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Doel project

Ontwikkeling van aanpak om massaspectrometrie data te analyseren

Bijzondere aandacht voor
Langere tijdreeksen
Meerdere locaties
|dentificatie relevante kenmerken/features (prioriteren)
Selecteren van relevante features op basis van hun voorkomen en/of temporele trends
Multi-platform
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R(Studio)

Programmeertaal voor statistische berekeningen en Ontwikkelomgeving voor R
figuren
- Wijdverbreid gebruikt voor de analyse van

massaspectrometrie data (MS data)
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Strategie

*Selectiecriteria

1. Input & filtering |-G

\
. *Rt correctie
2. Normalisatie *Blanco’s
eNormalisatie (IS)
«Kenmerken selectie Gebruik van bestaande
3. Verkennende *PCA, clustering,... == (open source)
ana Iyse eTime series analysis workflows/packages
¢(Unsupervised ML)
o . *Match met
4. |dentificatie databanken
/

5. Rapportage
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Overzicht van de ontwikkelde PoC

GC-MS LC-HRMS

Import & filtering Import & re-calibratie
Normalisatie Normalisatie
*|S zoeken eFeature detectie & groepen
*Rt correctie *Noise removal & blank filtering

eNormalisatie

Exploratory data analysis Exploratory data analysis
ePrincipal component analysis ePrincipal component analysis
eHierarchical cluster analysis eHierarchical cluster analysis

eFeature selectie

Identificatie Trend analyse

Validatie |dentificatie



SPE-GC/MS data
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SPE-GC/MS data
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Massaspectrum
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Achtergrond GC-MS data

Elk jaar heeft tot 730 chromatogrammen (periode 2016 —2021)
* Eén monster per 12u

Elk chromatogram bevat > 700 variabelen (d.w.z. features)

Onmogelijk (of zeer onpraktisch) om handmatig naar specifieke pieken
(relevante kenmerken) te zoeken

- Vergemakkelijk (en automatiseer) de detectie van relevante kenmerken
(prioriteren)

— Exploratory data analysis
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Verkennende analyse

Twee aanpakken:

1. Principal component analysis (PCA)

2. Hierarchical cluster analysis (HCA)
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Lima et al., 2011 PLoS One, 6 (1)



https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0015970
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Verkennende analyse

Exploratory data analysis
Doel: patronen identificeren uit een grote dataset

Achtergrond
* Eris weinig of geen informatie beschikbaar over patronen
* Gegevens zijn multivariaat
e d.w.z. dat elke observatie (monster) wordt beschreven
door talrijke variabelen
* Inons geval:
-y =Intensiteit
- x=massa (30-330 m/z)
-z = Retentie tijd (min)
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Principal component analysis (PCA)

° Nuttig voor snelle beoordeling

* Detecteert snel uitschieters (d.w.z.
calamiteiten)
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Lobith, Sept. 2018
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Validatie

*  Gebruik beschikbare informatie over calamiteiten

* Neem willekeurig chromatogrammen op
1. Test of PCA en/of HCA monsters van calamiteiten kan markeren
2. Test of (tentatieve) identificatie succesvol is
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Validatie (I)

Zoeken van een bekende calamiteit

«  Aniline (6 pg/L) N H2

e Gedetecteerd in Nov 2019 in Bimmen
e Exact mass: 93.057849228 Da
e RT:5.96 min

* De hele maand november 2019 met metingen van Bimmen en Lobith
geselecteerd: 67 chromatogrammen
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Bron: 2019 11 23 Anilin_Screenshot.doc
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Retentie tijd index (min)
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Export MS

Operator kiest RT vanuit HCA plot

Script zoekt originele RT en scannummer
Schrijft naar .txt file in bestandsformaat voor
MassBank EU / MoNA
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Zoekresultaten
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Validatie (IT)

Zoeken van een bekende calamiteit

*  Phenol (1.4 ug/L)

* Gedetecteerd in maar 1 dagin september 2018
* Exact mass: 94.0418648 Da

* RT:5.50 min

* De hele maand september 2018 met metingen van Bimmen en Lobith

geselecteerd: 60 chromatogrammen
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Validatie (II)
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Dim2 (12.8%)
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Uitdagingen tijdens de ontwikkeling

Afwezigheid van blanco monsters

* Kovats retentie index

Herhalingen
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LLC-HRMS dataset

Oppervlaktewater, 3 locaties
* (Lekkanaal-Rijn, Maas, lJsselmeer)

Over 2 jaar
Blanco’s
Triplo metingen

Inclusief interne standaarden
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Import & re-calibratie

* Bruker gegevens moeten opnieuw gekalibreerd worden (externe kalibrant) voor
de uitvoer naar onbewerkt formaat

* Uitgevoerd door UvA

* Na kalibratie kunnen de gegevens getransformeerd worden naar universeel
formaat: mzML
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Normalisatie
* patRoon

* Ruwe gegevens (van leveranciers) importeren

Pre-processen, deconvolueren, pieken opsporen en feature-lijsten genereren
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Helmus et al. 2021
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Features & Feature Groups

- - Instrumentele fouten kunnen leiden tot variaties in

retentietijd en m/z = groeperen van features na
uitlijning
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Normalisatie (ii

* Ruisfiltering
* Verwijdering van signalen uit blanco's

—> Beide cruciale stappen met HRMS gegevens
— Anders zijn er te veel kenmerken, waarvan de meeste niet van belang zijn
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Normalisatie (ii1)
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Normalisatie (iv)

33



N

Principal component analysis

* Net als bij GC-MS data, nuttig om uitbijters
op te sporen

* Envoor een snelle analyse van de data
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Cluster analyse
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Net als voor GC-MS gegevens, nuttig voor de
opsporing van specifieke (groepen van)
kenmerken

In de toekomst: trendanalyse (gecombineerd
met correlatieanalyse)

KWR
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4. Trendanalyse

36

Aantal kenmerken te groot voor visuele
inspectie
Filtering (prioritering) op basis van
statistische tests/analyse
3 opties
Regressie-analyse
Niet-parametrische correlatieanalysetests
Tijdreeksanalyse
(niet geimplementeerd)

> 4900 feature groups

KWR
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4. Trendanalyse

e Selecteer (prioriteer) feature groups op basis

van
. Regressie-analyse 101 feature groups
*  Mann-Kendall en Spearman's rank l

correlatietests
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5. Identificatie

* Gebaseerd op MS1 informatie:
* Mogelijke bruto formule: C.H N,
* 26 kandidaat-verbindingen. Hoogste score: 2H-benzotriazool
* Kenmerken in kwestie had MS2 informatie ("vingerafdruk")
 MS2 spectra kunnen vergeleken worden met spectrale bibliotheken
1.  MetFrag
2. MassBankEU
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5. Identificatie

MetFrag
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Validatie
* Geen informatie over calamiteiten beschikbaar

* Relevante kenmerken kunnen bevestigd worden

* Analyse van referentiestandaarden (of maken reeds deel uit van de
routinebewaking)
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Copyright

This presentation is not a public document
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dissemination of (parts of) the report.
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