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Introduccién a las Agenda

Herramientas utilizadas

en Metaboldmica.

c00
1

* Herramientas Instrumentales : Fundamentos y
Terminologia de la Espectrometria de Masas.

* Flujos de Trabajo y Herramientas
Bioinformaticas.

Objetivos:

» Facilitar la intercomunicacion entre grupos
gendmicos/transcriptomicos €=»metabolémicos/proted6micos en
proyectos de Biologia Integrada.

» Dar a conocer las enormes posibilidades de la
Espectrometria de Masas en investigacion biomédica.

La Espectrometria de Masas es LA tecnologia analitica clave en:
* Protedmica, Metabolomica, Lipidomica,...

* Desarrollo y Monitorizacion Terapeutica de Farmacos (TDM) y
muchas otras aplicaciones clinicas.
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* Herramientas Instrumentales : Fundamentos y
Terminologia de la Espectrometria de Masas.
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Las Herramientas Instrumentales
Basicas en Metaboldmica

~ basa:

* Cromatografia/Espectrometria de Masas (LC/MS, GC/MS, CE/MS): para toda
clase de metabolitos (minoritarios y mayoritarios). LC/MS se usa también para proteémica.

« Resonancia Magnética Nuclear (RMN): s6lo para metabolitos mayoritarioa.:/QTOF

| ]

 LC/MS, GC/MS “versus” NMR

» Sensibilidad: LC/MS, GC/MS permiten detectar metabolitos a mucha mas
baja concentracion que RMN

« MS requiere tipico > 1-100pg (1012 g) metabolite

 Sensibilidad MS > 106 veces mejor que la de RMN. -
» Estado Muestra:

&
RMN >200ug - 5mg

» LC/MS requiere muestras liquidas (o solidos disueltos en agua o solventes organicos). H
GC/MS también acepta muestras gaseosas.

* RMN accepta muestras sélidas y liquidas.
* NUmero de Espectros/muestra:

e

UL LA

g g VIR
* LC-GC/MS: miles de espectros MS/muestra RMN: 1 espectro RMN/muestra
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Fundamentos LC/MS — GC/MS : _ Cromatografia [

Ejemplo LC/MS-QTOF " = 7 - v [EEFa
@?Video LC/MS-QqQ -, - A /\ . —

HPLC: todotlpo metabolitos=2 " —

Para detectarse por MS los € GC: metabolites volatiles ™= I3 :

metabolitos necesitan ionizarse CE: metabolitos ionicos . 5
HPILC MS: OTOF
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../../../PRESENTACIONS/ROAD_SHOWS_PRESENTACIONS_CLIENTS_TEMPORALS/videos varis/LCMS/6400_QQQ_720p_xvid_4min.avi

Informacidn Proporcionada por LC-GC-CE /MS. ™ 4 Iz
Ejemplo Drogas de Abuso mediante LCMS-TOF T

r

Nota aplicacion 5989-0667EN Informacién cuantitativa:
8.06 — 19 - : '
. TIC 10 - Area pico
Jaee (Total lon Chromatogram) 14 (TIC:no selectiva - IC:selectiva)
— 6.0e6 — a2 . .
z i Informacién cualitativa (ID):
z 2007 7 : n. -{--Tiempo Retencion
g 4066 Txf 185 B | - Espectro de Masas
" 3.0e6 V\./J
2.0e6 J LJ\-_J Te.l.'l')'lé"1-.-....,ggmpounds‘ and RT as Found in Figure 1.
0.0 - T T T T T T T T T T T Peak Number § RT (min) | Compound
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10.0 110 17 1 337 HiiGsadons
4 Time (min) X 3.40 Unknown with M + H = 166, 1221
- 3.81 3.64 Oxycodone
7.0e6_ ! ; IC (Ion Chromatogram) 370 Amphetamine
6.0e6 - 3.37 | Codeine - e iia
4 |- v m/z 300.0-300.2 ' ,
g 5.0e6 Hydrocodone - . 3.94 Methamphetamine
= 4066 P IC: CROMATOGRAMA sa1 | cosaie
e SELECTIVO S
= 2.Ueb 54 => | - ‘e ., '
= JRmetos =% igusl miz Utilizados para cuantificacién 804 | Propoxyphene
2.0e6: Se requerira su 8.18 Methadone
1.0e6 — separacion 8.81 Alprazolam
i | cromatografica L 9.00 Nordiazepam
0.0 1 | I ! | 1 | I | | | 9.46 Methagqualone
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 10.86 S
Time (min) - p
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o Espectro LC/MS (lonizacion Electrospray) If
.~ Informacion Cualitativa

Informacion usada para IDENTIFICAR el metabolito ZUTILED RGO
(permite calcular su formula molecular : C12H18CI2N20)

Espectro LC/MS pico 5.75min  +TOF MS: 5.672 t0 5.833 min

[M+H]*=277.0874 |279.084

" m%g Contribucion CI(37) aprox. 2/3| =» 2 Cl atomos
W o Perfil Isotopico
Cl
Clenbuterol
‘ PM = 276 Da |
Lt | H

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

m/z (masa/carga)
¢ Qué informacion proporciona LC/MS de cada metabolito?:

381
» para IDENTIFICARLOS : 337 | Codeine
» Espectro MS masa exacta & perfil isotopico=>» formula molecular. nfo Cuartiry |
+ Espectro MS/MS =» informacion estructura molecular del metabolito. © lon Chrorﬁ;ﬁ’gggﬁqﬁs
» Tiempo Retencion =» confirmar con patrones analizados en idénticas condiciones ox | L
e para CUANTIFICARLOS: AE:};; T Y

* Intensidad Sefial IC (del MS): proporcional a la concentracion =~ ™
de metabolito = Permite Cuantificarlo Absoluta o Relativamente.

|

LC/MS: una “herramienta clave”
en laboratorios —6micos y clinicos.

CC LTI
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LC/MS “versus” p-arrays
Metabolomlca 'vs” Genomica/Transcriptomics

» Todos los genes son conocidos
(también con NGS).

* Los genes se identifican por sus
coordenadas x,y en el p-array.

« El nivel de expresidn del gen se
mide por la intensidad del color.

¢, “Cuello de botella” de la Metabolomica?:
* NO se conocen todos los metabolitos.

» Paraidentificarlos se utilizan patrones para comparar su RT, espectros MS & MS/MS.

7 - - 381 [
» Bases de Datos (formulas) & Bibliotecas de Espectros MS/MS

son de gran ayuda en la identificacion de metabolitos X

gSpecific Quant info: IC
(pero son dependientes del instrumento y condiciones). ] -E}_lon Chromatograms

B =

Para muchas aplicaciones (como clasificacion pacientes)
pueden utilizarse metabolitos NO identificados - l
(caracterizados por su tiempo y masa exacta & perfilisotopico)
como biomarcadores; pero deben i
IDENTIFICARSE para interpretarlos biolégicamente. HPLC MS:QTOF
Pagina 8
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Herramientas utilizadas
en Metaboldmica.

c00
1

* Flujos de Trabajo y Herramientas
Bioinformaticas.
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_ “Workflow” Descubrimiento Biomarcadores
'Perfilado Genérico (perfilado Metabolomico masivo)

Buscar Correlaciones entre Grupos de
Complejos Datos Espectrales
Intensidad, T,, Masa ¢cia

|
Separate and Multivariate Analyze .
r |
detect analysis .
u [
’ : L‘. "' ': e E DD OO LSS - n
N Wiy [ 2 ; [
Accurate : 4! — ‘.,_,:‘ n
T LA w0 R (= Metabolitos § . ° -
‘? { o I Relevantes s o ¥ .
» l u u
I \! | | | .lll.lli. EEEEEERE ]
\_--.ﬁ*m*'““‘ﬁ«" | ] : ™
| | . .
LC-TOF/QTOF ; = Mass Profiler Pro = = Pathway Architect
Find peaks and . . . : u .
m Alinear, Normalizar, g4 Identify peaks (]
quantitate m Filtrar, ANOVA,.... g SEEEEEEEEEEESR
B} 1-way ANOVA and PCA =
P - m v e
e " e
= 1 | | 1 1 .
...... = | n - ' "v)i)/
...... = | ¥ ¢ : ' (? gessssnnnEEEEEE NN,
— = - m LiLiTE: . Software & .
GC/MSD = I . I —— = “Workflow “ comun
M e . . = conGenomica/ =
| . -, .
MassHunter Qual LR LR R YN b ID Browser :...T.r"’."ls.c.”.p.t?rl‘lc.a..:
LSoft. Deconvolucién: MFE] * “Workflow” e instrumentos pueden utilizarse en Proteémica..
Extraer automaticamente la informacion * Los mismos instrumentos pueden utilizarse en Monitorizacion
para cuantificar relativamente MILES de Terapéutica de Farmacos (TDM) y muchas otras aplicaciones
compuestos desconocidos clinicas..
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E “Workflow” Descubrimiento Biomarcadores
(.. Dirigido por Rutas Metabodlicas (‘Targeted Metabolomics”)

Separateand |__ Analyze
detect pathways

—

"l
.

LC-TOF/QTOF Pathway Architect

Utilice la informacion de rutas
metabolicas o experimentos
anteriores, para definir la lista de
los metabolitos a seguir para el
analisis estadistico multivariante

.
sessnnnnnnnnnnnn@@

Especialmente para metabolitos minoritarios la extraccion dirigida de datos es mas eficaz que la no dirigida
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Platforma Multi-Omica: GeneSpring IB / MPP 12.5

Cambios de expresion reflejados directamente en las rutas

®

Project Navigator ) e |
IE Demo Praject X pe
Eia Experiments

& MAQC Agilent 860 1-color

&-)y| Metabolomics "

L.}, significant Pathways for

) = — Proyectos
L | I (3 : i
£33 MAQC Agilent 8x50 1-color .
G Samples 1 H
@ Interpretations 1 e ’ .
© S Ensayos Expresion Génica/
B el SV Transcriptomica basados en:
1y e P8 S e Microarrays, NGS, g-PCR
/ BN o o 4 Ms Experiment Creation Wizard (Step 1 of 11)
‘ 7 all Select Data Source
I_'_ {T__'IE 1:::;:;:5 rt Choose the data sources that will be used for the experiment
a Interpretations B’ 7 - 9 I
S Ensayos de Metaboldmica/ | | «msweass
@ Cayrovore h Protedmica/ X-omicas basados § e
en LCIMS, GCIMS, CEIMS | | cummess
i significant Pathways fo - |+ x| = ((: z’;’:ﬁm
R - - ceec =¥ Plataforma Abierta.
B TTestunpared (ran] Vs R — - - Permite la Importacion
o e Nexo union experimentos multi— S| Cenéricapara equipos
— Y . . NO Agilent: *.xls,
omicos (p-e.transcriptomics/ * x1sx, * TXT o * .CSV
metabolomics): Rutas Metabolicas files

Enrichment Analysis on curated pathways and computationally — derived networks
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El Concepto de Biologia Integrada

Las rutas metabdlicas constituyen el
nexo de union entre distintas -Omicas

— Integratec VU@W

4

_ Transerip] [ cenen ]"GED

FﬂﬁNGED R -[ H(:enAe B 5‘%]

@_ ﬁ Gene X -

ﬂ

bolomics —

Gene X
h 4
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« Identificar qué caminos estan activos.
* Reducir el ruido biolégico (por variabilidad).
« Sugerir experimentos de seguimiento.

‘7%~ Agilent Technologies

The I'\-"Iea of Confidence



Ejemplo Clasificacion Pacientes Cancer de Prostata:

~ Analisis de Componentes Principales (PCA) de metabolitos
— significativamente alterados entre las 3 clases p<0.005 Fold Change >2.0

A.-Electrospray Polaridad Positiva: Color by Diagnosis B.- Electrospray Polaridad Negativa:
« Total metabolitos: 6747 W Eenign * Total metabolitos: 2288
 Filtrados (25% lineas celulares) : 3632  Filtrados (25% lineas celulares) : 863
* Filtrados (p<0.005 FC>2.0) : 311 B Non-responsive ° Filtrados (p<0.005 FC>2.0): 171
o 99.5% fiabilidad
. Yool 2 F B Responsive
Responden tratamiento /| _ Vs
O V’ e L'/
: T
Shape by Cell lines o Benignos
Permite 22RV1 i
A predecir qué B Y -Axis
pacientes NO | A DU145S
responderan (e
al tratamiento .
Benignos LnCa
/ J O P NO Res Qnden
M > @ PC3 Responden tratamiento | “£ |
% NO Responden tratamiento\ §ﬂ TN ELY
X o FA @ RWPE srer - Z-Axis
,.\ i - £~ { ’ //
H -
@ VYCAP X-AXis ' .
* 22Rv1, LNCaP and VCaP: androgen responsive (prostate cancer),
DU145 and PC3: androgen non-responsive (prostate cancer) !Cancer Center, Medical College of Georgia,
Augusta, GA; 2Metabolomics Laboratory

RWPE (benign). Agilent Technologies, Santa Clara, CA,....
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Abundancias Diferenciales de 3 Metabolitos de |la Ruta de |la

ptabolism

|

o1C I

L-Aspartate

\[ 351.16 |

4‘

N2-Acetyl-L-omithine }‘_‘ *
y

Wuccinate

16169 |

23135

D-Arginine and D-Qrnithi

estan involucrados los

metabolitos relevantes del estudio
diferencial y como cambian.

Ver en que rutas metabolicas

Arginasa (Ciclo Urea) en Eritrocitos infectados por Malaria.
| “EL R LI na

| GATH |

Heatstrips

| Phosphoguanidin

[ soimniaipaas

B Rojo: Eritrocitos INFECTADOS

1 Guanidinoace

Azul: Eritrocitos NO INFECTADOS

Arginine metabolism

Urea Cycle Pathway
Data Projection

—I \ N M
< il ’
Malaria QQQ (normalized) - Conflicts : 0 |

Entity Name 4 Compound Name l DB [ DB ID Compound Retention Time

Arginine Arginine |74-79-3 Arginine 2.2 -
L-Citrulline Citrulline |1372-75-8 Citrulline 2.026004 —
L-Ornithing Ornithine |70-26-8 Ornithine 12880372 v




Para colaboraciones cientificas o
servicios de analisis -6micos,
Agilent le puede poner en contacto
con grupos de investigacion /
laboratorios que disponen de todas
estas herramientas.

isidre masana@agilent.com
Pagina 16

Resumen.

Los Estudios Metaboldmicos basados en
Espectrometria de Masas y PCA son una
herramienta muy poderosa para el
Descubrimiento de Nuevos Biomarcadores.

La Espectrometria de Masas es una herramienta
clave en laboratorios -Omicos y clinicos para
Investigacion Biomédica y Monitorizacion Terapéutica
de Drogas (TDM).

La Metabolomica guiada por Rutas metaboélicas
es una herramienta muy poderosa para estudios
de Nuevos Biomarcadores y de Toxicidad de
nuevos farmacos.

Los enfoques multi -O6micos reducen el "ruido de
muestras bioldgicas" (debida a su gran diversidad).

La Metabolomica puede ayudar mucho en la
evolucion hacia una medicina Predictiva,
Preventiva, Personalizada y Participativa.
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www.metabolomics-lab.com

Para colaboraciones cientificas o
servicios de analisis -6micos,
Agilent le puede poner en contacto

Isidre Masana: isidre_masana@agilent.com con grupos de inV¢3tigaCién /
Especialista Productos LC-CE-GC/MS laboratorios que disponen de
Agilent Technologies todas estas herramientas.

Divisién de Biociencia y Analisis Quimico
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Muchas
Gracias por su
Atencion

www.metabolomics-lab.com

Estamos a su disposicion en:
http://www.chem.agilent.com/es

Isidre Masana: isidre_masana@agilent.com - .
Especialista Produ_ctos LC-CE-GC/MS customercare_spain@agilent.com
Agilent Technologies Tel. 901.11.6890

Divisién de Biociencia y Analisis Quimico
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