quantitat de senyals que no estan marcades i que,
per tant, no provenen del metabolisme de E. coli. L’alt percentatge d’entrades marcades a la
llista d’inclusié (>63% d’entrades) ens demostra que HERMES és altament especific per
detectar compostos d’origen bioldgic en la mostra. La técnica DDA, considerada I'estat de I'art
per a la identificacié de metabolits en experiments de metaboldomica LC-MS2, nhomés cobreix
metabolits marcats en un 20% dels scans adquirits. Aixo implica que el 80% restant de temps
de maquina esta sent invertit en fragmentar ions que, malgrat ser intensos — ja que aquest
és el criteri per adquirir senyals de DDA — no son bioldgicament rellevants siné que provenen

de contaminants del blanc experimental o sén artefactes.

Els resultats es troben d’acord amb el qué altres experiments han suggerit (19,20): una gran
guantitat de les senyals detectades en els experiments de LC-MS1 no es troben associades
a metabolits d’interés, sin6é a senyals exdgenes. Aquest resultat és particularment rellevant
per la comunitat metabolomica, ja que molts estudis reporten features a nivell MS1 tractant-
les com si fossin metabolits, sense mirar d’associar-les amb una formula molecular o sense
dur a terme un credentialing (tal com suggereixen alguns autors (9,19,21)), la qual consisteix
en analitzar una mostra que contingui una mescla de proporcié coneguda marcada amb 3C i

sense marcar per determinar quins metabolits sén d’origen bioldgic.

Considerem, doncs, que s’han assolit tots els objectius proposats: s’ha vist clarament com
HERMES pot trobar de forma especifica els metabolits marcats en la mostra d’E. coli, obtenint
vora el triple de senyals marcades respecte a la técnica de I'estat de I'art, DDA. A banda, s’ha
pogut observar com es produeix una millora en la qualitat dels espectres de fragmentacio
MS2 a 'augmentar el temps d’injeccio dels ions, la qual cosa ha permés identificar metabolits

que es troben en el limit de deteccié de I'instrument.

HERMES és una estratégia prometedora per a la caracteritzacié6 de mostres biologiques i
ambientals, amb una alta versatilitat per detectar metabolits a partir de qualsevol base de
dades de formules moleculars. En el futur, és necessari seguir provant I'estratégia amb nous
tipus de mostres, com ara extractes de plantes, aliments i begudes fermentades, on HERMES
permetria tant la caracteritzacié i quantificacié6 de compostos amb impacte organoléptic aixi

com la detecci6 de compostos no desitjats (pesticides, micotoxines...).
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9. Autoavaluacio
L’elaboracio d’aquest treball de final de grau ha estat una experieéncia molt constructiva que
m’ha permés desenvolupar-me com a cientific dins d’'un grup de recerca punter en I'estudi de

la metabolomica.

L’estada de practiques a la Plataforma Metabolomica, de la que se’n deriva aquest treball,
m’ha ajudat a assolir multiples competéncies transversals i especifiques. D’entre elles,
destaco la competencia CT3 (resoldre problemes de forma creativa), ja que he hagut de
buscar maneres per quantificar el marcatge dels metabolits, donat que no hi havia eines
preexistents per calcular el FrC i el MIRS. A més, vaig haver de pensar una manera
innovadora d’adquirir espectres MS2 d’alta qualitat augmentant el temps d’injeccié dels ions,

la qual ha estat una estrategia molt exitosa.

Els coneixements que he adquirit al llarg de la doble titulacié en Bioquimica, Biologia
Molecular i Biotecnologia han estat essencials per poder dur a terme aquest treball, ja que
m’han otorgat els fonaments teodrics per entendre la cromatografia liquida, I'analisi

bioinformatica de les dades de LC-MS i 'obtencié dels resultats i figures.
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10.Annexos
10.1 Algorismes utilitzats
Algorisme 1: Detecci6 dels Scans of Interest (SOI)

Input: Una matriu de punts anotats D = {RT, intensity}, amplada de la finestra de temps de
retencié bw, intensitat minima I,,,;;,,, metadata dels scans adquirits h, minima densitat de
scans (%) p, minima puntacié de caos Cp,;n

Output: Llista de SOIs SOI;;5;
D’ = filter(D, intensity > Lyin)
/I Defineix intervals de temps de retencié
Bstart = [0, bw, 2-bw,...] ; Beng = [bw, 2 -bw, 3 - bw, ...]
/l Compta el nimero de scans totals en cada interval de temps de retencio
Thr = [ Bstare < hgr < Benal - p
Per a cada interval:
Npin = Bstare[bin] < Dpr < Bong[bin] // Compta nombre de punts anotats en l'interval
®pin = Npin > Thry;, /I Determina si hi ha prou punts en l'interval
o= S(¢pin) !/l Troba tots els conjunts punts connectats a ¢;,
Per a cada conjunt en o:
Calcula p.pq0s @amb el vector d’intensitats del conjunt
Si pPcnaos > Cmin'
Afegeix la informacio del conjunt a la SOI;;,; (inici, final, intensitat, anotacio ...)

Retorna SOI;;;

Algorisme 1: L’algorisme de deteccié de SOls és una nova manera de detectar pics en les
dades sense imposar cap forma d’elucié cromatografica (a diferéncia de la resta de métodes).
La base de l'algorisme és la utilitzacié d’'una finestra mobil per calcular la densitat de scans.
Aquesta caracteristica fa que I'algorisme sigui robust davant I'abséncia temporal de senyals,
fet que és freqlient en senyals poc intenses i que altres algorismes no resolen (produeixen el
que s’anomena peak splitting). Adaptat de Giné et al. (10)

10.2 Meétriques de similitud espectral
d

Topsoe(P,Q) = z (Pi *In (pizfiQi) +0Q:i-In (Pizfi()i))

i=1

d
Squaredchord(P: Q) = z(\/ITl - ‘/@)2
i=1

d
Fidelity(P, Q) = z,/PiQi
i=1
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10.3 Figures suplementaries

2.0

0.5

0.0

0.8

0.6

Density
(=]
-

0.2

B rEerMEs " lterative DDA

Cosine similarity b Fidelity similarity

Density

0.5

0.0

0.00 025 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 075 1.00

Square-chord distance Topsoe distance

0.8

Density

0.4

0.0

0.0 05 1.0 1.5 2.0 0.0 05 10

Figura suplementaria S1. Comparacié de metriques alternatives per calcular la
similitud entre espectres de fragmentacié MS2. a) Similitud de cosinus b) Similitud de
Fidelity. c) Distancia square-chord. d) Distancia Topsoe. Es va dur a terme una
comparacio entre les similituds espectrals obtingudes a partir dels espectres d'HERMES
(blau) i els de DDA (vermell), contra les bases de dades d’espectres de referéncia.
S’observa com HERMES obté majors similituds (a i b) i menors distancies (c i d) en
comparacio a DDA. El millor perfil de métriques apunta cap a una major qualitat dels
espectres ’HERMES, ja que aquests son obtinguts de forma dirigida, buscant activament
els compostos que es busca identificar. Adaptat de Giné et al. (10)
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