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L'identification de métabolites est l’étape clé dans la compréhension des mécanismes biologiques lors d’études métabolomiques. Pour répondre à cette étape, la combinaison de plusieurs outils combinant annotation et identification est
particulièrement adaptée. L’objectif de ce poster, est d’une part de vous montrer que l’utilisation systématique d’un workflow combinant les sorties de MZmine avec les outils de prédiction de formule élémentaire et d’arbre de fragmentation
inclus dans l’outil SIRIUS est très efficace pour identifier des métabolites d’intérêts dans des projets impliquant la métabolomique non ciblée par LC-HRMS. D’autre part, nous voulons vous montrer également que l’utilisation de cet outil SIRIUS
sur des données de «pseudoMS2» provenant d’acquisition MS simples est particulièrement adaptée pour l’identifier des ions difficiles à isoler. Ces 2 approches ont été réalisées comme preuve de concept sur des échantillons plasmatiques de
différents projets afin d’identifier de manière fiable les métabolites d’intérêts. Ainsi, des données issues d’analyses par UHPLC_MS de type électrospray – ToF (Impact II - autoMSMS) ou Orbitrap (pseudoMS2) ont été utilisées.

Acquisition  LC-MSMS

I- Concernant la première approche, l’objectif est de créer systématiquement une base de données « temporaire » propre à chaque projet scientifique facilitant ainsi l’annotation des

métabolites dudit projet.

Mélange X_autoMSMS.mzML

Mélange X_autoMSMS.mgf

Preuve de concept sur un mélange connu pris comme échantillon

WF MZmine

Base de données temporaires à partir du WF Mzmine

Base de données temporaires à partir fichier mzml

Identification à partir de la base de données temporaires

II- Utilisation de Sirius sur des données de pseudo MS2 afin d’identifier sur des ions difficiles à isoler,

Capillaire soumis à une haute tension

Principe

Réactions d’oxydo-réduction  dans le capillaire:
Ionisation de la molécule, Transfert d’électrons permettant la fragmentation de la molécule, 
perte de H2 (réduction), d’oxygène, de CO, CO2, H2O, formation d’ions radicalaires pouvant 
induire des fragmentations plus importantes.

L’information nécessaire à l’identification est-elle déjà présente dans les spectres MS ? 

Preuve de concept sur l’ion m/z 162,11151

Acquisition

Spectre MS

Tableau de données spectrales

Infusion plasma 8µl /min pendant 2 min 

SIRIUS
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m/z 287,20059 soit C19H27O2

287,20089

Masse trop proche pour être isolée et faire de la MS2

Confirmation par passage d’un standard
9 DHT

6 DHT

Urine

Impossible de distinguer le 6 du 9 DHT. Les TR étant identiques.
Le pic extrait  dans l ’urine correspond bien au TR du 6 ou 9 DHT.
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Liste d’ions VIP du projet

Comparaison VIP vs 
Base de Données

Exemple d’application sur Plasma NIST:

masse identifié à partir fichier mzml Identifié apres   WF mzmine .mgf

104,0706085 2Aminoisobutyricacidou2Methylalanine Valine-1-14C ou 2-aminoisobutyric acid

119,03389 / Threonolactone ou Threonic acid-1.4-lactone

133,060772 3Ureidopropionicacid bmse000333 ou Ureidopropionic acid

138,054959 4Aminobenzoicacid Pabafilm ou  p-Aminobenzoic acid

147,06519 / NCIStruc1_001792 ou  Monomethyl glutaric acid

148,060442 AcetylDLserine N-Acetylserine

155,033889 3.4Dihydroxybenzoicacid bmse000328 3,4-Dihydroxybenzoic acid

161,08084 3.3Dimethylglutaricacid 3,3-Dimethylglutarate

195,065187 3Hydroxy4methoxycinAmicacidouIsoferulicacid /

215,1390223 ValPro Valylproline

298,1146 7Methylguanosine 7 methyl Guanosine
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Nombres de variables trouvées et annotées
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SIRIUS
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NIST_autoMSZMS.mzML

Directement dans Sirius

En utilisant WF mz mine + Sirius

Application sur projet scientifique « Nageurs de Haut niveau »
Robin Pla, Estelle Pujos-Guillot, Stéphanie Durand, Marion Brandolini-Bunlon, Delphine Centeno, David B. Pyne, Jean-François 
Toussaint & Philippe Hellard (2021) Non-targeted metabolomics analyses by mass spectrometry to explore metabolic stress 
after six training weeks in high level swimmers., Journal of Sports Sciences, 39:9, 969-978, DOI: 
10.1080/02640414.2020.1851933

Financements: ANR-11-INBS-0010

HSST3 150*2,1 mm, 1.7 µm
100/0,v/v, eau/ACN de 0 à 2min, puis 0/100,v/v, eau/ACN en 15 min  
jusqu’à 22 min, puis 100/0,v/v, eau/ACN de 22,1 à 26min
Run de 26 min 
Plage d’acquisition sur Impact II Brukker: m/z 50 – 1000
AutoMSMS Pos  à 12-20-40-60 eV
Rs 40000
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MS

MSMS

Conclusions: - L’information nécessaire à l’identification est bien présente dans les spectres MS  
acquis en haute résolution
L’utilisation de ces données combinée à Sirius est une aide très précieuse dans le cas de molécules 
dont les masses sont difficiles à isoler pour faire de la MS²

Conclusions: - L’utilisation  systématique de Sirius dans un WF d’annotation avant tout traitement stat permet de construire des bases de données temporaires propres à chaque projet, 
facilitant ainsi l’annotation  des variables sorties comme VIP après traitement stat
- L’utilisation du WF « mzML - mzmine – Sirius »  donne de meilleurs résultats en terme de nombres de variables annotées que le WF « mzML – Sirius »

https://doi.org/10.1080/02640414.2020.1851933

