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CONTEXTE

But des etudes de metabolomique — mettre en evidence des
perturbations metaboliques suite a l'exposition a certains stimuli (par
exemple maladies, traitement toxiques, etc) et identifier des marqueurs
d'exposition

= ldentification des voies metaboliques perturbees par le stimulus

RMN du proton est l'une des techniques analytiques utilisee pour
generer les profils metaboliques

Identification des meétabolites discriminants = étape importante
pour pouvoir identifier les voies métaboliques perturbées par le
stimulus.
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Spectre RMN 1H d'une matrice biologique
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Pas de separation des composes avant l'analyse RMN du proton

Un métabolite peut avoir plusieurs signaux a differents déplacements chimiques
Beaucoup de signaux se superposent

= ldentification des composés dans une matrice biologique est complexe
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|dentification des métabolites

Basee sur les deplacements chimiques 1H, figures de couplage et les
constantes de couplage

Comyparaison avec des spectres annotes de matrices similaires dans la
litterature

Spiking : ajout d'un compose de reference dans l'echantillon

Comparaison avec des spectres RMN de composes de réference
» Base de donnees maison

 Base de données commerciale (Chenomx)
 Bases de données libres (HMDB, BRMB)

RMN bi-dimensionnelle (2D)
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Comparaison avec des spectres RMN 1H de composes de reference
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Information est éclatée dans les deux dimensions — moins de
recouvrement de sighaux

JRES (J-RESolved) : séparation du déeplacement chimique (dimension f2) et H<«—H
couplage scalaire (dimension 1) | |

C—C
1H-1H COSY (Correlation SpectroscopY) : corrélations 1H-1H via 3 liaisons
Hes He»H
1H-1H TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) : corrélations entre tous les C|: B (|:_ (|:

protons d'un méeme systeme de spins

1H-13C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) : corréelations 1H-13C  ;7——
via 1 liaison C—H

1H-13C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) : corrélations 1H-13C

v

via 2, 3 or 4 liaisons c—-C-—-C
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BASE DE
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HMDB (The Human Metabolome DataBase) (1)

www.hmdb.ca/— consulter spectres RMN de standards (1494
composes) ou interroger la base de donnees

AT TU apE www EB AN D, LA DEIAUG DB AR GG IVWIE A s

Q HMDB  Browse ~ . Downloads About~ ContactUs Sl Q search

™

ChemQuery Structure Search

Quantitative metabolomics services for

biomarker discovery and validation.
LC-MS Search
LC-MS/MS Search \

G TV AYP %

1-\-;' ;. D! .‘.v Search
i- ': LC-MSum search (New) SBrowse Metabolites , ’

The Human Metabolome Database

The Metabolomics
nnovation Centre

J Molecular Weight Search
Text Query
Sequence Search

Advanced Search

Welcome to HMDB Version 4.0

The Human Metabolome Database (HMDB) is a freely available electronic database containing detailed information about small molecule
metabolites found in the human body. It is intended to be used for applications in metabolomics, clinical chemistry, biomarker discovery Tweets by @WishanlLab
and aeneral education. The database is deslianed to contain or link three kinds of data: 1) chemical data. 2 clinical data. and 3) molecular
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SCEE

0 HMDB  Browse - Search ~  Downloads
& TMIC

Spectra Search 20 NMR Spectrum

Your source for quantitative metabolomics
technologies and bicinformatics.

LC-MS Search LC-MS/MS Search ~ GC-MS Search 1D NMR Search

Cross-Peak Chemical Shift List:

4117125
1332295

o

— Lactic acid

X-axis Tolerance  (ppm):

Y-axis Tolerance & (ppm):
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Browse ~  Search »  Downloads ~ About ~

LC-MS/MS Search ~ GC-MS Search

Name
CAS Number

L-Lactic acid (HMDB0000190)

79-33-4

D-Lactic acid (HMDB0001311)

10326-41-7

Cholesterol sulfate (HMDB0000653)

1256-86-6

Non sécurisé — hmdb.ca

Contact Us

2D NMR Search

Weight/Formula

90.0779

CaHgO3

90.0779

CgHeOy

466.717

CorHig0sS

metabolites &

Library Matches

22

22

133




BMRB (Biological Magnetic Resonance Data Bank)

http.//www.bmrb.wisc.edu/ — consulter spectres RMN de
standards ou interroger base de donnee

< Non sécurisé — bmrb.wisc.edu &
+
. . . Member of
Biological Magnetic Resonance Data Bank PE MG
BMRB A Repository for Data from NMR Spectroscopy on Proteins, Peptides, Nucleic Acids, and other Biomolecules FROTEIN BATS BANE
V] p Instant entry access: Searches all entries on many criteria: Title, Author, Entity, Organism, Database code, etc. Hover
\-‘ ) —3 lover a result for more information.
_.3-65"**;'\ /8
=
] Search macromolecule database Deposit Data:
Home (Recommended) BMRBdep
+  About BMRB If you have a query you would like to run on the BMRB database, System

»

-

Search archive
BMRB data by
type

Validation Tools
Deposit Data
NMR Statistics

Spectroscopists'
Corner

Programmers'
Corner

Metabolomics

Metabolomics
Home
Standard

NMR Peaks Query
VIO = -

Calculator
Find

please e-mail bmrbhelp@bmrb.wisc.edu

Field Value to search

for Display
@ Entry ID (entry or accession number) 7
@@@®@®®@ | roB :+ ID
@@ Title

@ @ Author (family name)

® @ @ Molecule name

Output = HTML . C8V inline
Search Clear

Restraints Search Metabolomics

Search Advanced Search Help

(Legacy) ADIT-NMR system

Please look at the data accepted
before depositing.

CS-Rosetta server.

Submit your chemical shifts to run
CS3-Rosetta.

BMRB API server and
documentation.

Access BMRB data
programmatically.

@ Assistance
J
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PEAKFOREST 2.0.3 Py

Base de donnees developpee dans le cadre de Metabohub

Spectres de composes de reference LC-HRMS, GC-HRMS, RMN 1D et 2D

Spectres RMN enregistres a differents champs magnetiques (500; 600; 800
MHz) et a différents pH (6 et 7)

Environ 100 composes avec 8 sequences enregistres a 600 MHz et pH 7
(hoesyprid; cpmg; C13; JRES; COSY:; TOCSY; HSQC; HMBC)

Outils de peak-matching : LC-MS; MSMS; RMN 1D

Web Service REST Requests pour extraire des sous-bases d'interét
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Annotation manuelle de matrices biologiques

Chronophage
Compliquée
Certains signaux ne sont pas identifies

Un outil d'annotation automatique de spectres RMN 1D et 2D serait
utile

Outils d'annotation automatique de spectres RMN 1D
« Package R Batman : pas facile a utiliser et temps de calcul tres longs

« BAYESIL (http://bayesil.ca/): interface web (limite au serum, plasma, et
CSF)

* Chenomx : logiciel commercial
« ASICS

= Beaucoup de faux positifs — utilisation de la RMN 2D pourrait
diminuer le nombre de faux positifs
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OUTILS
ANNOTATION
2D
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COLMAR (Complex Mixture Analysis by NMR; Bingol et al. 2016

—

Interface web : http://spin.ccic.ohio-
state.edu/index.php/colmar

Matrice(s) / fluide(s) : Serum humain

Returned list of compounds Graphical User Interface
i e Campus Chemical Instrument Center (CCIC L9
Sequence(s) RMN 2D : HSQC / T —
TOCSY
Bases de données utilisee(s) pour les
composes de reference : BRMB et ==
HMDB == = : o5
o] e | o o z .
Nombres de composes : 701 pour == =rs
HSQC / TOCSY

Pas de combinaison entre les 2
sequences HSQC et TOCSY
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C16

METABOMINER (Xia et al., 2008)

Matrice(s) / fluide(s) : Liquide cephalo-rachidien / Urine / Plasma
Séquence(s) RMN 2D : HSQC / TOCSY

Bases de donnees utilisees pour les composes de reference : HMDB /
BRMB

@@Nombres de composeés / spectres : 502 HSQC / 223 TOCSY

Algorithme :

« Coefficient unicite = nombre de pic(s) voisin(s) a distances definies (0.01 a
0.05ppm pour H et 0.05 a 0.25ppm pour C)

 Seuil adaptatif = variation du décalage autorise en fonction coefficient
unicité

 Signature minimale = definition d'un ensemble pics minimum necessaires
pour identifier de facon unique un compose parmi tous les autres

composes inclus dans la BdD de réference. Basée sur le nombre de pics
des composeés et de leur voisinage (coefficient d'unicite)
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SpinCouple (Kikuchi et al. 2015)

@@ Matrice(s) / fluide(s) : contenu intestinal et muscle de poisson, intestin
de sériole adulte japonnaise, contenu de tube digestif de termite, eau
de riziere, algue, ciboule et feces humain

@@ Sequence(s) RMN 2D : Jres

Bases de donnees utilisee(s) pour les composes de reféerence : maison
/ Birmingham Metabolite Library

Nombres de composes / spectres : 598 (dont 155 issus de BML)

Algorithme :

« Batch annotations, basees sur le deplacement chimique 1H et les
constantes de couplage 1H - 1H

« Unicite d'un pic de la BdD : 1 / nombre de matches autour du pic de
reféerence quand teste par rapport a la BdD en utilisant les valeurs de
tolerance spéecifiees

« Précision : valeurs de toléerance statistiquement significatives pour
l'lannotation
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OBJECTIF

Outils existants utilisent leur propre base de donnees ou des bases de
donnees publiques (HMDB, BRMB) — difficile de verifier la qualité des
donnees ou de rajouter des spectres de composes de reference (pH ou
champs magnetiques differents)

Developpement d'un algorithme d'annotation semi-automatique de
spectres RMN 2D

« Permettant lannotation des metabolites presents dans une matrice
biologique complexe avec une probabilite de presence

Base sur linterrogation de la base de donnees PeakForest
En combinant plusieurs sequences RMN 2D

En appliquant des seuils et des conditions d'unicite

Pour reduire le nombre de faux positifs
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MATERIEL &
METHODES
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PEAKFOREST (1)

Templates

Compose de reference

1 [1H-1H TOCSY NMR correlations

[errraTTe

in‘i:ensi‘I:ﬁ.ur [rel]

////f

annotation

/////////,62%,;,
.

o

0 g T T
[SS ISR S )

2 |peak index v (F2) [ppm] v (F1) [ppm]

3 1 4,0151 2,9 134
4 2 4,0149 4, DZDG
5 3 2,962 2,9481
& 4 2,962 4,0182
7 5 2,8813 2,9263
8 6 2,881 4,0182
9

10

11

-

analytical_sample NMR_analyzer carbon-1i ... (&)
~———— S P—

-

Comparaison des peak-lists de la matrice
complexe aux peak-lists des composes de
reference

IS L DL e L,

Matrice complexe

D E

A B €

1 |1H-13C HSQC NMR correlations

2 |peak index v (F2) {1H) [ppm]

3 2(0.8999 16.0523
4 1|0.9437 13.9434
5 4[0.9980 19.5009
6 3[1.0160 17.4913
7 5[1.0485 20.7414
8 8[1.2692 27.2224
9 7[1.3359 22.9187
10 6[1.3393 22.2392
11 13|1.4557 19.4879
12 14]1.4564 21.9300
13 10]|1.4740 25.4258
14 11)|1.4777 27.1741
15 9[1.4885 19.0464
16 12|1.5628 22.1441
17 15|1.7248 29.0156
18 16|1.9227 30.3966
19 18|1.9875 38.6313
20 17)2.0085 26.4727
21 19|2.0698 31.7230
22 20|2.1459 29.0702
23 21|2.1643 42.3894
24 22]2.2798 31.7511
25 23|2.3538 31.7511
26 25|2.4433 45.7748
27 24]2.4585 33.6275
28 26|2.6987 39.3423
29 27|2.7207 37.3607
30 28|2.8183 39.3836
31 29|2.8814 37.3194
32 30|2.9607 37.4433
33 31|3.0193 41.8605
34 85|3.1984 86.6795
35 36|3.2001 56.6219
36 32|3.2075 30.1753
a7 azla 2959 o6 9g7)

analytical_sample
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annotation
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. =

PEAKFOREST (2) /{_\
— = |l FoRest |

Interrogation via web services REST

@ Recherche sur la (les) sequence(s) d'interét
@@|e pH

g}

@ Exemple séquence HSQC, spectres enregistrés a pH-=7

https.//metabohub.peakforest.org/rest/vi/spectra/nmr2d/search?query-t
ocsy&token=9131jq9ol8gsjni1j14t351h716u&max=500

Metabolite ppm_f2 ppm_f1
Acetic Acid 1.9225 26.1314
Citric acid 2.5381 48.5330
Creatinine 4.0640 59.2097
D-Glucose 3.2481 76.8668
D-Glucose 3.4250 72.3072
DL-3-aminobutyric acid 3.6156 45.4543
Hippuric acid 7.8476 129.7817 .
Isoleucine 0.9442 14.0011 :

93%‘2.@ ¥ Groupe de travail Biopuces @



Script R

Pour chaque compose de reference

« Comparaison de toutes les paires de pics du compose a la liste de paires
de pics de la matrice biologique

« Tolerance sur les deplacements chimiques

» Calcul d'une probabilite de presence
« # paires de pics annotees /# paires de pics theoriques
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Application de filtres : reduction du nombre de faux positifs
« Seuil sur la probabilite de presence
» Suppression de tous les metabolites dont la probabilite de presence < seuil
e Condition d'unicite
« Suppression de toutes les paires de pics assignees a plusieurs metabolites

Combinaison: possibilité de combiner 2 (ou plus) sequences
« Score combine=score moyen
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Bi-dimensional

BARSA: Bi-dimensionAl nmR Spectra Annotation (3)

ppm1l ppm2 Metabolite score cosy
1.487 3.792 alanine 0.5 0.5
: 0.0588 '
3.827 5.242 arabinose ; 10 .o "o
3.781 1.933 arginine 0.125 ., T .'5‘*
2,882 4,018 asparagine 0.8 18] NEARSENANBANE
2.882 2.964 asparagine 0.8 20- .p Qg — =
2.962 2.883 asparagine 0.8 . % s ? * e -
4.014 2.913 asparagine 0.8 281 ERANE probabilty.score
2.695 3.904 Aspartic_acid 0.1666 a0 . % . gl 008
0.898 1.567 Butyric acid 0.5 _ au o 4y % = il 0.8
1.566 0.898 Butyric acid 0.5 £ 35- . S e ot & o1
. =3 % R as® a 012
1.73 3.019 Cadaverine 0.5 = 40. el 1 —Jye
3.026 1.729 Cadaverine 0.5 E SRR S —
4572 2.453 carnitine 0.5 Sas- P - s '
£ & L4 a 029
4.5/2 3.431 carnitine 0.5 o °
G 5.0- arglu a 0.33
3501 4.592 galactose 0.1666 T Ad 04
3.659 3.478 galactose 0.1666 T 55- 0:42
3.66 3.931 galactose 0.1666 05
6.0- :
0.8
6.5=
ppml ppm2 commonMetabolitesList o IR
1.73 3.019 Cadaverine Lysine e oo %
7.21 7.281 indoxylsulfate tryptophan 7.5- S BN W
7.283 7.205 indoxylsulfate tryptophan e ®his
7.205 7.284 tryptophanindoxylsulfate 8.01 e

1 1 1 1 1 1 Ll 1 1] 1] L] L] L] L]
80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
1H chemical shift (ppm)
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EVALUATION DE L'ALGORITHME (1)

Matrice « complexe »: mélange de 23 composes standards connus (a
la méme concentration 10mMol)

Criteres de validation

« Sensibilite : capacite a detecter la totalite des metabolites presents dans la
matrice, c'est-a-dire les vrais positifs

« Specificité : capacité a ne pas identifier des metabolites qui ne sont pas
présents dans la matrice biologique, c'est-a-dire les vrais negatifs

MELANGE
Présents Absents Total
s 3 .
= S Vrals Faux VP + FP
T c positifs (VP) | positifs (FP)
— <
z g S
o] § § Faux négatifs , .rals EN + VN
< = (FN) négatifs (VN)
Total 23 66 89
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EVALUATION DE L'ALGORITHME (2)

Matrice « complexe »: urine de synthese = matrice « blanche » a
laquelle ont ete ajoutes 33 composes de concentration connue mais
differente (100uM - 20mM)

Critéeres de validation

« Sensibilite
« Specificite
MELANGE
Présents Absents Total
(%)
(T ‘O .
+ Vv F
= S vran Fau VP + FP
T c positifs (VP) | positifs (FP)
— <<
(2’ wn
O \40-,) ’ . .
Q or-ue 5 Faux négatifs , V.rals EN + VN
< c (FN) négatifs (VN)
i [ J
Total 33 66 99 o
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ANNOTATION MATRICE TEST - SENSIBILITE

Filter

B Threshold0.0

B Threshold0.0Unicity
Threshold0.3

B Threshold0.3Unicity
Threshold0.4

B Threshold0.4Unicity

B Threshold0.5

B Threshold0.5Unicity

2

s

."%

5

()]

Bil:
3 A
J 2
o & «
s © <0
&
9
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ANNOTATION MATRICE TEST - SPECIFICITE

-l Filter
B Threshold0.0
B Threshold0.0Unicity
Threshold0.3
B Threshold0.3Unicity
Threshold0.4
B Threshold0.4Unicity
B Threshold0.5
B Threshold0.5Unicity
>
s
g
wn
% ) %
O & & 6
& c,o% & o& & & gP &€ & & &
N ® & & d S © > A
D & & Q Q o
S & & B &
@) 9
o° o
o ®
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ANNOTATION MATRICE TEST - COMPARAISON AUTRES ALGORITHMES

Filter

B None
Threshold0.4
B Threshold0.4Unicity

B Unicity

Sensitivity

>
S
| l
2]
<O ) A O O S\ )
e % 2 o e s <
o o & F o F <© &
2 . & Q-7
v?'% Q,vg' vg?v. V\“v‘ \g‘\ @\\\Q’ c)o"Q Filter
N @ & <° <© & M None
& & T ey .
resno H nicl
& \‘g’ H Unicity Y
]
®
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ANNOTATION URINE DE SYNTHESE - ANNOTATION BARSA

Metabolite score.HSQC score.JRES score.TOCSY averageScore

2-hydroxybutyric acid 0,5 0,692 0,313 0,502

acetic acid 1 1 1

allantoin 1 1

citric acid 1 1 1

creatinine 1 0,5 0,75

d-fructose 0,059 0,111 0,07 0,08

dimethylamine 1 1 1

ethanolamine 0,5 0,5 0,25 0,417

glutamic acid 0,25 0,167 0,208

guanidineacetic acid 1 1 1

hippuric acid 0,75 1 0,7 0,817 -

isocitric acid 0,25 0,938 0,594 .
[-alanine 0,5 0,667 0,75 0,639 ' ol
I-glutamine 0,667 0,079 0,111 0,286 J HJ-I

I-lactic acid (sodium salt) 0,5 0,333 0,75 0,528 *

I-phenylalanine 0,167 0,65 0,167 0,328 s .t +3 phe

I-phenylalanine 0,167 0,5 0,167 0,278 . . Y e

phenylacetyl-I-glutamine 0,5 0,293 0,278 0,357 i . e Ll

phenylacetylglycine 0,6 0,5 0,55 g * T rG,'.“

trigonelline hydrochloride 0,25 0,111 0,286 0,216 E . 'le

(e)-3-(1h-imidazol-5-yl)prop-2-enoic acid 0,167 0,1 0,133 = *

3-methyl-2-oxovaleric acid 0,077 0,04 0,058 = Bl

3-methyl-I-histidine 0,333 0,143 0,238 E

5-aminopentanoic acid 0,048 0,111 0,079 S

5-oxo-l-proline 0,111 0,188 0,149 5'*}:

acetone 1 1 1 probability. score
butyric acid 0,25 0,25 - E??
carnitine 0,167 0,2 0,183 . a 025

cholic acid 0,033 0,054 0,044 8 e °
choline chloride 0,143 0,2 0,171 1 + Iighhe a 0ET °
créatine 1 0,5 0,75 s ??5 .

2@
(3K . it i P r 13
MT‘ 1H chemical shift (ppm) @



ANNOTATION URINE DE SYNTHESE- COMPARAISON AUTRES ALGORITHMES

Specificity

< 100
Filter

NOO.0

NOO.1 .

NOO0.2 5w

NOO0.3

NOO0 .4

NOO0.5

e |

YESO 2 & & ¢ & F & & ¢

YES0.3 s &g /

YESO.4 L & x & g

YES0.5 . &
& ¢
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Interpretation des resultats — urine de synthese

@@ Composition de l'urine de synthese (33 composés)

7 composés avec une conc > 1 mM : creatinine ; citrate ; hippurate ; ascorbate ; glycine ; TMAO ; guanidoacetate

7 composes avec 0,5 mM < conc < 1 mM : histidine ; isocitrate; 2-hydroxybutyrate ; phenylacetylglutamine ; creatine;
acetate; dimethylamine

8 composeés avec 0,25 mM < conc < 0,5 mM : cysteine; glutamine; glucose; pyroglutamate; serine; ethanolamine; alanine;

formate
11 composes avec conc < 0,25 mM gt¥cerot; allantoin; indoxylsulfate; myoinositol; lysine; trigonelline; 1-methylhistidine; 3-
methylhistidine; threonine; lactate; fructose

TMAO n'est pas dans la base de donnees

@@ Résultats sans filtre

77 meétabolites detectes (sur 99 composes presents dans la base)
32 métabolites présents dans l'urine
45 faux positifs - Non acceptable

@@ Resultats avec un score moyen supérieur a 0,3 / 0,15

S0

31 metabolites detectes / 30 métabolites détectés

23 composes dans l'urine / 24 metabolites detectes

8 faux positifs / 6 faux positifs - acetone, sarcosine, phenylacetylglycine, phenylalanine (x2), betaine

9 composes non trouves par Lalgo : glucose, glutamine, 3-methylhistidine, histidine, trigonelline, cysteine, lysine,
pyrogtl)utamat.e, 1-methylhistidine - conc < 0,5 mM sauf histidine / 8 composes non trouves dans l'algo : cysteine,
ascorbate, lysine, seriné, pyroglutamate, fructose, 1-methylhistidine - conc < 0,5 mM

Ascorbate : non retrouvé en manuel (réducteur)

Cysteine : transformée en partie en cystine
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ANNOTATION PLASMA DE REFERENCE (1)

Plasma de reference humain (NIST SRM 1950) : utilisation de la COSY,
HSQC, la JRes et une combinaison des 3 sequences

Comparaison metabolites annotes automatiquement a la liste des
metabolites annotés par les experts MTH (40)

Filter

H NONE
THRESHOLDO0.3
B THRESHOLDO.3+UNICITY
THRESHOLDO0.4
B THRESHOLDO.4+UNICITY

0
Q\%

&\e
oo

Number of matchs with expert annotations

v/
'?@& |
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ANNOTATION PLASMA DE REFERENCE (1)

Filter

- NONE
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60 -

40-

| | I I i
0- I I . - I . l -

COMBINAISON COosY HSQC JRES

Q¥ o
%ﬁ% Groupe de travail Biopuces @

Number of annotations



DISCUSSION/CONCLUSION

Algorithme developpée permet [lannotation automatique de
spectres RMN 2D de matrices biologiques complexes

Reduction du nombre de faux positifs
« Combinaison de plusieurs sequences
» Application de seull sur la probabilite de presence
» Application condition d'unicite
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PERSPECTIVES

Autres matrices a tester
« Plasma NIST: verification annotation par experts
 Extraits de tissus
« E. coli

Lien avec MetExplore

Test de l'algorithme avec la sequence SAPPHIRE-PSYCHE, dans
laquelle les multiplicite des pics sont transformees en raies uniques
pour ameliorer 'annotation des signaux en diminuant la superposition
des signaux
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