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3.5. Auswertung von Daten aus der Massenspektrometrie

Die Funktionen der drei Hauptanwendungen zur Auswertung von MS-Spektren sind in der

folgenden Ubersicht dargestellt.

Tabelle 15: Funktionen innerhalb der Anwendungen fiir die Massenkalkulation

GlycoProtMass GlycoWorkbench Peptid Tools
Glykane
m/z MS + + -
m/z MS" — + —
Strukturdarstellung iiber Importieren + -
Bindungseigenschaften - + -
Export/Import von Daten + +/— —
Proteine
m/z MS + - +
m/z MS" — — +
Glykoproteine
m/z MS + — —
Notizen, Suchkriterien + - -
Erzeugung von Listen, + — -
Layouts
Daten-Archivierung + eingeschrankt -

3.5.1. GlycoProtMass — Berechnung m/z und Erstellung von Datenbanken

Wihrend der Einarbeitungsphase fiir die Daten-Analyse der Massenspektrometrie traten zwei

Hauptprobleme in den Vordergrund.

1. die Berechnung der Massen von Glykanen, Peptiden, Glykopeptiden und

2. die Archivierung von Daten fiir spétere Analysen und Vergleiche

Da das manuelle Berechnen von Massen sehr zeitaufwendig ist und in einem Spektrum viele
verschiedene Signale moglich sind, sollten bereits erbrachte Ergebnisse in einer systematischen
Form abgespeichert werden. Dabei war eine Datensicherung anzustreben, in der nach
verschiedenen Kriterien gefiltert werden kann, z.B. Glykoprotein-spezifisch und/oder Projekt-
bezogen. Fiir die Effektivitidt der gesamten Analytik ist eine Datenbank vorteilhaft, in der jeder
Mitarbeiter nachgewiesene Strukturen ablegt. Somit wéren Berechnungen nicht mehrfach notig
und Glykan-Profile von bereits untersuchten Zellen/Glykoproteinen wiirden bereits vorliegen.

Fiir die Erstellung einer angepassten Anwendung wurde die Software FileMaker 8 Pro bzw. 6 Pro
(FileMaker Inc.; Santa Clara, USA) verwendet (Datei-Erweiterung ist fp7 bzw. fp5). Dieses

universelle Programm zur Abspeicherung von Daten wie z. B. Adressen, oder CD-Sammlungen
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besitzt keinen themenbezogenen Hintergrund, sondern wurde den Anforderungen angepasst.
Grundlage dieser Datenbank sind Datensitze. Jeder Datensatz wird durch beliebig viele Felder
mit Informationen definiert. Dabei konnen die Formate Text, Zahl, Formeln u.a. verwendet
werden. Somit sind Eingaben von Informationen, aber auch deren Kombination zur
Weiterverarbeitung moglich. Eine wichtige Eigenschaft von Datenbanken ist die erweiterte
Funktion zur Suche nach Daten, da alle Felder nach verschiedensten Kriterien abgefragt werden
konnen.

Zur Veranschaulichung soll die folgende Tabelle dienen.

Tabelle 16: Beispiele fiir den Aufbau der Datenbank

Programm-Detail entspricht in Anwendung Format Beispiel
Datensatz Glykan Text Biantenndr mit einer
N-Acetyl-Neuraminsiure
Feld Bezeichnung Bi+1 NeuS5Ac
Information zur Quelle Text alsGP
Projekt Text 0639G00
Nutzer Text DaG

Anzahl an Monosacchariden Zahl 4 GlcNAc, 5 Hex, 1 NeuSAc

Polaritit MS Text pos / neg
Ion Text Na“, K', NH,", H", H
Berechnung m/z Formel m/z (Glykan)
Berechnung m/z nach Formel m/z (Glykan) + m/z (2AB)
Markierung mit 2AB

In Abhingigkeit von den vorgegebenen Feldern der Datenbank kann fiir jede Struktur eine
Vielzahl an Informationen gespeichert und gleichzeitig auf deren Grundlage Massen und Formeln
ausgegeben werden. Jedes Feld kann als Grundlage fiir eine Sortierung oder Suche von
Datensitzen dienen. D.h., am Beispiel der Tabelle 16 kann nach Strukturen die ,,Bi* enthalten, die
1 NeuSAc aufweisen, aus dem AGP stammen oder einer vorgegebenen Masse entsprechen,
gesucht werden. Fiir den Aufbau der eigentlichen Anwendungen waren verschiedene Aufgaben zu
erfiillen. Im ersten Schritt mussten alle Atom- und Molekiilmassen fiir spatere Kalkulationen in
die Datenbank eingegeben werden. Dann wurde die Form der Datenbank festgelegt, benétigte
Felder fiir die abzuspeichernden Daten und Berechnungen von Massen definiert. Im dritten Schritt
waren verschiedene Layouts (Format der Ausgabe) zu entwickeln, die entweder fiir die
Dateneingabe, eine Datensatz-Ubersicht oder den Ausdruck optimiert sind. Da sich stindig neue
Anforderungen, Modifikationen und Erweiterungen ergaben (verschiedene Messtechniken,

Derivatisierungen, usw.), wurden wéhrend des gesamten Zeitraumes der Promotionsarbeit
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Anderungen vorgenommen und die Richtigkeit der Kalkulationen mit anderen Anwendungen (s.
2.12.2.) iiberpriift.

Ich habe mich zu Beginn dazu entschlossen, generell eine Datei mit den Massen der
Grundbausteine zu erstellen und diese in der eigentlichen Datenbank-Datei iiber Verkniipfungen

zu verwenden (Dateinamen sind im folgenden Text kursiv dargestellt).

2

GlycoProtMass

m/z-Berechnung von:

Differenzen
N N|| N N N || 6@

Basics_KH.fp7  Glykane.fp7 Basics_Proteine.fp7 Peptide.fp7 Differenzen.fp7 START.pdf
— _/

Glykoproteinen

|

Glykoproteine.fp7

Abbildung 72: Dateien der aktuellen Endversion 3.0 von GlycoProtMass
Fir die Massenkalkulation der verschieden Strukturen sind bestimmte Dateien erforderlich, die
Differenzenermittlung benétigt die Basics KH-Daten

In der Datei START.pdf sind die Dateien in einer Ubersicht mit ihren Verkniipfungen und weiteren

Informationen zur Verwendung aufgelistet.

3.5.1.1. GlycoProtMass 1.0

In der Version 1.0 (FileMaker 6 Pro) der Anwendung war das Ziel die Ausgabe von Glykan-
Massen. Fiir die Glykane wurden die Werte der Monosaccharide (Layout ,,Basics®), Ionen
(Layout ,,Jonen*) und Modifikationen (Layout ,,Derivate KH*) in der Datei Basics KH und die
Datenbank fiir die Strukturen in der Datei Glykane abgelegt. Die weiteren aufgefiihrten
Bestandteile von GlycoProtMass (Abbildung 72) wurden erst spiter hinzugefiigt. Eine erhdhte
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Ubersichtlichkeit iiber die Daten-Felder wird durch verschiedene Layouts ermdglicht, welche iiber

das entsprechende Menii angewihlt werden konnen.

|:ay0ut: MaSSEn der Kohlenh drate
Bazice |+
. ) ) ) ) Anzahl
L frei im Oligosaccharid permethyliert ~cHz  ~C2H201 Formel
I
Hex 180,0634  m_Hex 162,0528 204,0998 3 3 C6H1206
T Desoxyhex 164,0685 m_desHex 146,0579 174,0892 2 2 CBH1205
L Pent 150,0528  m_Pent 132,0423 160,0736 2 2 C5H1005
Gefunden:
S HexN 179,0794  m_HexN 161,0688  217,1314 4 5 3 CBH13NO5
Jumme: HexNAc 221,0899 m_HexNAc 203,0794 2451263 3 2 C8H15NOB

Abbildung 73: Ansicht des Layout ,,Basics“ fiir die Glykan-Berechnung in der Datei Basics KH
Mit dem Pfeil ist das Auswahlmendi fiir die verschiedenen Layouts gekennzeichnet.

Die mdglichen Modifikationen an Glykanen in vivo, als auch durch Derivatisierungen sind im
Layout ,,Derivate KH* definiert. Das Layout ,,Jonen* enthilt die bei der Analyse von Spektren zu
beriicksichtigenden lonen.

In der Datei Glykane konnen fiir jedes Oligosaccharid Informationen in die vordefinierten Felder
eingetragen und durch Verwendung der Daten aus Basics KH die gewiinschten Massen berechnet
werden. Aufgrund der Etablierung der ESI-lonTrap-MS wurden auch Mehrfachladungen
bestimmt, da im Gegensatz zur MALDI-TOF-MS nur zu einem geringen Anteil einfach geladene
Ionen auftreten. Die kalkulierten Werte sind monoisotopisch und mit drei Stellen nach dem
Komma angegeben. Wird die Masse im Eingabefenster direkt angewihlt, erscheint die exakte

Zahl.
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Blattern

Datenzatz:

Surnrie:

Unsartiert

Fal
@ poz Oneg Therma [N-Glykane Projekt QB02 GO0 ‘ Beschreibung
Name_kH  [Bi+1Meuic [] _s ‘
Source
HexMi:  Hex  desHes Pert  Meule MNeuGe 502 HPO2 CHE COCHZ
4 s ol ] B R I
dPent Hep Herd KON KLC He:H Rur \an \on Zahl
B R - -
2
Derivat  kejne 3
4
Wh-strutor - HNAHENAT g D stellung
7
Formel_KH ___ CT3H121N5054 | 8
Mazes Basle 1931,683)
nH o0 Masse 1954 677
nha 1
niHe @ Masze red 1956 693
ne ©
Masse OME 2090741
2x I dx B Ex Tx &x
077 330 551.550] 493 6640| 300,938 325,780 279 240 244,338 Masse
1.037,373 G491 552 518 687 414 549 345791 296 392 259343 2074,?45 Masse 2AE
977,339| 651,559 188,669| 390,935] 325,780| 279,240| 244,335 1954.677] Mmasse frei

Abbildung 74: Ansicht des Layouts "Eingabe" der Datei Glykane, der Datenbank fiir Glykan-Strukturen

Die Felder zur Dateneingabe (Abbildung 74) werden in der folgenden Tabelle erldutert.

Tabelle 17: Felder der Dateneingabe in der Datenbank Glykane

Daten- Feld Bemerkung
Eingabe Thema, Projekt, Beschreibung usw. Proben-Definition
Pol Polaritdt am Massenspektrometer
Name KH Bezeichnung des Glykans
N/O Definition der Bindung des Glykans
HexNAc, Hex, desHex, Pent usw. Anzahl der Monosaccharide im Glykan
SO3, HPO3, CH3, COCH3 Anzahl an Phosphorylierungen,
Sulfatierungen, Methylierungen,
Acetylierungen
Derivat Derivatisierungen von Glykanen
Ion, Ion Zahl Typ und Anzahl des lons
Ausgabe s /as mit / ohne Sialylierung
KH-Struktur Kurzformel der
Monosaccharid-Zusammensetzung
Formel-KH Summenformel aus KH-Struktur
Glykan bound m/z des Glykans nach Bindung an Peptid
Masse Basic m/z des Glykans
Masse m/z des Glykans mit lonen,
ohne Derivatisierungen
Masse DMB m/z des Glykans nach DMB-Derivatisierung
Masse 2AB m/z des Glykans nach 2AB-Derivatisierung
Masse frei m/z des Glykans mit lonen und
Derivatisierungen
1x bis 8x m/z mit Mehrfachladung unter

Einberechnung der jeweiligen lonen
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3.5.1.2. GlycoProtMass 2.0

Da wiéhrend der Promotionsarbeit Peptid- und- Glykopeptid-Proben charakterisiert wurden,
musste die Anwendung in ihren Funktionen erweitert werden. In der Version 2.0 wurde eine Datei
(Basics_Proteine) analog zu den Basics Glykane mit verschiedenen Layouts zu Derivatisierungen
und Aminosduren erstellt. GlycoProtMass wurde gleichzeitig in die neuere FileMaker 8 Pro-
Version konvertiert, welche nun standardméfig Verwendung fand.

Die Glykane-Datenbank wurde mit neuen Feldern fiir die Peptid-Berechnung (Biemann & James,
1990) erweitert, so dass mit der Verkniipfung auf Basics-Proteine die Massen von Glykanen,

Peptiden und Glykopeptiden kalkulierbar waren (Abbildung 75).

Blattern [ Fal Glykan Protein Beschreibung AGP Glykopeptid nach Trypsin-Yerdau
IFQ g1 | 0z ne ® mit O ohne|] @ mit Oohnel
Lapout: o -
[Eingate |  kurzrame [BiTNEuAC mit Peplid | 5 i o IAGF'
nHa
o Source
N redEnd HexMfic  Hex desHex Pert Meufc MeuGe 503 HPO:  ©H¥ COCH: « niH4 @
«r BN I R B B S A I I B BT
— dPent Hep Hexd KON KD Hesh Mur lan "'-‘”h'
Na+ 1
Datensatz S [ R o ! = Wasse 1854677
2 (o]
5 KH-Struktur - HMAHSRAT i o) Masse red 159456 693
umme:
2 Derivat  kainge 3 o] Mazze ZOE 2074 746
u . 3] [o] Dar stellung|
mEEATE om kit CTI2ING05 | 7 g Masse ONB 2000741 —
orme 8 1931623
x e L Sx B ™ B Masse frai
Masse frei a77,339) 851,559 438,660 200,835 325,780 279,240 244,339 1954 ,677]
Mazse 077 330 551,550 438,559 500,935 325,750 279,240 244,338
Glykan bound
1913 677
& R N D B E & H I L K M F P ToowW Y WU I ProteinMazs
S R R | [ | | 18,011
o § T Proteinbass 18,0145
ﬂ j EI WETRTE]  Giyoopeptic 26 Farmel C4zH7EN1401451 |
989,735 GlycoPeptid 3x g ProteinMazsSeq
BEEE] ovoreio s | MADGKEDIK | 8 _ 1.032,539)
GlycoPeptid 593,841 GlycoFeptid 5x Sequenz ProteinMassSeq fw 833 .207]
2.969.205| IR oiveoreptic 5
m GlyaPeptid 7 Peptid [Feptid] Mad [Feptid] Protein Vorgabe
Forrmel
crrstsentanszst | s Tl 1032539 1.055.528] 1.055.528] |

Abbildung 75: Ansicht des Layouts "Eingabe'" der Datenbank Version 2.0

Die in der Version 1.0 und 2.0 erstellten Formeln erwiesen sich bei der stindigen Anwendung von
GlycoProtMass teilweise als zu unflexibel, da die Massen direkt mit den m/z-Werten fiir
Monosaccharide, Derivate, lonen berechnet wurden. Fiir einen geringeren Rechenaufwand der
Anwendung, welcher bei einer hoheren Anzahl an Datensédtzen wichtig ist, und ein einfacheres
nachtrigliches Hinzufiigen von Modifikationen miissen die Formeln mit Variablen und

FileMaker-Funktionen wie

Falls(Bedingung1; Ergebnis1 {; {Bedingung2; Ergebnis2;...} Standardergebnis})
oder
Wenn(Bedingung; ErgebnisWennWahr; ErgebnisWennFalsch)
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aufgebaut werden. Dies wird am folgenden Beispiel erldutert. Fiir alle wichtigen Modifikationen
des Glykans soll die Masse berechnet werden. In den Versionen 1.0 und 2.0 wurde fiir jede ein
eigenes Feld mit der Berechnungsformel erstellt. Fiir ein 2AB-markiertes Glykan wire die Formel

in vereinfachter Form folgende:

m/z (Glykan) = Summe m/z (Monosaccharide) — m/z H,O + lon + m/z 2AB

Fiir 10 Modifikationen sind somit auch 10 Felder mit der entsprechenden Formel zu erstellen. Im
Falle einer neuen Modifikation miisste nachtriglich ein weiteres hinzugefiigt werden. Die

effektivere Losung ist:

m/z (Glykan) = Summe m/z (Monosaccharide) — m/z H,O + lon + m/z X

Der Wert X ist nicht konstant, sondern richtet sich nach der Datenauswahl des Anwenders. Nach
Auswahl der Modifikation 2AB im entsprechenden Menii in der Datei Glykane, wird X mit der
Masse von 2AB gleichgesetzt und die Masse des 2AB-markierten Glykans ist sichtbar. D.h. es
existiert nur eine Formel fiir alle Derivatisierungen, wodurch die Berechnungen innerhalb der
Datenbank iibersichtlicher bleiben und die Rechenleistung geringer ist (bei 10 parallelen Formeln
wird jede stindig angewendet). Fiir eine neue Modifikation muss diese nur in der Datei
Basics KH abgespeichert werden und ist dann im Auswahlmenii von Glykane sichtbar. Eine
Verianderung oder Neuerstellung von Feldern und Formeln ist nicht notwendig.

Ein weiterer Punkt fiir Verbesserungen war die Vereinfachung der Massenberechnungen durch
die Verkiirzung von Formeln. Zu Beginn der Arbeiten mit FileMaker wurden die Kalkulationen
standig erweitert und die dlteren Formeln modifiziert. Hierfiir folgt ein Beispiel.

Von einem Glykan sollen die Massen fiir die Summe der Monosaccharide (M1), Summe der
Monosaccharide + Ionen (M2) und Summe der Monosaccharide + Ionen + Modifikationen (M3)
berechnet werden. Fiir das Vermeiden von Fehlern wurde immer die Ausgangs-Formel kopiert,
fiir die folgende eingefiigt und mit den Erweiterungen ergédnzt. Die Kalkulation der drei Werte
erfolgte somit parallel und unter Verwendung aller Strukturkomponenten. Da FileMaker die
Ergebnisse der Formeln nicht abspeichert, sondern bei Aufruf der Datensdtze immer neu
berechnet, ist bei einer Vielzahl von Formeln eine bestimmte Rechenzeit notwendig. Diese steigt
mit zunehmender Anzahl an Datensdtzen. Diesem kann mit seriellem Arbeiten von Kalkulationen
entgegengewirkt werden. D.h. die bereits berechnete Masse M1 + Masse lonen = M2 und M2 +
Masse Modifikation = M3.

Ein dritter Punkt fiir Verbesserungen von GlycoProtMass war die Glykopeptid-Berechnung. In

der Version 2.0 mussten fiir einen weiteren Datensatz sowohl die Glykan-Struktur, als auch die
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Aminosédure-Sequenz neu eingegeben werden. Wenn einer dieser Sachverhalte stindig konstant
bleibt, ist die Dateneingabe sehr zeitaufwiindig. Hierfiir waren weitere Anderungen vorzunehmen,

die aber eine Aufteilung der Felder auf mehrere FileMaker-Dateien zur Folge hatte.

3.5.1.3. GlycoProtMass 3.0

In der Version 3.0 kam es zu einer Vielzahl an Optimierungen und Neuerungen. Die Formeln
wurden neu geschrieben und die Richtigkeit musste stdndig iiberpriift werden. AuBlerdem stand
eine Anwender-freundlichere Berechnung von Glykopeptiden im Vordergrund.

Der Aufbau der Anwendung GlycoProtMass 3.0 wurde bereits in der Abbildung 72 dargestellt.
Die verschiedenen Dateien sind intern in ihren Formeln verkniipft und diirfen deshalb nicht
umbenannt werden. Die notwendigen Dateien fiir die jeweiligen Massenbestimmungen kénnen
ebenfalls der Abbildung entnommen werden. Fiir die Berechnung von Glykanen und Peptiden
existieren jeweils zwei Dateien, eine fiir die Massen der Komponenten (Basics KH,
Basics_Proteine) und eine fiir die zu sichernden Strukturen (Glykane bzw. Peptide). Fiir
Glykopeptide ist die Datenbank-Datei ebenfalls vorhanden (Glykoproteine), jedoch werden die
Massen fiir den Glykan- bzw. Peptid-Anteil direkt aus den jeweiligen Datenbanken (Glykane bzw.
Peptide) iibernommen und nicht neu eingegeben. Das Eingabefenster der Datenbank Glykane ist
in der Abbildung 76 dargestellt.

Es sind nur die Anderungen fiir die Eingabe ersichtlich, Modifikationen in den Formeln werden
hier nicht detailiert angegeben. Zusétzlich Felder im Vergleich zur Tabelle 17 (Version 1.0) sind

der folgenden Auflistung zu entnehmen.

Tabelle 18: Felder der Dateneingabe in der Datenbank Glykane

Daten- Feld Bemerkung
Eingabe User, usw. Proben-Definition
Mod 1, Mod 2, Mod 3 und Anzahl 3 auswihlbare Glykan-Modifikationen
Vorgabe Vorgabe einer Massendifferenz
(auch als Alternative zu Mod 1-3)
X Ladung Auswahl einer beliebigen Ladung
SO3, HPO3, CH3, COCH3 Anzahl an Phosphorylierungen,
Sulfatierungen, Methylierungen,
Acetylierungen
Derivat Derivatisierungen von Glykanen
Ion, Ion Zahl Typ und Anzahl des lons
Ausgabe X Masse m/z zu X Ladung
Mod Summe m/z der Modifikation(en)
Glykan bound m/z Glykan nach Bindung an Peptid
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Die Berechnung von permethylierten Oligosacchariden ist iiber ein eigenes Eingabe-Layout

vorzunehmen. Da diese Derivatisierung erst zum Ende dieser Arbeit in GlycoProtMass

beriicksichtigt wurde, ist dies noch nicht vollstindig geschehen. Die zusatzlichen Methyl-Gruppen

werden nicht bei Modifikationen der Auswahlmeniis ,,Mod1,2,3*“ angewendet. Aus diesem Grund

fehlen im Permethylierungs-Layout die entsprechenden Felder. Derivatisierungen die zu einer

Massendnderung fiir das gesamte Glykan fiihren, kdnnen einfach hinzugefiigt werden. Im Falle

von spezifischen Anderungen fiir jedes Monosaccharid sind neue Formeln notwendig, da jede der

Standard-Berechnungen von den Massen der underivatisierten Kohlenhydrat-Monomere ausgeht.

Da sowohl fiir Glykane, als auch fiir Proteine eine eigene Datenbank existieren sollte, musste fiir

Letztere die Vorlage neu erstellt werden. Der Autbau des Eingabe-Layouts (s. Abbildung 77) ist

dhnlich dem der Glykane. Die folgende Tabelle dient der Ubersicht der vorhandenen Felder.

Tabelle 19: Felder der Dateneingabe in der Datenbank Peptide

Daten- Feld Bemerkung
Eingabe Pol Polaritdt am Massenspektrometer
Thema, Projekt, usw. Proben-Definition
Name Protein-Bezeichnung
Ion und n Typ und Anzahl der Ionen
Modifikation und n Typ und Anzahl der Modifikationen
X Ladung Auswabhl einer beliebigen Ladung
A,R, N, D, usw. direkte Eingabe der Anzahl an
Aminoséuren
Sequenz direkte Eingabe der Peptid-Sequenz aus
Datenbanken u.a.
SO3, HPO3 Anzahl an Sulfatierungen bzw.
Phosphorylierungen
Protein-Vorgabe Angabe einer
zusétzlichen Massendifferenz
X Ladung Auswahl einer beliebigen Ladung
aa Auswahl einer Aminoséure zur
Anzahlbestimmung in der Sequenz
Glykosylierungen N und O Anzahl der Glykosylierungsstellen
in der Proteinsequenz
Ausgabe Formel P Summenformel Protein
Modifikation Gesamt m/z m/z Summe der Modifikationen
AA /AS Anzahl der Aminosduren

ProteinMass (Seq)

m/z Protein monoisotopisch

ProteinMass (Seq) av

m/z Protein average

Protein Basic

m/z Protein (nur Aminosauren)

Protein SPM

Protein Basic + Modifikationen

Protein Protein SPM + Ionen
X Masse m/z zu X Ladung
n aa Anzahl der Aminosiure aa in Sequenz
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Die Datenbankdatei fiir die Erstellung von Glykoproteinen ist im Folgenden dargestellt.

Tabelle 20:Felder der Dateneingabe in der Datenbank Glykoproteine

Daten- Feld Bemerkung
Eingabe Pol Polaritdt am Massenspektrometer
mit / ohne Glykan Kalkulation mit/ohne Glykan
Thema, Projekt, usw.

Proben-Definition

Name Glykoprotein-Bezeichnung
Ion und n Typ und Anzahl der Ionen
Glykan Auswahlmenii mit den Namen der
Oligosaccharide in der
Datenbankdatei Glykane
n Anzahl des gewihlten Glykans

Typ N- oder O-Glykan

Peptid

Auswahlmenii mit den Namen der Proteine
in Datenbankdatei Peptide

Mod1l, Mod2, Mod3

Auswahlment fiir Modifikationen

Protein-Vorgabe

Angabe einer
zusatzlichen Massendifferenz

X Ladung Auswahl einer beliebigen Ladung
aa Auswahl einer Aminoséure zur
Anzahlbestimmung in der Sequenz
Ausgabe s/ as sialo / asialo Glykan
m/z geb
m/z KH
Summe m/z geb aller Glykane am Protein
Struktur-Kurzformel
Summenformel
Glykosylierungen N und O Anzahl der angegebenen
Glykosylierungsstellen in der Sequenz
in der Datenbankdatei Peptide
ProteinMass (Seq) m/z Protein monoisotopisch
ProteinMass (Seq) av m/z Protein average
AS Anzahl der Aminosduren
n aa Anzahl der Aminosdure aa in Sequenz
Formel P Summenformel Protein
Formel GP Summenformel Glykoprotein
X Masse m/z zu X Ladung
Modifikation Gesamt m/z

m/z Summe der Modifikationen

Protein Basic

m/z Protein (nur Aminoséduren)

Protein Mod Protein Basic + Modifikationen
Protein Protein Mod + Ionen

GlycoProtein m/z Glykoprotein bzw. Protein

Die Felder ,,Glykane* und ,,Peptide* sind Verkniipfungen zu der jeweiligen Datenbank-Datei, d.h.

beim Anwihlen dieser wird diese automatisch gedffnet. Somit kdnnen zu wihlende Strukturen

schneller iiberpriift bzw. neu erstellt werden.
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Die Kalkulation von Glykanen und Peptiden wird durch die eigenstindigen Dateien ermoglicht,
deren Funktionen wie Modifikationen und Ionen nachtriglich erweiterbar sind. Durch das
Verkniipfen der Datenbanken konnen Glykoproteine mit relativ geringem Zeitaufwand berechnet
werden. Das Kombinieren von Proteinen mit verschiedenen Glykanen ist, vorhandene
Struktureintrage in Glykane und Peptide vorausgesetzt, {iber eine einfache Auswahl aus den
Einblendmeniis ,,Glykan* und ,,Peptid“ moglich. D.h. nach Fertigstellung eines Glykans oder
Peptids in der jeweiligen Datenbank stehen diese in den Auswahlmeniis von Glykoproteine zur

Verfiigung (rote Umrahmung mit Pfeil in Abbildung 78).

3.5.1.4. Anwendungen der FileMaker-Datei Differenzen.fp7

Bei der Erstellung von GlycoProtMass und Auswertungen von Spektren waren weitere
Berechnungen notwendig, die in der Datei Differenzen vorliegen. Hier sind drei verschiedene

Layouts vorhanden, die jeweils eine eigene Datenbank innerhalb der Datei aufbauen.

1. Glykane = Berechnungen von Massendifferenzen aufgrund von Mono-
oder Oligosacchariden

2. Ionen Massendnderungen in  Abhéngigkeit vom  Kation

3. Masse Kalkulation der Masse organischer Molekiile

In Spektren konnen regelméBige Abstinde oder auch zusitzliche Peaks mit definierten Werten
erkennbar sein. Griinde hierfiir sind z.B. unvollstindige Derivatisierungen und Wiederholungen
bzw. Modifikationen innerhalb einer bestimmten Struktur. Fiir die einfachere Zuordnung dieser
Eigenschaften konnen im Layout ,,Glykane* Derivate und Monosaccharide ohne/mit Angaben zur
Ionisierung kombiniert werden. D.h. nach Abbildung 79 entspricht eine Massendifferenz von ca.

169,0 u einer Desoxy-Hexose mit einem Na-lon.

Massen-Differenzen 06.04.2008

(Derivat) Komponente lonen [ Zahl Ladung
1 2 3 4 5 6 1x 2x 3x 4ax 5x 6x
kr__| | | | | | B0 0 D0 o 1431 71,5 47,7 358 286 238
[Pent | I I I I | BJ0 0 DO [0 1550 77,5 517 388 31,0 258
bme | I I I I | 800 0 00 0 1591 795 530 398 318 265
[dHex || I I I I | eJ OO0 DO 0 1690 845 563 423 338 282

Abbildung 79: Eingabe-Layout ,,Glykane“ in Differenzen.fp7
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Die Unterscheidung von Kationen ist primér bei Messungen mit der ESI-lonTrap-Methode
notwendig. Hier konnen die vier Haupt-Ionen (s. Abbildung 80) mit Mehrfachladungen auftreten,

wéhrend mit dem MALDI-TOF-Gerit fast nur Na-Addukte (1-fache Ladung) sichtbar sind.

Massen-Differenzen

1x 2x 3x Ax 5x Bx
miz H Na K NH4 | miz H Na K NH4 |{miz H Na K NH4 miz H Na K NH4 |{miz H Na K NH4 | m/z H Na K NH4

‘Lcmu

Em 1,0 220380170 05 11,0190 85 03 73 12,7 57 03 55 95 43 02 44 76 34 02 37 63 28

m 23,0 22,0 16,0 50 11,5 11,0 80 25 77 73 53 1,7 57 55 40 12 46 44 32 1,0 38 37 27 08

[k ][1] 300 380160 209 19519080 105 130 12753 70 97 9540 52 78 76 32 42 65 63 27 35

m 18,0 17,0 5.0 209 9.0 85 25 105 60 57 17 7.0 45 43 12 52 36 34 10 42 30 28 08 35

Abbildung 80: Massendifferenzen zwischen Kationen im Layout ,,Jonen“ in Differenzen.fp7

Fiir das Auswerten von Glykan-Profilen, die im positiven Modus gemessen werden, sind diese

Werte essentiell.

Das Layout ,Masse™ (s. Abbildung 81) gibt die Moglichkeit das Molekulargewicht von

Kohlenhydraten oder anderen organische Verbindungen zu bestimmen.

Name H € N O P S Masse
[Glukose frei | 12 6 6 180,0634
[Phosphorylierung | 1 3 1 79,9663
[Methylierung | 3 1 15,0235
[Hexose | 10 6 5 162,0528
[Desoxyhexose | 10 6 4 146,0579
[Pentose | 8 5 4 132,0423
[Hexosamine | 11 6 1 4 161,0688
[N-Acetylhexosamine | 13 8 1 5 203,0794
[NeuAc | 17 1 1 8 291,0054
[NeuGc | 17 1 1 9 307,0903
[Perac | 2 2 1 42,0106
[Permeth | 2 1 14,0157

Abbildung 81: Eingabe-Layout ,,Masse* in Differenzen.fp7

3.5.1.5. Kalkulation von Fragmentierungen

Die Identifizierung von Glykanen mittels Massenspektrometrie im MS-Modus ist keine eindeutige
Methode. Da sich verschiedene Hexosen nicht in ihrer molekularen Masse, sondern in der
Anordnung der Hydroxyl-Gruppen unterscheiden bzw. das Wissen iiber die beteiligten Bausteine

eines Oligosaccharides keine Aussage iiber die einzelnen Verkniipfungen zulésst, kann eine
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Fragmentierung der Ziel-Struktur vorgenommen werden. Dieses ist nicht nur bei Kohlenhydraten,
sondern im Prinzip bei allen Molekiilen moglich, die im Spektrometer detektierbar sind.

Diese Analyse der durch die Zerstdrung eines Mutter-lons entstandenen Fragmente kann genauere
Informationen iiber die Gesamtstruktur liefern. Die Fragmentierungsmethode ist Gerdte- und
Molekiil-abhédngig, d.h. einige organische Verbindungen lassen sich nur mit bestimmten MS-
Geriten detektieren bzw. gezielt spalten. Fiir die Untersuchungen an Glykanen standen in dieser
Arbeit zwei MALDI-TOF-Geréte von Bruker (Biflex 99 und Ultraflex III) und ein ESI-IonTrap-
Gerit von Agilent zur Verfiigung. Dabei sind am Biflex keine Fragmentierungen moglich.

Im Vergleich zu Peptiden (Johnson et al., 1987; Falick et al., 1993) ist die theoretische
Kalkulation von Glykan-Fragmenten komplexer, da nicht nur lineare, sondern auch verzweigte
Strukturen moglich sind. Um die Erstellung einer eigenen Anwendung zu testen, wurde zuerst mit
der Spaltung von Peptiden gearbeitet. Hierflir diente wieder FileMaker als Software und fiir die

Theoriehintergriinde Quellen im Internet (z.B. http://www.matrixscience.com), (Roepstorff &

Fohlman, 1984; Papayannopoulos, 1995; Johnson et al., 1998).

Nach dem Neuerstellen und Austesten von Formeln und Layouts war eine Ausgabe von
Fragmenten moglich, jedoch nicht in dem erwiinschten Umfang. Die in der Software vorhandenen
Funktionen sind nicht fiir Auswertungen dieser Art vorgesehen, so dass das momentane Ergebnis
nur tiber umstiandliche Kombinationen erreicht wurde. In Abbildung 82 ist das Layout ,,AS*
abgebildet. Die in der Datenbank Peptide.fp7 eingegebene Peptid-Sequenz wird hier angezeigt,
mit der Moglichkeit fiir jede Aminosdure eine zusitzliche Modifikation (Glykan,
Phosphorylierung, usw.) anzugeben. Unter deren Beriicksichtigung sind bei Auswahl des Layouts
»Frag® die Aminosduren der Fragmente, deren Einzel-Massen (mx1-3, mal-3) und die Fragment-

GroBen (y1-3, al-3) zu finden.

Blatterm max 99 aa !
PR N
e [T

| @l [e] [l W] [o] [T] W] [aA] [o] [E] [A] [E] [k] [A] [L] [&] [P] [L] [L] [A]
1

I

Datenzatz:
|2 -
; (Rl (o] [R] [R] [o] [a] (1] [E] Ov] [e] [v] [ [o] [v¥] [0] [E] [ [k] [E] [T]
umme:
2

Abbildung 82: Ausschnitt aus dem Eingabe-Layout ,,AS“ in Peptide.fp7
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Blattern
192
Eyout = 7 sems ™1 [128,0050) | K | a1 [ 36,0970 mat [113.0841] | L |
F » i FTTAET2

= m2 [115,0269 a2 [214,1556] ma2 [128,0586 0
a2l 2 [ o ] 2 :

L

T3 w3 [115,0269) [ 0 | a3 [327.2396] .3 930841

Abbildung 83: Ausschnitt aus dem Eingabe-Layout ,,Frag® in Peptide.fp7

Die Arbeiten zu den Kalkulationen von Peptid-Fragmenten wurden nicht weiter gefiihrt. Fiir
dieses Ziel und ein Ubernehmen dieser Anwendung auf die Glykan-Charakterisierung wire eine
eigene Promotionsarbeit im Bereich der Bioinformatik denkbar.

Ein wichtiges Hilfsmittel fiir die Fragmentierungs-Analyse von Glykanen war ab dem Jahr 2007

in Form der GlycoWorkbench (s. 2.12.2.2) vorhanden.

3.5.1.6. Berechnung von Massen mit GlycoProtMass

Mit der Erstellung von GlycoProtMass ist sowohl die Kalkulation der Massen von Glykanen, als
auch deren Modifikation moglich. Es kdnnen dabei natiirlich nur die Basis-Molekiile verwendet
werden, die in der Datenbank hinterlegt sind (s. Tabelle 21). In der GlycoProtMass-Version 3.0 ist
ein nachtrigliches Hinzufiigen von Derivaten ohne, eine Anderung oder Hinzufiigen eines
Monosaccharids/einer Aminosiure hingegen nur mit Anderungen der Berechnungsformeln

moglich. Modifikationen konnen von jedem Nutzer iiber einen Eintrag in der jeweiligen Basics-

Datei hinzugefiigt werden.

Tabelle 21: vorhandene Basisdaten in GlycoProtMass zur Massenberechnung

Monosaccharide Aminosiuren Modifikationen lonen
Desoxy-Pentosen Alanin 2-Aminobenzamid H"
Desoxy-Hexosen Asparaginsiure 1,2-Diamono-4,5- Na'
methylenedioxybenzenbenzoat
Pentosen Arginin Aminoethylthioharnstoff K"
Hexosen Asparagin Ethylierung NH,"
Hexosamine Cystein Sulfatierung
N-Acetyl-Hexosamine Glutamin Phosphorylierung
N-Acetyl-Neuraminsiure Glutaminsdure Methylierung
N-Acyl-Neuraminsduren Glycin Acetylierung
der Analoga-Experimente
N-Glycolyl-Neuraminsdure Histidin Amidierung
KDN Isoleucin
KDO Leucin
Hexuronic Acid Lysin
Heptosen Methionin
Mureinsdure Phenylalanin
Prolin
Selenocystein
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Serin

Threonin

Tryptophan

Tyrosin

Valin

Die Kalkulation der Glykane erfolgt nur mit monoisotopischen Werten, fiir Proteine kann auch

der Durchschnittswert der natiirlichen Isotopenverteilung (average) verwendet werden. Aufgrund

der Anwendungserstellung wahrend der Etablierungszeit der ESI-IonTrap-MS sind die Layouts

zusitzlich auf die Ausgabe von Mehrfachladungen ausgerichtet. Fiir Analysen von MALDI-TOF-

Spektren wiren diese nicht notwendig

Die optimale Funktionsféhigkeit der Anwendung benétigt das Erstellen von Formeln mit Hilfe der

in FileMaker vorhandenen Funktionen und die Verkniipfung von Feldern. In der Tabelle 22 ist ein

Beispiel fiir die Berechnung eines einfachen Glykans aufgezeigt. Die in der Glykane-Datei

eingetragen Werte fiir die Struktur (Monosaccharide, Ionen, Derivate, ...) werden mit den

vorhandenen Werten der einzelnen Komponenten der Basics KH-Datei kombiniert und nach den

Vorgaben des Anwenders (Layouts) ausgegeben.

Tabelle 22: Formel-Beispiel in FileMaker zur Berechnung einer Glykan-Masse

= Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_redEnd)*redEnd
+Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_HexNAc_OS)*HexNAc
+Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_Hex_0OS)*Hex
+Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_desHex_0S)*desHex
+Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_Pent_0OS)*Pent
+Erweitern(Bausteine Kohlenhydrate::m_NANA_OS)*Neu5Ac

+Bausteine Kohlenhydrate::SO03*S03_KH

+Bausteine Kohlenhydrate::HPO3*HPO3_KH

+Bausteine Kohlenhydrate::Methyl*CH3

+Bausteine Kohlenhydrate::Acetyl*COCH3

+Bausteine Kohlenhydrate::m_KDN_OS*KDN

+Bausteine Kohlenhydrate::m_KDO_OS*KDO

+Bausteine Kohlenhydrate::m_dPent_OS*dPent

+Bausteine Kohlenhydrate::m_HexA_OS*HexA

+Bausteine Kohlenhydrate::m_Hep_0OS*Hep

+Bausteine Kohlenhydrate::m_Mur_0OS*Mur

+Bausteine Kohlenhydrate::m_HexN*HexN

+Falls(Derivat="keine";0;)

Derivat="2_AB";Bausteine Kohlenhydrate::m_2_AB_OS;
Derivat="DMB";Bausteine Kohlenhydrate::m_DMB_OS; Derivat="Reduziert";Bausteine
+Falls(Pol="pos"; Falls(lon="H+";Bausteine Kohlenhydrate::m_H*lon_Zahl; lon="Na+";Bausteine
lon="K+";Bausteine Kohlenhydrate::m_K*lon_Zahl; lon="NH4+";Bausteine

-Wenn(Pol="neg"; lon_Zahl*Bausteine Kohlenhydrate::m_H;0)
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Mit zunehmender Anzahl an Feldern fiir Dateneingabe, Formeln, Verkniipfungen innerhalb und
zwischen Dateien und der Ausgabe an Informationen (s. Tabelle 23) ist es schwierig, den Einfluss
einer Anderung in einem Feld auf andere zu kalkulieren. Fiir nachfolgende Arbeiten ist es deshalb

ratsam zu einem Zeitpunkt stets nur ein Feld zu modifizieren

Tabelle 23: Anzahl der Felder der Datenbank-Dateien von GlycoProtMass 3.0

Datei Anzahl der Felder
Basics KH 136
Glykane 155
Basics Proteine 113
Peptide 110
Glykoproteine 267
Differenzen 69
Summe 850

Eine wichtige Regel fiir das Arbeiten mit GlycoProtMass ist das Verhindern des Umbenennens
der Dateien. Fiir die Funktionsfahigkeit der Anwendung miissen die absoluten Beziige in den
Formeln erhalten bleiben (fehlende oder falsche Verkniipfungen werden durch die Software
angezeigt). Die Abbildung 84 zeigt an einem Beispiel den Umfang der Beziehungen der Datei

Glykoproteine zu internen und externen Datenbank-Feldern.

» Gikane 5 e |thni B
«Name_KH % =lon
* Giykane 1 ® Mascse
Mame_KH » Bausteine Kohlenhydrate 2 Beschreibung_KH Jort
@ Eins
Beschreibung KH COCH3 o
3 - Darstellung
cocH3 LR e = . i
Darstellung J‘_“@' Masse
dan
* Glykane 6 e
= =
» Glykane 2 = = I a *Name_KH
Name_KH ] >-\ rote & sfon3 B
® y
@ »Eins Beschreibung KH —€ *Ion
Beschreibung KM » Glykane 3 Toni Masse
CH3
Name_KH Tan2
COCH3 r=? Ion3 Darstelbung don
Darstellung @ Tond = I
e Beschreibung_KH lans (=] Mg B
o3 1ang e ———— d1n
QOCI‘B Ton7 = Masse
Darstellung Iong
» 4 & ) desHex :m; don
Name_KH e "KH3
@ I = “KH4 s B
Beschrelbung KH » Devivate P = e i
CH3
COCH3 Name " - KH7 Masse
Darstellung Natrie = KHE . | - dort
desHex S Mod1 P
A S— | N Mod2 P * Glykane 8 =
Forme! Mod3 P Mame_KH Ui
558 3
Moy Name Peptid a *Ion
G i — & Beschreibung KH Masse
€ CH3 fon
SRR ES a ’s con
Darstellung
Name A5 3 desHex *ion7 &
Narme 5 4 ! - €01
Abk ! Beschreibung P - afong 2 —_
Formal [ # Peptide = . Masse
Massel » Derivate P 3 = * Name_P ] Ton
Masse2 " Masse
c Name Name_F
[ S ¥ S—— Toni dort
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Abbildung 84: Ubersicht der Verkniipfungen innerhalb der Datei Glykoproteine 129
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Die Kalkulation eines Glykans, Peptids oder Glykoproteins mit Hilfe von GlycoProtMass ist die

Voraussetzung fiir die Nutzung der Datenbankfunktion, welche im Folgenden beschrieben wird.

3.5.1.7. Erstellung von Datenbanken mit GlycoProtMass

Wird ein Datensatz fiir die Kalkulation einer Struktur nicht geldscht, so ist dieser automatisch
Bestandteil der Datei und somit der jeweiligen Datenbank. Die Vorteile im Vergleich zu z.B.
einer Standard-Excel-Tabelle ist die einfachere Sortierung der Daten nach Kriterien, die durch die
vorgegeben Felder zur Informations-Ein(Aus)-gabe definierbar sind. Aulerdem kdnnen die Werte
in verschiedenen Layouts dargestellt werden, d.h. spezifische Ansichten fiir die Berechnung,
Ergebnisvergleiche, Export und Ausdrucke sind moglich. Die Darstellungen der Glykan-Struktur
in GlycoProtMass wurde ab 2007 immer mit der GlycoWorkbench vorgenommen, da hier der
Zeitaufwand relativ gering ist und sich gleichzeitig die Massenberechnungen fiir zukiinftige
Formeldnderungen iiberpriifen lassen. Die Struktur war einfach von GlycoProtMass iiber die
Zwischenablage in das Feld ,Darstellung” der Glykan-Datenbank zu kopieren. Fiir die
Bearbeitung einzelner Datensdtze bzw. Strukturen konnen diese ausgeschlossen und dann als
Gruppe verdndert oder ausgegeben werden. Um fiir mehrere Datensitze gleichzeitig ein Datenfeld
zu dndern ist die Verwendung von Skripten zu bevorzugen, da bei hoheren Anzahlen von
Datensitzen der Zeitaufwand bei manueller Verdnderung jedes einzelnen zu hoch wire. Skripte
sind abgespeicherte Befehlsabldufe, d.h. bestimmte Vorgehensweisen konnen archiviert und fiir
spaterer Wiederholungen genutzt werden. In den Dateien von GlycoProtMass sind fiir viele Felder
Skripte vorhanden, um z.B. fiir ausgewihlte Datensitze das Kation von Na" auf K* zu #ndern, die
Polaritdt zu variieren und Anzahlen an Komponenten zu modifizieren. Die Erstellung neuer
Skripte ist ohne groBere Aufwidnde moglich, so dass wie auch bei den Layouts ein Nutzer-
angepasstes Arbeiten ermoglicht wird. Die vorhandenen Daten konnen zusétzlich in andere
Datenformate, wie z.B. Excel, Text, u.a. exportiert werden, um abgespeicherten Daten auch ohne

die Software Filemaker zu nutzen.
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