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La identificacion completa de metabolitos con la compatibilidad
espectral de la biblioteca MS/MS puede ser problematica para
los flujos de trabajo de adquisicién dependiente de datos (DDA),
ya que a menudo requiere multiples inyecciones para cada

muestra para obtener toda la informacién MS/MS necesaria para

la identificacion y el muestreo para MS / MS es estocastico. Los
flujos de trabajo de adquisicion independiente de datos (DIA)
son de creciente interés al analizar muestras bioldgicas
complejas debido a la naturaleza integral del enfoque de
adquisicion.1 Ademas de capturar los espectros de MS/MS para
todos los analitos detectables, la adquisicion de SWATH
también proporciona datos cuantitativos tanto en MS como en
niveles de MS/MS, que permiten un analisis exhaustivo
cualitativo y cuantitativo de los metabolitos en muestras
bioldgicas complejas como el plasma en una sola inyeccion.
Aqui, se exploraran las tasas de deteccion de metabolitos en
plasma utilizando los flujos de trabajo DDA y DIA en el sistema
TripleTOF 6600.

La identificacion exacta de compuestos sigue siendo un cuello
de botella en el campo de la metabolémica en la traduccion de
caracteristicas experimentales a la interpretacion bioldgica. El

2

700
600
500
400
300

200
100 J

0
DDA

SWATH
m SCIEX Metabolite m SCIEX AIO mNIST 17
= Metlin MoNA m Total

Figura 1. Comparacién del Nimero de Compuestos
Identificados. EI nimero total de compuestos identificados a partir
de plasma extraido utilizando diferentes bibliotecas se compara entre
la adquisicion dependiente de datos(DDA) y la adquisicién
independiente de los datos (DIA) utilizando la Adquisicion SWATH.
En todos los casos, se identificaron mas compuestos usando la
Adquisicion SWATH que con DDA, en general se identificaron 50%
mas compuestos usando la Adquisicion SWATH.

uso de enfoques de busqueda de bibliotecas, donde la
informacion de MS y MS/MS se compara con las bibliotecas
espectrales, es un enfoque comin cuando se exploran muestras
complejas.

En este estudio, se realizd6 una evaluacién de varias bibliotecas
espectrales en los datos de los flujos de trabajo DDA y DIA, para
comparar el nimero de metabolitos identificados con exactitud
en una muestra de plasma extraida en un flujo de trabajo de
inyeccion unica.2 Las bibliotecas LC-MS / MS evaluadas en este
estudio incluyen las bibliotecas NIST 17, MoNA (MassBank of
North America), METLIN y SCIEX.

Principales Ventajas de la Adquisicion de
SWATH para Estudios de Metabolomica

e La adquisicion SWATH con ventanas Q1 variables
proporciona mapas digitales completos en MS y MS/MS de
una muestra compleja, lo que permite una interrogacion en
profundidad para la identificacion y cuantificacion de
metabolitos.

e La velocidad de adquisicion del X500R QTOF y el sistema
TripleTOF 6600 QTOF permite el uso de la seleccion de los
20 mejores espectros en DDA o la adquisicion SWATH de 20
ventanas variables en DIA.

e Eltiempo de ciclo resultante de 651 ms es facilmente
compatible con la cromatografia rapida.

e Debido a la naturaleza integral de la Adquisicion SWATH, la
coincidencia con bibliotecas de compuestos da como
resultado la identificacion de compuestos inesperados

e La adquisicion SWATH identifica 50% mas compuestos que
un método optimizado de adquisicion dependiente de datos
(DDA)
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o La flexibilidad del flujo de trabajo permite el uso de bibliotecas
especificas mas pequefias para la interrogacion focalizada,
asi como grandes hibliotecas integrales para un examen
amplio

Métodos

Preparacion de la Muestra: Se transfirieron 100 uL de plasma
agrupado (AA 45/32 Phys Control Plasma, SCIEX) a un
microtubo de 2 ml, se agregaron 800 uL de metanol para
extraer metabolitos y precipitar proteinas. Las muestras se
sometieron a agitacion en un vortex y luego se centrifugaron a
14,000 RPM durante 10 min. Se transfirié una alicuota de 800 ul
del sobrenadante, que contiene los metabolitos, a un microtubo
de 2 ml. La muestra se sec6 hasta tener un pellet usando un
concentrador CentriVap sin usar calor. Luego, el sedimento se
reconstituyd en 100 pL de agua desionizada, se centrifugd a
14,000 RPM durante 10 min, y el sobrenadante se transfirié a
un inserto de vial de HPLC.

Cromatografia: Se utilizé un sistema ExionLC™ AD HPLC
(SCIEX) con una columna Phenomenex Kinetex® F5 (150 x
2.1 mm, 2.6 um, 100 A) a 30 °C con un flujo de 200 uL/min.
Fase movil A = agua con acido férmico al 0,1 %. Fase movil B
= acetonitrilo con &cido férmico al 0,1 %. El método de
gradiente de fase inversa se enumera en la Tabla 1. El
volumen de inyeccion fue de 3 pL.

Tabla 1. Gradiente de LC para analisis del metabolismo del
plasma.

Tiempo %A %B
0.0 100 0
21 100 0

14.0 5 95
16.0 5 95
16.1 100 0
20.0 100 0

Espectrometro de Masas: Se utilizo un sistema TripleTOF
6600 con una fuente DuoSpray™ (SCIEX) y una sonda de
ionizacion por electrospray (ESI) con ionizacion en modo
positivo. Para los métodos de adquisicion de DDA y SWATH, los
datos de MS de TOF se recopilaron entre 50 y 1000 m/z con un
tiempo de acumulacion de 100 ms. La adquisicion de DDA se
realizé utilizando los 20 mejores MS/MS con un umbral de 500
cps, sustracciéon dinamica de fondo, acumulacién dinamica, con
un tiempo minimo de acumulacién de 25 ms. No se utilizaron
listas de inclusién o exclusion para el analisis DDA. La
adquisicion de SWATH se realiz6 con 20 ventanas de

aislamiento Q1 variables, optimizadas con base a los datos de
MS de TOF (Figura 2), usando el calculador de ventana variable
de adquisicién de SWATH.s Cada espectro de MS/MS usé un
tiempo de acumulacién de 25 ms. El tiempo del ciclo fue de 651
ms para los métodos DDA y DIA.

Procesamiento de Datos: Los datos se procesaron utilizando el
software SCIEX OS para la busqueda de picos no dirigidos
(Tabla 2) en las siguientes bibliotecas espectrales MS/MS de
masa exacta NIST 17, METLIN, MoNA y SCIEX All-in-One. Solo
los espectros de LC-MS/MS obtenidos experimentalmente se
usaron en el andlisis. La identificacion del compuesto requeria
tanto la masa precursora de nivel MS como la coincidencia
espectral de nivel MS/MS.

e La biblioteca Espectral de Metabolitos de alta Resolucién de
SCIEX 2.0 (AMMSL, por sus siglas en inglés Accurate Mass
Metabolite Spectral Library) 2.0 - Esta conformada por 650
compuestos que cubren muchas vias metabolicas
biolégicamente relevantes, recientemente se adicionar 93
nuevos compuestos.

e La Biblioteca SCIEX All-in-One: incluye AMMSL mas otras
bibliotecas SCIEX para 4108 compuestos en total.

e NIST 17 - 13808 compuestos que proporcionan la cobertura
mas amplia de compuestos exdégenos y enddgenos con
29507 Espectros de MS/MS.

e METLIN - 14027 metabolitos y entidades quimicas que van
desde lipidos, esteroides, metabolitos vegetales y
bacterianos, péptidos pequefios, metabolitos de carbono
central y sustancias téxicas

e MoNA: un reservorio colaborativo centralizado de metadatos
y auto revisado de 13038 metabolitos

Tabla 2. Criterios utilizados para la determinacién de picos no
dirigidos

Peak Finding Criteria Threshold
Algoritmo de integracion MQ4
Ancho minimo de pico 6 points
Altura minima de pico 400 cps
Sefial/Ruido 10
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Figura 2. Optimizacion del Método de Ventana Variable en la
Adquisicién SWATH. Usando los datos de TOF MS recopilados en el
plasma humano extraido, las ventanas se optimizan de tal manera que
se encuentran densidades de iones equivalentes dentro de cada ventana
SWATH. La calculadora de ventana variable de adquisicion SWATH se
utilizo para esta optimizacién.®

Analisis DDA

En el analisis DDA, de las 14,573 caracteristicas encontradas en
el MS, un total de 4864 iones precursores fueron seleccionados
para el andlisis de MS/MS. De ellos, 2456 fueron espectros
replicados del mismo precursor en exploraciones posteriores, lo
que resultd en 2408 iones candidatos Unicos fragmentados. Se
proporciona un resumen de las caracteristicas detectadas en la
Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de Deteccion de Funciones. Resultados
Resumidos de la adquisicion de DDA y DIA.

I . ) Adquisicién  Adquisicién
Criterios de busqueda de picos DDA SWATH
Cantidad de Funciones ® 14,573 16,799
NUmero promedio de puntos en el
pico en la linea de base 214 218
NUmero promedio de puntos en el
pico a media altura 11.6 9.8
Numero total de espectros MS/ MS 4864 N/A*
generados
Numero de caracteristicas Unicas N
con espectros MS/MS 2408 N/A
Ndmero de compuestos identificados
por masay coincidencia de 362 628

biblioteca MS/MS

$ Caracteristicas encontradas por el hallazgo de pico no dirigido de datos TOF
MS en el software SCIEX OS

* En la Adquisicion SWATH, se obtienen datos de MS / MS para todas las
especies detectables

El filtro de sustraccién de fondo dindmico utilizado en el proceso
de seleccion se utiliza para mejorar la calidad de los espectros
de MS/ MS activando solo iones candidatos cerca del vértice del
pico. Lo hace creando una XIC del ion candidato en los dltimos 3
puntos de datos, tomando la primera derivada y determinando si
el ion candidato se esta acercando a la cima del pico. Este filtro
reduce el nimero total de iones candidatos seleccionados para
MS/MS, eliminando los iones de fondo y no se activa en frentes
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Figure 3. Ejemplo de un compuesto identificado usando DDA. La glicerofosfocolina se identifico del plasma humano extraido usando adquisicion
de DDA con la busqueda de coincidencia con la biblioteca SCIEX Accurate Mass Metabolite Spectral Library 2.0. La identificacion se basa en la
exactitud de la masa de MS y la coincidencia de patrones de isétopos, y también en la coincidencia de MS/MS con el espectro de la biblioteca que se

muestra aqui.
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Figure 4. Figura 4. Ejemplo de un compuesto identificado mediante la Adquisicion de SWATH. El &cido 2-hidroxipirdrico se identificé en el
plasma humano extraido usando la adquisicion SWATH y comparando contra la biblioteca NIST 17. En el panel MS /MS (extremo derecho), los picos
rosados en el espectro adquirido (arriba) fueron eliminados por el software por no estar asociados con el precursor m / z 196.060 por PCVG. Los
picos azules que se asociaron con el precursor m / z 196.060 coincidian con el espectro de la biblioteca para el acido 2-hidroxipirtrico. Este

compuesto no se identificé en el analisis DDA.

0 colas maximos, incluso cuando esté por encima del umbral de
intensidad.

Como el tiempo de ciclo en el método es fijo, en ciclos cuando
se selecciona menos del nimero maximo de iones candidatos,
los 500 mseg de tiempo MS / MS se distribuyen entre los
precursores seleccionados. Los tiempos de acumulacion mas
largos provocan una disminucion del ruido, lo que mejora la
calidad de los datos. La opcién de acumulacién dinamica
también utilizada en este método mejora alin mas la calidad de
los datos al asignar méas tiempo a los iones precursores de
menor intensidad. El resultado general son datos MS / MS de
alta calidad que permiten una mejor coincidencia con la
biblioteca espectral.

En el andlisis DDA de inyeccion Unica con 2408 iones
candidatos Unicos en los que se obtuvieron datos MS/MS, 362
de estas caracteristicas se identificaron tanto por la coincidencia
de la masa precursora como de la biblioteca MS/MS usando el
software SCIEX OS para el andlisis. En la Figura 3 se
proporciona un ejemplo de identificacion de metabolitos a partir
de la adquisicion de DDA.

Andlisis DIA usando la Adquisicion SWATH

Contrariamente a la adquisicion de DDA, donde un ion precursor
se selecciona individualmente y se aisla para su fragmentacion,
en DIA, se usan ventanas de aislamiento mas amplias de modo
gue se adquiere MS / MS en todos los compuestos detectables

en la muestra. La adquisicion de SWATH de ventana variable
garantiza un equilibrio 6ptimo entre la sensibilidad y la
especificidad para cada tipo de muestra.1 En este método, se
utilizo el Calculador de ventana variable de adquisicion SWATH3
para determinar los tamafios 6ptimos de ventana ajustando el
tamafo de la ventana para normalizar el nUmero total de iones
por ventana . Un resumen de estas ventanas se presenta en la
Figura 2.

A partir de los datos de adquisicion de SWATH, todas las
sefiales detectables se pueden buscar en bibliotecas
espectrales para su identificacion. La asignacion de iones
producto a iones precursores especificos se determina mediante
el software utilizando la sustraccién de fondo o la alineaciéon de
iones producto a iones precursores por PCVG. En este ejemplo,

Table 4. Comparacién del Nimero de Compuestos Identificados.
Utilizando una variedad de bibliotecas ordenados de forma creciente por
tamafio, se compar6 el nimero de analitos identificados de una muestra
de plasma para la adquisicién de DDA frente a SWATH.

Bibliotecas Adq;glAcmn Adgvli/li?ﬁon
SCIEX AMMSL 2.0 62 94
SCIEX All-in-One libraries 93 140
NIST 17 248 325
Metlin 230 384
MoNA 134 259
Total 362 628
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se realizaron busquedas en las 16799 sefiales encontradas en

los datos de adquisicion SWATH en las bibliotecas espectrales,

en comparacion con solo 4864 sefiales con espectros del Metlin MoNA
analisis DDA.

Las 12 mil sefiales adicionales no seleccionadas por DDA
probablemente sean analitos de baja intensidad, ya que no se
activaron en el método de los 20 principales DDA. Los datos de
adquisicion de SWATH arrojaron 266 compuestos adicionales
que fueron identificados, aumentando el nimero total de
compuestos de 362 a 628 identificados por coincidencia de
precursores y coincidencia espectral MS/MS de una sola
inyeccion de plasma humano extraido.

En la Figura 4 se muestra un ejemplo de un compuesto
identificado por Adquisicion SWATH que no fue identificado por
el método DDA.

Figure 5. Superposiciéon de Coincidencias de las Bibliotecas. La
distribucion de los 628 compuestos identificados utilizando SWATH
Acquisition se compara entre las bibliotecas individuales y su

Comparacién de Bibliotecas Espectrales

Con el software SCIEX OS, se puede usar una variedad de combinacion.
bibliotecas para buscar los datos de adquisicion DDA o SWATH.
Aqui, se usaron varias bibliotecas diferentes que varian en esperaba debido a la naturaleza integral de la adquisicién de
tamafio y fuente para investigar la cantidad de metabolitos datos.
observados a partir de los datos de adquisicion de DDA y
SWATH. La Tabla 4 y la Figura 1 resumen los resultados de A continuacion, para comprender las diferencias proporcionadas
todas las bsquedas en la biblioteca en ambos conjuntos de mediante el uso de diferentes bibliotecas, los compuestos
datos. No es sorprendente que las bibliotecas grandes encontrados por cada enfoque se compararon y resumieron en
proporcionen mas identificaciones. Ademas, los datos de la Figura 5. Como era de esperar, cuanto mas grande es la
adquisicion de SWATH proporcionan identificaciones biblioteca espectral, mas coincidencias de biblioteca podrian
consistentemente mas altas que DDA, también como se obtenerse como se ve en la Tabla 4. Como el plasma a menudo
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Figure 6. Identificacion de estaquidrina a partir de datos DDA. La estaquidrina es un componente de los citricos y, por lo tanto, no esta incluida
en la biblioteca AMMSL centrada en los metabolitos biol6gicos centrales. Esto se identifico en plasma extraido que una coincidiencia con las
bibliotecas SCIEX All-in-One y NIST 17.
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Figure 7. La identificacion del triptéfano en plasma extraido al presentar una coincidencia con la biblioteca de metabolitos SCIEX.

contiene mas que solo metabolitos endégenos, el uso de
bibliotecas con una cobertura mas amplia puede proporcionar
mas identificaciones de caracteristicas. Sin embargo, si
centrarse en la biologia humana es un componente clave del
estudio, el uso de una biblioteca centrada en metabolitos
endogenos (como el AMMSL) puede simplificar un estudio
bioldgico.

Ademas, se descubri6 que las bibliotecas variaban ampliamente
en las identificaciones de compuestos encontradas, incluso
entre las bibliotecas centradas en metabolitos. En el diagrama
de Venn (Figura 5), habia 249 sefiales identificadas usando la
biblioteca METLIN que no fueron identificadas usando solo la
biblioteca MoNA. De manera similar, se identificaron 124
sefiales usando la biblioteca MoNA que no se identificaron
usando solo la biblioteca Metlin. Se identificaron 508
compuestos usando estas dos bibliotecas; sin embargo, solo
135 de esos compuestos fueron identificados usando ambas
bibliotecas.

También se muestra en la Figura 5 que hubo 120 sefales
adicionales que se identificaron utilizando las bibliotecas NIST
17 y SCIEX All-in-One que no tenian coincidencias espectrales
MS / MS en las bibliotecas METLIN o MoNA. Las bibliotecas
todo en uno NIST 17 y SCIEX incluyen compuestos de clases
adicionales que incluyen medicamentos, extraibles, lixiviables,
pesticidas, drogas ilicitas, alimentos, productos naturales, PFAS
y mas, que podrian estar presentes en matrices biologicas. Un
ejemplo de una de estas coincidencias de biblioteca se presenta
en la Figura 6, la estaquidrina se encuentra en citricos y, por lo

tanto, no es un metabolito endégeno en plasma humano, sino un
posible biomarcador para el consumo de citricos.

Conclusiones

Se us6 un método RP-LC simple de 20 minutos para adquirir
datos de adquisicion de DDAy SWATH en una muestra de
plasma humano extraida usando un sistema TripleTOF 6600. El
método de los 20 principales DDA pudo identificar 362 de las
sefiales en funcidn de la masa precursora y la coincidencia
espectral MS / MS. El método de Adquisicion SWATH de 20
ventanas variables resulté en la identificacion de 266 sefiales
adicionales, para un total de 628 compuestos identificados en
una sola inyeccion. Este estudio ha demostrado que la
Adquisicion SWATH de ventana variable puede ser util para
mejorar la identificacion de compuestos cuando se utilizan
enfoques de adquisicién no dirigidos para metabolémica.

En el andlisis global de metabolémica global de los biofluidos, y
especialmente del plasma u orina humanos, estaran presentes
numerosos analitos que no son metabolitos, que provienen de
fuentes como el medio ambiente, los alimentos y los
medicamentos. Estos analitos tienen el potencial de complicar el
andlisis de datos que aparecen como incAgnitas, posiblemente
mostrando perfiles similares a biomarcadores o diferencias de
sobre o sub regulacién. Este estudio demostrd que la inclusién
de bibliotecas no metabolémicas puede aumentar la
identificacion de otras caracteristicas en el conjunto de datos.
Ademas, se demostré que incluso en bibliotecas centradas en la
metaboldmica, todavia existen diferencias significativas en la
cobertura de identificacion de metabolitos.
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