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3 Einleitung

3.1 Aligemeines

Kohlenhydrate sind in der Natur weit verbreitet und haben eine groBe Bedeutung fur
die Biologie im Allgemeinen und die Pharmazie im Besonderen. So sind
Kohlenhydrate in der Form von Traubenzucker (Fructose), Saccharose oder aber
auch als Starke ein guter Energielieferant und gleichzeitig ein Speicherstoff fur
Energie. Kohlenhydrate haben aber ebenfalls eine groBe Bedeutung fur die
Metabolisierung von Stoffen im menschlichen Koérper. So werden z. B. schlecht
wasserlosliche Stoffe im Korper glykosyliert, damit sie besser mit dem Urin
ausgeschieden werden kdbnnen[1]. In der Flora wird die Cellulose als Gerustsubstanz
beim Aufbau der Zellwande verwendet. Viele sekundare Inhaltsstoffe werden mit
Zuckerresiduen verknupft. Unter anderem ist hier die Stoffgruppe der herzwirksamen
Glykoside, die groBe Gruppe der Flavonoidglykoside[2, 3], aber auch die
Cumaringlucoside von Aesculum Hippocastanum L. zu nennen[2, 3]. Eine der
wichtigsten Aufgaben der Kohlenhydrate besteht aber in der Steuerung von
Stoffwechselvorgangen und bei der Kommunikation in der Zell-Zellinteraktion[4].

Bei der Entschlusselung des humanen Genoms hat sich herausgestellt, dass nicht
mehr als Drei3ig- bis Vierzigtausend verschiedene Proteine durch die DNA kodiert
werden konnen[5]. Eine der Uberraschenden Erkenntnisse ist die im Vergleich mit
anderen Organismen relativ geringe Anzahl von Genen. Es ist daher eine wichtige
Herausforderung zu untersuchen, wie co- und posttranslationale Modifikationen die
Eigenschaften und Funktionen von Proteinen beeinflussen und moderieren kbnnen.
Es gilt daher als sicher, dass die Aktivitat der Proteine, insbesondere der Enzyme,
durch co- und posttranslationale Modifizierungen, hier vor allem durch
Phosphorylierungen und Glykosylierungen, gesteuert wird. Deshalb sind in den
letzten Jahren verstarkt die post- und cotranslationalen Veranderungen dieser
Proteine in den Focus der Wissenschaft gelangt. Diese Veranderungen konnen aus
einer Vielzahl von chemischen Stoffen bestehen, die kovalent an das jeweilige
Protein gebunden sind[6].

Glykosylierung ist eine der am haufigsten vorkommenden Modifikationen, die
strukturell sehr vielfaltiger Art sein konnen. Die physiologischen Veranderungen, die
ein Protein- durch die Glykosylierung erfahrt, werden in intrinsische und extrinsische
Faktoren untergliedert. Dabei versteht man unter intrinsischen Faktoren solche, die
als strukturelle Komponenten dienen und z.B. zur Stabilisierung einer
Proteinkonformation beitragen oder solche, die die physikochemischen
Eigenschaften wie z.B. Loslichkeit beeinflussen. Unter den extrinsischen Funktionen
fasst man alle biologischen Erkennungsprozesse zusammen an denen Glykane
beteiligt sind.



Einleitung 8

Intrinsische Funktionen Extrinsische Funktionen
Struktureller Bestandteil von Zellwanden Modulierung der Zelladhasion durch Zell-/
und der extrazellularen Matrix Zell und Zell-/ Matrix Interaktionen

Beeinflussung der Loslichkeit und Stabilitat Beeinflussung und Modulierung der intra-
eines Proteins und extrazellularen Signale

Lotsenfunktion fur die inner- und
extrazellularen Glykokonjugate

Tabelle 1: In- und extrinsische Funktionen von Glykosylierungen

Die Schlusselrolle dieser Modifikationen in der Biologie besteht in der Aktivierung
bzw. Deaktivierung von Proteinen und bei der Erkennung von Strukturen, z .B. auf
der Zellmembran(7].

Die spezifischen Glykanstrukturen, die sich an einer bestimmten Glykosylierungs-
stelle des Proteins ausbilden, werden nur indirekt durch das Genom bestimmt. Diese
Arbeit verrichten Enzyme, die unter dem Begriff Glykosyltransferasen (GT)
zusammengefasst werden. Sie bauen in einer sehr spezifischen Synthese N- und O-
Glykane auf. Die Informationen zum Aufbau dieser Glykane ist in den GT kodiert, die
einer Zelle zur Verfugung stehen[8]. So gibt es mehrere Hundert verschiedene GT im
menschlichen Korper, deren einzige Aufgabe es ist, Sequenzen von Zuckern zu
bilden. Eine Datenbank mit allen kohlenhydrataktiven Enzymen(CAZy)' steht im
Internet zur Verfugung und bietet einen guten Uberblick Uber die Vielzahl der
unterschiedlichen Enzyme, die am Ab- und Aufbau von Kohlenhydraten beteiligt
sind[9, 10]. Zu den kohlenhydrataktiven Enzymen gehoren die Abteilungen der
Glykosidasen, Transglykosidasen, Glykosyltransferasen, Polysaccharid-Lyasen und
Kohlenhydrat-Esterasen. Auf eine der Glykosidasen, eine Neuramidase, wird in
einem der nachsten Abschnitte noch genauer eingegangen.

3.2 Co- und posttranslationale Modifikationen von Proteinen

Nachdem die mRNA den Zellkern verlassen und an den Ribosomen die Translation
begonnen hat, kann es wahrend dieser Translation (cotranslational) und auch
danach (posttranslational) zu einer kovalenten Veranderung einer einzelnen
Aminosaure des Proteins kommen. Es gibt die unterschiedlichsten Arten der
Modifikationen. Diese gehen von relativ einfachen Molekulen, wie einer
Phosphatgruppe oder einer Methylierung bis zu sehr komplexen Glykosylierungen,
die aus bis zu 20 verschiedenen Residuen bestehen kbnnen.

! http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/
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Abbildung 1: 3D-Darstellung eines glykosilierten Proteins (Die Glykosylierung ist solvatisiert)

3.2.1 Phosphorylierung

Etwa 30-50% Prozent aller zellularen Proteine sind phosphoryliert. Dazu wird
kovalent und reversibel eine Phospat-Gruppe an eine Aminosaure des
Proteinstrangs gebunden. Diese Phosphorylierung wird haufig als molekularer
Schalter zur Veranderung von Proteinen benutzt. Ein Beispiel dafur ist die
Pyruvatdehydrogenase, die durch eine reversible Phosphorylierung reguliert wird[11].
Mittels Proteinkinasen ist es moglich, eine Phosphatgruppe unter Verwendung von
ATP auf eine Aminosaure zu Ubertragen. Diese Bindung kann durch Phosphatasen
wieder gelost werden[12]. Auf Grund der Regelfunktion dieser Phosphorylierungen
sind diese Enzyme haufig Ziele fur Medikamente, unter anderem auch fur die
Hemmung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase [13, 14]. Der Einsatz dieser
Substanzen findet im Bereich des Darmkrebses[15] und der entzundlichen
Erkrankungen[16] statt.

3.2.2 Glykosylierungen

Die Zuckerstrukturen sind entweder Uber ein Stickstoffatom der Aminosaure
Asparagin (N-Glykane) oder Uber das Sauerstoffatom von Serin oder Threonin (O-
Glykane) mit dem Protein verknupft. Wahrend fur die N-Glykane eine
Erkennungssequenz auf Proteinebene existiert (Asn-X-Ser/Thr, wobei X ungleich
Prolin ist), kann praktisch jedes auf der Proteinoberflache exponierte Serin oder
Threonin glykosyliert werden. Der Aufbau der Glykane und auch die Stellen der
Glykosylierungen sind sehr spezifisch, da nur eine endliche Menge unterschiedlicher
Glykosyltransferasen zur Verfugung stehen. Obwonhl die gleichen Glykosylierungs-
werkzeuge allen Kopien eines Proteins zur Verfugung stehen, die einen bestimmten
Stoffwechselweg einer Zelle durchlaufen, sind viele Proteine nicht mit strukturell
einheitlichen Glykanen versehen, sondern zeigen ein Muster, das fur eine jede
Glykosylierungsstelle charakteristisch ist. Aus diesem Grunde ist das
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Glykosylierungsmuster ein sehr empfindlicher Marker fur Veranderungen in den
Zellen. So kbnnen mittels dieser Glykosylierungen folgende Parameter unterschieden
werden.

1. Spezies[17]
2. Gewebe[18]
3. Protein[19]

Die Analytik dieser Zuckerstrukturen von Proteinen ist daher von groBem Interesse
fur die Medizin und Pharmazie, da z.B. ein Unterschied im Glykosylierungsmuster auf
eine mogliche Krankheit oder einen Enzymdefekt hinweisen kann. So hat sich bei der
Untersuchung der Zuckerstrukturen von Prionen, die fur den Ausbruch der BSE-
Krankheit verantwortlich gemacht werden, herausgestellt, dass ein Unterschied in der
Glykosylierung der Prionen zum Ausbruch der Krankheit fuhren kann[20]. Hat man
zudem noch die Moglichkeit den Stoffwechselweg bei der Bildung der Glykosylierung
zuruckzuverfolgen, hat man zugleich ein mogliches Target fur eine Therapieform
gefunden.

3.2.2.1 N-Glykane

Bei den Glykosylierungen bilden die N-Glykane die groBte Gruppe. So sind sehr
wahrscheinlich bis zu siebzig Prozent aller Proteine N-glykosyliert[21] und gehoren
auch zur bestuntersuchten Gruppe der Modifikationen. Auf Grund der
unterschiedlichen glykosidischen Verknupfungsmoglichkeiten bei den einzelnen
Zuckerresiduen und auch der groBen Anzahl moglicher Monosaccharidbausteine ist
eine sehr groBe Anzahl unterschiedlicher Verbindungen dieser Substanzklasse
denkbar, die sich aus der Kombination der vorhandenen kohlenhydrataktiven
Enzyme bilden lassen. Allein in der SWEET-DB befinden sich 7983' verschiedene
Eintrage, die als N-Glykane charakterisiert sind. Bei allen diesen Verbindungen ist
aber ein Corebereich identisch. Dabei handelt es sich um ein Pentasaccharid, das
aus drei a-D-Mannosen und aus zwei a-D-N-Acetyl-Glucosaminen besteht. Die hier
verwendete Nomenklatur entspricht nicht zu 100% der IUPAC-Nomenklatur[22, 23].
Sie ist aber fur die Datenverarbeitung effizienter. Eine genaue Beschreibung befindet
sich im Abschnitt GLYCO-FRAGMENT.

a-D-Manp- (1-6) +
a—D—M;np— (1-4) —a-D-GlcNac- (1-4) —a-D-GlcNac
a-D-Manp- (1-3) l
Abbildung 2: Core-Struktur eines N-Glykans

Dieser Corebereich kann an dem endstandigen GlcNAc-Residuum mit einer o-L-
Fucose mittels einer 1-6-glykosidischen Bindung erweitert werden.

! Stand September 2003
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a-D-Manp- (1-6) + a-L-Fucp-(1-6)+
| |
a-D-Manp- (1-4) —a-D-GlcNac- (1-4) -a-D-GlcNac
|
a-D-Manp- (1-3) +

Abbildung 3: Core-Struktur eines N-Glykans mit proximaler Fucose

Diese Verbindungen werden dann als core-fokusyliert bezeichnet. An dem zweiten
N-Acetyl-Glucosamin Residuum kann sich 1-4 glykosidisch verknupft ein weiteres N-
Acetyl-Glucosamin befinden. Glykane, die ein derartiges Residuum besitzen, werden
als ,bisected” bezeichnet.

a-D-Manp- (1-6) +
|
b-D-GlcNac- (1-4) -a-D-Manp-(1-4) -a-D-GlcNac- (1-4)-a-D-GlcNac

a-D-Manp- (1-3) +
Abbildung 4: Core-Struktur eines N-Glykans mit bisecting GlcNac-Residuum

Samtliche Glykane kbnnen sowohl mit einer proximalen Fucose als auch mit einem
bisecting N-Acetyl-Glucosamin Residuum vorkommen. Diese Core-Bereiche sind nun
Uber das C1-Atom des a-D-N-Acetyl-Glucosamin Residuums mit dem Amidstickstoff
eines L-Asparigin der Peptidsequenz verknupft. Innerhalb der Peptidsequenz kann
die N-Glykosylierung nur an diesen beiden Aminosaurefolgen (wobei Xxx ungleich
Prolin ist) erfolgen:

Asn-Xxx-Ser
Asn-Xxx-Thr

An diese Kern-Verbindungen kdbnnen durch Glykosyltransferasen sehr spezifisch
weitere Residuen glykosidisch gebunden werden. Wie oben beschrieben sind diese
Transferasen sehr spezifisch und bilden den limitierenden Faktor bei der Synthese
der N-Glykane Die daraus resultierenden Zuckerstrukturen sind sehr vielfaltig.
Prinzipiell lassen sich diese Verbindungen jedoch grob in drei Strukturklassen
aufteilen.
a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-6) +
I
a-D-Manp- (1-6) +
I \
a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-3) + |
\
a-D-Manp- (1-4) —a-D-GlcNac-(1-4) -a-D-GlcNac
\
a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-2) —a-D-Manp- (1-3) +

Abbildung 5: High-Mannose Typ

a-D-Manp- (1-2) -a-D-GlcNac-(1-2)-a-D-Manp- (1-6) +
|

a-D-Manp- (1-6)

|

a-D-Manp- (1-2) -a-D-GlcNac-(1-2)-a-D-Manp- (1-3) +

+
|
|
|
a-D-Manp- (1-4) —a-D-GlcNac-(1-4)-a-D-GlcNac
|
a-D-Manp- (1-2) -a-D-GlcNac-(1-2)-a-D-Manp- (1-3) +

Abbildung 6: Complexed Typ
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a-D-Manp- (1-6) +
|
a-D-Manp- (1-6) +
| |
a-D-Manp- (1-3) +

|
a-D-Manp- (1-4) —a-D-GlcNac- (1-4) -a-D-GlcNac
|
a-D-Manp- (1-2) -a-D-GlcNac-(1-2)-a-D-Manp- (1-3) +

Abbildung 7: Hybrid Typ

Zur weiteren Unterteilung der N-Glykane wird auch sehr haufig die Anzahl der
Antennen herangezogen. Dabei wird die Anzahl der Residuen genommen, die
glykosidisch mit den beiden endstandigen Mannosen der Core-Struktur verbunden
sind. In der Natur kommen sehr haufig bi-, tri-, und tetraantennare Glykane vor. In
Einzelfallen werden aber auch mono- und pentaantennare Glykane beobachtet[24-
26].

3.2.2.2 0O-Glykane

Die O-Glykane besitzen ebenso wie die N-Glykane eine Anzahl von Core-Strukturen,
von denen ausgehend dann die weiteren O-Glykane abgeleitet werden. Die O-
Glykane werden uber ein Sauerstoff-Atom kovalent an die Aminosauren Serin oder
Threonin mit dem Protein verbunden[27]. Als erstes wird dazu ein N-Acetyl-
Galactosamin-Residuum enzymatisch mit dem Protein verbunden. An dieses N-
Acetyl-Galactosamin-Residuum werden dann durch Glycosyltransferasen weitere
Zuckerbausteine glykosidisch gebunden.

a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr
|
b-D-Galp-(1-3)+

Abbildung 8: Thomson-Friedenreich-Antigen/Core 1

a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr
|
b-D-GlcpNAc- (1-3) +

Abbildung 9: Core 2

a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr
|
b-D-GalpNac-(1-3) +

Abbildung 10: Core 3

a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr
|
b-D-GlcpNAc- (1-6) +

Abbildung 11: Core 4

b-D-GlcpNAc- (1-6) +

|
a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr

|

b-D-Galp-(1-3)+

Abbildung 12: Core 5
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b-D-GlcpNAc- (1-6) +
|
a-D-GalpNAc- (1-3) -Ser/Thr
|
b-D-GlcpNAc- (1-3) +

Abbildung 13: Core 6

Die biologische Funktion der O-Glykane ist noch Gegenstand der Forschung. Es wird
aber vermutet, dass sie zur Stabilisierung der Tertiarstruktur des Proteins benbtigt
werden. Auch bei den O-Glykanen existiert eine groBe strukturelle Vielfalt der
experimentell nachgewiesenen Strukturen. Es lassen sich aber keine Klassen wie bei
den N-Glykanen definieren.

3.2.2.3 Glykolipide

Anders als bei den Glykoproteinen, bei denen Polysaccharidketten an Proteine
gebunden sind, werden bei den Glykolipiden Zuckerstrukturen an Lipide gebunden.
Dadurch erhalten diese Molekule einen amphiphilen Charakter. So besitzen diese
Strukturen einen hydrophilen Saccharidbereich und einen lipophilen Lipidanteil. Der
Lipidanteil dient dazu, die Glykanstrukturen in der Zellmembran zu verankern.

Die wichtigsten Klassen der Glykolipide sind zum einen die Sphingolipide und zum
anderen die Inositole. Bei den Sphingolipiden handelt es sich um Zuckerresiduen, die
glykosidisch mit einem Ceramid verbunden sind.

3.3 Bedeutung der Glykosylierungen fur die Pharmazie und Medizin

In der Pharmazie spielen zwei Arten von Glykosylierungen eine entscheidende Rolle:
Als erstes sind hier die Arzneistoffe zu nennen, die in ihrer Wirkform einen Zucker-
anteil aufweisen. Haufig sind dies sekundare Inhaltsstoffe aus dem Bereich der
pharmazeutischen Biologie. Die pharmazeutisch wichtigste Gruppe bildet die der
herzwirksamen Glykoside. Als wichtigste Vertreter dieser Arzneistoffklasse sind hier
das Digoxin(Lanicor®) und das Digitoxin(Digimerck®) zu nennen:
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OH

Aglykon

Abbildung 14: Strukturformel von Digitoxin

Alle herzwirksamen Glykoside bestehen aus einem Aglykon und einer Zuckerkette,
deren Zusammensetzung unterschiedlich ist. Die Zuckerkette hat zwar keinen
direkten Einfluss auf die arzneiliche Wirkung, je nach Art und Anzahl der Residuen
andert sich aber die Halbwertszeit der Substanzen im Serum. Es gibt noch eine
ganze Reihe weiterer glykosidischer Verbindungen, die als Arzneistoffe eine Rolle
spielen, es sind dies unter anderem die Saponine und Aminoglykoside[28].

3.3.1 Kohlenhydrat-aktive Enzyme als Target fur Medikamente

Als mogliche Targets fur die Medikamentenentwicklung sind die Glykosyltransferasen
und Glykosidasen wesentlich interessanter, da durch die Blockierung der
katalysierten Reaktionen dieser Enzyme sehr spezifisch in den Stoffwechsel
eingegriffen werden kann. So gibt es in der Regel fur den Aufbau einer bestimmten
glykosidischen Bindung aus zwei Substraten jeweils nur ein Enzym in der Zelle, das
diesen Schritt vornehmen kann[7]. Ein aktuelles Beispiel fur diese rationale
Vorgehensweise ist die Entwicklung neuartiger antiviraler Medikamente gegen
Influenza. Die beiden Arzneistoffe Zanamivir und Oseltamivir hemmen das Enzym
Neuraminidase, so dass die Ablosung des Virus, und damit seine Vermehrung von
der Zelloberflache der Wirtzelle unterbleibt. Die neuen Arzneistoffe ahneln dem
naturlichen Substrat des Enzyms der Sialinsaure, die als terminale Residuen von
Gangliosiden in der Zellmembran der Wirtzelle verankert sind. Der Guanidinorest im
Zanamivir, der anstelle einer Hydroxylgruppe eingebaut ist, sorgt fur die Verdrangung
der Sialinsaure und eine feste Bindung des Arzneistoffs im aktiven Zentrum.
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HO OH
HO 0]
(0]
HsC——C——HN / COOH
HO OH
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Zanamivir

HoN
Oseltamivir

Abbildung 15: Strukturformeln von Zanamivir und Oseltamivir

Ein groBer Nachteil von Zanamivir (Relenza®)[29] besteht in der schlechten
Bioverfugbarkeit dieser Substanz, so muss die Substanz Uber einen Pulverinhalator
appliziert werden. AuBerdem besitzt diese Substanz einen sehr hohen Anteil an
Nebenwirkungen, was sehr wahrscheinlich durch das ubiquitare Vorkommen der
Glykosyltransferasen erklart werden kann. Oseltamivir(Tamiflu®)[30] ist die zweite
Substanz, die eine Zulassung fur die Behandlung der Influenza A und B erhalten hat.
Oseltamivir ist deutlich lipophiler als Zanamivir und kann daher auch peroral gegeben
werden.

Beide Substanzen sind mittels Molecular Modelling in das aktive Zentrum gebaut
worden und entsprechen in ihrer Elektronenstruktur genau dem Substrat
Sialinsaure[31-33]. Im Gegensatz dazu kbnnen Zanamivir und Oseltamivir, deren
Bindungskonstanten groBer sind als die des Substrates Sialinsaure, das aktive
Zentrum aber nicht mehr verlassen, so dass es zu einer nicht reversiblen Inhibierung
der Neuraminidase kommt.

Dieses Beispiel zeigt, wie intensiv die kohlenhydrataktiven Enzyme an der
Stoffwechselphysiologie des Organismus beteiligt sind, und wie wichtig es ist, diese
Vorgange auf der atomaren Ebene zu verstehen.

3.4 Analytische Methoden

Weltweit wird in verschiedenen Laboratorien intensiv daran gearbeitet, geeignete
analytische Strategien zu entwickeln, die eine schnelle Kartierung des Glykoms eines
Proteins ermoglichen. Das Glykom beschreibt die Gesamtheit aller Zuckerstrukturen
fur eine Spezies. Ahnlich wie im Bereich der Proteomik ist die Massenspektrometrie
(MS) besonders gut geeignet fur eine Analyse der Glykome. Generell ist die
Bestimmung der Struktur von Glykanen aufgrund der unterschiedlichen
Verknupfungsmaoglichkeiten der monomeren Einheiten wesentlich aufwendiger als
die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen. Andererseits ist mittels verschiedener
NMR-Techniken eine vollstandige Strukturbestimmung, wie die Art der
glykosidischen Verknupfung und die Konformation zuganglich. Allerdings liegt die
benbtigte Menge an reiner Substanz um mehrere GroBenordnungen hdher als bei
den MS-Verfahren, so dass NMR-Techniken weniger gut geeignet sind fur
Hochdurchsatzverfahren.
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3.4.1 Methoden zur Auftrennung eines Kohlenhydratgemisches

In der Regel liegen Kohlenhydrate nicht als Reinsubstanz vor, da es sich entweder
um die Menge aller Glykosylierungen eines Proteins oder sogar einer Art handelt, die
mittels chemischer[34, 35] oder enzymatischer Spaltung[36, 37] gewonnen worden
sind. Fur eine eingehende Untersuchung der einzelnen Kohlenhydrate ist es daher
zwingend notig, diese zu trennen. Dieses kann zum einen durch die Verwendung von
Lektinen[38] oder durch Gelelektrophorese[37] geschehen, aber auch durch die
Trennung mittels chromatographischer Verfahren wie HPLC[34, 36], GC[39] oder
CE[40].

3.4.2 Massenspektrometrische Untersuchungsmethoden in der Biochemie

Die MS hat einen sehr hohen Stellenwert fur den exakten Nachweis von biologischen
Makromolekulen in physiologischen Zusammenhangen. Ein groBer Vorteil der MS
besteht in ihrer Empfindlichkeit, so dass sogar geringe physiologische
Probenmengen bis hin in den femtomolaren Bereich[6] analysiert werden kbnnen,
wie sie bei der Auftrennung von biologischen Proben Ublicherweise anfallen.
AuBerdem ist die MS sehr vielseitig einsetzbar. So kann mit ihrer Hilfe nicht nur die
Masse eines Proteins bestimmt werden. In Kombination mit Datenbanksuchen kann
auch die komplette Sequenz eines Proteins[41], vorausgesetzt das Protein ist schon
bekannt, oder eines Glykans[42] ermittelt werden. Die Aufbereitung der Proben und
das Messprotokoll kbnnen auch so ausgerichtet werden, dass die Position der
modifizierten Aminosaure bestimmt werden kann[43]. Unter anderem dienen sie der
Ermittlung von Phosphorylierungsstellen[44, 45] und Glykosylierungsstellen [43, 46,
47].

3.4.3 Methoden zur Proteinsequenzanalyse

Die Bestimmung der Sequenz eines Proteins ist schon sehr lange mobglich und im
Focus der Wissenschaft. So konnte schon im Jahre 1926 mit Thiocyanat-Reagenz
nach einem Verfahren von Schalck und Kumpf[48] die Sequenz bestimmt werden.
Dieses Verfahren ist im Jahre 1991 von Inglis[49] verbessert worden, und die
Methode steht inzwischen auch vollautomatisch zur Verfugung. Dabei wird mit Hilfe
des Thiocyanat-Reagenzes durch Kupplung das C-Terminale Ende des Peptides
aktiviert und anschlieBend abgespalten. Dieses abgespaltene Ende kann nun mittels
RP-HPLC analysiert werden. Leider sind fur diese Methode immer noch Substanz-
mengen von mehr als einem Nanogramm notig.

Von der N-Terminalen Seite besteht die Moglichkeit des Edman-Abbaus[50]. Dabei
wird durch Kupplung von Phenylisothiocyanat das N-Terminale Ende des Peptids
aktiviert und anschlieBend abgespalten. Auch hier wird die entstandene Phenylthio-
hydantoin-Aminosaure mittels HPLC identifiziert.

Diese Verfahren sind naturlich sehr aufwendig, und es wird eine groBe Menge des zu
analysierenden Peptides benbtigt. In den letzten Jahren hat sich als Alternative die
MS zur Sequenzierung von Peptiden etabliert, die bis zu maximal 20 Aminosauren
lang sein durfen. Damit ein Protein sequenziert werden kann, mussen diese erst
enzymatisch gespalten werden, um Bruchstucke in der richtigen Lange zu erhalten.
Dazu stehen verschiedene Enzyme zur Verfugung, die jeweils charakteristisch an
bestimmten Stellen den Proteinstrang aufspalten.
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Enzym Spaltung bei D:::g;‘;:’::: :;29

Leucin
Chymotrypsin ?R/epr:g;)akl]zr;in 6

Tyrosin
T | b ;
Endoproteinase GluC Glutamat 15
Endoproteinase LysC Lysin 16
Endoproteinase AspC Aspartat (C-Terminal) 18
Endoproteinase AspN Aspartat (N-Terminal) 18

Tabelle 2: Spezifische Spaltung von Enzymen|[6]

Bei der Sequenzierung von Proteinen wird vor allem Trypsin als Enzym verwendet,
da es in der Lage ist, Proteine sehr spezifisch nach den Aminoséauren Lysin und
Arginin zu spalten. Die erhaltenen Bruchstucke besitzen eine fur die weitere Analytik
ideale Lange.

3.4.3.1 Tryptischer Verdau eines Proteins

Die Abbildung 16 zeigt beispielhaft den Verdau des Enzyms ,Dynamin like protein’
von Dictyostelium discoideum durch die Protease Trypsin. Dabei sind die enzy-
matisch gespaltenen Bindungen rot hervorgehoben. Die dabei erhaltenen Fragmente
kbnnen nun massenspektrometrisch analysiert werden.

MDQLIPVINKLODVFNTLGSDPLDLPQIVVVGSQSSGKSSVLENIVGRDFLPRGSGIVTRRP
LILOLTHLPIADDGSQTOQEWGEFLHKPNDMFYDFSEIREEIIRDTDRMTGKNKGISAQPINL
KIYSPHVVNLTLVDLPGITKVPVGDQPTDIEQQIRRMVMAYIKKQNAIIVAVTPANTDLANS
DALQLAKEVDPEGKRTIGVITKLDLMDKGTDAMEVLTGRVIPLTLGFIGVINRSQEDIIAKK
SIRESLKSEILYFKNHPIYKSTANRSGTAYLSKTLNKLLMFHIRDTLPDLKVKVSKMLSDVQ
GELSTYGDPLYDTKNSQGALLLOQIITIFSSNFKDAIDGKLTDLSNNELYGGARISYIFNETIY
SHCVNNIDPLEGISLNDIRTTMRNATGPRAALFIPEISFELLVKKQVVRLEEPSAQCVEYVY
DELQRIVSQLEAKELSRFINLKARVIEVVNNLLOQKHKVPTKTMIEHLIKIETAFINTSHPDF
VGGEGIFESLYKKQQOLOQONHLOQOLODOYOOOOOO0OQ0OQOONGINNNQKGDNGNMNVNQON
MNQONMNQONQSTNPFLOOOQOOGONKYPGGPPAQQOPNQOPNOQLNKGPONMPPNQSKPSSIP
ONGPNNNNNNNNNNNROQDHQOGSFFSSFFRASPDPSLGQYGGANNSNNSNNPTSPINSSSNS
GNNYNTFGGQQSSSSSSOQLOOSSOSQYKTSYNNNNNSSSNNSSYNRYQDDFYGRGDKLNQV
PSITKAPDDLTSKEKFETELIRELLISYFNIVKKNVKDSVPKSIMHFLVNQSKEHIQNELVA
ALYKEELFDELLEESPQISSKRKSCKAMIEILRKANEIINEIRDFRN

Abbildung 16: Schnittstellen beim tryptischen Verdau der Dynamin like protein

Daraus ergeben sich nun 85 Fragmente und auch 85 MS/MS-Spektren. In der
Abbildung 17 wird anhand des Bruchstuckes mit der Sequenz GTDAMEVLTGR die
ubliche Nomenklatur zur Bezeichnung der lonen vom N-terminalen und C-terminalen
Ende angegeben. Bei einer geeigneten Wahl der Messbedingungen lassen sich
diese Bruchstiucke bevorzugt in den erhaltenen MS/MS-Spektren wieder finden, und
sie gestatten so eine einfache Sequenzierung des Peptids.
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Abbildung 17: Bezeichnung der Fragmente von Peptiden, die bei der massenspektrometrischen
Untersuchung auftreten. Dargestellt an einer durch Verdau mit Trypsin entstandenen Sequenz eines
,Dynamin like protein’
Diese Spektren enthalten neben den reinen Peptid-Bruchstucken auch Bruchstiucke
an denen sich noch kovalent gebunden, die Modifikationen befinden.

3.4.3.2 Positionsbestimmung von co- und posttranslationalen Modifikationen

Einen sehr hohen Stellenwert in der Biochemie hat die Fragestellung, ob ein Protein
eine post- oder cotranslationale Modifikation aufweist, und welche Aminosaure in
dem Proteinstrang von dieser Veranderung betroffen ist. Denn zur Bestimmung eines
Stoffwechselzustandes einer Zelle ist es von groBer Bedeutung, ob und wo ein
Protein nachtraglich verandert worden ist.

Dabei wird wie folgt vorgegangen: Als erstes wird das Protein mittels eines
enzymatischen Verdaus, wie oben beschrieben, in kleine Peptidstrange mit einer
Masse in der Regel von weniger als 1500Da zerlegt. Diese Teilsequenzen des
Proteins werden dann mittels MS/MS-Untersuchungen in die a-, b-, x- und y-
Fragmente aufgesplittet. Ist bei einem dieser Fragmente nun eine der Aminosauren
verandert, so ergeben sich daraus Fragment-lonen, die um einen charakteristischen
Massenwert erhoht sind, wie in Tabelle 3 gezeigt.

Massendifferenz Modifikation
80,0000 Phosphat-Gruppe
146,0600 d-Hexose
162,1424 Hexose
204,1876 N-Acetyl-Hexamin
14,0628 Methylierung

Tabelle 3: Typische Massendifferenzen und die entsprechende Modifikation

Um nun die genaue Position bestimmen zu kdnnen, sollten Serien dieser Fragment-
lonen in den auszuwertenden Massenspektren vorhanden sein. Fur eine
automatische Erkennung dieser Modifikationen stehen zurzeit noch keine geeigneten
Softwareanwendungen zur Verfugung. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Algorithmus
beschrieben, der in der Lage ist, diese Lucke zu schlieBen. Zum Test der Richtigkeit
des Algorithmus entstand das Programm FINDYSERIES.

3.4.4 Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinen

Dabei wird das Protein zusammen mit einer in einem Losungsmittel gelosten
kleinmolekularen Gerustsubstanz, wie z.B. Nicotinsaure, in eine Form gegeben.
Nach Verdampfen des Losungsmittels erhalt man eine Matrix, in die eingebettet, sich
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das Protein befindet. Durch kurzes Einwirkenlassen eines Laserstrahls verdampfen
geringe Mengen des Proteins, und dieses kann dann ionisiert werden. Dabei kommt
es zu keiner Zerstorung des Proteins, sondern man erhalt das gesamte Protein, das
allerdings unterschiedlich geladen sein kann[6].

Intensity [%]
100 53,0

245,10
a4z.0

aag. 0
S05.

N =3 ]

S0 771,
131.0

TG0
1 TOTLO 21z2.0

0 T T T T T T T T T T T T T T

1050 LT

mAss udalue [mez]

Abbildung 18: Beispielspektrum zur Bestimmung der Proteinmasse

Aus den Differenzen dieser Massen kann man dann Ruckschlusse auf die Masse
des Proteins ziehen. Dabei wird wie folgt vorgegangen: Unter der Annahme, dass
sich zwei benachbarte Peaks nur in einer Ladung unterscheiden und die Ladungen
durch das Anlagern von Protonen entstehen, ergibt sich fur einen Peak p, mit der
Ladung z, die folgende Formel

p1Z1=Mr+MaZ1=Mr+1’OO7921

mit M, = Masse des angehangten H*
Fur den benachbarten Peak p, ergibt sich nun

p2(21-1)=|\/|r+1,oo79(z1-1)

Setzt man fur die beiden Peaks die p,= 1060,0 und p, = 998,0, so ergibt sich daraus
eine Masse fur das Protein von 18015Da.

3.5 Massenspektrometrische Untersuchung von Kohlenhydraten

Ahnlich wie bei der Identifizierung von Proteinen in der Proteomik zeichnet sich ab,
dass auch die MS bei der Untersuchung eines Glykoms die analytische Methode der
Wahl zur schnellen Bestimmung der Gesamtheit der Glykane ist. Der automatische
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Vergleich der Massenspektren von enzymatisch verdauten Proteinen mit den
theoretisch berechneten Massenspektren der entsprechenden Proteinfragmente
erlaubt in vielen Fallen eine eindeutige ldentifizierung der untersuchten Proteine.
Bisher sind keine vergleichbaren Verfahren und Algorithmen fur den Glykomik-
Bereich verfugbar.

3.5.1 Derivatisierung von Kohlenhydraten

Zur Steigerung der Sensitivitat und zur besseren Aufklarung der Art der glykosi-
dischen Verknupfung zwischen zwei Residuen wird haufig eine Derivatisierung der
Ausgangsstruktur vorgenommen. Im ersten Fall wird haufig das Residuum am
reduzierenden Ende verandert. Im zweiten Fall wird in der Regel eine
Permethylierung oder Peracetylierung der gesamten Verbindung[35] durchgefuhrt.
Um die an der glykosidischen Bindung beteiligten Atome der Residuen zu ermitteln,
mussen nun die Massen der Bruchstucke aus dem Massenspektrum ermittelt
werden, die aus der Fragmentierung der Kohlenhydratringe resultieren.

Eine detaillierte Beschreibung dieser Methoden findet sich im Kapitel, Entwicklung
des Programms GLYCO-FRAGMENT.

3.5.2 Glykan-Profiling

Das Glykan-Profiling bezeichnet die Auftrennung und Bestimmung der Glykan-
Strukturen, die in einer Zelle oder einem Organ vorkommen. Die Methode kann unter
anderem dazu dienen, krankes von normalem Gewebe zu unterscheiden. So zeigen
sich im krankhaften Gewebe bei der rheumatoiden Arthritis und dem Rinderwahnsinn
deutliche Unterschiede im Glykosylierungsmuster bestimmter Proteine, die darauf
hindeuten, dass zellulare oder genetische Veranderungen die Aktivitat der
Glykosyltransferasen beeinflussen[51].

Da die Art und Menge der O- und N-Glykane, wie in der Einleitung beschrieben, sehr
spezifisch fur eine Zelle, sogar fur einen Stoffwechselzustand einer Zelle ist, ist es
wichtig dieses Profil der Zuckerstrukturen schnell und einfach zu ermitteln. Dazu
erfolgt in der Regel zuerst ein chemisches oder enzymatisches Abtrennen der
Glykane. Alternativ kann auch vorher das Proteingemisch der Zelle durch Blotting-
Techniken oder chromatographische Verfahren[34] aufgetrennt werden. Nach
Abtrennen der Protein-Anteile und Aufreinigung der Kohlenhydrate erfolgt eine
Trennung der unterschiedlichen Zuckerstrukturen mittels HPLC[35] oder Kapillar-
Elektrophorese[52]. Die Detektion der Verbindungen kann einerseits durch die
MS[34] geschehen, andererseits auch durch Anbringen eines Chromophors an die
Glykane[53] erfolgen, so dass diese Verbindungen auch mit handelstublichen UV-
VIS-Detektoren detektiert werden kbnnen. Fur die einfache Identifizierung dieser
Verbindungen bietet sich eine Suche in einer Datenbank mit Vergleichsspektren an,
da eine Standardisierung der HPLC-Bedingungen sehr aufwendig ist, weil schon
geringe Unterschiede in den verwendeten FlieBmitteln und der verwendeten Saule
zu einer Verschiebung der Retentionszeiten im Chromatogramm fuhren kann. Leider
existiert bis jetzt keine Datenbank mit gemessenen Massenspektren. In dieser
Dissertation ist daher der Ansatz verfolgt worden, eine Spektral-Datenbank mit
berechneten Fragmenten von Strukturen aus der SWEET-DB zu erstellen.

3.5.3 Strukturaufklarung von Glykosylierungen

Bei entsprechender Wahl des lonisierungsverfahrens ist es moglich, dass das zu
analysierende Molekul in nicht zu kleine Fragmente zerfallt[46, 54], sondern
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hauptsachlich Bruchstucke der glykosidischen Bindungen und zu einem geringeren
Anteil cross-ring-Bruchstlucke entstehen (siehe auch Abschnitt Nomenklatur der
Fragmente). Die Fragmentierung der glykosidischen Bindungen ist schon bei
Verwendung von relativ geringen lonisierungsenergien moglich, da nur eine
kovalente Bindung dabei gebrochen werden muss.

Bis zum Ende der neunziger Jahre war die Anregungsmethode der Wahl das Fast-
Atom-Bombardment (FAB). Dabei wurde die lonisierung der zu untersuchenden
Probe durch Beschuss mit geladenen Atomen erreicht. Diese Methode hat aber den
Nachteil, dass die zu untersuchenden Verbindungen oft in zu kleine Bruchstucke
zerfallen[55], so dass Aussagen Uber die Zusammensetzung der untersuchten
Verbindung mit einer groBen Unsicherheit behaftet sind. Diese Einschrankungen
lassen sich durch Verwendung der Elektrospray-lonisation (ESI) als Anregungs-
methode verringern[56], da diese Methode eine groBere Weichheit besitzt und daher
Bruchstucke entstehen, die eine hbhere Aussagekraft besitzen. Dabei werden mit
Hilfe dieser Technik die unterschiedlichsten Fragen der Strukturaufklarung
beantwortet. In erster Linie wird mit dieser Methode die Sequenz von Glykanen oder
Lipopolysacchariden bestimmt. Sie kann auch fur die Bestimmung der Anzahl der
Antennen und auch die Art der glykosidischen Verknupfung eingesetzt werden.

3.6 Methodik

Bei der Analyse von Glykosylierungen von Proteinen wird in aller Regel wie folgt
vorgegangen: Nachdem die Proteine isoliert und aufgereinigt worden sind, wird durch
Zugabe von Pngase enzymatisch oder durch Hydrazin chemisch die kovalente
Bindung gespalten und dadurch das Glykan abgetrennt. Dieses wird nun durch
chromatographische oder elektrophoretische Methoden von den Proteinresten
abgetrennt und anschlieBend massenspektrometrisch identifiziert. Zur Erzeugung der
lonen werden als Anregungsmethoden bevorzugt FAB und ESI benutzt. Wobei aber
in der letzten Zeit die Anregung durch ESI bevorzugt wird, da so besser
interpretierbare Spektren mit hbherem Informationsgehalt erzielt werden[57]. Die
Nomenklatur der dabei entstehenden Bruchstucke wird in dem nun folgenden
Abschnitt beschrieben.

3.6.1 Nomenklatur der entstehenden Fragmente

Die mittels MS erhaltenen Spektren enthalten Fragmente, die entsprechend den
allgemein anerkannten Definitionen von Domon und Costello[58] benannt werden.
Diese Nomenklatur unterscheidet zwei verschiedene Arten von Fragmenten. Zum
einen entstehen Fragmente, die durch das Brechen einer glykosidischen Bindung
entstehen. Zum andern bilden sich auch Bruchstucke, die durch das Brechen von
zwei Bindungen innerhalb eines Ringes entstehen. Diese werden als Crossring-
Bruchstucke benannt. Der Buchstabe A entspricht dabei einem Fragment des nicht-
reduzierenden Endes des Kohlenhydrats, das sich durch den Bruch zweier
Bindungen eines Zucker-Ringes bildet. Das entsprechende zweite Fragment mit
dem reduzierenden Ende wird mit dem Buchstaben X bezeichnet. Zur
Charakterisierung der Bindungsbruchstellen wird die Nummer der jeweiligen
Bindungen als hochgestellter Index vor den Buchstaben gestellt. Dabei erhalt die
Bindung zwischen dem Ring-Sauerstoff und dem Kohlenstoffatom C, den Wert 0, die
Bindung zwischen C, und C, den Wert 1 und so weiter.

Als tiefgestellter Index wird die Linkage-Information (siehe Absatz 3.6.2) der
Residuen in der Zuckerkette geschrieben. Das Fragment "°A, entspricht also
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dem Bindungsbruch der Bindungen 1 und 5 des dritten Residuums vom nicht-
reduzierenden Ende aus gezahlt. Die Fragmente, die bei der Spaltung einer
glykosidischen Bindung entstehen, werden vom nicht-reduzierenden Ende mit B
bezeichnet, wenn die Spaltung vor dem Sauerstoffatom der Bindung erfolgt sonst mit
C benannt. Auch hier gibt ein tiefgestellter Index die Position des Residuums in der
Zuckerkette wieder. Analog dazu werden vom reduzierenden Ende die Fragmente
mit Y, wenn das Sauerstoffatom der Bindung enthalten ist, sonst mit Z bezeichnet.
Eine grafische Darstellung dieser Bezeichnungen findet sich in Abbildung 19.

Abbildung 19: Bezeichnung der Fragmente eines Kohlenhydrates nach Domon und Costello

3.6.2 Einfuhrung einer Linkage-Information zur eindeutigen Bezeichnung von
Residuen

Die strukturelle Vielfalt der Kohlenhydrate und insbesondere die Moglichkeit, stark
verzweigte Topologien zu bilden, machte es nobtig eine zusatzliche Bezeichnung
einzufuhren, die es erlaubt, die einzelnen Residuen eindeutig zuzuordnen. Die von
Domon und Costello eingefuhrte Bezeichnung der Seitenarme mit griechischen
Buchstaben wird leider sehr schnell unubersichtlich. Auch ist eine derartige
Beschreibung weniger gut fur eine Verarbeitung in Computer-Programmen geeignet.
Diese Grunde fuhrten zu der Uberlegung, als zusatzliche Beschreibung die Linkage-
Information bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Anwendungen fur eine
eindeutige Zuordnung der einzelnen Residuen zu verwenden. Entsprechend der
IUPAC-Nomenklatur[22, 23] sind die mit dem Programm SWEET-Il erzeugten
Topologien so sortiert, dass das reduzierende Ende einer Kohlenhydratstruktur
rechts steht und als erstes Residuum in der internen Liste erscheint. Dieses
Residuum wird nun als Startpunkt fur die Linkage-Information verwendet. Ausgehend
davon werden immer die Kohlenstoff-Atome benannt, die damit verbunden sind. In
Abbildung 20 ist beispielhaft das Residuum a-D-GalpNAc (roter Pfad) ausgewabhilt,
und besitzt die Linkage-Information 3,3,4,3.
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a-L-Fucp-(1-2)+

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNac-(1-3)+

a-D-GalpNAc-(1-3)+

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNAc-(1-3)-b-D-Galp

a-L-Fucp-(1-2)+

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNAc-(1-6)+

a-D-GalpNAc-(1-3)+
Abbildung 20: o-D-GalpNac mit der Linkage-Information 3,3,4,3

Mit der Angabe der Linkage-Information ist ein Residuum in einer Verbindung
eindeutig bezeichnet und kann nicht mit dem zweiten endstandigen a-D-GalpNAc-
Residuum (blauer Pfad) verwechselt werden, das die Linkage-Information 3,6,4,3
besitzt. So kann selbst bei Verbindungen, wie z.B. High-Mannose Glykanen, sehr
einfach und schnell auf einzelne Residuen verwiesen werden, und diese kbnnen
auch sehr schnell identifiziert werden.

Die Bruchstucke, versehen mit der Linkage-Information als Index, lassen sich nun gut
als Bezeichnung in den Spektren verwenden. Dieses wird an dem folgenden
Beispiel verdeutlicht:
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Abbildung 21: Bezeichnung der Fragmente mittels der Linkage-Information in einem Massenspektrum
eines Kohlenhydrats

3.7 NMR Untersuchungen von Kohlenhydraten

Mittels der Kernresonanzspektrometrie (NMR) kann zusatzlich zur MS auch die Art
und Konfiguration der monomeren Einheiten, die Art der glykosidischen Verknupfung
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und damit auch die exakte Sequenz von Kohlenhydraten ermittelt werden[25, 26].
Zusatzlich kbnnen NMR Experimente detaillierte Daten zur Abschatzung der
Konformationen der Glykane liefern. Allerdings liegt die benbtigte Menge an reiner
Substanz um GroBenordnungen, fur gute Spektren im Milligramm-Bereich, hbher als
bei den MS-Verfahren, so dass NMR-Techniken weniger gut geeignet sind fur
Hochdurchsatzverfahren. NMR-Messungen bieten sich in der Regel zur
Identifizierung eines Kohlenhydrats durch Vergleich mit einem Referenzspektrum
an[59-61]. Diese Referenzdaten mussen dem Benutzer aber auch zum Vergleich zur
Verfugung gestellt werden. Dieses macht es notig, die Spektren in Datenbanken zum
Vergleich bereitzuhalten.

3.8 Gewinnung, Bereitstellung und Verbreitung von wissenschaftlichen
Daten im Zeitalter des Internets

Die Bioinformatik ist zu einem integralen Bestandteil der bio-medizinischen
Forschung geworden. Eine standig steigende Anzahl von Forschern auf der ganzen
Welt nutzt intensiv Sequenzdatenbanken und bioinformatorische Werkzeuge zur
Auswertung der eigenen gemessenen Rohdaten. Die dabei entstehenden
Datenmengen werden immer umfangreicher und mussen durch (bio)informatorische
Ansatze sinnvoll verarbeitet werden. So werden immer mehr Genome entschlusselt,
die Struktur von immer mehr Proteinen wird aufgeklart und die Automatisierung
experimenteller Methoden zur Untersuchung in der Biotechnologie wird standig
vorangetrieben. Dieses erklart auch die steigende Anzahl der Eintrage in der
BROOKHAVEN-PDB[62], einer zentralen Datenbank in der raumliche Strukturen von
Proteinen abgelegt werden. Diese neu entstandenen Daten und Informationen
mussen den Forschenden und einem interessierten Publikum aber auch wieder
zuganglich gemacht werden. Dazu bieten sich zwei verschiedene Verfahren an. Zum
einen kann dies durch die Verbreitung von Daten und Programmen als so genannte
Standalone-Anwendung (Einzelplatzanwendung) erfolgen. Die Alternative dazu sind
webbasierte Losungen, bei denen die Programme und Daten zentral auf einem
Server zur Verfugung gestellt werden, die mittels Web-Browser Uber das Internet
abgerufen werden konnen.
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Einzelplatzanwendung Webbasierte Losung

Nicht notig, da alle
Installation| Kann sehr aufwendig sein Komponenten in der Regel
schon installiert

Betriebssystemabhangigkeit Ja Nein

Gute Durch Browser

Geschwindigkeit Ausfuhrungsgeschwindigkeit | Geschwindigkeitseinbussen

Bei Trennung vom Internet

Datensicherheit ia Nein

Auf die Moglichkeiten des

Informationsdarstellung Keine Grenzen Browsers und der Plugins
beschrankt
Interaktion mit dem Bei langsamen Antwortzeiten
Gut
Benutzer des Servers eher schleppend

Tabelle 4: Vor- und Nachteile von webbasierten Losungen und Einzelplatzanwendungen

Die beste Losung verspricht sicher eine Verschmelzung der beiden Losungen. So
kann je nach Anforderung des Algorithmus auch eine Einzelplatzanwendung die
ideale Losung sein, die Uber das Internet mit einem Server kommuniziert.

3.8.1 Datenbanken

Viele Datenbanken in der Bioinformatik verfolgen mittlerweile einen webbasierten
Ansatz. Die umfangreichste Quelle von Daten zu Proteinen die SWISSPROT[63] und
TREMBL-Datenbank[64] des Schweizer Instituts fur Bioinformatik sind webbasierte
Datenbanken, die es ermoglichen, eine Vielzahl von gut annotierten Daten und
Informationen zu Proteinen zu erhalten. Solange die Datenausgabe mittels Standard-
Webbrowsern erfolgen kann und keine speziellen grafischen Darstellungsoptionen
verlangt werden, Uberwiegen die Vorteile des webbasierten Ansatzes. Viele
Datenbestande weiterer Datenbanken werden ebenfalls in dieser Form angeboten.
Einen guten Uberblick erhalt man durch das aktuelle Heft des Journals ,Nucleic Acids
Research’[65]. Sehr bekannt ist auch die BROOKHAVEN PROTEIN DATABANK;, die
Rontgenstrukturen fur Proteine enthalt. Eine der wichtigsten Datenbanken im Bereich
der Glykobiologie war die CARBBANK, die Strukturdaten und taxonomische Daten
enthielt. Eine Ubergeordnete Stellung nimmt die PUBMED ein. Diese ist eine zentrale
Datenbank in der sich die Publikationsdaten der wichtigsten wissenschaftlichen
Journale befinden. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Datenbanken
befindet sich im Kapitel ,Untersuchungen zur automatischen Pflege und Annotierung
einer Datenbank’. In diesem Kapitel werden auch die Vor- und Nachteile der
einzelnen Methoden zur Aktualisierung und Pflege der Daten besprochen.

3.8.1.1 Pflege und Annotierung einer Datenbank

Ein sehr wichtiger Prozess bei der Verwaltung einer Datenbank ist der Prozess der
Annotierung und der Neueingabe der Daten. Dieses ist jedoch ein sehr empfindlicher
Prozess fur eine Datenbank. So wird sie fur den Benutzer unbrauchbar, sobald sich
zu viele fehlerhafte oder nicht in das Themengebiet gehdrende Daten darin befinden.
Dieses erhoht aber den Zeitbedarf und die Kosten der Datenbank nicht unerheblich.
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Dabei werden verschiedene Strategien verfolgt, die alle ihre Vor- und Nachteile
besitzen. Eine Ubersicht dazu ist in der folgenden Tabelle enthalten.

Strategie Vorteile Nachteile

Durch manuelle
Extraktion und Eingabe
sehr teuer und auch sehr
langsam

Die Daten sind in sich
konsistent und von einer
hohen Qualitat.

Zentrale Datenbank mit
zentraler Eingabe

Keine Uberprufung der
gefundene Daten
Keine Rohdaten

Zentrale Datenbank mit | preiswerte und auch sehr
automatischer Eingabe schnelle Eingabe

Durch die vorhandenen
Zentrale Datenbank mit Rohdaten besitzen die
Eingabe der Daten vor Ort | Daten eine hohe Qualitat

Gute Datenkonsistenz

Geringe Vernetzung und
Kooperation der
Forschungsgruppen

Preiswerte Verwaltung der
Daten Keine Qualitatskontrolle
Hohe Akzeptanz

Lokale Datenbank mit
Eingabe der Daten vor Ort

Tabelle 5: Strategien zur Pflege und Verwaltung von Datenbanken

In der Vergangenheit sind diese Dinge weitgehend manuell und auch zentral
vorgenommen worden, erst mit der Entwicklung des Internets kann dieses auch
dezentral erfolgen. In den folgenden Abschnitten soll nun untersucht werden, wie
sich die Annotation der Daten durch den Einsatz von Programmen deutlich effektiver
gestalten lasst. Im Moment wird in Amerika durch das Consortium for Functional
Glycomics' versucht, eine Datenbank fur Informationen zu Kohlenhydraten, wie
taxonomisches Vorkommen, Struktur, chemische und physikalische Eigenschaften
und deren physiologischen Funktionen zu schaffen. Es gibt jedoch auch viele
kleinere bis kleinste Datenbankprojekte. Eine Auswahl davon wird in den folgenden
Abschnitten dargestellt. Es sollte allerdings darauf geachtet werden, dass diese
Datenbanken untereinander quervernetzt sind, da der Benutzer so schnell von einer
Datenbank zur anderen gelangen kann.

Eine weitere Moglichkeit, den Datenbestand einer Datenbank zu erhdhen, besteht in
der Mbglichkeit aus den vorhandenen Daten neue abzuleiten. So kann zum Beispiel
aus einer Proteinsequenz ohne groBeres Problem die chemische Summenformel
oder die Masse abgeleitet werden und als zusatzliche Information bereitgestellt
werden.

3.8.1.2 Data-Warehousing

Unter dem Begriff Data-Warehousing werden Strategien zusammengefasst, die sich
mit der Bereitstellung von Informationen aus verschiedenen Internet-Quellen
befassen. Dazu werden in einer ubergeordneten Datenbank verschiedene
Suchmaoglichkeiten fur die gespeicherten Daten angeboten. Fur die detaillierteren
Ergebnisse wird aber die Bereitstellung der Daten von einem anderem Server

! http://web.mit.edu/glycomics/consortium/
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erledigt. Man hat so die Moglichkeit, die Datenbanken an verschiedenen Stellen zu
pflegen, sie aber trotzdem unter einer gemeinsamen Oberflache anzubieten.

3.8.1.3 Strategien zur automatischen Informationsextraktion (Data mining)

Die Kosten und die Zeit fur die Eingabe der Daten haben in der naheren
Vergangenheit dazu gefuhrt, dass Anstrengungen unternommen worden sind,
automatisch Informationen aus Texten zu extrahieren. Dies sind in der Regel
allerdings Informationen, die in Textform vorliegen, wie z. B. die Namen von
Arzneistoffen und Geninformationen aus einer Textstelle[66]. Es gibt aber auch
Versuche eine bestimmte Anzahl von Texten zu analysieren, und die darin
enthaltenen Informationen zu organisieren[67].

3.8.2 Web-Applikationen

Bis jetzt wurde nur auf Datenbanken hingewiesen mit denen es moglich ist, eine
Datenrecherche uber das Internet vorzunehmen. Eine andere Art von Webservices
sind Webapplikationen, die es gestatten, Daten Uber das Internet auf einem Server
zu bearbeiten. Sehr gute Beispiele fur dieses Vorgehen sind die Programme
SWEET-I[68, 69] und PDB2MGIF von Andreas Bohne-Lang aus unserer Abteilung.
Mit dem Programm SWEET-II lasst sich z.B. aus einer Kohlenhydratsequenz eine
dreidimensionale Struktur berechnen. Dazu wird die Sequenz in einer IUPAC
konformen Nomenklatur in ein Webformular eingetragen. Das Programm auf dem
Webserver berechnet die Koordinaten fur die dreidimensionale Struktur. Diese
Ergebnisse werden dann lokal beim Benutzer mit einem speziellen Visualisierungs-
programm dargestellt.

3.9 Ausgangssituation

Angesichts der zu erwartenden Datenmengen, die im Rahmen sich abzeichnender
Glykomik-Projekte anfallen werden, ist es dringend notwendig, dass auch
entsprechende bioinformatorische Werkzeuge und Datenbanken fur die
Glykobiologie entwickelt werden. Aufgrund der Unterschiede in ihren strukturellen
Merkmalen lassen sich die zur Beschreibung von Ahnlichkeiten und Eigenschaften
von DNA- und Proteinsequenzen entwickelten Algorithmen nicht einfach Ubertragen.
Dabei muss man zwei grundsatzliche Dinge unterscheiden. Zum einen sind es
Algorithmen, die es dem Forscher erleichtern, seine Rohdaten besser auszuwerten.
Zum anderen muss der Forscher den Uberblick Uber die aktuelle Forschung
behalten. Dazu ist es notig, Datenbanken bereit zu halten, die zum einen Rohdaten
als Vergleichsdaten enthalten, aber auch die aktuelle Literatur zu den
unterschiedlichen Strukturen anbieten. Es mussen also Strategien entwickelt werden,
die es gestatten, die Messergebnisse, die mit unterschiedlichen experimentellen
Ansatzen und Methoden von verschiedenen Forschern uber eine Datenstruktur
verlinkt sind, zusammenzufassen und mittels eines Webinterfaces diese zur
Verfugung zu stellen. Es kann versucht werden, aus den vorhandenen Daten neue
abzuleiten. AuBerdem sollte auch versucht werden, dass die aktuelle
wissenschaftliche Literatur gescreent wird. Dabei sollten Daten, die in den Bereich
der Glykobiologie gehoren, extrahiert werden. Dies ist in den letzten Jahren verstarkt
geschehen. Eine Auswahl der bioinformatorischen Losungen findet sich in den
folgenden Abschnitten.
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3.10 Einsatz von webbasierten Softwarewerkzeugen zur Sequenz- und
Strukturaufklarung

Zur Auswertung von Massenspektren von Kohlenhydraten fehlt es an
entsprechenden Softwaretools. Es sind viele Forscher im Bereich der MS damit
beschaftigt, die Bruchstucke nach Domon und Costello mittels eines Taschen-
rechners zu bestimmen, oder haufig auftretende Peaks durch Expertenwissen wieder
zu erkennen. Erste Ansatze dieses automatisch zu erledigen, wurden mit den Tools
GLYCOMOD und GLYCANMASS zur Verfugung gestellt.

Am weitesten fortgeschritten ist die Sequenzbestimmung von Proteinen durch das
Programm MASCOT, da sich hier fur den Computer ideale Bedingungen ergeben.
Zum einen sind hier die zu ermitteInden Sequenzen linear angeordnet und zum
andern gibt es eine groBe Anzahl von existierenden und annotierten Datenbanken
mit Sequenzinformationen, die zur automatischen Verarbeitung zur Verfugung
stehen. Die Strukturvielfalt der Kohlenhydrate gestaltet diese maschinelle
Auswertung bedeutend schwieriger. Es kann z. B. nicht einfach auf einen
Einbuchstabencode zuruckgegriffen werden. Bisher sind nur sehr unbefriedigende
Versuche unternommen worden, die Strukturaufklarung von Kohlenhydraten und die
Auswertung von Massenspektren mit Hilfe von Programmen und Webapplikationen
zu vereinfachen.

3.11 Aufgabenstellung

Bei der Auswertung des Genoms und Proteoms haben Automatisierung und die
Entwicklung von intelligenten Softwarewerkzeugen einen wesentlichen Beitrag
geleistet. Sie ermoglichen es, die anfallende Datenmenge sinnvoll zu verwalten und
auszuwerten. Es wird geschatzt, dass die Entschlusselung des humanen Genoms
durch die bioinformatorische Entwicklung um ungefahr zwei Jahre verkurzt worden
ist[70].

Die Entwicklung von Datenbanken und Bioinformatik-Werkzeugen fur die
Glykobiologie befindet sich noch in den Kinderschuhen[71]. Es ist jedoch
offensichtlich, dass die jetzt entstehenden Glykomik-Projekte eine starke Nachfrage
erzeugen werden. Bei dem groBten bisher laufenden Projekt, dem amerikanischen
Consortium for Functional Glycomics, ist die Entwicklung einer Bioinformatik-
Infrastruktur ein ganz zentraler Punkt. Momentan wird intensiv daran gearbeitet, drei
neue Datenbanken fur Glykosyltransferasen, Lektine und Kohlenhydrate aufzubauen.
Die Ubertragung der Algorithmen aus dem Bereich der Genomik und Proteomik auf
den Bereich der Glykomik ist aber nicht ohne weiteres moglich, da die strukturelle
Vielfalt der Kohlenhydrate aufwendigere Ansatze nodtig macht. Hauptziel dieser Arbeit
ist es zu untersuchen, inwieweit es mit Hilfe von bioinformatorischen Ansatzen
moglich ist, die automatische Analyse von Messergebnissen in der Glykobiologie zu
erleichtern. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf die Auswertung von
Massenspektren gelegt, da sich klar abzeichnet, dass sich die MS als
Standardmethode fur die schnelle Analyse von Glykomen etablieren wird.
Arbeitserleichterung und erhohte Effizienz fur die praktische tagliche Arbeit der
Forschenden sind wesentliche Ziele des Designs der neu zu entwickelnden
Anwendungen und Datenbanken.

Ein zweiter wesentlicher Aspekt dieser Arbeit ist, zu untersuchen in wie weit es unter
der in Tabelle 5 genannten Strategien moglich ist, das Einspielen von neuen
Eintragen in die Datenbank SWEET-DB,[59] zu automatisieren. Als externe Quellen
stehen einerseits die digital allgemein verfugbare Referenz-Datenbank PUBMED zur
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Verfugung und anderseits sind es die jeweiligen Originalpublikationen, die heute
auch meist in digitaler Form zuganglich sind. In Zukunft soll es moglich sein,
Literatur, Rohdaten und aus diesen errechnete Daten durch effiziente
Suchalgorithmen und geeignete Methoden in der Datenbank zu speichern. Dieser
Prozess soll nach Moglichkeit vollautomatisch, aber auch durch direkte Eingabe von
Daten aus Publikationen und Programmen, die von den Benutzern lokal auf ihren
Festplatten gespeichert sind, erfolgen kbnnen.

Des Weiteren ist es aber auch nbtig, dem Benutzer Wissen zur Verfugung zu stellen,
dass durch Data-Warehousing aus anderen frei zuganglichen Quellen gewonnen
worden ist. So kann durch Klassifizierung von Publikationen eine Vorauswabhl
erfolgen, die bei der Recherche zu einer nicht unerheblichen Beschleunigung des
Informationsgewinns fuhrt. Es sollte also nicht mehr notig sein, auch thematisch nicht
passende Informationen zu sichten. Sollte es zum Beispiel erforderlich sein, dass
man Informationen fur ein bestimmtes N-Glykan sucht, reicht es, dieses in der
SWEET-DB zu suchen und sich die dazu gehorige Literaturliste anzusehen, da
automatisch alle neuen Publikationen zu dem N-Glykan eingetragen werden. In
dieser Arbeit sollen dazu bioinformatorische Ansatze untersucht werden mit denen
Daten in die SWEET-DB geschrieben werden kbdnnen. Alle Applikationen und
Datenbanken sollen das Internet als Basis fur den Datenaustausch und die
Bereitstellung der Informationsangebote besitzen.
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4 Entwicklung von Softwarewerkzeugen zur Analyse von
Massenspektren

4.1 Allgemeines

Die MS hat sich seit ca. 1985 zu einer wichtigen Analysemethode fur die Unter-
suchung von Proteinen und Kohlenhydraten entwickelt. Es begann damit, dass
mittels der Entwicklung der MALDI-Technik das Molekulargewicht ganzer Proteine
bestimmt werden konnte. Es stellte sich aber auch sehr schnell heraus, dass mit
dieser Technik auch kleinere Molekule sehr schonend untersucht werden konnten.
So wurden bereits im Jahre 1987 erste Kohlenhydrate mit Hilfe der MS
untersucht[72]. Zur lonisation wurde am Anfang sehr haufig das Fast-Atom-
Bombardment (FAB) verwendet[73]. Damit war in vielen Fallen eine ausreichende
Analyse der zu untersuchenden Substanzen moglich. Es musste jedoch, um
aussagekraftige Spektren zu erhalten, sehr haufig eine Permethylierung erfolgen[74-
76]. Mit Entwicklung der Elektrospray-lonisation (ESI) wurde dann eine noch
schonendere lonisationsmethode entwickelt, die es gestattete auch labilere Molekule
wie die Substanzklasse der Kohlenhydrate zu untersuchen, ohne das eine
Permethylierung durchgefuhrt werden musste[39, 77].

Die MS ist eine vielfaltig einsetzbare Technik mit der auf standardisiertem Wege sehr
schnell gut reproduzierbar Molekule identifiziert werden kbnnen. In den folgenden
Abschnitten soll nun untersucht, wie durch den Einsatz von (bio)informatorischen
Ansatzen die Auswertung der Spektren, insbesondere von Kohlenhydraten,
vereinfacht und automatisiert werden kann.

4.2 Signalarten

Der Verteilung der Isotopen einer Atomart kann einen entscheidenden Einfluss auf
die Signale des gemessenen Spektrums haben, da es fur fast jedes in der Natur
vorkommende Element unterschiedliche Isotope gibt. Diese fuhren bei der Analyse
eines Molekuls zu einer Massenverteilung der einzelnen Fragment-lonen, die genau
dem Verteilungsmuster dieser Isotopen entsprechen.

Das Isotopenmuster eines Molekuls lasst sich aus der Binominalverteilung der im
Molekul enthaltenen Atomarten ermitteln.

n. n. n,
Isotopenverteilung = IX( +IY(.+IZC+'") (IXH+IYH+IZH+"') (IX,,+IY(,+IZ(,+

wobei C, H, O den Elementen entspricht
X, Y, Z den Isotopenmassen entspricht
lye, v, |7c der Isotopenhaufigkeit entspricht
n,, Ny, N, der Anzahl der jeweiligen Atome entspricht

Ausgehend von dieser Formel kann die Masse eines Molekuls je nach der
Isotopenverteilung berechnet werden. Bei Peptiden und Kohlenhydraten, die eine
Masse kleiner als 5KDa haben, wird in der Regel die monoisotopische Masse
angegeben, da Wasserstoff, Kohlenstoff und Sauerstoff zu mehr als 99 Prozent aus
nur einem Isotop bestehen. Diese Massen kbnnen sehr gut von den heutigen
Massenspektrometern mit einem Fehler von deutlich unter 0,02 Da gemessen
werden. Bei Massen, die groBer als 5KDa sind,wird aber in der Regel die
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durchschnittliche Masse angegeben, da in diesen Massenbereichen die einzelnen
Isotopenpeaks nicht mehr aufgeldst werden kbnnen.

4.3 Fast-Atom-Bombardment (FAB)

Bei dieser lonisierungstechnik wird mittels stark beschleunigter Primarteilchen, wie
den Edelgasen Argon oder Xenon, aus der zu untersuchenden Losung ein
konstanter lonenstrahl gewonnen[78]. Die Substanz muss dazu in einer
oberflachenaktiven, flussigen und schwerfluchtigen Matrix (z. B. Glycerin) vorliegen.
Durch Zusatz von Alkalisalzen entstehen bevorzugt metallkationische lonen (Na,
K*). Der Strom von Sekundarteilchen wird anschlieBend durch eine angelegte
Spannung beschleunigt und kann im Massenspektrometer untersucht werden. Diese
Technik gehort schon zu den weicheren lonisierungstechniken. Je weicher eine
lonisierungstechnik ist, desto weniger wird das zu untersuchende Molekul dabei
zerstort. Fur die Analyse von Proteinen und Kohlenhydraten sind schonende
lonisierungstechniken sehr wichtig, da fur eine effektive Sequenz- bzw.
Strukturaufklarung méglichst nur solche Fragmente entstehen sollen, die den
bekannten Bindungsbrichen entsprechen.

4.4 MALDI

Grundlage bei der Matrixunterstutzte Laserdesorption/lonisation (MALDI) ist der
konstante Laserbeschuss einer festen, kristallinen und UV-Strahlung absorbierenden
Matrix, in der das zu untersuchende Protein oder Kohlenhydrat eingebettet ist.

Diese Matrix muss aus einer niedermolekularen, leicht zu kristallisierenden Substanz
bestehen, die durch den verwendeten Laser energetisch angeregt werden kann. Fur
die Analyse von Kohlenhydraten typische Matrixsubstanzen sind in Tabelle 6 gezeigt.

Derivativ Abkur- Struktur
zung

COOH

3-Amino-4-
Hydroxybenzoesaure

COOH

OH

2,5-Dihydroxybenzoesaure | 2,5 DHB

HO

COOH
1,4-Dihydroxy-Naphthalsaure OO
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COOH
2-Hydroxy-5-Methoxy- OH
Benzoeséaure )
H5CO
\
1-Hydroxychinolin 1-HIQ N
OH

Tabelle 6: Liste der gebrauchlichsten Matrixsubstanzen

Eine wesentliche Aufgabe dieser Matrix ist es, dass ein Teil der Energie des Lasers
absorbiert wird. Diese gibt dosiert die absorbierte Energie an die eingebettete zu
untersuchende Substanz weiter und bewirkt, dass sie in nicht zu kleine Bruchstiuicke
zerfallt. Die Methode eignet sich auch zur Massenbestimmung sehr groBer Molekule,
so dass sie als erstes zur Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinen
eingesetzt worden ist.

4.5 Elektrospray-lonisation

Bei der Elektrospray-lonisation (ESI) wird eine Losung des Analyten zusammen mit
einer Elektrolytlosung mittels sehr feinen Kapillaren in ein starkes elekirisches Feld
verspruht. Die Spannung dieses Feldes ist dabei zwischen Kapillarspitze und einer
Gegenelektrode angelegt und ist verantwortlich fur eine effektive lonisierung des
Analyten. Es kdbnnen je nach Polaritat der angelegten Spannung positive und auch
negative lonen gemessen werden. Als Elektrolyten werden fur Messungen im
positiven Modus Alkali-lonen verwendet. Dabei erhalt man mit Verwendung von
Lithium die intensivsten lonen[57].

Im Gegensatz zur FAB-lonisierung ist diese Methode sehr schonend und fuhrt bei
der Analyse von Zuckern dazu, dass hauptsachlich lonen, die aus einem Bruch der
glykosidischen Bindungen und eine bestimmte Anzahl von sehr charakteristischen
Ringfragmenten[79] resultieren, die Aussagen Uber die Sequenz der untersuchten
Struktur zulassen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist eine bedeutend bessere
Sensitivitat fur die Analyse von Glykoproteinen[80], Gangliosiden[81] und N-
Glykanen[82].

4.6 Einschrankungen der MS

Obwonhl die MS eine sehr effiziente Methode zur Bestimmung sowohl der
Komposition und auch teilweise der Topologie eines Zuckers ist, so besitzt die
Methode auch ihre Grenzen. So kann man keine Aussagen Uber die Stereochemie
der untersuchten Zucker-Residuen machen. Bei einem Peak von der Masse 162Da
kann nicht unterschieden werden, ob es sich um eine a-D-Glucose, eine $-L-
Mannose oder irgendeine andere Hexose handelt. Daher kann mit Hilfe der MS allein
nur die Komposition einer Verbindung bestimmt werden. Das dieses schon sehr
hilfreich sein kann, zeigt ein Blick in die SWEET-DB: Sucht man nach einer
Verbindung, die neun Hexosen, eine Pentose und zwei HexAmino-Residuen enthalt,
so erhalt man nur einen Treffer, was fur eine weitere, detaillierte Untersuchung der
Verbindung sehr hilfreich sein kann.
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4.7 Computerbasierte Massenspektreninterpretation

Die computerbasierte Spektreninterpretation von MS/MS-Spektren von Peptiden, die
durch den Verdau von Proteinen mit dem Enzym Trypsin entstanden sind, stellt
gegenwartig die am weitesten fortgeschrittene Technologie zur automatischen
Identifizierung von Proteinen dar. In vielen Fallen ist eine vollautomatische
Identifizierung von Proteinen moglich. Als quasi Standard kann das Programm
MASCOT der Firma Matrixscience angesehen werden. Die Bindungen des
Ruckgrades von Peptiden brechen, wie in der Einleitung beschrieben, bevorzugt an
bestimmten Bindungen und zeigen somit charakteristische Fragmentierungsmuster,
die sich effizient in Algorithmen umsetzen lassen. Eine groBe Zahl an
Proteinsequenzen sind bekannt und ihre Sequenzen in Datenbanken abgelegt, die
allgemein verfugbar sind.

4.7.1 MASCOT

Mit dem Softwarepaket MASCOT [83]' von der Firma Matrixscience ist es moglich
die Auswertung eines MS- oder eines MS/MS-Spektrums eines Peptids stark zu
beschleunigen. Das Programm ist in der Lage auf der Grundlage der
angeschlossenen Protein-Datenbank, wie SWISSPROT[84] oder der PIR
Datenbank[85], alle Proteinsequenzen in silico zu verdauen. Aus den erhaltenen
Peptiden werden dann deren theoretische Massenspektren berechnet. Diese werden
dann nacheinander mit dem eingegebenen Spektrum verglichen, und es wird ein
Wahrscheinlichkeitsfaktor berechnet, der angibt, wie gut das gemessene und das
theoretische Spektrum zueinander passen. Mit diesem Verfahren ist eine sehr
effektive und schnelle Methode gegeben, aus dem gemessenen MS/MS-Spektrum
eines Peptids die Sequenz zuzuordnen.

4.7.2 GLYCOMOD

Ein erster Versuch die Analyse von Glykanen zu automatisieren ist die Anwendung
GLYCOMOD[86]. Dabei ist es moglich, an Hand einer Liste von Massenwerten die
mogliche Sequenz eines Oligosaccharides zu erschlieBen. Hierbei kann ein
beliebiges Esi-lon ausgewahlt werden. Je nach Aufnahmeart des Spektrums kann
ausgewahlt werden, ob die monoisotopische Masse oder die durchschnittliche Masse
berucksichtigt werden soll. Die Proteinsequenz, an die das Glykan gebunden ist,
kann ebenfalls eingeben werden. Als Ergebnis erhalt man alle Kompositionen, die
einem eingegebenen Molpeak entsprechen.

4.7.3 GLYCANMASS

Das webbasierte Tool GLYCANMASS® berechnet die Masse der Verbindung auf der
Grundlage der eingegebenen Komposition und der an dem Glykan befindlichen
Modifikationen. Als Berechnungsoptionen kann gewahlt werden, ob die
durchschnittliche oder monoisotopische Masse berechnet werden soll. Die bei der
Analyse von Glykanen haufig angewendete Permethylierung und Peracetylierung
kann angegeben werden und wird automatisch fur die Verbindung berucksichtigt. Die
Massenwerte mussen allerdings fur jede Verbindung einzeln berechnet werden.

! http://www.matrixscience.com
% http://us.expasy.org/tools/glycomod/
® http://us.expasy.org/tools/glycomod/glycanmass.html
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4.7.4 STAT

Bei dem Programm STAT[87]" handelt es sich um ein Webtool mit dem es moglich
ist, die Sequenz eines Kohlenhydrates aus einem MS"-Spektrum zu ermitteln. In
einem ersten Schritt ist es dazu notig, das Precursor-lon, das Esi-lon, die
Fehlergrenzen und die Residuen einzugeben, die in der Probe enthalten sind. Ist
dieses geschehen, kann in einem zweiten Schritt die Liste der Massen des zu
analysierenden sequentiellen Spektrums und auch die mbgliche Komposition der
Probe eingegeben werden. Im dritten und letzten Schritt wird nun den Massen des
eingegebenen Spektrums eine theoretisch mogliche Komposition zugeordnet.
Danach erfolgt die Ausgabe der Sequenzen, die diesen Kriterien entsprechen. Dabei
wird das beste Ergebnis im Browser zuerst ausgegeben.

4.8 Aufgabenstellung

Ausgehend von dem gegenwartigen Stand der experimentellen und methodischen
Entwicklung der MS-basierten Methoden zur Analyse von Glykanen und den in der
Einleitung dargestellten wissenschaftlichen Fragestellungen im Bereich der Glykomik
soll nun untersucht werden, welche Moglichkeiten es gibt, die einzelnen Arbeits-
schritte durch passende Software-Werkzeuge stark zu beschleunigen oder sogar
vollstandig zu automatisieren. Der Schwerpunkt bei der Entwicklung von Software-
Werkzeugen wird dabei zum einen auf die Positionsbestimmung einer post- oder co-
translationalen Modifikation gelegt, zum anderen auf die anschlieBende Struktur-
aufklarung der verknupften Glykane.

4.9 Entwicklung des Programms FINDYSERIES

Wie in den vorhergehenden Absatzen beschrieben, ist es wichtig, die Sequenz eines
Peptids und die Position von moglichen co- und posttranslationalen Modifizierungen
zu finden. Es wird zunachst untersucht wie verfugbare bioinformatorische Ansatze,
die eine automatische Interpretation von MS/MS-Spektren von Peptiden erlauben,
genutzt werden kbnnen, um den experimentellen Massen die in silico berechneten
Fragmente zuzuordnen. Im Idealfall, unter optimal gewahlten Messbedingungen,
sollten Serien von a-, b-, x- und y-lonen zu sehen sein. Je hdher die
Ubereinstimmung zwischen berechneten und experimentell gefundenen Massen ist,
umso wahrscheinlicher ist, dass die postulierte Sequenz richtig ist. Ist das
untersuchte Fragment modifiziert, so sollten auch Serien zu sehen sein, die um die in
Tabelle 3 angefuhrten Inkremente der jeweiligen Modifikationen erhoht sind. Im
Idealfall entspricht das Massenspektrum eines Peptids der Sequenz
DICSVTCGGGVAQK, das an dem Threonin an der sechsten Position fukosyliert
ist[46], einem Spektrum, das die folgenden Peaks enthalt. In dem Spektrum ist ein
gefundenes Fragment-lon mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Sollte es sich um ein
Fragment-lon handeln, das um den Massenwert der Modifikation erhoht ist, so ist das
Vorhandensein des Fragment-lons mit einem Pluszeichen (+) gekennzeichnet.

! http://www.cchem.berkeley.edu/mswww/
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P R R S ——— R S +
| # | a-Ion | b-Ion | Sequence | y-Ion | # |
R R R S ——— R S +

1 * * D + 13

2 * * I + 12

3 * * C + 11

4 * * S + 10

5 * * \Y + 9

6 + + T + 8

7 + + C * 7

8 + + G * 6

9 + + G * 5

10 + + G * 4

11 + + \Y, * 3

12 + + 0 * 2

13 + + K * 1
R R R S ——— R R +
+ * means peak is present, + peak is modified with Fucose +
ey +

Tabelle 7: Liste der theoretischen Fragmente der fucosylierten Peptidsequenz DICSVTCGGGVQK

Es ist hier sehr schon zu sehen, dass die a- und b-lonen ab dem Punkt der
Modifikation auch um den Massenwert der Fucose erhoht vorkommen. Dasselbe ist
auch bei den y-lonen zu beobachten. Dies ist ein klarer Beleg dafur, dass die
Aminosaure Threonin an der Position sechs fucosyliert ist.

4.9.1 Anforderungen an das Programm FINDYSERIES

Das zu entwickelnde Programm sollte moglichst intuitiv zu bedienen sein, so dass
Glykowissenschaftler ohne intensives Lesen von Handbuchern alle Funktionen des
Programms aufrufen konnen. Ein Ubersichtlich gestaltetes graphisches Interface soll
dem Benutzer gestatten, schnell zu erkennen, ob eine vorgegebene Aminosaure-
Sequenz mit den theoretisch berechneten Massenlisten hinreichend Ubereinstimmt,
so dass man von einer Identifizierung sprechen kann.

Aufgabe des Programms ist es, die Massen einer Peptidsequenz in einem
experimentellen MS-Spektrum zu identifizieren, um so in der Lage zu sein, die
Position einer moglichen co- oder posttranslationalen Modifikation zu erkennen.
Dabei wurde, wie in der ganzen Arbeit, darauf geachtet, dass solche Parameter mit
Hilfe von Pulldown-Menus eingegeben werden kbnnen, um zum einen zu verhindern,
dass durch Fehleingaben falsche Ergebnisse erzeugt werden oder durch unsinnige
Eingaben keine Berechnungen durch das Programm erfolgen konnen.

LR

Abbildung 22: Spektrum-relevante Menus des Programms FINDYSERIES

Masstype: monoisotopic

LR

ESl-lon:  Mone

4.9.2 Umsetzung

Da fur FINDYSERIES eine effiziente und schnelle Interaktion mit dem Benutzer
gefordert ist, wurde hier auf die Benutzung eines Web-Browsers zur Darstellung der
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Ergebnisse verzichtet. Der notwendige Datenverkehr mit dem Internet wurde hier
mittels XML-Containern, die die Daten Ubertragen, erreicht.

4.9.3 Das Benutzer-Interface

Das Benutzer-Interface wurde zweigeteilt in einen Eingabe-Bereich und einen
groBen Ausgabe-Bereich.

uuuuu

Abbildung 23: Benutzer-Interface des Programms FINDYSERIES

4.9.4 Manuelle Zuordnung der Massen zu Fragment-lonen

Als erstes wurde eine Moglichkeit implementiert, die es dem Benutzer gestattet,
durch manuelle Eingabe von Sequenzen die tatsachliche Sequenz einem
experimentellen Spektrum zuzuordnen.

Dazu muss der Benutzer das verwendete ESI-lon mit Hilfe des entsprechenden
Popup-Menus einstellen. Die Eingabe der Sequenz erfolgt manuell in das
Eingabefeld <Peptide>. Das Einlesen einer Liste von Massen geschieht Uber den
Menupunkt <New>. Als Datenformate werden hier das Sequest dta-Format und das
Micromass pkl-Format unterstutzt. Die Massen des in silico berechneten Spektrums
werden mit dem eingelesenen, experimentellen Spektrum verglichen.

Die Ausgabe erfolgt im unteren Bereich des Interfaces. Nach jeder Anderung im
Eingabefeld <Peptid> wird verglichen, welche Massen des theoretischen Spektrums
vorhanden sind, und die Treffer werden rot dargestellt.

Dieser Modus dient ausschlieBlich einer manuellen Uberprufung der Ubereinstim-
mung von in silico berechneten und einem experimentellen Spektrum. Der Ansatz ist
nicht geeignet fur eine vollautomatische ldentifizierung eines Proteins oder fur seine
de-novo Sequenzierung. In der taglichen Arbeit hat sich dieses Werkzeug jedoch als
sehr nutzlich erwiesen, da es erlaubt, schnell und gezielt bestimmte Sequenzen zu
Uberprufen und unsinnige Sequenzen schnell auszuschlieBen. Analog wird zu der
visuellen Auswertung auch noch ein Bewertungsreport erzeugt, der angibt, wie viele
der erwarteten Massen im Massenspektrum wieder gefunden werden.

4.9.5 Automatische Sequenzierung von Proteinen

Der rasante technische Fortschritt bei der Entwicklung von Massenspektrometern hat
u.a. auch zu einer bedeutenden Verbesserung der Auflosung der detektierbaren
Massendifferenzen gefuhrt. So ist es heute moglich, die Massen der Fragment-lonen
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mit einer Genauigkeit von mindestens 0,02Da aufzunehmen. Das heif3t: Es ist ohne
Probleme moglich, die Aminosauren wie in Tabelle 8 aufgelistet zu identifizieren.

Aminosaure |Abkurzung|Lettercode Monoll\::;zzlsche Differenzi Anmerkung
Glycin Gly G 57,021
Alanin Ala A 71,037 14,016
Serin Ser S 87,032 15,995
Prolin Pro P 97,053 10,021
Valin Val Vv 99,068 2,015
Threonin Thr T 101,048 1,980
Cystein Cys C 103,009 1,961
Isoleucin lle I 113,084 10,075
Kein Unter-
Leucin Leu L 113,084 0,000|scheidung mit
Isoleucin moglich
Asparagin Asn N 114,043 0,959
Asparaginsaure Asp D 115,027 0,984
Glutaminsaure Glu E 128,059, 13,032
Lysin Lys K 128,095 0,036
Glutamin Gin Q 129,043 0,948
Methionin Met M 131,041 1,998
Histidin His H 137,059 6,018
Phenylalanin Phe F 147,068/ 10,009
Arginin Arg R 156,101 9,033
Tyrosin Tyr Y 163,063 6,962
Tryptophan Trp W 186,079 23,016

Tabelle 8: monoisotopische Massendifferenzen der Aminosauren

AuBer bei den in der Masse identischen Aminosauren Leucin und Isoleucin lassen
sich also alle Aminosaurenfragmente auf Grund der Massendifferenz unterscheiden.
Wegen ihrer Massengleichheit werden Leucin und Isoleucin mit einem ,X’ bezeichnet
und nicht wie sonst ublich mit ,I’ oder ,L .

4.9.6 Integration der Bestimmung der Sequenz mit Hilfe der Software MASCOT

Wie oben schon erlautert, stellt die computerbasierte Spektreninterpretation mit dem
Programm MASCOT von MS/MS-Spektren von Peptiden gegenwartig die am
weitesten fortgeschrittene Technologie zur automatischen Identifizierung von
Proteinen dar. Im DKFZ steht eine Lizenz des Softwarepaketes zur Verfugung.
Leider ist im Moment ein Zugriff auf die MASCOT-Software nur uber ein Web-
Interface moglich. Es entspricht naturlich keiner guten Benutzerfuhrung, den
Benutzer erst mittels des MASCOT-Webinterfaces die Peptidsequenz ermitteln zu
lassen und diese anschlieBend in das entsprechende Eingabefeld <Peptide> des
Programms FINDYSERIES eingeben zu lassen. Es musste daher eine Moglichkeit
entwickelt werden, die Daten direkt aus der Ausgabe des Webservers in das
Programm einzulesen. Da der Prozess einer direkten Einbindung von Daten, die
mittels einer externen Anwendung aus dem Internet extrahiert werden, in ein lokal
ausgefuhrtes Programm noch nicht als eine Standardprozedur betrachtet werden
kann, war die Entwicklung einer Reihe von neuen Werkzeugen notwendig, um
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diesen Zugang zu realisieren. Aus diesem Grunde soll im folgenden Einschub auf die
technische Realisierung der Interaktion naher eingegangen werden.

Bei einem Webserver handelt es sich um ein Programm, das uber den Port 80 mittels
des HTT-Protokolls mit anderen Rechnern in Verbindung steht. Man braucht daher
lediglich eine Webanfrage zu simulieren, die genau wie die eines Browsers aussieht.
Eine Analyse des entsprechenden Formulars, das von der Firma Matrixscience'
entwickelt worden ist, ergab, dass die Anfragen mittels eines POST-Request nach
dem Hypertext Transfer Protocol (HTTP) erfolgen.

Man geht daher wie folgt vor: Das Betriebssystem UNIX stellt Funktionen bereit, die
eine Low-Level Kommunikation Uber das TCP/IP-Protokoll mit einem anderen
Rechner gestatten. Mit diesen Funktionen wird nun die Anfrage an den Webserver
gesendet, der wiederum die MASCOT-Software aufruft und als Antwort eine normale
HTML-Datei zuruckliefert. In dieser HTML-Antwort befindet sich nun die URL, unter
der das eigentliche Ergebnis abgerufen werden kann. Dasselbe Vorgehen wird auch
von der Firma MASCOT fur lhren <Mascot-Daemon> verwendet. Allerdings ist hier
keine routinemaBige Analyse der Daten in der gelieferten Datei vorgesehen.

Die MASCOT-Software legt das Analyseergebnis in Form einer einfachen, jederzeit
lesbaren Datei (Flat-File) auf dem Webserver an. In diesem File sind die ermittelten
Werte dokumentiert. So sind auch alle Treffer und Sequenzen darin enthalten, die
bei dem Vergleich von gemessenen und berechneten Spektren ermittelt wurden.
Diese Ergebnisdokumentation soll an zwei Zeilen der Ausgabedatei exemplarisch
dargestellt werden.

h1_text=DYNAMIN LIKE PROTEIN.- Dictyostelium discoideum (Slime mold).
h1_qg1=0, ,-0.017316,215,225,6.00,GTDAMEVLTGR,9,0000000000000,
60.58,1,001100200000000,0,0,1600.600000

Listing 1: Struktur des MASCOT-Ergebnis-Files

Die erste Zeile enthalt die genaue Proteinbezeichnung. Die zweite Zeile entspricht
dem ersten Treffer der Anfrage. Dazu werden durch Kommata getrennt die

, die Differenz zur gemessenen Masse und die
Sequenz sowie den Score, den MASCOT intern errechnet hat, mit angegeben. Die
Bedeutung der anderen Werte konnte leider nicht ermittelt werden, sie hatten aber
fur das weitere Vorgehen keine Bedeutung. Diese Datei kann nun relativ einfach
ausgewertet werden. Die dazu notigen Routinen konnten schnell entwickelt werden.
Leider ist vom Hersteller keine Moglichkeit vorgesehen, dieses Ergebnis-File durch
eine einfache HTTP-Anfrage zu erhalten und auszuwerten. Es musste daher ein
kleines CGl-Skript entwickelt werden, das auf dem MASCOT-Webserver installiert
wird und diese-Ergebnisdatei zuruckliefert. Die zuruck gelieferte Datei enthalt alle
benbtigten Daten, die von der MASCOT-Software erzeugt worden sind, und die
eigentliche Auswertung kann durch das Programm FINDYSERIES erfolgen.
Dieser Vorgang wird durch Auswahlen des Menupunktes <Query Mascot> ausgeldst,
und das Ergebnis ist je nach gewahlter Hardware in der Zeit zwischen 10 Sekunden
(Server mit parallelen Pentium Ill Prozessoren) und bis zu sechs Minuten auf einer
Einprozessor-Maschine (hier eine schon etwas alteren Sun-Server mit R1000
Prozessor) zuruickgeliefert.

! http://www.matrixscience.com/cgi/index.pl?page=/
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e o6 calcFragments | Querying Mascot

querying mascot!!

Abbildung 24: Interaktion mit dem MASCOT-Server

Die eigentliche Auswertung der bereitgestellten Ergebnisse durch das Programm
FINDYSERIES erfolgt innerhalb von wenigen Millisekunden. Es wird nur das beste
Ergebnis der MASCOT-Anfrage in Betracht gezogen. Die Bewertungsfunktion liefert
den Logarithmus der Wahrscheinlichkeit P zuruck. Die Wahrscheinlichkeit P gibt an,
ob das Suchergebnis nur auf einer zufalligen Ubereinstimmung einzelner Massen
basiert oder ob eine echte Ubereinstimmung der Messwerte mit den berechneten
Bruchstucken besteht.

MNumber of Hits

20 30 40 ] ]
Probability Based Mowse Score

Abbildung 25: zuruickgelieferte Wahrscheinlichkeitswerte

Sollte der Score, den MASCOT zuruckliefert, kleiner als 50 sein, so wird auf das
Ergebnis verzichtet, da dieser Wahrscheinlichkeitswert zu sehr einem zufalligen
Ereignis entspricht. Ergebnisse, die jedoch einen hbheren Wahrscheinlichkeitswert
besitzen, kbnnen als richtig zugeordnet betrachtet werden.

4.9.7 Beispiel

Die Bestimmung der Position von einer post-translationalen Acetylierung soll hier nun
beispielhaft durchgefuhrt werden. Dabei wird auf Daten von Professor Lehmann
zuruckgegriffen[44], der ein Experte fur die Bestimmung von Modifikationen an
Proteinen und deren Analyse mit Hilfe der MS ist. Fur eine anschauliche Darstellung
des Prinzips wurde auf eine Acetylierung zuruickgegriffen, da es hier nur zu einer
einzigen Massenverschiebung kommen kann, und nicht wie bei Glykosylierungen
das Protein noch mit unterschiedlichen Glykanen dekoriert sein kann.

4.9.7.1 Experimentelle Vorbereitung

Als Beispiel wurde das schon in der Einleitung diskutierte Protein ,Dynamin like
Protein from Dictyostelium discoideum’[44] verwendet. Es wurde einem Verdau durch
das Enzym Trypsin unterzogen. Dabei entstanden 85 verschiedene Bruchstucke.
Nachdem diese Bruchstucke aufgereinigt wurden, konnten davon MS/MS-Spektren
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aufgenommen und ihre Sequenz mit MASCOT bestimmt werden. Diese inter-
pretierten MS/MS-Spektren werden nun mit Hilfe des Programms FINDYSERIES auf
mogliche Acetylierungen untersucht.

Dazu wird als erstes das zu untersuchende MS/MS-Spektrum des Peptids geladen.
Dies geschieht sehr leicht mit Hilfe des standardisierten <Datei Offnen>-Dialogs des
Betriebssystems.

Open

From: | [ build ﬂ
B s52.cToAmMEVXTGR 02 [l
| findYSeries build -
Kind: Document
Size: 4 KB
Fraatad- 2011 2001
Go to

Abbildung 26: Offnen-Dialog des Programms FINDYSERIES

Nachdem das Massenspektrum geladen worden ist, wird es sofort im unteren
Bereich des Benutzerinterfaces dargestellt.

Bei der Darstellung der Spektren wird die Intensitat der einzelnen Massen immer in
Prozent angegeben. Dies fuhrt zu der folgenden Darstellung:

" ¢ findySeries File Edit Window Spectra Help <> 4) (® 18:20 Uhr
eee calcFragments
Input
Peptide: ‘ Masstype: monoisotopic ﬂ
Mass: ESI-lon: ~ None ﬂ

Spectrum

| Jlthlnuﬁud ud“ 1 P

600 mass value [m/z] 1200

Abbildung 27: Darstellung des eingelesenen Spektrums

Nun kann begonnen werden, die Sequenz—-Informationen aus dem Massenspektrum
zu ermitteln. Dazu mussen die wichtigsten Messbedingungen dem Programm
mitgeteilt werden. Dieses sind die verwendete Signal-Art und das verwendete Esi-
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lon. Sind diese beiden Parameter den Messbedingungen entsprechend eingegeben
worden, so kann auf manuelle Art und durch Benutzung der MASCOT-Software
versucht werden, die Sequenz zu bestimmen. Bei der manuellen Analyse kbnnen
verschiedene Sequenzen eingegeben und deren berechnete Fragment-lonen mit
den experimentellen Massen verglichen werden. Dieses geschieht in dem
Eingabefeld <Peptide> des Userinterfaces.

Peptide: GTDAMEV
Mass; 721.2952

Abbildung 28: Eingabe der Sequenzinformation und Darstellung der berechneten Masse

Aus der eingegebenen Sequenz wird aufgrund der bekannten Fragmentierungs-
muster sofort ein theoretisches Spektrum berechnet, das mit den gemessenen
Massen verglichen wird. Ubereinstimmende Massen werden in rot dargestellt.

" @ findYSeries File Edit Window Spectra Help < 4) (=0 18:43 Uhr
‘8006 calcFragments y

Input

Peptide: GTDAMEV Masstype: | monoisotopic H

Mass: | 721.2952 ESl-fon: | He H

Spectrum
Intensity (]

\‘HAM[\‘H.lu“l‘\‘ﬁ.k L“uuw udh NI \ .

% s value [m/2]

604.2163

Abbildung 29: Ubereinstimmende Massen in gemessenem und theoretischen Spektrum

Durch Anklicken mit der Maus kann dann die Bezeichnung eines lons (siehe
Abschnitt , Tryptischer Verdau eines Proteins’) angezeigt werden, das sich aus seiner
Masse im in silico Spektrum ergibt. Dabei kann sehr leicht an Hand des generierten
Bewertungsreports festgestellt werden, ob es sich um Serien von Fragmenten
handelt. So kbnnen in dem obigen Beispiel bis auf den ,y-10’ Peak alle Y-Fragmente
gefunden werden.

Danach kann begonnen werden, nach co- und posttranslationalen Modifikationen
des Peptids zu suchen. Dies geschieht folgendermaBen: Nacheinander kbnnen uber
das Submenu <Modifications> aus dem <Spectra>-Menu alle vom Programm
unterstutzten Modifikationen ausgewahlt werden.
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Query Mascot
Maodifications

N3 M calcFragments
L v None oE0
Phosphorylation ™31
N-Glycosylation "C32
O-Clycosylation %3
Methylisation 4

Abbildung 30: Menl zur Suche nach Modifikationen

Damit kann man nun nacheinander jede dieser Moglichkeiten auswahlen. Je nach
ausgewahltem Menupunkt werden nun in das theoretische Spektrum Peaks
hinzugefugt, die zum Beispiel einem y-5-lon entsprechen, dessen Massenwert um
die Masse einer Phosphorgruppe oder eines N-Acetyl-Glucosamin erhoht ist. Dieses
theoretische Spektrum wird nun mit dem gemessenen Spektrum verglichen. Dabei
werden die Massen, die einem modifizierten Fragment entsprechen konnten, grun
eingefarbt.

\\\\\

\ Ll 4 8 At |‘\‘ L ‘

Abbildung 31: Spektrum mit allen zugeordneten Peaks

\H Ll L h”.ﬁ‘ L“ Lol

Auf diese Art und Weise ist eine sehr schnelle visuelle Kontrolle des Spektrums
mdglich, und man erhalt sehr schnell einen Hinweis darauf, ob man weitere Spektren
von diesem Peptid-Fragment aufnehmen soll.

4.9.7.2 Erzeugung eines Reports

Es ist dem Benutzer naturlich nicht zuzumuten, fur jede neu eingegebene Sequenz
das Ergebnis durch Anklicken jeder Masse mit der Maus zu erfahren, ob sie auch mit
dem in silico generierten Spektrum ubereinstimmt. So war es notig eine
Bewertungsfunktion zu entwickeln, die es dem Benutzer gestattet, auf einen Blick zu
erfahren, welche und wie viele Ubereinstimmende Massen in dem experimentellen
Spektrum und den sich aus der Sequenz ergebenden theoretischen Spektrum
enthalten sind. Dies sei an dem folgenden Beispiel verdeutlicht. Es wird ein Spektrum
mittels des Menupunktes <New> geladen und die Sequenz eingetragen:
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80e findYSeries
— Input
Peptide: MDQLIPVINK Masstype: { monoisotopic }:!
Mass: 1169.6478 Esl-lon: | H+ )
_ Spectrum
Intensity [%]

100,

504

Al Jl.l.n A H‘..Jll.... wodac b L4 4

JPIS PR N S IR S— . .
700 mass value [m/z] 1400

acMDOLIPVINK.dta

7
T R EEEEEEEEEEE——

Abbildung 32: Spektrum der Sequenz MDQLIPVINK

Dann werden das Esi-lon, die Art der ermittelten Massen und die gesuchte
Modifikation mit Hilfe der Menus eingestellt. Abhangig von diesen Eingaben wird jetzt
ein Report generiert.



Entwicklung von Softwarewerkzeugen zur Analyse von Massenspektren 44

e e +
+ File: acMDQLIPVINK.dta +
o o o S T Fomm e ——— o +
| # | a-Ion | b-Ion | Sequence | y-Ion | # |
o o o S T Fomm e ——— o +

1 + + M * 10

2 + + D * 9

3 + * 4+ 0 * 8

4 + + L * 7

5 * + I * 6

6 * * 4 P * 4 5

7 * Vv * 4

8 + I * 3

9 + N * 2

10 K 1
o o o S T Fomm e ——— o +
+ I found 27 peak(s) from 60 possible +
A +
+ * means peak is present, + peak is modified with Acetyl +
e e +

Tabelle 9: Report mit Bewertung der gefundenen Peaks

Der Report zeigt sehr schon, dass das untersuchte Fragment die Acetylierung am N-
Terminalen Ende tragt. So sind auBer dem sehr schwer zu messenden acetylierten
b-10-lon und dem nicht entstehenden b-7-lon alle acetylierten a- oder b-lonen der
Sequenz enthalten. Gleichzeitig sind fast keine acetylierten y-lonen zu sehen. Mit
dieser Methode konnten nacheinander 153 von Prof.-Lehmann zur Verfugung
gestellten MS/MS-Spektren analysiert werden. Es wurden dabei keine weiteren
Modifikationen gefundenen. Fur die komplette Analyse wurden weniger als zwei
Stunden benbtigt.

4.10 Entwicklung von Hilfswerkzeugen

Bei der Entwicklung des Programms FINDYSERIES wurde sehr schnell klar, dass es
dringend notig war, weitere einfache Hilfsklassen zu entwickeln, die den Benutzern
auch in anderen Programmen zur Verfugung stehen kbnnen. Bei der Fehlersuche
und dem Austesten der Programme mussten immer wieder dieselben Berechnungen
fur einzelne Peaks oder eine Substanz gemacht werden, um zu Uberprufen, ob ein
Peak richtig zugeordnet ist oder nicht. Dieses legt die Vermutung nahe, dass auch
bei der direkten Auswertung von Massenspektren diese Berechnungen schnell und
einfach vorgenommen werden mussen. Au3erdem war es notig, die in der Arbeit
geforderte webbasierte Bereitstellung von Daten auch fur dieses Projekt zu
untersuchen. So sollte beispielhaft untersucht werden, inwieweit es moglich ist, eine
Online-Hilfe fur das Programm FINDYSERIES zur Verfugung zu stellen, die
tagesaktuell ist, aber nicht von einer Anbindung an das Internet abhangig sein soll.

4.10.1 Konvertierung von Massenwerten in lonen

In einem Massenspektrum werden immer Intensitaten gegen m/z (Masse/Ladung)
aufgetragen. Dies fuhrt dazu, dass doppelt geladene lonen auch nur bei der halben
Masse im Spektrum gemessen werden. Es war daher haufig notwendig zu
Uberprufen, ob ein Fragment mit unterschiedlichen Ladungen in den Spektren
vorkommt. Dieses machte es notig, zwei weitere Klassen zu entwickeln, die diese
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Aufgabe schnell und einfach l6sen kbnnen. Zum einen ist es die Klasse zum
Berechnen der Masse des lons:

&) O ionMass

Calculate Peak by related by
charge charge

Mass: 1,108.0000 Da

Charge: 3fold T‘

H- Esi-lon B

Resulting Peak:

368.3254 Da

Abbildung 33: Berechnung des lons aus einer Masse

Zum anderen die Klasse zum Berechnen des Massenwerts aus dem lon.

= F=Y

peakMass

Calculate Peak by related by
charge charge

Peak: - 1,007.3000 Da

Charge: 3+ |+

H- Esi-lon 2

Resulting Mass:

3,030.9714 Da

Abbildung 34: Berechnung der Masse aus einem lon

4.10.2 Quervernetzung der Applikation mit der SWISSPROT-Datenbank

Ein sehr wichtiger Aspekt fur die weitere Entwicklung von Anwendungen im Bereich
der Glykobiologie besteht in der Quervernetzung von Datenbanken und den
einzelnen Applikationen. So soll gewahrleistet sein, dass Daten aus verschiedenen
Quellen einfach vom Anwendungsprogramm genutzt werden kbnnen. Dies soll hier
anhand der Verknupfung mit der SWISSPROT-Datenbank gezeigt werden. Da es
sich um eine Datenbank handelt, die allgemein im Internet verfugbar ist und zentral
gepflegt wird, konnte hier nicht auf die Technik eines XML-Containers zuruckge-
griffen werden, der die Daten von der Datenbank an die lokalen Anwendungen
Ubermittelt. Stattdessen wurde hier der Umweg uber den Webserver gewahlt. Es wird
also einfach die HTML-Antwort auf eine Anfrage an den Webserver ausgewertet.
Dieses geschieht wie folgt: Man gibt in den oberen Teil des Fensters entweder den
Entryname eines in der SWISSPROT enthaltenen Proteins, die Cross-Reference
Bezeichnung oder die Primary Accession Number ein und klickt auf den Button
<Query Swissprot>. Das Programm setzt daraufhin die URL der Anfrage zusammen
und Ubermittelt sie an den SWISSPROT-Webserver. Die zuruckgeschickte HTML-
Datei-wird lokal ausgewertet und die Ergebnisse werden in die entsprechenden
Felder der lokalen Anwendung eingetragen.
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(&) (&) SwissProt

Entryname
HS7C_BOVIN|

Cross Reference
P19120

Primary Accession Number
pP19120

Proteinsequence

SEQUENCE 650 AR; T1239 MW; SBEBA3GCIAF3ID49%3 CRCE4;
MSKGPAVGID LGTTYSCVCGV FQHGEVEIIA NDQGNRTTPS YVAFTDTERL IGDARKNQVA
MNPTHTVEDA KRLIGRRFDD AVVQSDMEHW PFMVVNDAGE PEVQVEYEGE TESFYPEEVS
SMVLTEMEEI AEAYLCKTVT NAVVIVPAYF NDSQROATKD AGTIAGLNVL RIINEPTARR
TAYGLDKEVG RERNVLIFDL GGGTFDVSIL TIEDGIFEVE STAGDTHLGG EDFDNRMVHH
FIAEFFREKHE KDISENKRAV RRLRTACERA KRTLSSSTQA SIEIDSLYEG IDFYTSITRA
RFEELNADLF RGTLDPVEKA LRDAKLDESQ IHDIVLVGGS TRIPEIQELL QDFFNGEELN
KSINPDEAVA YGARVOARAIL SGDESENVQD LLLLDVTPLS LGIETAGGVM TVLIKRNTTI
PTEQTQTFTT ¥SDNOPGVLI QVYEGERAMT KDNNLLCGKFE LTGIFFAFRG VPQIEVTFDI
DANGILNVSA VDKSTGEKENK ITITHDEGRL SKEDIERMVQ EREKYKAREDE HKQRDEVISEN
SLESYAFNMK ATVEDEKLQG KINDEDKQKI LDECNEIINW LDENQTAEKE EFEHQOKELE F

EVCHPIITEL YQSRGGMPGCG MPGGMPGGFF GGGAPPSGCGR SSGPTIEEVD 13

f_ Query Swissprot §

Abbildung 35: Ergebnis einer Anfrage an die SWISSPROT

Es ist so ohne groBeren Aufwand moglich, die Sequenz des interessierenden
Proteins zu erhalten, und sie steht nun fur weitere Berechnungen oder Auswertungen
zur Verfugung.

4.10.3 Darstellung einer webbasierten Hilfe

Ein groBes Problem bei der Erstellung von Applikationen, die nicht webbasiert sind,
ist es, die einzelnen Komponenten und Daten immer auf einem aktuellen Stand zu
halten. Dieses soll hier exemplarisch an der Anwendung MAINHELP gezeigt werden.
Bevor eine Hilfeseite der lokalen Anwendung angezeigt wird, wird eine Web-Anfrage
gestartet, die Uberpruft, ob eine aktuellere Version der Hilfen auf dem Webserver
bereitgestellt wird. Ist dem so, so wird die aktuellere Hilfeseite geladen und ersetzt
die gespeicherten Daten. Dazu wird eine Anfrage in der folgenden Form an den
Webserver gestellt:

<?xml version="1.0" encoding="utf-8" 7>

<IDOCTYPE mainHelpQuery (View Source for full doctype...)>
<mainHelpQuery>

<query>

<helptopic>Selecting Masstype</helptopic>

</query>

</mainHelpQuery>

Listing 2: XML-Container der Anfrage

Der Webserver liefert daraufhin einen XML-Container mit der korrespondierenden
Hilfeseite zuruck, in dem der Dateiname und das Datum der letzten Anderung codiert
sind.

<?xml version="1.0" encoding="utf-8" 7>

<IDOCTYPE mainHelpAnswer (View Source for full doctype...)>
<mainHelpAnswer>

<answer>

<helptext>



Entwicklung von Softwarewerkzeugen zur Analyse von Massenspektren 47

<file>http://www.dkfz.de/spec/findY Series/helpfiles/selected_masstype_page_1.rtfd</
file>

<last_change>

<day>13</day><month>09</month><year>2003</year>

</last_change>

</helptext>

</answer>

</mainHelpAnswer>

Listing 3: XML-Container der Hilfeseite

Dieser XML-Container wird nun ausgewertet und falls die Seite aktueller ist, erfolgt
das Herunterladen der Hilfeseite und ersetzt fortan die alte Hilfeseite. Auf diese Art
und Weise ist auch die Aktualitat gewahrleistet, wenn momentan keine Anbindung an
das Internet besteht. AuBerdem wird so auch die Belastung des Internets so gering
wie moglich gehalten. Da die Hilfeseiten im Allgemeinen nur eine geringe DateigroB3e
besitzen, bemerkt der Benutzer von diesem Vorgang nichts. Die Darstellung der
Hilfeseite erfolgt wieder mit der eigenen Applikation. Dieses erfolgt in der Form eines
Hilfecenters, wie es fur heutige Programme Standard ist. So kann der Benutzer im
oberen Teil des Centers nach dem passenden Begriff suchen. Nach Auswahl des
Begriffes erhalt er die entsprechenden Informationen angezeigt.

™y ™
0 0 HelpCenter

Selecting Masstype El
lInput 1
Qutput

Supported Inputfiles

Displayed Information i
SelectingMasstype

Other: ' 0.0000 Da = |

monoisotopic mass = !

MNa+ Esi-lon T?

Resulting Mass:

933.3175 Da

Everytime you change one of your values you immediately receive the correct mass.

T .

Help Version 1.00 Last Changed 31/09/03 © DKFZ 2003

Abbildung 36: Darstellung des HelpCenters

Man hat so die Moglichkeit die Vorteile einer lokal ausgefuhrten Applikation, wie
Geschwindigkeit und gute und schnelle Interaktion mit den Vorteilen einer
webbasierten Anwendung, wie gute Aktualitat und zentrale Beseitigung eventueller
Fehler, miteinander zu verbinden.

4.11 Ergebnis und Diskussion

Mit dem hier vorgestellten Programm ist es schnell und einfach moglich, in dem MS-
oder MS/MS-Spektrum einer Peptidsequenz nach co- und posttranslationalen
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Modifikationen zu suchen. Mit der Anbindung an einen MASCOT-Server konnte
gezeigt werden, dass Uber definierte Schnittstellen auch das Einbinden eines bereits
bestehenden Softwarepaketes in eine Applikation moglich ist. Durch Verzicht auf
eine browserbasierte Darstellung der Ergebnisse und Handhabung der
Benutzereingaben wurde eine bedeutend bessere Interaktion mit dem Benutzer
moglich. Allerdings erkauft man diesen Vorteil durch eine groBere Betriebssystem-
und Hardwareabhangigkeit. Dafur muss sich der Benutzer aber nicht mehr um
unterschiedliche Implementierungen von Javascript oder Cascading Style Sheets in
den Browsern von unterschiedlichen Herstellern Gedanken machen.

Fur die Zukunft ist es naturlich zwingend notig die automatischen Analysemoglich-
keiten des Programms zu verbessern. So sollte es moglich sein, die Massen, die zu
einer Serie von Fragmenten gehoren, unterschiedlich anzufarben. Dadurch wird
gerade bei der manuellen Auswertung des Spektrums eine visuelle Kontrolle des
Ergebnisses erleichtert.

4.12 Entwicklung von Algorithmen zur Berechnung der Massen von
Fragmenten und lonen von Glykanen.

Nachdem die Sequenz eines glykosylierten Peptids und auch die Position der
Modifikation gefunden ist, gilt es im Folgenden, die Sequenz und Komposition des
Kohlenhydrats zu ermitteln. Wie schon in der Einleitung beschrieben, werden auch
hierfur Methoden der MS intensiv genutzt. Zur Unterstutzung der automatischen
Auswertung und Interpretation von MS-Spektren haben wir die Entwicklung von
Algorithmen vorangetrieben, die es ermoglichen, die Berechnungen der Massen von
Fragmenten und Fragment-lonen von Glykanen automatisch vorzunehmen. Primares
Ziel der Entwicklung war eine einfache, moglichst automatische Zuordnung der
Massen in einem gemessenen Spektrum zu ermoglichen. Der hier entwickelte
Algorithmus und seine Implementierung werden im Folgenden mit dem Namen
GLYCO-FRAGMENT gekennzeichnet.

4.12.1 Grundlagen des GLYCO-FRAGMENT-Algorithmus: Berechnung von
Fragmenten

Grundlage des GLYCO-FRAGMENT Algorithmus bildet die Berechnung aller
Fragmente in die Glykane zerfallen kobnnen. Die Bezeichnung der entstehenden
Fragmente geht auf eine Arbeit von Domon und Costello[58] zuruck, die inzwischen
allgemeinen Eingang in die Literatur gefunden hat. Der implementierte GLYCO-
FRAGMENT-Algorithmus benbtigt als Eingabe eine komplette topologische
Beschreibung des zu interpretierenden Glykans. Dazu wird zuerst mit Hilfe des
Programms SWEET-I[68, 69] eine komplette chemische Struktur erzeugt, die alle
Atome des Kohlenhydrats enthalt. SWEET-Ilist in der Lage, die in dieser Arbeit
verwendete erweiterte IUPAC-Nomenklatur fur Oligosaccharide zu verarbeiten. Der
SWEET-II Algorithmus analysiert die Struktureingabe und erkennt die enthaltenen
Monosaccharide sowie deren Verknupfungen und Verzweigungen. Basierend auf
einer Datenbank, die komplette Strukturen von Monosacchariden enthalt, setzt
SWEET-II die einzelnen Bausteine entsprechend den Angaben Uber Verknupfung
und Verzweigung zusammen, so dass eine komplette topologische Beschreibung
des gewunschten Glykans entsteht.

Zurzeit enthalt die von SWEET-II benutzte Datenbank etwa 450 molekulare
Bausteine. Diese kbnnen unter Angabe der Position mit 20 verschiedenen oft
vorkommenden Substituenten substituiert werden. Eine Liste dieser Substituenten
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befindet sich im Anhang der Arbeit. Sowohl die Liste der verfugbaren
Monosaccharideinheiten als auch der Substituenten wurde im Laufe dieser Arbeit
standig erweitert. Als Eingabe werden lediglich die raumlichen Strukturen der
Bausteine benbtigt, die mit allen Ublichen Programmen zur Konstruktion von
Molekulen erzeugt werden konnen. Allerdings muss die Benennung der Atome, an
denen eine Substitution erfolgen soll, der allgemein ublichen Nomenklatur
entsprechen. Mit diesem Repertoire an Bausteinen kbnnen ohne groBere
Schwierigkeiten auch sehr komplexe Verbindungen, die von wissenschaftlichem
Interesse sind, mittels SWEET-II erzeugt werden.

Nachfolgend benutzt der GLYCO-FRAGMENT Algorithmus die komplette
topologische Information sowie die ebenfalls von SWEET-II bereitgestellten Linkage-
und Atominformationen, alle mbglichen A-, B-, C-, X-, Y- und Z-Fragmente
entsprechend der Definition von Domon und Costello[58] zu berechnen. Dieses
geschieht wie folgt: als erstes wird mit Hilfe der Verknupfungsinformation ein Baum
aufgebaut, der der Topologie des Zuckers entspricht. Durch Spalten aller
glykosidischen Bindungen werden zunachst nacheinander alle B-, C-, sowie X-, Y-
Fragmente berechnet. AnschlieBend werden durch das Spalten von jeweils zwei
Ringbindungen alle X- und A-Fragmente berechnet. Im letzten Schritt wird die Masse
des ladungtragenden Atoms zu der Masse des Fragmentes addiert und man erhalt
so eine Liste aller Fragment-lonen.

Die Erzeugung einer kompletten topologischen Beschreibung der zu analysierenden
Verbindung, die alle Atome explizit enthalt, hat den Vorteil, dass der beschriebene
Algorithmus ohne Anderungen fur alle Arten von Veranderungen der chemischen
Struktur angewendet werden kann. Fur den GLYCO-FRAGMENT Algorithmus ist es
unerheblich, welche Substitution an welcher Position vorgenommen wurde. Er spaltet
lediglich die vorgegebene Struktur an den entsprechenden Stellen und summiert
dann die Massen der Atome des rechten und linken Fragments. Alternative
Algorithmen, die auf den abgelegten Massen fur die entsprechenden Bausteine
aufbauen (GLYCOMOD, GLYCOMASS), wurden fur jede Art einer Substitution und
deren Position veranderte Listen von Massen benotigen.

Der die Geschwindigkeit des Algorithmus bestimmende Schritt ist die Erzeugung der
kompletten Topologie des Glykans mittels des SWEET-II Algorithmus. Allerdings ist
auch diese Berechnung so schnell, dass fur die interaktive Anwendung des
Algorithmus auf einzelnen Strukturen Uber das Web-Interface fur den Benutzer kaum
merkbare Verzdgerungen entstehen. Sollen aber die Fragmente von einigen 10.000
bis 100.000 Strukturen aus einer Datenbank (siehe GLYCO-SEARCH-MS) berechnet
werden, um sie mit experimentellen Spektren zu vergleichen, so wird es notwendig
sein, den SWEET-II Algorithmus im Hinblick fur die vom GLYCO-FRAGMENT
Algorithmus benbtigten Informationen zu optimieren.

4.12.2 Anforderungen an die Eingabe fur den GLYCO-FRAGMENT Algorithmus

Damit die Interpretation der gemessenen Spektren mit Hilfe von GLYCO-
FRAGMENT tatsachlich Eingang in die tagliche Praxis von Glykowissenschaftlern
findet, ist es wichtig, dass moglichst viele Ansatze und Methoden unterstutzt werden,
die intensiv zur Analyse von Kohlenhydraten in der MS verwendet werden. Wie in der
Einleitung beschrieben, kann es zur besseren Freisetzung der Glykane aus der
Matrix mittels der MALDI-Technik nbtig sein, das Glykane an dem reduzierenden
Ende derivatisiert werden [88]. Die Eingabe der Derivatisierung soll fur den Benutzer
einfach moglich sein, und es sollte auch ohne Probleme moglich sein, die
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Derivatisierung zu andern. Daher ist es vorgesehen, eine Derivatisierung wie ein
normales Residuum einzugeben (siehe Abbildung 37).

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcNAc-(1-3)-b-D-Galp-(1-4)-Hex-2AP

a-L-Fucp-(1-3)+
Abbildung 37: Derivatisierung von Lewis* mit Aminopyridin

Da die MS nicht zwischen Stereoisomeren wie Galaktose und Glucose mit
identischer Masse unterscheiden kann, wird oft die Komposition eines
Monosaccharid in Form z.B. von Hexose (Hex) oder Hexosamin (HexNac) etc. zu
seiner Bezeichnung verwendet.

Der Algorithmus zur Zerlegung der Glykane in seine Fragmente basiert, wie im
vorigen Abschnitt, auf einer Bibliothek von Templaten von Monosacchariden und
anderen Molekulbausteinen. Die Anzahl der benbtigten Template wurde sehr stark
ansteigen, wenn man je einen weiteren Baustein fur jede Hexose wie z.B. a-D-Manp-
2AP und B-L-Glucp-2AP anlegen musste. Deshalb haben wir uns entschieden,
Derivatisierungen nur in Kombination mit der Bezeichnung fur Kompositionen zu
ermoglichen. Fur die oben genannten Hexosen ergibt sich daher ein Template mit
der Bezeichnung Hex-2AP.

4.12.3 Eingabe der Kohlenhydrate

Die digitale Eingabe von Zuckerstrukturen ist aufwendig, da durch die strukturelle
Vielfalt der Kohlenhydrate die Art der Residuen sowie ihre Verknupfungen und
Verzweigungen eingegeben werden mussen. In der CARBBANK wurde dazu die
erweiterte IUPAC-Nomenklatur fur Kohlenhydrate[22, 23] verwendet. Diese Form der
Eingabe wird konsequent fur alle Algorithmen, Programme, Web-Tools und
Datenbanken, die in der Zentralen Spektroskopie entwickelt wurden, verwendet, um
dem Benutzer eine einheitliche und einfache Eingabemoglichkeit zu bieten.

a-L-Fucp-(1-2)+

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNac-(1-3)+

a-D-GalpNAc-(1-3)+
b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNAc-(1-3)-b-D-Galp

a-L-Fucp-(1-2)+

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlcpNAc-(1-6)+

a-D-GalpNAc-(1-3)+

Abbildung 38: Notation fur die Eingabe eines verzweigten Kohlenhydrats

Zusatzlich ist darauf zu achten, dass grundsatzlich angegeben werden muss, ob es
sich bei der Verknupfung am anomeren Kohlenstoffatom um eine a oder
verknupfte glykosidische Bindung handelt. Substitutionen einzelner Hydroxylgruppen
sind ebenfalls moglich. So erhéalt man aus der Eingabe von

a-D-GlcpNSO3
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ein Glucosamin, bei dem das Amin an der Position 2 mit einer Sulfat-Gruppe
substituiert ist. Durch die Verwendung von Substituenten lassen sich ohne Probleme
auch recht komplexe Glykane und Heparine eingeben, die dann von den
Programmen verarbeitet werden konnen. Einige Beispiele habe ich in der folgenden
Tabelle zusammengestellt:

Eingabe Struktur

a-D-GlcpNSO3

b-L-Manp2Ac

a-D-ManpNAc4S036S03

Tabelle 10: Beispiele fur die Eingabe von Substituenten

4.12.4 Eingabe von Kompositionen

Leider lassen sich mit Hilfe der MS keine sterischen Unterschiede bei den
untersuchten Zuckerresiduen bestimmen. So besteht keine Moglichkeit eine Glucose
von einer Galaktose zu unterscheiden, da die Massen der entstehenden lonen in
dem resultierenden Spektrum gleich sind. Daher werden vielfach nur Kompositionen
ermittelt. Auch diese Moglichkeit musste bei der Eingabe Berucksichtigung finden. So
wurde der Code ,hex’ fur eine einzugebende Hexose festgelegt und fur Residuen, die
z.B. einem N-Acetyl-Galaktosamin entsprechen sollen, der Code ,hexNac’ festgelegt.
Man kann also das obige Beispiel auch ohne Probleme in der folgenden Form
eingeben:
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hex-(1-2) -hex-(1-6)+
h;x— (1-6)+
hex—(l—Z)—hex—(1—3)J‘r :
h(lax— (1-4) -hexNAc- (1-4) -hexNac
hex-(1-2) -hex-(1-2) -hex- (1—3)J|r

Abbildung 39: Notation fur die Eingabe einer Komposition

4.12.5 Eingabe von persubstituierten Verbindungen

Kohlenhydrate sind im Gegensatz zu Proteinen nicht so leicht zu ionisieren. Daher
wird oft versucht, durch eine chemische Derivatisierung die Empfindlichkeit einer
Verbindung zu erhdhen.

Sehr oft werden deshalb die Hydroxylgruppen von Kohlenhydraten durch Reaktion
mit Trimethyl-Silan oder anhydrierter Essigsaure permethyliert beziehungsweise
peracetyliert. Dabei werden samtliche freie Hydroxylgruppen in einen Methylether
oder Essigsaurerest uberfuhrt. Die Persubstituierung wird sehr oft bei
Untersuchungen verwendet, bei denen FAB als Anregungsart zur Gewinnung der
lonen verwendet wird. Bei der Bildung von Fragmenten, die aus dem Bindungsbruch
von zwei Bindungen im Ring resultieren, werden charakteristische A- und X-lonen
gebildet, die Ruckschlusse uber die beiden Kohlenstoff-Atome gestatten, die an der
glykosidischen Bindung beteiligt sind.

Fur die tagliche Arbeit mit GLYCO-FRAGMENT muss es moglich sein, per-
substituierte Zuckerstrukturen sehr einfach einzugeben: dazu wird einfach an die
jeweiligen Residuen ein ,pMe’ fur eine Permethylierung beziehungsweise ,pAc’ fur
eine Peracetylierung angehangt. Dieses wird vom Programm GLYCO-FRAGMENT
erkannt und automatisch werden diese Gruppen hinzugefugt. Sollte der seltene Fall
eintreten, dass ein Zuckerresiduum unterschiedlich substituiert ist, so ist eine
explizite Angabe der jeweiligen Substitution erforderlich. Die Eingabe

a-D-Glcp2Me3Me4Ac5Me

wurde zum Beispiel eine a-D-Glucose reprasentieren, die an den Hydroxylgruppen
der Kohlenstoffatome C2, C3, C5 mit einen Methylrest substituiert sind und an der
Hydroxylgruppe des C4 eine Acetylierung erfolgt ist.

4.12.6 Eingabe von chemischen Derivaten

Da Kohlenhydraten ein Chromophor fehlt, sind sie in der Regel sehr schwer mittels
der gebrauchlichen UV/VIS-Detektoren bei der HPLC zu detektieren. Daher werden
Glykane haufig am reduzierenden Ende derivatisiert. Die gebrauchlichsten
Substanzen, die zur Derivatisierung[89] eingesetzt werden, sind in Tabelle 11
aufgelistet.
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Derivativ Abkur- Struktur
zung
CONH,
NH,
2-Amino-Benzamid 2-AB @/
N NH,
2-Aminopyridin 2-AP
G
N
O
4-Aminobenzoesaurethylester | 4ABEE HZN@_(
O——C,Hs
4-Amino-N-(2- ° /
diethylaminoethyl)-Benzamid | DEAEAB |HN < > fHN_/_N\
NH,
CHs
Trimethyl-4-Amino-Anilin 4TMAPA
HC CH,
NH,

Tabelle 11: gebrauchliche Substanzen zur Derivatisierung

Die MS-Spektren zeigen durch die Derivatisierungen ebenfalls eine erhbhte Tendenz
lonen zu bilden. Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde untersucht, wie die
Nachweisbarkeit von Glykanen mittels MS durch Derivatisierungen verbessert
werden kann. So zeigen Untersuchungen, dass durch die Derivatisierungen von
Glykanen mit 2-amino-Pyridin[88, 90], 2-(diethylamino)ethyl-4-amino-
Benzoesaureethylester[42], 4-Aminobenzoesaurethylester[88], 2-Aminobenzamid[53]
und Trimethyl-4-Amino-Anilin[91], Massenspekiren resultieren, die wesentlich besser
interpretierbare Massen aufweisen als dies bei nicht derivatisierten Zuckern der Fall
ist.

Naturlich mussen auch diese Derivatisierungen von dem GLYCO-FRAGMENT-
Algorithmus bearbeitet werden kbnnen. Wichtig war jedoch, dass die systematische
Bezeichnung und Linkage-Information fur die einzelnen lonen weiterhin der
Nomenklatur von Domon und Costello folgen, und die Derivate nicht vom
Algorithmus als weitere Residuen betrachtet werden. Zur Eingabe von derivatisierten
Zuckern wird anstelle des letzten Residuums einfach die Komposition plus
Derivatisierung eingegeben. Hex-2AP bezeichnet eine Derivatisierung des Glykans
mit 2-Aminopyridyn.
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b-D-Galp-(1-4) -b-D-G1lcNAc- (1-3) -b-D-Galp- (1-4) -Hex-2AP
|
a-L-Fucp-(1-3)+

Abbildung 40: Notation fur die Eingabe einer Derivatisierung

Mit Hilfe dieser Eingabeoptionen ist eine sehr gute Moglichkeit geschaffen, die
haufigsten Fragestellungen in der massenspektrometrischen Analytik effizient
auswerten zu kdnnen.

Der Algorithmus steht allen interessierten Wissenschaftlern tber ein webbasiertes
Interface zur Verfugung und kann unter der URL: http://www.dkfz-
heidelberg.de/spec/projekte/fragments/ angesprochen werden. Dort sind auch
weitere Beispiele fur all die hier besprochenen Eingabemoglichkeiten verfugbar.

4.12.7 Technische Umsetzung

Eine der wesentlichen Anforderungen an das Interface fur den GLYCO-FRAGMENT
Algorithmus bestand darin, dass die komplette Benutzerinteraktion uber Web-
Browser erfolgen soll. Als Webserver kam der am DKFZ zurzeit verwendete Apache-
Webserver' in der Version 1.3.24 zum Einsatz. Dieser Webserver lauft sehr stabil
und kann auf der Serverseite sehr leicht durch Module, wie das hier verwendete PHP
erweitert werden. PHP? wurde in der aktuellen Version 4.3 verwendet. Die
Berechnung der Fragment-lonen, als der die Geschwindigkeit bestimmende Schritt,
sollte quasi interaktiv und im Bereich von Millisekunden erfolgen, daher war eine
reine Losung auf der Basis des PHP-Interpreters wenig sinnvoll. Es wurde daher ein
CGl-Skript entwickelt, das die Ubergabe der Daten an das eigentliche Programm
realisiert, das in der Programmiersprache C entwickelt wurde. Dadurch erfolgt die
Berechnung der einzelnen Fragmente in Sekundenbruchteilen und die berechneten
Fragmente kbnnen quasi in Echtzeit ausgegeben werden.

4.12.8 Das Webinterface

Zur Interaktion mit dem Benutzer musste ein Webinterface entwickelt werden, das es
gestattet, auf einfache Weise alle benbtigten Informationen an das eigentliche
Programm zu Ubermitteln.

! http://www.apache.org/
2 http://www.php.net/
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Input

a=d=manp=(1=2)=a=d=-manp=(1=6)+
a-d-manp=(1l=6)+
a-d-manp=(l-2)-a-d-manp=-(1l=3)+
a-d-manp=-(l-4)-a-d-glcnac-(l-4)-a-d-gl

Saccharide: a-d-manp=(l-2)-a-d-manp=-(1l-2)-a-d-manp-(1=3)+

lon: | Na+ i1 use | monoisotopic mass = |

Mass of other Ton

'Hzo M8z
Adducts: Il

Clear

Number of S

Saccharides| ——

| “wiew as Structure | [ View as ordered list | (Reset Form )

Abbildung 41: Das Webinterface des Programms GLYCO-FRAGMENT

Das Webinterface unterteilt sich in vier verschiedene inhaltliche Bereiche. Im oberen
Fenster erfolgt die Eingabe der Struktur. Es handelt sich hierbei um einen einfachen
ASCII-Editor. Die Zuckersequenzen kbnnen vom Benutzer uber die Tastatur
eingegeben werden. Es besteht auch die Option, durch einen Kopieren/Einfugen-
Mechanismus die Beschreibungen aus anderen Dateien direkt einzufugen. Alle oben
beschriebenen Formate werden akzeptiert. Die Verwendung des ASCII-Editors hat
sich auch bei der Analyse von Serien von Strukturen bewahrt.

Die formale Korrektheit der eingegebenen Struktur wird bei der Eingabe auf zwei
verschiedene Arten kontrolliert. Zum einen wird durch das Programm SWEET-II die
Eingabe auf Syntaxfehler gepruft. Auch werden nur solche Residuen akzeptiert, die
in der SWEET-II Datenbasis enthalten sind. Die bei der Struktureingabe gefundenen
Probleme werden dem Benutzer prasentiert und er kann an Hand der Fehlermeldung
die eingegebene Struktur Uberprufen. Zur Sicherheit wird der Benutzer gezwungen,
die Anzahl der in der eingegebenen Struktur enthaltenen Residuen anzugeben.

Number of

Saccharides 123

Abbildung 42: Pulldown-Menu zur Eingabe der Residuenzahl

Es erfolgt dann eine Kontrolle mit der von GLYCO-FRAGMENT gefundenen Anzahl
an Residuen. Sollte eine Abweichung festgestellt werden, wird der Benutzer mit der
folgenden Fehlermeldung

Wrong number of residues found! I have found 11 residue(s).
Should have found 12 Residue(s).

auf inkonsistente Daten hingewiesen. Auch hier muss der Benutzer seine
Struktureingabe Uberprufen und die entsprechenden Anderungen vornehmen.
Unterhalb dieses Eingabefeldes konnen die Angaben zur verwendeten Messmetho-
de gemacht werden. Fur das Programm wichtig sind die zur lonisierung verwendete
Atomart und die gemessene Signalart.
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Ium:[ Ma+ = ] use [ monoisotopic mass ¥
Mass of other Ion |

Abbildung 43: Eingabefelder fur die Signalart und das verwendete lon

Durch die beiden Pulldown-Menus kann sehr schnell das verwendete lon ausgesucht
werden und aus den Signalarten monoisotopische und durchschnittliche Masse
gewahlt werden. Sollte ein lon verwendet werden, das sich nicht in der Liste befindet,
kann in das Eingabefeld <Mass of other lon> der Massenwert direkt eingetragen
werden.

Da es bei bestimmten Substanzklassen immer wieder zur Abspaltung von
bestimmtem Atomgruppen wie eines H,O oder eines Acetyl-Restes kommen kann,
besteht die Moglichkeit bis zu drei verschiedene Addukte anzugeben, die dann von
allen berechneten Massen subtrahiert werden.

H20 182

|

Abbildung 44: Eingabefelder fur bis zu drei verschiedene Addukte

Adducts:

4.12.9 Ausgaben des Webinterfaces

Die Ausgabe des Webinterfaces unterscheidet vier verschiedene Modi. Bei der
ersten Ausgabeoption kann man sich das Ergebnis des Programms GLYCO-
FRAGMENT in einer Form ansehen, die die eingegebene Struktur des Glykans
beibehalt. Die anderen drei Modi prasentieren die berechneten Massen in einer Liste
und ermoglichen so eine einfache Zuordnung seiner gemessenen Peaks. Die
gewunschte Ausgabe kann mit Hilfe der vier Buttons im unteren Bereich des
Webinterface ausgewahlt werden.

Qutput: [View as Structure ] [ View B,Y-lons ] [ View B,C,Y,Z-lons ] [ View All lons ] [ Reset Form]

Abbildung 45: Button-Leiste des Webinterfaces

Mit dem ersten Button ist es moglich, sich eine Ausgabe der Ergebnisse in einer
Form anzusehen, die sich an der eingegebenen Struktur orientiert. Die anderen drei
Buttons geben die Ergebnisse in einer mehr oder weniger langen Liste an.

4.12.10 Ergebnisdarstellung als Struktur

Zur Darstellung der Ergebnisse in der Strukturansicht, wird die eingegebene Struktur
analysiert und es werden in den ausgegebenen HTML-Code Tags eingebaut, die es
ermoglichen durch einfaches Uberfahren mit der Maus weitere Informationen zu
erhalten.
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Total Mass: 1882.6446 M[+]: 1883.6525 M[Na+]: 1905.6336 M[K+]: 1921.7426

Activate the fragmentation scheme by moving the mouse over the linkage or residue you are interested
in.

a-d-manp={1-2}-a-d-manp=-(1-6)+
|

a-d-manp-{1-6)+

a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-3)+ I
a-d-gé;g-[1-4]-a-d-c;cnac-[1-4]-a-d-c;cnac

a-d-manp-{1-2)-a-d-manp-(1-2)-a -d-mp.-_[ﬁl.(l-

Abbildung 46: Ergebnisdarstellung als Struktur

Durch Bewegen der Maus uber einzelne Residuen und glykosidische Bindungen
kbnnen nun Uber eingeblendete Layer die eigentlichen Werte fur die lonen abgefragt
werden. Bewegt man die Maus uber eine glykosidische Bindung, so erhalt man die
Massen der B-, C-, Y- und Z-lonen sowie die der jeweiligen subtrahierten Addukte.

Total Mass: 1882.6446 M[+]: 1883.6525 M[Na+]: 1905.6336 M[K+]: 1921.7426

Activate the fragmentation scheme by moving the mouse over the linkage or residue you are interested
in.

a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-6}+
|
a—d—ma:g—rl—'l*
| |
a-d-manp-(1-2) -a-d-manp—-({1-3) + |
| 1815, 9539
a-d-manp-(1-4) -a-d-glcn:
|
a-d-manp-(1-32)-a-d-manp-(1-3) -a-d-manp-(1-3) +

c-({l-d)-a-d-glcnac

Abbildung 47: Layer mit B-, C-, Y- und Z-lonen

Analog dazu erhalt man die Liste aller moglichen A- und X-lonen, wenn man die
Maus Uber ein Residuum in der Darstellung bewegt. Diese Darstellung ist sehr
wichtig, da gerade so die an der glykosidischen Bindung beteiligten Atome sehr
schnell herausgefunden werden konnen.
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[M-H]- 1881.6376 Mass: 1882.6446 [M+H]+: 1883.6525 [M+Na+]: 1905.6336 [M+K+]: 1921.7426
Activate the fragmentation scheme by moving the mouse over the linkage or residue you are interested

m.
a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-{1-6)+
edemann a1 “1A[1469.46510.1%1459.1591
- - 0.21439.4546/0-2489.1696
a=d-manp=(1-2})-a-d-manp-(1-3)+ {J,BA 023 2855 U,3X 1005 3386
a-d-nanp-[04 41803 2750 D4¥1035.34928-c coac
a-d-manp-(1-2) -a-d-manp-(1-2}-a-d-manp-(1-3) + U’SA 38.9847 U’SX 1889.6395

1.241875.6238 1-2x(53.0003
1.3 7 1359.4549 1.3%/569.1693
1441329.4442 1.4%(/599.1799
1.541453.4702 15X 475.1540
23A539.1588 23x|1389.4654
244569.1693 24%|1359.4548
2.3 411423.45962.5|505.1645
344 1875.623834%/53.0003
3.54507.2906 3-5x1021.3336
434 877.2801 #3x[1051.3441

Abbildung 48: Layer mit den zugehodrigen A- und X-lonen

Mit dieser Darstellung hat man die Moglichkeit gezielt einzelne Massenwerte zu
ermitteln, die es einem gestatten, Strukturinformationen aus seinem MS-Spektrum zu
ermitteln, da man einen direkten Uberblick Uber die A- und X-lonen erhalt.

4.12.11 Ergebnisdarstellung als Liste

Als Alternative zu dieser strukturierten Darstellung kann man sich die aus der
Struktur berechneten lonen auch als Liste ausgeben lassen. Die Liste ist nach
aufsteigenden Massenwerten sortiert und ermoglicht so eine einfache Uberpriufung,
ob diese Peaks auch im gemessenen Spektrum vorhanden sind. Es kann zwischen
drei verschiedenen Listen gewahlt werden. Fur einen ersten Uberblick ist es moglich,
sich nur die B- und Y-lonen anzusehen. Die Liste besteht aus zwei Spalten. In der
ersten befindet sich die berechnete Masse, und in der zweiten Spalte befinden sich
die Informationen der lonen, die diesem Massenwert entsprechen konnen. Die
Benennung der lonen erfolgt nach der in der Einleitung beschriebenen Nomenklatur.
Zur Steigerung der Ubersichtlichkeit werden alle lonen mit demselben Massenwert in
einer Zeile zusammengefasst.
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[M-H]- 1881.6376 Mass: 1882.6446 [M+H]+: 1883.6525 [M+Na+]: 1905.6336 [M+K+]: 1921.7426

Mass in amu Ton
185.0426 By 43,2, T Nat
By 46,30 Nat
By 46,627 Nat
244.0797 Y, + Nat
347.0954 By 43,2+ Nat
B4,4’ﬁ,3+Na+
B4,4,G,G+Na+
447.1591 Y, 4T Nat
509.1482 B, 4 ;3 t Nat
833.2539 B, 4 ¢t Nat
1095.3703 Y, 461 Nat
1419.4760 Y, 45t Nat
1481.4651 B, 4 tNat
1581.5288 Yy 43T Nat
Y4’4’6’3+Na+
Y4,4,5,5+N‘“’
1684.5445 B, + Na+
1743.5816 Yy 4322 Nat
Y4,4’6’3’2+Na+
B + Na+

4.4.6,6,2
Abbildung 49: Ergebnisliste mit B- und Y-lonen

Will man mehr Informationen erhalten, so kann man die Liste auch mit den C- und Z-
lonen erweitern. Das Entstehen dieser lonen hangt aber stark von den Mess-
bedingungen ab. In der dritten Form der Listendarstellung kbnnen auch die A- und X-
lonen mit angegeben werden. Diese Liste ist allerdings sehr lang und sollte erst
ausgewahlt werden, wenn man sich um die Aufklarung, der an den glykosidischen
Bindungen beteiligten Kohlenstoffatome, bemuhen will.

4.12.12 Beispiele

Mit diesem Web-Tool ist eine Analyse von sehr unterschiedlichen Kohlenhydrat-
gruppen moglich. So kbnnen zum einen alle O-, und N-Glykane in ihre Fragmente
zerlegt werden, aber auch die Klasse der Glykolipide und Lipopolysaccharide kann
analysiert werden. Dieses soll in den folgenden Beispielen gezeigt werden. Dazu
werden auch die unterschiedlichen Moglichkeiten der Darstellung gezeigt und auch
die Moglichkeit der Verwendung von Derivaten.

412121 Fragmentierung eines N-Glykans

Als erstes Beispiel zeige ich hier die Fragmentierung eines N-Glykans. N-Glykane
sind eine sehr gut untersuchte Klasse der Protein-Glykosylierungen[25, 36, 92], zu
der es eine groBe Anzahl von Publikationen im Bereich der massenspektro-
metrischen Untersuchungen gibt. Leider ist es sehr schwierig, reale Massenspektren
zu erhalten. Zur Uberprufung des obigen Algorithmus wurden daher Spektren
verwendet, die sehr gut aus der Literatur ubernommen werden konnten [54, 93].

In diesen Arbeiten wurde unter anderem ein triantennares Glykan vom High-
Mannose-Typ verwendet, dessen Sequenz in der Abbildung 50 zu sehen ist.



Entwicklung von Softwarewerkzeugen zur Analyse von Massenspektren

60

a-d-manp- (1-2) —a-d-manp- (1-6) +
|

a-d-manp- (1-6)

|
a-d-manp- (1-2) —a-d-manp- (1-3) +

a-d-manp- (1-2) —a-d-manp- (1-2) ~a-d-manp- (1-3)

Abbildung 50: Struktur des gesuchten Beispielglykans

+
|
|
|
a-d-manp-(1-4)-a-d-glcnac-(1-4) -a-d-glcnac
|
+

Dieses Glykan wurde nun kristallisiert und mittels eines mit 10 Hz gepulsten Lasers
verdampft und mit einem TOF-Massenanalysierer die Spektren aufgenommen. Man

erhielt das folgende Spektrum:

Intensity [x%]
100

0450

475.2
123.3

851.4
155.0

a07.0
S0

2261 T
qos.0 447,85
. 55, Ba%, 0
547, 1 BT1.3
244, 1 7.
. 2721
23,1 5850

E09.0

Edd. T
7717

05,6

Ja3.0

1050
mass walue [zl

Abbildung 51: Spektrum des High-Mannose N-Glykans

2an

4.12.12.2 Analyse des Spektrums mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT
Es sollte nun versucht, mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT eine Kohlenhydrat-
Sequenz zu finden, die eine sehr gute Ubereinstimmung mit diesem Spektrum zeigte.
Durch Ausprobieren verschiedener Strukturen konnte nach langerer Zeit die obige
Struktur zugeordnet werden. Die in dem Massenspektrum enthaltenen Peaks

konnten wie folgt zugeordnet werden:
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Intensity [%]
1004 5.8
Bisse 045,10
i 54.4.3.2
54.4.5.3 1-5)(4_4_3_2
B
A 44,322 4752
GIa.0
B C4 4.6 123,53
44632
B G51.4
- 4,466,2 354 1.5%
v 4.4 44,322
185.0 4.4 0 1.5}(
| W07 0 . 44632
/ 1,5
226.1 4470 x443 x44552
p 4476 6547
- §5.0 Ea%.0 T71.7
347.1 671.3 e
244, 1 el
. 272]1 i
2d.0 365./0
[} T T T T T T ‘ E " T ! 1 ‘ " ‘ )

5 2100
mass value C[mszl

Abbildung 52: Spektrum aus Abbildung 51 mit den zugeordneten Peaks

Es ist sehr schon zu sehen, dass gerade die "°X-lonen sehr zahlreich vorhanden
sind und Aussagen uber die einzelnen Atome gestatten, die an den glykosidischen
Bindungen beteiligt sind. "*X-lonen entstehen vorzugsweise bei 1-2 verknupften
Zuckerresiduen. Gerade bei Zuckerresiduen, von denen mehrere Seitenketten
verzweigen, kbnnen so Aussagen Uber die beteiligten Kohlenstoffatome und die
Zusammensetzung der Ketten gemacht werden. Naturlich kbnnen nicht alle im
Spektrum enthaltenen Peaks zugeordnet werden, da viele Fragmente sich nicht nach
den Regeln von Domon und Costello bilden.

4.12.12.3 Fragmentierung eines derivatisierten Oligosaccharids

Als weiteres Beispiel zeige ich hier die Fragmentierung eines derivatisierten
Oligosaccharids[88]. In dieser Arbeit wurde unter anderem das folgende
Oligosaccharid, dessen Sequenz in der Abbildung 53 zu sehen ist, untersucht:

a-d-manp- (1-4) —a-d-manp- (1-4) —~a-d-manp- (1-4) —a-d-manp- (1-4) ~hex-2Ap
Abbildung 53: Struktur des derivatisierten Oligosaccharids
Dieses Oligosaccharid wurde in einer 2,5-Dihydroxybenzoesaure Matrix kristallisiert

und mittels eines MALDI/TOF Massenspektrometers die Spektren aufgenommen.
Man erhielt das folgende Spektrum:
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Intensity [%]

104 443.5
S05.49

251.4

347.5

S0 241.2 E0S.T

E7L.E

TET.G

929.1

7al.6

155.4 2855

0 T T K T K T T T T T T T T T T

60l 1100

mAss udalue [mez]

Abbildung 54: Spektrum des derivatisierten Oligosaccharids

4.12.12.4 Analyse des Spektrums mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT

Es sollte nun auch mit diesem Spektrum versucht werden mit dem Programm
GLYCO-FRAGMENT eine Kohlenhydrat-Sequenz zu finden, die eine sehr gute
Ubereinstimmung mit diesem Spektrum zeigte. Durch Ausprobieren verschiedener
Strukturen konnte die obige Struktur zugeordnet werden. Die in dem MS-Spektrum
enthaltenen Peaks konnten wie folgt zugeordnet werden:
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: Yia
Intensity [%]
1004 443.5

505.9
Y,

] M+Na+

929.1

Y4,4,4
504 2q1.2 B605.7 B4 TBT7.5

el 2 671.6

B4,4 4.4

155.4

T ' ' ' T a0 1100

mazs valuwe [zl
Abbildung 55: Spektrum aus Abbildung 54 mit den zugeordneten Peaks

Es ist sehr schon zu sehen, dass ohne Probleme alle B- und Y-lonen zugeordnet
werden konnten.

4.12.12.5 Fragmentierung eines Gangliosids

Als letztes Beispiel zeige ich hier die Fragmentierung eines Gangliosids. Die
Ganglioside wurden von Prof. Peter-Katalinic in Munster untersucht[77]. In diesen
Arbeiten wurde unter anderem das Gangliosid untersucht, dessen Sequenz in der
Abbildung 56 zu sehen ist.

NeuNAc- (1-3)-a-d-Galp-(1-4)-a-d-GlcpNac- (1-4) -a-d-Galp-(1-4) —a-d-galp-(1-1) -Ceramide
|
a-L-Fucp- (1-3)+

Abbildung 56: Struktur des gesuchten Gangliosids
Das Gangliosid wurde nun mittels eines Esi-Massenspektrometers untersucht. Das

Spektrum wurde im negativen Modus aufgenommen. Dieses bedeutet, dass in dem
Spektrum nur lonen mit einer negativen Ladung enthalten sind.
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Intensity [%]
1004 290.1

S04

SB0.7

BB2.49

10h0

mass value [m-zl

Abbildung 57: Spektrum des Gangliosid

koo

4.12.12.6 Analyse des Spektrums mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT

Durch Ausprobieren verschiedener Strukturen konnten viele Massen den Fragment-
lonen der obigen Struktur zugeordnet werden:

Intensity [%]

1004 290,1
Bi4443 -
Yia3

s [M-H]

| BE2.9

1 Yy Yi4 Y14.443

| Bi1444

Y
1.4.4.4 ‘ Yi443
%% T ! ' ’ ’ J ! 1500

mass value [mzl

Abbildung 58: Spektrum aus Abbildung 57 mit den zugeordneten Peaks
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Leider waren in dem Spektrum nicht alle B-lonen enthalten, es konnten aber alle Y-
lonen gefunden werden.

Substanz-Klasse Anzahl
Oligosaccharid 12
N-Glykan 19
O-Glykan 17
Lipopolysaccharid 3
Derivatisiertes N-Glykan 2
Heparinoide 2

Tabelle 12: Auflistung der untersuchten Saccharid-Strukturen

Insgesamt wurden mit dem Algorithmus 53 Strukturen aus der Literatur untersucht
und konnten auch zugeordnet werden. Neun dieser Zuordnungen sind unter der
oben genannten URL zu finden.

4.13 Peak-Assignment

Bei der Auswertung der gemessenen Spektren ist es sehr wichtig, auch eine
vollstandige Zuordnung der Peaks zu ermoglichen. So ist es sehr unbefriedigend,
Peaks, die nur eine geringe Intensitat haben, aber fur die Aufklarung der Struktur
sehr wichtig sind, unberucksichtigt zu lassen. So sind es gerade die A- und X-
Bruchstucke, die eine hohe Aussagekraft fur die Art der glykosidischen Bindung
besitzen. Eine manuelle Zuordnung dieser Peaks ist mehr als unbefriedigend. Bei
dem vorhergehenden Programm GLYCO-FRAGMENT haben die so genannten
internen Fragmente noch keine wesentliche Rolle gespielt, da sie fur die
Sequenzermittlung keine hohe Aussagekraft im Vergleich zu den A-, B-, C-, X-, Y-
und Z-lonen besitzen. Bei den internen Fragmenten handelt es sich um Fragmente,
die durch Spalten zweier glykosidischer Bindungen entstehen. Dieses habe ich in der
folgenden Struktur verdeutlicht:

a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-6)+

a-d-manp-(1-6)+

a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-3)+ |

a-d-manp-(1-4)-a-d-glcnac-(1-4)-a-d-glcnac
a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-3)+
Abbildung 59: Struktur des gesuchten Beispielglykans

Durch das Abspalten zweier endstandiger a-D-Mannosen entsteht nun das folgende
interne Fragment:

a-d-manp-(1-6)+

a-d-manp-(1-6)+

|
a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-3)+ |

|
a-d-manp-(1-4)-a-d-glcnac-(1-4)-a-d-glcnac
a-d-manp-(1-2)-a-d-manp-(1-3)+

Abbildung 60: Struktur des gesuchten Beispielglykans

Dieses interne Fragment erhalt nun bei der Zuordnung durch das Programm
PEAKASSIGN die folgende Bezeichnung
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saps2lnnerfragment, ;..

Die tiefgestellten Indizes entsprechen hier wieder der Linkage-Information zu den
Residuen, die abgespalten worden sind.

Diese internen Fragmente gehoren zu einer vollstandigen Auswertung eines
Massenspektrums. Dieses fuhrte zu der Entwicklung des Programms PEAKASSIGN,
das es ermoglichen soll, einem eingegebenen Spektrum alle moglichen internen- und
Fragment-lonen zuzuordnen. Die Berechnung der Fragment-lonen erfolgt genauso
wie oben beschrieben beim Programm GLYCO-FRAGMENT. Zusatzlich werden aber
noch die internen Fragment-lonen berechnet, die durch das Spalten zweier
glykosidischer Bindungen entstehen. Auch dieses Programm wird webbasiert
angeboten und ist unter der folgenden URL erreichbar: http://www.dkfz-
heidelberg.de/spec/projekte/fragments/assign.php4.

4.13.1 Eingabe

Die Eingabe erfolgt ahnlich wie bei dem Tool GLYCO-FRAGMENT. Als erstes und
wichtigstes muss die untersuchte Struktur eingegeben werden. So mussen auch hier
das benutzte Esi-lon und die Art der bestimmten Massen angegeben werden. Im
nachsten Eingabe-Block werden die Spektren-Datei und der zugehorige erlaubte
Fehler eingegeben.

Input

a=-d=-Neuphc=(1l=-4)=-a-d=-Galp=-(1l-4)=-a-d=-Glcplac=(1l=4)=-a-d=-Manp=-(1=3)+
a=-d=-HManp=(1l=4)=-a=-d-G1

a=-d=-Neuphc=(1l=-4)-a-d=-Galp=-(1l-4)=-a-d=-Glcplac=(1l=4)=-a-d=-Manp-(1=6)+

Saccharide:
Iun:[ Na+ = ] use [ average mass >
Mass of other Ion |
1794.pkl “Durchsuchen... '
Spectrum:
Pe FL!LJ]I.:|E:|-1 (Example: 0.01)
Output: [Assign lons ][Reset Form]

Abbildung 61: Eingabe der benbtigten Parameter

Im Moment werden von diesem Tool zum einen das Micromass pkl-Format
unterstutzt, zum andern aber auch das Sequest dta-Format. Es wird so eine groB3e
Menge an im Moment Ublichen Formaten unterstutzt. Andere Formate werden zurzeit
nicht unterstutzt. Die meisten Programme, die vom Hersteller der
Massenspektrometer mitgeliefert werden, bieten aber eine Export-Funktion in eines
dieser Formate. Bei dem hier verwendeten Beispiel handelt es sich um ein
biantennares N-Glykan[82], dessen MS-Spektrum freundlicherweise von Hélene
Perreault, University of Manitoba zur Verfugung gestellt worden ist. Es handelt sich
um ein ESI-Spektrum, bei dem die durchschnittlichen Massen mit Na* als Esi-lon
gemessen wurden.
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4.13.2 Ausgabe

Nach Absenden dieser Informationen erhalt man alle Peaks des Spektrums mit den
zugehorigen Intensitaten in Form einer Liste angezeigt. In einer dritten Spalte sind
die von dem Programm zugeordneten Bezeichnungen angegeben.

Peak Intens theoretical mass/ assignment
512.1900 6.0000
513.1960 6.0000
£74 ANRN A NN

5502110 14.0000 550.1748 4 4 6,4, 4, 4Innerfragment, 4 o+ Na+

550.1748 33 A, , 5 , +Na+
550.1748 33 A, , o 4+ Nat

SN K10 14 o

14274923 Y, 4 3 + Na+
1427 5070 8 0000 ;

14274923 Y, 4 ¢ + Na+
1477 SKAN & N
1798.7100 6.0000
1798 8020 10.0000

Abbildung 62: Ausgabe des PEAKASSIGN Tools

Dabei werden sowohl die internen Fragmente, als auch die anderen Fragmente den
passenden Peaks zugeordnet. Es ist also ohne Problem moglich, auch kleinere
Peaks zu finden und zuzuordnen.

4.13.3 Ergebnis und Diskussion

Mit Hilfe dieser Tools konnte gezeigt werden, wie einfach und schnell die Zuordnung
einzelner Peaks in einem Massenspektrum geschehen kann. Anders als bei der
manuellen Zuordnung ist es mit den drei Programmen PEAKASSIGN, GLYCO-
FRAGMENT und FINDYSERIES ohne Probleme moglich, eine groBe Anzahl im
Spektrum enthaltener Peaks, die nach der Nomenklatur von Domon und Costello[58]
bzw. nach den Regeln der Benennung von Peptid-Fragmenten erzeugt werden
kbnnen, zuzuordnen. Als erstes kann mit dem Programm FINDYSERIES die
Sequenz eines Peptids ermittelt und untersucht werden, ob sich post- oder
cotranslationale Modifikationen an dieser Peptidsequenz befinden. Sollte es sich um
Glykosylierungen handeln, kann mit Hilfe des Programms GLYCO-FRAGMENT
versucht werden, die Komposition und Sequenz dieser Modifikation zu ermitteln. Als
letzter Schritt kann mit dem Programm PEAKASSIGN die Aussage des Programms
GLYCO-FRAGMENT erhartet werden, da hier auch zusatzlich interne Fragmente
zugeordnet werden. Die Zuordnung erfolgt sehr schnell und die Anderung der zu
ermittelInden Ausgangsstruktur kann schnell durchgefuhrt werden, da eine sofortige
Neuberechnung des theoretischen Spektrums erfolgen kann. Bei allen Programmen
hat es sich als groBer Vorteil erwiesen, dass zuerst die neutralen Fragmente
berechnet werden. Ausgehend von diesen Fragmenten kbnnen dann sehr schnell die
Fragment-lonen berechnet werden. Aus diesen Fragmenten kbnnen in Zukunft auch
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lonen mit einer Ladungszahl hdher als eins berechnet werden. Diese lonen finden
bei den Programmen bis jetzt noch keine Berucksichtigung, da die hdochste
Aussagekraft von einfach geladenen lonen ausgeht[57]. Bei allen Programmen
konnte durch eine groBere Anzahl von Spektren die Richtigkeit der zu Grunde
liegenden Algorithmen gezeigt werden.

4.14 Automatische Auswertung von Massenspekiren

Nach der Entwicklung der Programme GLYCO-FRAGMENT und PEAKASSIGN bot
sich der dort implementierte Algorithmus an, aus allen in der SWEET-DB
gespeicherten Strukturen eine Bibliothek mit theoretischen Vergleichsspektren zu
berechnen. Im Idealfall kann nun mit dem gemessenen Spektrum in der Datenbank
gesucht werden, und es erfolgt eine ldentifizierung der gesuchten Verbindung.

Die Datenbank soll, ahnlich wie das Programm MASCOT fur die Proteomik, in der
Lage sein, eine Hilfe bei der Aufklarung von gemessenen Spektren zu sein, die mit
den im Moment gebrauchlichen Methoden der Massenspektrometrie aufgenommen
worden sind. Das Webinterface sollte als Erweiterung der bestehenden SWEET-DB
implementiert werden und in der Lage sein, die Eingabe einer Peakliste zu
ermoglichen. Diese Peakliste wird dann mit allen theoretischen Spektren verglichen
und es soll ein Score ermittelt werden, der dem Benutzer angibt, wie gut die
eingegebene Liste mit dem gefundenen Spektrum Ubereinstimmt.

4.14.1 Berechnung der Spektrenbibliothek

Zur Berechnung der Spektrenbibliothek wurde fur alle Strukturen, die in der SWEET-
DB gespeichert sind, mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT ein theoretisches
Spektrum berechnet. Diese Spektren enthalten alle A-, B-, C-, X-, Y- und Z-
Fragmente, die sich nach den Regeln von Domon und Costello bilden wurden.
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a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-6) +
a-D-Manp (I1 6) +
a-D-Manp-(1-2) -a-D-Manp- (1 3)<| b-D Mrlnp (1-4) -D-GlcNAc-ol
a-D-Glcp-(1-3) -a-D-Glcp-(1-3) -a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-2) ~a-D-Manp-(1 3]1I

_— Alle Strukturen der Sweet-DB

P
Erzeugung der 3D-Struktur mit
Sweet-ll
[M-H]}- 1881.6376 Mass: 1882.6446 [M~H|+: 1883.6525 [M+Na+]: 1905.6336 [M+K~+]: 1921.7426
Mass in amu lon
185.0426 By 482,27 Nt
BJ 463,27 Nat
By 4,6,6,2 7 N&t
244.0797 Y, + Nat+
347.0954 By 433+ Nat+
By 4¢3 Nat
Fragment-Berechnung mit Suuser e
447.1591 Y4t N
Glyco-Fragment 509.1482 By o5+ N+
833.2539 By 45" Nat
1095.3703 Y46+ Nat
1419.4760 i
1481 4651 B, 4+ Nat
15815288 Yy 43,2 Nat
Y4463 7 Nat
Yd,d 6.6 Na+
1684.5445 By +Na~
17435816 Y4,4,3,2,27 Net
Y, Na+

4,4,6,3,2 7N

44,662 MY

Abbildung 63: Berechnung der Spektrendatenbank

Die Berechnung der A- und X-Fragmente war besonders wichtig, da diese fur die
Unterscheidung von zwei Strukturen besonders aussagekraftig sind, da hier die
unterschiedlichen glykosidischen Bindungen zu unterschiedlichen Fragmenten fuh-
ren. Der Suchalgorithmus gestaltete sich sehr einfach. Es wird jedes Spektrum der
Bibliothek mit dem eingegebenen verglichen und die besten Treffer werden
ausgegeben.

4.14.2 Die Bewertungsfunktion des Suchalgorithmus

Der Algorithmus vergleicht das eingegebene mit jedem theoretisch erzeugten
Spektrum. Um die gefundenen Ergebnisse miteinander vergleichen zu kbnnen, war
es notig, eine Funktion zu implementieren, die es gestattet, sowohl die Quantitat als
auch die Qualitat der gefundenen Treffer zu berucksichtigen. Die Intensitat der Peaks
findet keine Berucksichtigung, da es mit dem Programm GLYCO-FRAGMENT nicht
moglich ist, Intensitaten vorherzusagen. Die Berechnung des quantitativen Anteils
dieser Funktion war relativ einfach. Es wurde einfach die Anzahl der im Fehlerbereich
gefundenen Peaks zu den eingegebenen Peaks ins Verhaltnis gesetzt. Die
Berechnung des qualitativen Anteils musste den Fehlerbereich mit berucksichtigen,
da eine Abweichung von 0,1 Da bei einem Fehlerbereich von 2,0 Da bedeutend
genauer ist als bei einem Fehlerbreich von 0,2 Da. Dies wurde erreicht indem der
Quotient der Differenz von gemessenem Peak und berechnetem Peak und des
Fehlerbereiches von Eins abgezogen wird. Dies bedeutet, dass ein Wert von Eins
einem idealen Treffer entspricht, und ein Wert von 0,5 bedeutet, dass sich der
gemessene Peak in der Mitte zwischen Peak und Fehlergrenze befindet. Diese
Uberlegungen fuhrten zu der folgenden Formel:
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S, |[Ps=P
(-7
MSscore = - )« 100

Ninput

Abbildung 64: Bewertungsfunktion des Suchalgorithmus

entspricht der Anzahl der eingegebenen Peaks
entspricht dem gemessenen Peak

; entspricht dem berechneten Peak in der Bibliothek
re entspricht dem eingegebenen Fehlerbereich

S

M0, T>

Diese Funktion liefert einen Score zwischen Null und Einhundert, wobei ein Score
von Einhundert bedeutet, dass die beiden Spektren identisch sind und ein Score von
Null, dass keinerlei Gemeinsamkeiten zwischen diesen beiden Spektren existieren.

4.14.3 Das Webinterface

Zur Interaktion mit dem Benutzer war es notig, ein Interface zu entwickeln, dass die
Eingabe der erforderlichen Messparameter und der Peakliste ermoglichte:

MS Information / Glyco-Search-M3

1556 4
1563,
1581,
1608,
1684,
17255
17435 J
17716

18045

Tolerance : I] ] mla

ESl-lon :[ Ma+ - ]

[ R

Peaks :

-

Other ESl-lon : | Da

—
Masstype : @monoiso’mpic —average mass

[ Search no ]

Abbildung 65: Eingabembglichkeiten des Web-Formulars

Nach Eingabe der benbtigten Parameter kann der Benutzer durch Anklicken des
<Search now>-Buttons in der Spektral-Bibliothek suchen lassen. Das Durchsuchen
der 11000 Spektren dauert dabei in der Regel etwa 10 Sekunden. Danach werden
die n besten Treffer angezeigt.
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Searched for ms information. Results: 1 - 10 of 10

| Glycofragment I

Score: 59

Total Mass:

1905.6345 Details _ Explore |
Score: 59 Glycafragment |
Total Mass:

1805.6345 Details - Explore |
score: 59 TN Glycafragment |
Total Mass: IR0 9

1905.6345  EETIM2  petais - Explore I
score: 56 LA Glycafragment |
Total Mass: IR0 9

1905.6345  TSIINY 2 Dietails | Explore I
score: 50 TN Glycafragment |
Total Mass: IR0 9

1905.6345  JETEDIN 2 Details - Explore I
score: 47 R Glycafragment |
Total Mass: [JEIS 0 10

2067.6873 LAY 2 Details | Explore I
score: 47 Glycafragment |

Abbildung 66: Die Liste der gefundenen Strukturen

Von hier aus kann dann eine genauere Untersuchung der gesuchten Verbindung mit
dem Programm GLYCO-FRAGMENT (Anklicken des <Glycofragment-Buttons>)
erfolgen oder man kann sich durch Klicken des Buttons <Explore> die weiteren in der
SWEET-DB gespeicherten Daten anzeigen lassen. Fur einen ersten Uberblick der
gefundenen Strukturen sind die Masse und die Komposition der Verbindungen
angegeben. Weitere Einzelheiten des Suchergebnisses kbnnen in einer Detailansicht
(Anklicken des <Details>-Links) angesehen werden.
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Searched for ms information. Results for Linucs|D: 8603

FPeak List

69.0

185.1

2051

2261

244.0

2721

M7

3651

a-D-Manp- (1-2) —a-D-Manp- (1-6)+ 4292

| 4472

a-D-Manp- {1-6) + %

| | 5271
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| .

a-D-Manp- (1-2) ~a-D-Manp- (1-2) ~a-D-Manp- (1-3) + %

95.3

234

Eilyu:nfragment] Explore J 194
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499.4
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4,4, 3, 2

44,66 T Nat

Abbildung 67: Die Detailansicht einer gefundenen Struktur

In der Detailansicht wird zum einen die gefundene Struktur dargestellt, zum anderen
aber auch die eingegebene Peak-Liste. Die Treffer werden in rot dargestellt und
kdnnen mit der Maus angeklickt werden, um in einer Tabelle die genauen Massen
und die Trefferbezeichnungen anzuzeigen. Bei den nicht getroffenen Massen kann
es sich um lonen, die sich nicht nach den Regeln von Domon und Costello bilden,
handeln. Es kobnnen allerdings auch interne Fragment-lonen oder lonen sein, die
mehrfach geladen oder sich durch ein anderes als das ausgewahlte Esi-lon bilden.

4.14.4 Beispiele

In den folgenden drei Beispielen soll gezeigt werden, wo die Grenzen dieser
Bibliothek liegen, aber auch welche Moglichkeiten der Suche in dieser Datenbank
moglich sind. Dazu wird ein Spektrum von einem N-Glykan mit den Spektren in der
Bibliothek verglichen. Das nachste Beispiel beschreibt die Suche eines derivatiserten
N-Glykans. Das letzte Beispiel zeigt die Suche nach einem Lipopolysaccharid.

4.14.4.1 Suche nach einem N-Glykan

Die Substanzklasse der N-Glykane ist sehr gut von der Gruppe um Raymond Dwek
am Glycobiology Institute in Oxford untersucht worden. Dort hat sich David Harvey im
Bereich der Massenspektrometrie sehr intensiv mit der Analyse von N-Glykanen
beschaftigt[54, 57, 89, 93-95]. Um den Suchalgorithmus und die Bewertungsfunktion
zu Uberprufen, wurde nun aus diesen Publikationen eine Struktur ausgewahlt und
das zugehdrige Spektrum abgetippt. So wurde fur einen ersten Test die folgende
Struktur genommen:
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a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-6) +
a—D—M;np—(1—6)+
a—D—Manp—(1—2)—a—D—Manp—(l—3)l b—D—M;np—(1—4)—b—D—GlcpNAc—(l—4)—D—GlcNAc
a—D—Manp—(1—2)—a—D—Manp—(1—2)—a—D—Manp—(1—3)l

Abbildung 68: gesuchte Struktur

Das dazu in der Publikation befindliche Spektrum enthielt die folgende Peak-Liste:

69,0; 185,1; 203,1; 226,1; 244,0; 272,1; 347,1, 365,1; 429,2; 447,2; 475,2,;
509,1; 527,1; 833,2; 851,2; 893,2; 907,2; 1095,3; 1123,4; 1419,4; 1447,5;
1481,4; 1499,4; 1555,4; 1563,5; 1581,5; 1609,5; 1684,5; 1725,5; 1743,5;

1771,6; 1804,5

Das Spektrum enthielt monoisotopische Massen und als Elektrospray-lon war Na*
verwendet worden. Die erlaubte Abweichung, um einen Peak als Treffer zu
erkennen, betrug 100mDa. Mit dieser Peakliste und den drei Parametern wurde nun
innerhalb der Spektren-Datenbank gesucht. Nach einer Suchzeit von weniger als drei
Sekunden erhielt man die Trefferliste. Die drei besten Treffer hatten einen Score von
59 und eine Masse von 1905,6345Da, die der real gemessenen Masse von 1905,6
sehr nahe kam. Zu diesen drei Treffern gehorten die folgenden Strukturen:

Searched for ms information. Results for LinucsID: 8603

Peak List

a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-6) +
|

a-D-Manp- (1-6)+

| |
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|

a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-3)+
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Searched for ms information. Results for LinucsID: 706
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Searched for ms information. Results for LinucsID: 21479
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Abbildung 69: Ergebnisse der Suche

Diese Strukturen sehen auf den ersten Blick identisch aus, und bei allen wurden
dieselben 21 von den eingegebenen 32 Peaks gefunden. Erst bei genauerem
Hinsehen erkennt man, dass sich die ersten beiden Strukturen nur in der Stellung
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einer Hydroxyl-Gruppe in dem dritten Residuum unterscheiden. Bei der dritten
Struktur sind alle Residuen an gleicher Stelle vorhanden. Sie unterscheiden sich nur
durch die Art der glykosidischen Bindungen. Die gesuchte Struktur befindet sich in
der Ergebnismenge und eine echte Unterscheidung der Strukturen ist mit dem
gemessenen MS-Spektrum leider nicht moglich. Eine eindeutige Unterscheidung der
ersten beiden Strukturen ware nur mit Hilfe der NMR moglich. Bei einer Optimierung
der Messbedingungen, so dass auch fur das a-D-Manp Residuum mit der Linkage-
Information 4,4,6 alle A- und X-lonen entstehen, kann jedoch diese Struktur von den
anderen abgegrenzt werden.

4.14.4.2 Beispielsuche nach einem derivatisierten N-Glykan

Naturlich sollte auch gezeigt werden, dass die Suche auch fur andere
Substanzklassen als N-Glykane moglich ist. Dank Frau Geier aus Giessen standen
hier einige real gemessene Spektren von derivatisierten Glykanen zur Verfugung[96].
Diese Spektren wurden dann als Eingabe fur den Suchalgorithmus benutzt. Dazu
wurde nun ein typisches N-Glykan, das am reduzierenden Ende mit 2-Aminopyridin
derivatisiert ist, ausgewahlt.

b-D-Galp-(1-6)+
|
a-D-Manp- (1-6) + a-L-Fucp-(1-6) +
| |
b-D-Manp- (1-4) -b-D-GlcpNac- (1-4) -HexNac-2Ap

Das dazugehorige Massenspektrum bestand aus den folgenden Werten:

203,80; 281,91; 300,07; 301,04; 330,96; 413,12; 417,62; 424,99; 425,40;
446,21, 446,93, 467,80; 496,97, 497,53; 497,91, 498,42; 505,95; 506,42;
561,42; 569,93; 570,48; 571,40; 572,61, 607,81, 608,75; 699,56; 700,32;
711,83; 712,89, 826,88; 832,85; 834,05; 848,89; 849,84; 850,12; 994,98;
995,94; 1010,94; 1011,91

Die Suche mit diesen Werten lieferte fur die richtige Struktur den hbchsten Score von
53.

4.14.4.3 Beispielsuche nach einem Lipopolysacharid

Als letztes Beispiel wurde versucht, ob es auch moglich ist, ein Spektrum von einem
Lipopolysaccharid aufzuklaren. Hier wurde wieder auf ein Beispiel aus der Literatur
zuruckgegriffen, da leider keine gemessenen Spektren zur Verfugung standen. Dazu
wurde auf eine Publikation aus dem Arbeitskreis von Prof. Peter-Katalinic aus
Munster zuruickgegriffen. Dabei wurde als Struktur das Gangliosid GM1 ausgewahlt.

b-D-Galp-(1-3) -b-D-GalNAc- (1-4) -b-D-Galp-(1-4) -b-D-Glcp-(1-1)-Cerl61l8
|
a-D-Neup5Nac- (2-3) +

Hier wurde auch zum ersten Mal ein Spektrum ausgewertet, das im negativen Modus
gemessen worden ist. Die dazugehorige Peakliste bestand aus den folgenden
Massenwerten:
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290,1; 364,1; 408,1; 424,1; 564,6; 611,2; 655,3; 726,6; 768,6; 835,3;
888,7; 983,6; 1025,7; 1091,7; 1135,8; 1179,8; 1253,8; 1322,8; 1382,8;
1484,8; 1500,9; 1526,8; 1544,8

Die Suche mit diesen Werten lieferte fur die richtige Struktur den hbchsten Score von
46.

4.15 GLYKAN-PROFILING

Haufig wird bei der Auftrennung eines Kohlenhydratgemisches nicht ein komplettes
Massenspektrum aufgenommen, sondern es kommt nur zur Bestimmung des
Massenpeaks der getrennten Kohlenhydrate[97, 98]. Dieses geschieht dann fur alle
Bestandteile des Gemisches und nennt sich Glykan-Profiling. Gerade dafur ist es von
essentieller Bedeutung, mittels geeigneter Spektren-Bibliotheken, eine schnelle
Identifizierung der analysierten Zuckerstruktur zu ermoglichen, um eventuelle
Ruckschlusse auf das in der untersuchten Zelle oder in dem untersuchten Gewebe
veranderte Kohlenhydratgemisch ziehen zu kdnnen. Es wurde daher ein
Webinterface entwickelt, das es gestattet, nur nach einer einzelnen Masse suchen zu

kdnnen.
MS Information / Profiling

Mass : |[2028 .8
Tolerance : [100 mDa
ESl-lon :[ Na+ —
Other ESI-
lon Da

mmﬂnﬂismﬂ ic > averaqe

Masstype : — PIG: %= g
mass

[ Search now J

Abbildung 70: Webinterface des Glykan-Profiling Algorithmus

Durch Anklicken des <Search now>-Buttons wird nun in der Bibliothek gesucht. Es
wird aber nur die molekulare Masse der Verbindung berucksichtigt. Auch hier wird
nun eine Liste ausgegeben, so dass die besten Treffer oben stehen.



Entwicklung von Softwarewerkzeugen zur Analyse von Massenspektren 77

Searched for ms information. Results for lon: [M+Na]* 2028.8

Mass: 2028.714 A -86 mDa

b-D-Galp- (1-4) -b-D-GlepNAc- (1-3) -b-D-Galp- (1-4) -b-D-GlecpNAc- (1-2) —~a-D-Manp- (1-6) +
|
b-D-Manp- (1-4) -b-D-GlcpN!
|
b-D-Galp- (1-4) -b-D-GlepHRc- (1-2) -a-D-Manp—- (1-3) +

Glycofragment Explore

Mass: 2028.714 A -86 mDa

b-D-Galp-(1-4)-b-D-GlepHRc- (1-4)+ m
|
a-D-Manp- (1-6) + | Hex [
| | oAk
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|
b-D-Galp-(1-4) -b-D-GlepNic- (1-2) —a-D-Manp- (1-3) +
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Abbildung 71: Liste der gefundenen Strukturen

Auch hier ist wieder gut zu erkennen, dass sich die besten Treffer in der Struktur sehr
ahnlich sind. Dies bedeutet aber auch, dass eine eindeutige Zuordnung mit dieser
Methode nicht moglich ist. Wenn in einer zukunftigen Version noch weitere
Parameter wie Spezies oder Gewebe hinzukommen, kann aber auch auf diese Art
und Weise eine Identifizierung moglich sein.

4.15.1 Ergebnis und Diskussion

Mit den beiden vorgestellten Methoden GLYCO-SEARCH-MS und GLYKAN-
PROFILING bietet sich zum ersten Mal die Moglichkeit, Kohlenhydrat-Strukturen,
entweder durch den ermittelten Molekulpeak oder durch ein gemessenes MS-
Spektrum, automatisch an Hand von theoretischen Vergleichsspektren zu ermitteln.
Im Gegensatz zu den Programmen GLYCOMOD und GLYCANMASS, die in der
Einleitung beschrieben sind, finden hier zum ersten Mal auch die strukturell
aussagekraftigeren X- und A-lonen der Kohlenhydrate[54] bei der Ermittlung der
Struktur Berucksichtigung. Auf Grund der bedeutend groBeren Residuenanzahl (fur
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GLYCOMOD und GLYCANMASS nur 10, GLYCO-SEARCH-MS und GLYKAN-
PROFILING 450), die fur die Beschreibung der Strukturen zur Verfugung stehen,
kbnnen auch wesentlich mehr Fragestellungen bearbeitet werden. So kbnnen sowohl
N- und O-Glykane, sowie deren Derivate, als auch Lipopolysaccharide mit dem
Suchalgorithmus erkannt werden. Ideal ist das Verfahren fur einen automatischen
Vergleich bei der Auftrennung mittels chromatographischer Verfahren. Dazu muss
die Bewertungsfunktion aber noch weiter optimiert werden, so dass eine eindeutige
Identifizierung des Kohlenhydrats moglich ist. Zurzeit kbnnen Scores im Bereich von
40 bis 75 als gut zugeordnet betrachtet werden, aber leider nicht als erkannt gelten.
Zumindest aber die Komposition ist richtig zugeordnet. Ab einem Score von 75 kann
die Substanz als erkannt gelten. Dieses hangt aber noch sehr stark von der Qualitat
des ermittelten Massenspektirums ab, da in der Literatur bei vielen Massenspektren
die Auflosung noch zwischen 0,5 und 1,0 Da liegt. Bei MS-Spektren deren Auflosung
unter 0,1 Da liegt, und deren Messparameter optimal fur Kohlenhydrate sind, so dass
viele aussagekraftige A- und X-Fragmente entstehen, kann aber eine eindeutige
Zuordnung der Komposition und auch der glykosidischen Bindungen erfolgen[89,
93]. Fur die Zukunft ideal ware eine Suche, bei der auch taxonomische Parameter
Berucksichtigung finden, damit eine groBe Anzahl von Strukturen von vornherein
ausgeschlossen werden konnen.
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5 Untersuchungen zur automatischen Pflege und
Annotierung einer Datenbank

Das Internet hat grundsatzlich und praktisch die Art und Weise verandert, wie
wissenschaftlichen Daten, Informationen und Wissen ausgetauscht werden. Mit dem
Internet sind zum ersten Mal die technischen Moglichkeiten geschaffen, Wissen
weltweit zu prasentieren und allgemein zuganglichen zu machen. Internet basierte
Datenbanken sind ein wesentlicher Bestandteil der wissenschaftlichen
Informationsvermittlung im Bereich der Molekularbiologie und Bioinformatik. Sie
bieten einen einfachen und standardisierten Zugang Uber Webbrowser von jedem
Punkt der Welt, der Uber einen Internetanschluss verfugt.

Im Zuge der Sequenzierung des menschlichen Genoms haben sich fur den Bereich
der Genomik und Proteomik in den letzten 10 Jahren sehr vielfaltige Datenbanken
etabliert, die eine komfortable Recherche und Extraktion von Daten unter
verschiedenen medizinischen und biologischen Aspekten gestatten. Fur die Genomik
sind dies in erster Linie die Datenbanken GENBANK und EMBL. Fur den Bereich der
Proteomik sind die Datenbanken SWISSPROT/TREMBL und die PROSITE zu
nennen. Die Anstrengungen zum Aufbau von Datenbanken im Bereich der
Glykobiologie nehmen sich dagegen eher bescheiden aus. Allerdings gibt es in den
letzten zwei Jahren verschiedene Initiativen, entsprechende Datenbanken auch fur
die Glykowissenschaften zu entwickeln. Als Beispiele sind hier zu nennen die CAZy-
(Carbohydrate Active Enzymes) Datenbank, die O-GLYCBASE (experimentell
bestatigte O-Glykosylierungspositionen), die GLYCOSUITEDB (N- und O-Glykane)
und die im DKFZ entwickelte SWEET-DB als wichtigste Vertreter zu nennen.

Ein wichtiger Faktor fur die Akzeptanz einer wissenschaftlichen Datenbank ist ihre
Aktualitat, ein einfacher und intuitiver Zugang und die Qualitat, der in ihr enthaltenen
Daten. Die Organisierung des Prozesses der Neueingabe von wissenschaftlichen
Daten ist daher ein Prozess von zentraler Bedeutung, der leider auch sehr arbeits-
und damit auch kostenintensiv ist. So konnten die fruhen groBen Datenbankprojekte
im Bereich der Glykowissenschaften, CARBBANK und SUGABASE, nicht mehr
aktualisiert werden, nachdem die staatlichen Forderungen ausgelaufen waren.

Bei der CARBBANK und SUGABASE wurde die Neuaufnahme von Strukturen und
deren Annotation weitgehend manuell vorgenommen. Dies ist jedoch ein sehr
empfindlicher Prozess fur eine Datenbank. So wird sie fur den Benutzer
unbrauchbar, sobald sich zu viele fehlerhafte oder nicht in das Themengebiet
gehodrende Daten darin befinden. Die notwendige Kontrolle einer manuellen Eingabe
erhoht jedoch den Zeitbedarf und die Kosten der Datenbank erheblich. Allerdings
sind viele Daten, die fruher aus wissenschaftlichen Publikationen durch einen
Wissenschaftler extrahiert und manuell eingegeben werden mussten, heute in
digitaler Form verfugbar. Mit der PUBMED steht ein fur die Biowissenschaften
umfassendes Reservoir an wissenschaftlichen Erkenntnissen allgemein in Form von
Abstracts zur Verfugung. Zusatzlich kbnnen weitere wissenschaftliche Daten in
Form von digitalen Publikationen erschlossen werden, wenn, wie dies im DKFZ der
Fall ist, fur relevante Zeitschriften die Zugriffsrechte vorhanden sind. Vor diesem
Hintergrund erdffnen sich neue Wege der automatischen ErschlieBung und
Aufbereitung von wissenschaftlichen Daten. In den folgenden Abschnitten soll
untersucht werden, inwieweit es moglich ist, spezielle wissenschaftliche
Datensammlungen, hier die bereits existierende SWEET-DB, durch die Verwendung
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von wissenschaftlichen Ansatzen aus den Informationswissenschaften zu
komplettieren. Weiterhin soll untersucht werden, wieweit sich die Beschreibung der in
der Literatur bekannten Informationen Uber das Vorkommen und die Funktionen von
Glykanen durch den Einsatz von neuen Such- und Bewertungsalgorithmen
automatisieren lasst.

Im Moment wird in Amerika durch das Consortium for Functional Glycomics'
versucht, eine Datenbank mit Informationen zu Kohlenhydraten, wie Vorkommen in
welcher Spezies, Struktur, chemische und physikalische Eigenschaften und deren
physiologischen Funktionen zu schaffen. Im Rahmen dieser Entwicklung werden
auch unterschiedliche Annotierungsstrategien untersucht.

Weiterhin gibt es viele kleinere Datenbankprojekte, von denen eine Auswahl in den
folgenden Abschnitten dargestellt wird. Einen aktuellen Uberblick uber im Internet
verfugbare biomedizinische Datenbanken liefert jahrlich das erste Heft eines
Jahrgang von Nucleic Acids Research ,The Database Issue 2003“[65].

Die Verknupfung der Gen- und Protein-Datenbanken Uber ihre jeweilige Sequenz hat
sich fur die effiziente Nutzung dieser Datenbanken als sehr wichtig erwiesen. Fur ein
bestimmtes Protein kann der Benutzer so schnell alle verfugbaren Informationen aus
verschiedenen Datenbanken abrufen. Die Entwicklung von effizienten Ansatzen zur
Quervernetzung von Informationen aus biomedizinischen Datenbanken, die unter
verschiedenen wissenschaftlichen Aspekten erhoben wurden, hat sich als eine
Technik erwiesen, die ein hohes Potential fur synergetische Effekte in der
biomedizinischen Forschung beinhaltet.

! http://web.mit.edu/glycomics/consortium/
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5.1 Im Web verfugbare Datenbanken im Bereich der Glykobiologie

Name | Inhalte | URL
Kohlenhydrat-relevante Informationen in Protein Datenbanken
CAzZy Kohlenhydrat-aktiven http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/
Enzyme
Lectines 3D Strukturen von http://www.cermav.cnrs.fr/lectines
Lektinen
CTDL tierische Lektine http://ctld.glycob.ox.ac.uk/
PDB2LINUCS Glykoproteine in der http://www.dkfz.de/spec/pdb2linucs/
PDB
Raumliche Strukturen
Disaccharides Konformationskarten http://www.cermav.cnrs.fr/cgi-bin/di/di.cgi
GlycoMaps DB Konformationskarten http://www.dkfz.de/spec/glycomaps/
Kohlenhydrat-Datenbanken
SWEET-DB DKFZ-Heidelberg http://www.dkfz.de/spec/sweetdb/
Carbohydrate DB Consortium for http://web.mit.edu/glycomics/carb/carbdb.shtml
Functional Glycomics
GlycoSuiteDB Proteome Systems Ltd | http://www.glycosuite.com/
Glycomic Database | GlycoMinds http://www.glycominds.com/Glycolnfo.asp

Tabelle 13: Im Web verfugbare Datenbanken im Bereich der Glykobiologie

5.2 Ausgangssituation

Im Laufe der vergangenen Jahre sind die oben genannten tiber das Internet
zuganglichen Datenbanken entwickelt worden. Teilweise werden diese Datenbanken
schon uber mehrere Jahre intensiv gepflegt. Es wird von den Entwicklern der
Datenbanken permanent daran gearbeitet, dass der Datenbestand der Datenbanken
sich stetig erhdht und auch neue Moglichkeiten der Recherche oder andere Features
hinzukommen. Im Folgenden sind einige der Datenbanken naher erlautert, die fur
den Bereich der Genomik, Proteomik und Glykomik als reprasentativ gelten kbnnen.

5.2.1 GENBANK

Bei der GENBANK]99]' handelt es um eine Datenbank des National Institut of Health
(NIH) der USA fur alle Gen- und Proteinsequenzen, die 6ffentlich zuganglich sind.
Derzeit sind mehr als zwolf Milliarden DNA-Bausteine in der Datenbank gespeichert.
Diese Gensequenzen stammen von Uber 55 000 verschiedenen Organismen,
darunter naturlich auch die Daten des Humangenoms. Alle Gensequenzen und
Proteindaten werden direkt mit Hilfe definierter Schnittstellen von einzelnen
Genforschern oder von GroBprojekten eingeschickt. Tagliche Aktualisierungen
kbnnen Uber das Internet Uber FTP-Server abgerufen werden. Per E-Mail kbnnen
schlieBlich samtliche Gen- und Proteindaten jederzeit Uber ein Interface abgefragt
werden, ohne im Internet die Homepage der NIH ansteuern zu mussen. Die
GENBANK enthalt auBer den Sequenzdaten auch Informationen zur Taxonomie,
Kartierung, Proteinstruktur und biomedizinische Literaturangaben mit den
Kurzfassungen der publizierten Studien. Die Datenbank kann kostenlos Uber die
Homepage des National Center for Biotechnology Information (NCBI) am NIH
durchforstet werden.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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5.2.2 EMBL

Die EMBL Nucleotide Sequence Database', die vom European Bioinformatics
Institute (EBI) in Hinxton zusammengestellt wird, enthalt Informationen Uber
entschlusselte Nukleinsauresequenzen. Die zurzeit aktuelle Version 76 vom
September 2003 enthalt uber 27 Millionen Sequenzen mit insgesamt Uber 33
Milliarden Nukleotiden. Seit der Version 1 vom Jahre 1982 vermehrte sich der Inhalt
der Datenbank um 50%-100% in jedem Jahr. EMBL ist in 18 Abteilungen aufgeteilt,
die jeweils Sequenzen aus abgegrenzten Forschungsbereichen zusammenfassen
sollen. In den meisten Fallen ergibt sich diese Abgrenzung durch die Taxonomie der
Herkunftsorganismen.

5.2.3 SWISSPROT/TREMBL

SWISSPROT?, eine Datenbank mit Informationen zu Proteinseqenzen, wird
gemeinsam von dem Department of Medical Biochemistry der Universitat Genf und
dem EBI in Hinxton zusammengestellt. Die aktuelle Version 41 stammt vom Februar
2003 und enthalt 122.564 Sequenzen mit insgesamt fast 45 Millionen Bausteinen.
Alle Sequenzen der aktuellen Version sind in einer Datei zusammengestellt. Es gibt
also keine verschiedenen Abteilungen wie bei der EMBL. Die TREMBL-Datenbank
entspricht den Ubersetzungen aller kodierenden DNA-Sequenzen aus der EMBL-
Datenbank, die noch nicht in der SWISSPROT enthalten sind.

5.2.4 PROSITE

Bei der PROSITE Datenbank[100-103]® handelt es sich um den Versuch die Vielzahl
der verschiedenen Proteine in Proteinfamilien zusammenzufassen. In den Proteinen
kbnnen auBerdem Domanen identifiziert werden. Auf die Eintrage der PROSITE
kann durch unterschiedliche Suchfunktionen wie Literaturstelle, Autor oder
Beschreibung zugegriffen werden. Im Moment (Stand September 2003) sind in der
Datenbank 1655 verschiedene Eintrage enthalten.

5.2.5 Brookhaven Protein Databank (PDB)

Bei der Brookhaven Protein Databank[62, 103]* handelt es sich um eine Datenbank,
die die 3D-Koordinaten von Proteinen beinhaltet. Bei den 3D-Koordinaten handelt es
sich entweder um Rontgenstrukturen oder durch Molecular Modelling berechnete
Modelle.

Der Benutzer ist so in der Lage, nach einer speziellen Proteinstruktur fur eine
Spezies zu suchen. Diese Strukturen kbnnen dann z. B. fur Docking-Experimente
benutzt werden. Die Strukturen kbnnen in unterschiedlichen Formaten herunter
geladen werden. Dies ist zum einen das pdb-format, das aber immer mehr durch das
mmCIF-Format abgelost wird.

5.2.6 PUBMED

Eine der wichtigsten und in dieser Arbeit am haufigsten benutzten Datenbank ist die
PUBMED", eine ebenfalls vom NCBI gepflegte Datenbank, die Publikationsdaten fur

! http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html
? http://www.expasy.org

% http://us.expasy.org/prosite/

* http://www.pdb.org/

® http://www.pubmed.org
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den Bereich der Medizin und Biotechnologie bereithalt. Hier zeigt sich sehr schon,
wie einfach und auch effektiv es sein kann, Millionen von Datensatzen zu durch-
suchen und die Daten nach der Suche zu Ubernehmen. In den letzten Jahren hat die
NCBI auch der allgemeinen Entwicklung im Internet Rechnung getragen und bietet
seine Daten jetzt auch in einer objektorientierten XML-Form an, die direkt von einer
Anwendung weiterverarbeitet werden kann. So werden durch die ENTREZ
PROGRAMMING UTILITIES Schnittstellen zur Verfugung gestellt, die es dem
Benutzer gestatten, auch ohne Webinterface Suchanfragen zu stellen und die Daten
an das Programm zur Weiterverarbeitung ubertragen. Die PUBMED enthalt zur Zeit
uber 14 Millionen Eintrage, die bis in das Jahr 1950 zuruckreichen. In den letzten
Jahren sind im Durchschnitt etwa 500.000 neue Publikationen pro Jahr
hinzugekommen.

5.2.7 CAZy - Carbohydrate Active EnZymes

Bei der CAZy [9, 10]' handelt es sich um eine Datenbank, die eine sehr detaillierte
Ubersicht der einzelnen Familien der kohlenhydrataktiven Enzyme enthalt. Eine
grobe Einteilung der Enzyme erfolgt in Glykosidasen, Transglyko-
sidasen,[Glykosyltransferasen, Polysaccharid Lyasen und Kohlenhydrat Esterasen.
Es besteht eine Suchmbglichkeit nach Organismus oder Familienzugehorigkeit des
Enzyms. Es wird, wenn bekannt, sowohl das Substrat der katalysierten Reaktion
dargestellt, als auch das Endprodukt. Falls moglich erfolgt eine direkte Verlinkung zur
SWISSPROT, GENBANK oder zur PDB-3D-Struktur.

5.2.8 O-Glycbase

In der O-GLYCBASE[104, 105 befinden sich Daten zu den O-Glykanen und
Glykosylierungsstellen von Proteinen. Zurzeit (Stand September/2003) befinden sich
242 Eintrage in der Datenbank. In den Datensatzen werden die Sequenz des
Proteins, die Stelle der Modifikation und die Publikation, aus der die Daten
enthommen worden sind, dargestellt. Gleichzeitig bietet die Website die Moglichkeit,
sich Glykosylierungsstellen durch das Programm NETOGLYC[106, 107] vorhersagen
zu lassen.

5.2.9 GLYCOSUITEDB

Bei der GLYCOSUITEDB[108, 109]° handelt es sich um eine kommerzielle
Datenbank von der Firma Proteome Systems Ltd., die Daten enthalt, die in den
Bereich der Glykobiologie gehbren. Es befinden sich zurzeit 8100 verschiedene
Strukturen in der Datenbank, wobei es sich um N-Glykane, O-Glykane und
Lipopolysaccharide handelt. Die Suchmoglichkeiten sind sehr vielfaltig. So kann nach
Massen, beliebigen Substrukturen, Spezies, Publikationsdaten und auch der
Komposition in der Datenbank gesucht werden. Es werden allerdings keine NMR-
Spektren oder Massenspektren bereitgehalten, so dass eine Identifizierung von
unbekannten Substanzen durch diese Methode nicht ohne weiteres moglich ist.
Leider werden die Informationen seit Marz 2003 auch den akademischen Nutzern
nicht mehr kostenlos zur Verfugung gestellt.

! http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/
% http://www.cbs.dtu.dk/databases/OGLYCBASE/
% http://www.glycosuite.com/
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5.2.10 SWEET-DB

Ahnlich wie bei der CARBBANK wurde mit der SWEET-DB[59]" eine Datenbank
entwickelt, die es zum Ziel hat, eine Arbeitsumgebung fur alle Fragestellungen im
Bereich der Kohlenhydratanalytik zu sein. Die Datenbank enthalt die Daten der
ehemaligen COMPLEX CARBOHYDRATE DATABASE[110] und der ehemaligen
SUGABASE. Beide Datenbanken wurden leider wegen fehlender Finanzmittel und
der aufwendigen Annotation der enthaltenen Daten eingestellt.

Im Laufe der Jahre wurden immer mehr Daten zur SWEET-DB hinzugefugt. Ein
groBer Vorteil der SWEET-DB ist die Verlinkung mit weiteren bestehenden
Datenbanken: So besteht die Moglichkeit direkt zur Webseite der PUBMED zu
springen, um von dort aus weitere Literaturrecherchen zu einem bestimmten
Kohlenhydrat oder aber auch zu einem bestimmten Wissensgebiet zu machen.
GroBer Wert wurde auf die Abfragemoglichkeiten gelegt, mit denen es moglich ist,
Daten aus der Datenbank zu selektieren. So besteht zum einen die Moglichkeit in
den Titeln, aber auch in den Autoren der gespeicherten Publikationen nach einem
bestimmten Schlagwort oder einem bestimmten Autor zu suchen. Bei beiden
Suchmethoden kann man eine Ahnlichkeitssuche wahlen, so dass auch ahnliche
Begriffe oder Autoren gefunden werden.

Ein groBer Vorteil besteht darin, dass die Strukturen intern in der so genannten
LINUCS-Notation[111] gespeichert werden. Mit dieser Notation ist es moglich, die
Sequenz eines Kohlenhydrats linear zu beschreiben, und man verbessert so die
Computer-Lesbarkeit. Man kann so nach Substrukturen suchen, aber viel wichtiger
ist die Moglichkeit Daten basierend auf der Struktur in der Datenbank zu finden. So
kann schnell die Masse und auch die Summenformel und Komposition der Struktur
ermittelt werden.

In der Datenbank befinden sich zurzeit 22337 Strukturen, die aus 15364
Publikationen extrahiert worden sind (Stand September 2003).

5.3 Annotierungsstrategien

Bei den meisten der Datenbanken erfolgt die Annotierung der Datenbank manuell, d.
h. es existieren Schnittstellen, die es dem Benutzer gestatten, Daten in eine
temporare Datenbank einzutragen. Dieses Vorgehen wird bei der GENBANK, der
PDB-Datenbank und der SWISSPROT/TREMBL Datenbank verfolgt. Diese Daten
werden dann durch einen Experten gesichtet und wenn moglich mit weiteren
Informationen versehen. Der Experte hat die Moglichkeit diesen Eintrag
zuruckzuweisen, weitere Experimente durchfuhren zu lassen oder den Eintrag in die
eigentliche Datenbank zu uberfuhren. Damit steht der Eintrag der Allgemeinheit zur
Verfugung. Bei der CAZy-Datenbank werden sogar alle Informationen manuell aus
der Literatur extrahiert. Dieser zentrale Annotierungsprozess ist naturlich sehr zeit-
und personalintensiv, und hat in der Vergangenheit dazu gefuhrt, dass
Datenbankprojekte mangels finanzieller Ressourcen eingestellt worden sind. So ist
dieses Geschehen bei der Carbbank[112] und auch der Sugabase[60, 61]. In den
letzten Jahren sind verstarkt Anstrengungen unternommen worden, den Prozess der
Datenextraktion zu automatisieren. So wird versucht die SWISSPROT durch die
automatische Annotation von mikrobiellen Proteomen zu erweitern[113].

Eine weitere Moglichkeit der Datenbank Daten hinzuzufugen, besteht in der
Mboglichkeit automatisch Daten aus den Rohdaten oder bereits gespeicherten Daten

! http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/sweetdb/
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abzuleiten. Dieses umfasst auf der einen Seite so triviale Dinge wie das Berechnen
der monoisotopischen und durchschnittlichen Molekularmasse einer gespeicherten
Verbindung. Zum anderen kdbnnen aber auch anspruchsvollere Dinge aus der
Strukturformel abgeleitet werden, dieses kann die dreidimensionale Struktur, aber
auch das theoretische Massenspektrum oder auch der Molekulpeak eines
Massenspektrums sein. Ein gutes Beispiel ist die Ubersetzung der DNA-Sequenzen
aus der EMBL-Datenbank und Aufnahme in die TREMBL-Datenbank.

5.4 Aufgabenstellung

Seit dem Jahre 1999 sind keine neuen Daten zu den Datenbestanden der
CARBBANK und SUGABASE hinzugefugt worden. Im Rahmen meiner Dissertation
sollte nun untersucht werden, wie der Datenbestand einer bestehenden Datenbank,
der SWEET-DB, durch den Einsatz bioinformatorischer Ansatze moglichst einfach
erweitert werden kann. Dazu sollten Schnittstellen definiert werden, die es gestatten,
durch ein klar definiertes Protokoll Daten in der Datenbank zu verwalten. Die
Updatestrategien sollten unter Beruicksichtigung der folgenden Schwerpunkte
entwickelt werden:

- Effiziente Neueingabe und Verwaltung der vorhandenen Daten

- Extraktionsmbglichkeiten und Quervernetzung zu bestehenden
Datenbankprojekten

- Aus vorhandenen Daten sollten neue abgeleitet und berechnet werden

- Der Datenbestand sollte moglichst vollautomatisch aktuell gehalten werden.
Dazu sollte versucht werden, aus der Literatur automatisch neue
Strukturdaten zu extrahieren und Texte automatisch in den Bereich der
Glykobiologie einzuordnen.

Da aufgrund der Verwendung von vielen unscharfen Begriffen in der
wissenschaftlichen Literatur nicht zu erwarten ist, dass die nachtragliche Extraktion
von Daten, Informationen und Wissen immer erfolgreich sein wird, ist es ein weiteres
Ziel, die Ansatze der automatischen Extraktion soweit voranzutreiben, dass dem
eingebenden Experten moglichst umfassende Hilfestellungen gegeben werden.
Sollte es nicht moglich sein, diese Daten vollautomatisch in die Datenbank zu
schreiben, sollte versucht werden, den Aufwand bei der Selektion fur den Experten
moglichst gering zu halten. Dieses betrifft in erster Linie die Sichtung von
automatisch extrahierten Daten, aber auch die Bereitstellung entsprechender Tools,
die es einem Student ermoglichen, fehlerfrei Daten aus frei zuganglichen Quellen
einzugeben.

5.5 Eigene Arbeiten

Zuerst wurde eine Schnittstelle zum Verwalten von Literaturstellen definiert. Diese ist
beispielhaft fur die Datenverwaltung der SWEET-DB und kann auch fur andere
Bereiche der Datenbank ubernommen werden. Dann wurde begonnen, aufbauend
auf diese Schnittstellen Webinterfaces und Applikationen zu entwickeln, die entweder
der

- Eingabe von Daten durch Studenten dienen
- Einem Experten eine Hilfestellung bei der Selektion von automatisch
extrahierten Daten geben.
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AuBerdem wurde die SWEET-DB um eine theoretische Spektral-Datenbank fur

Massenspektren erweitert.

5.6 Definition einer Schnittstelle zur Pflege der Publikationsdaten der SWEET-

DB

Bis jetzt waren noch keine Schnittstellen entwickelt worden, die ein einfaches
Verwalten von Daten in der SWEET-DB ermbglichen. Diese Verwaltung muss
einfach, aber auch sehr sicher sein, damit es zu keinen Datenverlusten oder
Inkonsistenzen durch den Benutzer kommen kann. Grundsatzlich mussen durch

diese Schnittstelle drei verschiedene Funktionen gewahrleistet sein:

1. Anzeige der Daten
2. Neueintragen von Daten

3. Loschen von

Daten

In dieser Arbeit wurden sowohl Programme verwendet, die auf den

Programmiersprachen ,C’ und ,PHP’ basieren. Dieses bedeutet, dass fur beide

Programmiersprachen Schnittstellen entwickelt werden mussten.

5.6.1 Anforderungen an die Schnittstelle

Zusatzlich zu den grundsatzlichen Anforderungen gab es naturlich weitere Regeln,
die durch die Schnittstelle beachtet werden mussten. Die Daten der SWEET-DB
werden im Moment in einer MySQL Datenbank gespeichert. Die dazugehorigen

Tabellen enthalten dabei die folgenden Datenfelder:

fom e fom e
| Field | Type

fom e fom e
| ReferenceID | int(11)

| UserID | int (11)

| StatusFlag | int(11)

| InputID | int (11)

| JournalName | varchar (254)

| Volume | varchar (10)

| Authors | varchar (254)

| Title | varchar (254)

| Year | varchar (254)

| Pages | varchar (254)

| PubmedID | bigint (20)

fom e fom e

Zusatzliche Informationen zu der obigen Tabelle werden in der folgenden Tabelle

n
I

n
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

n

+
I
+
I
I
| MUL
I
I
I
I
I
I
I
I
+

+
I

+
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

+

o
————— — — — — — — + —

Listing 4: Tabellenstruktur der Tabelle Reference

ReferenceMore gespeichert.

| ReferencelD

| Keywords

| Keywords_ Matchl
| Keywords Match2
| Abstract

| Abstract Matchl
| Abstract Match2
f——_—_—_— e ——— —

+
|

+ _________
| int(11)
| text
| text
| text
| text
| text
| text
+

¥
I

¥
I
I
I
I
I
I
I

¥

o ——— — + — +

———————— fo—————
Default | Extra |

Listing 5: TabellenStruktur der Tabelle ReferenceMore
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Die Informationen, welche Strukturen in der jeweiligen Publikation enthalten sind,
werden in einer dritten Tabelle gespeichert.

oo fomm - o o fom - fommm +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
oo fomm - o o fom - fommm +
| ReferenceID | int(11) | | PRI | O | |
| LinucsID | int(11) | | PRI | O | |
| UserID | int(11) | | MUL | O | \
| StatusFlag | int(11) | | MUL | O | |
| InputID | int(11) | | MUL | O | |
oo fomm - o o fom - fommm +

Listing 6: Tabellenstruktur der Tabelle StructuresinReference

Diese Tabellen mussen durch Erstellen von konsisten MySQL-Queries richtig mit den

eingegebenen Daten ausgefullt werden.
Beim Neueintrag einer Publikation muss auf verschiedene Dinge geachtet werden.

Extraktion einer Kohlenhydratstruktur aus einem Abstract

Struktur in der Ja

Sweet-DB enthalten?

Nein

Ermittlung der

Erzeugung einer Linucs|D

LinucsID

Ja

Publikation in der
Sweet-DB enthalten?

Ausfiillen der
Tabellen Reference
und ReferenceMore

Ausflillen der
Tabelle
StructurelnReference

Abbildung 72: Flussdiagramm zum Eintrag einer in einer Publikation gefundenen Strukur

Als erstes muss abgefragt werden, ob eine Struktur schon in der Datenbank
gespeichert ist. Wenn nicht, wird als ein eindeutiger Bezeichner die Linucsld

erzeugt, der diese Struktur in der Datenbank eindeutig identifiziert. AnschlieBend wird
uberpruft, ob die Publikation schon in der Datenbank vorhanden ist. Wenn nicht,
erfolgt der Neueintrag in die Tabellen Reference und ReferenceMore. In einem
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letzten Schritt wird nun ein Eintrag in die Tabelle StructuresinReference erzeugt, der
eine Relation zwischen Publikationen und Strukturen herstellt.

5.6.2 Umsetzung

Ausgehend von den obigen Anforderungen wurden Funktionen erstellt, die aus
einem Programm sehr leicht aufgerufen werden konnen und die entsprechenden
Aufgaben erledigen.

Funktionsbezeichnung Aufgabe

WriteReference Die Funktion tragt die Daten einer
Publikation in die drei Tabellen ein und
Uberpruft ob schon Tabelleneintrage

existieren
DeleteRefence Die Funktion I0scht alle Tabelleneintrage
zu einer Publikation
writeStructurelnReference Diese Funktion ermoglicht es, einen

Eintrag in die Tabelle zur Verwaltung der
Strukturen in den einzelnen Referenzen
zu schreiben

Tabelle 14: Funktionen der Literatur-Schnittstelle

5.6.3 Benutzung der Routinen uber ein Webinterface

Ein erster Test der PHP-Funktionen erfolgt durch ein Webinterface, dass es gestattet
die Publikationen der SWEET-DB auf einfache Art und Weise zu verwalten. Die PHP-
Funktionen finden unter anderem Anwendung bei den Webinterfaces fur die Eingabe
der NMR (siehe Abschnitt 5.6.6) und Massenspektren (siehe Abschnitt 5.6.7). Das
Webinterface kann unter der folgenden URL betrachtet werden: http://www.dkfz-
heidelberg.de/spec/sweetdb2/admin/.

5.6.4 Verwendung der C-Schnittstelle

Die Benutzung der C-Schnittstelle erfolgte Uber das Programm AUTOREFERENCE,
dessen Beschreibung im Abschnitt 5.7.4 erfolgt.

5.6.5 Ergebnis

Mit Hilfe der erstellten Funktionen ist eine sehr leichte Methode zur Verfugung
gestellt, die es gestattet, auf einfache Art und Weise die Publikationen in der
SWEET-DB zu verwalten. Es werden alle ndtigen Funktionen zum Eintragen, Andern
und Ldschen der Tabelleneintrage zur Verfugung gestellt. Die Schaffung der
Schnittstellen in C und PHP ermbglicht es, die Verwaltung uber ein Webinterface und
auch einer Applikation zu realisieren. Im nachsten Kapitel dieser Arbeit wird noch
genauer beschrieben wie effizient diese beiden Schnittstellen genutzt werden.

5.6.6 Entwicklung einer dezentralen Arbeitsumgebung zur Verwaltung von
Messwerten

Naturlich sind die oben beschriebenen theoretischen Massenspektren kein Ersatz fur
echt gemessene Daten. Leider gibt es zurzeit keine kostenlos Uber das Internet
verfugbare Datenbank mit gemessenen Spektren, die in die SWEET-DB eingelesen
werden kdnnte. Da fur eine korrekte Identifizierung der Strukturen der Zugriff auf
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Vergleichsspektren essentiell ist, fuhrte dieses zu der Uberlegung, Spektren an der
Stelle zu sammeln, wo sie gemessen werden. Gleichzeitig sollte dem Forscher eine
einfache Moglichkeit geboten werden, seine Messergebnisse relativ einfach zu
verwalten. Wenn dieses Massenspektrum direkt in eine lokale Datenbank eingespielt
wird, kann das Spektrum nach einer Veroffentlichung durch den Forscher Uber
geeignete Schnittstellen in weitere Datenbanken Ubernommen werden. Eine gleiche
Strategie sollte auch fur NMR-Spektren erfolgen, die dann ebenfalls den
Datenbestand der SWEET-DB erweitern sollen.

5.6.6.1 Entwicklung einer webbasierten Umgebung zur Eingabe von NMR-
Spektren

Bei der strukturellen Aufklarung von Oligosacchariden spielt die Aufnahme von NMR-
Spektren eine sehr groBe Rolle, da es die einzige physikalische Messmethode ist,
die Konformation der einzelnen Hydroxyl-Gruppen genau zu bestimmen. Im
Gegensatz zur Massenspektrometrie ist es hier also moglich, die genaue Sequenz
und Art der glykosidischen Bindungen zu ermitteln. In der SWEET-DB befinden sich
zurzeit 1743 Spektren von 1527 verschiedenen Kohlenhydraten, von denen 491 *C-
Spektren und 1255 'H-Spektren sind. Da zurzeit 22337 verschiedene Strukturen in
der SWEET-DB gespeichert sind, bedeutet dies, dass nur fur 6,8% der Eintrage ein
oder mehr Spektren gespeichert sind. Es sollte nun eine Strategie entwickelt werden,
diesen Anteil zu erhbhen, damit die Wahrscheinlichkeit groBer wird, ein gesuchtes
Vergleichsspektrum zu finden. Die Extraktion der Daten geschieht im Augenblick
durch zwei Studenten, die manuell Strukturen eingeben und die entsprechenden
chemischen chemischen Verschiebungen den jeweiligen Atomen zuordnen. Dazu
wird eine Publikation, die sich mit der Strukturaufklarung eines Kohlenhydrates
beschaftigt, ausgedruckt und die darin enthaltenen Informationen, wie Spezies oder
die ermittelten NMR-Daten, werden extrahiert und in die SWEET-DB eingetragen. Da
dieses Vorgehen sehr arbeits- und zeitaufwendig und damit sehr teuer ist, sollte
untersucht werden, wie eine dezentrale Arbeitsumgebung geschaffen werden kann,
die lokal fur den Benutzer einen Vorteil bei seiner taglichen Arbeit bringt, aber
gleichzeitig auch eine schnelle Veroffentlichung in einer Datenbank gestattet.

5.6.6.2 Anforderungen

Bei der taglichen Routinearbeit im Labor wird eine Reihe von NMR-Messungen
vorgenommen und anschlieBend auch ausgewertet, oder es mussen Vergleichs-
spektren fur eine direkte Identifikation von Glykanen oder Lipopolysacchariden aus
Organismen jederzeit zur Verfugung stehen. Es bietet sich an, die lokal
aufgenommenen Spektren vor ihrer Publikation in einer nur dem jeweiligen Benutzer
zuganglichen Datenbank zu speichern. Die Datensicherheit und Kontrolle des
Eingebenden hatte dabei hochste Prioritat und es sollte von vornherein eine Losung
entwickelt werden, die es dem Benutzer gestattet festzulegen, wann die Daten in die
SWEET-DB ubertragen werden. Das Verwalten der Daten sollte auf dem Webserver
unserer Abteilung erfolgen. Falls ein Benutzer besonderen Wert darauf legt, soll aber
auch eine Installation der Komponenten auf einem lokalen Rechner moglich sein.
Einen hohen Stellenwert sollte die automatische Generierung des Eingabeformulars
haben, da dies der zeitaufwendigste Schritt der Eingabe ist. Da sich mit Anderung
der Topologie des Kohlenhydrates auch die Anzahl und die Bezeichnung der
Residuen im Eingabeformular andert, musste das Eingabeformular mit jeder
Anderung der Strukturformel neu aufgebaut werden. Dieses ist sehr wichtig fur eine
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effiziente Eingabe der Messwerte, da so jedes Atom eindeutig identifiziert werden
kann, um einfach die korrespondierenden Shift-Werte eingeben zu kbnnen.

Dabei sollte auf Standardkomponenten im Webbereich zuruckgegriffen werden. Es
sollte nun im Folgenden untersucht werden, ob es moglich ist, mit diesen Mitteln eine
dezentrale Speichermbglichkeit von NMR-Spektren entwickeln zu kbnnen, deren
Datenbestand jederzeit mit den in der SWEET-DB gespeicherten Spektren
abgeglichen werden kann.

5.6.6.3 Konzeptionelle Anforderungen an Software-Komponenten

Eine wichtige Anforderung bei der Umsetzung dieses Projektes bestand darin, dass
keine lizenzrechtlichen oder sonstige Kosten als Probleme auf den Benutzer
zukommen, was die Akzeptanz und Verbreitung der Anwendung abtraglich ware. Es
wurde daher entweder fur den akademischen Bereich freie Software verwendet, oder
Software, die als Open Source oder unter der Gnu Public License frei weitergegeben
werden kann. Die Wabhl fiel dabei auf ein System das aus

- MySQL als Datenbankanwendung
- Apache als Webserver
- PHP als Hypertextpreprocessor

besteht. Falls der Benutzer eine Installation der Komponenten vor Ort winscht, sind
diese drei Software-Pakete auch fur ungeubte Benutzer relativ schnell zu installieren,
da es hierfur eine Anzahl von Installern gibt. Es wurde allerdings bei der Umsetzung
wert darauf gelegt, dass die Standardkonfiguration dieser Programme nicht geandert
werden musste, und es sollten auch keine zusatzlichen Softwarepakete installiert
werden mussen.

Die Arbeitsumgebung sollte auch keine zu groBen Anforderungen an die Hardware
stellen. So reicht ein Computer, der Uber einen Pentium-Prozessor, 64 MByte
Speicher und einer Festplatte ab einem GByte verfugt, als Server fur die
Arbeitsumgebung aus.

5.6.6.4 Schutz der eingegeben Daten und Spektren

Da es sich bei der Eingabe der Kohlenhydrate um aktuelle Forschung handelt, und
Ergebnisse und Messwerte nicht vor einer Publikation der Offentlichkeit zuganglich
gemacht werden kbnnen, sollte eine strikte Zuordnung der eingegebenen Datensatze
durch Eingabe eines Benutzernamens und einem dazugehorenden Passwort
erfolgen.

Please enter your ID and your Password

Userid:{flohmann

Password: | -----

[ Logon I Reset l

Abbildung 73: Logon in die Arbeitsumgebung

Die Benutzernamen und Passworter konnen beliebig lang sein, und es wird zwischen
GroB- und Kleinschreibung unterschieden. Somit ist ein ausreichender Schutz
gegenuber dem Ausspahen der Daten von Dritten gegeben. Dieses erfordert
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naturlich auch die Moglichkeit das Passwort durch den Benutzer verandern zu
lassen. Es erfolgt Uber den Eintrag <Change Password> im Menu auf der linken
Seite. Dort kann Uber ein Webformular nach Eingabe des alten Passwortes und nach
zweimaliger Eingabe des neuen Passwortes eine Anderung durchgefuhrt werden.
Danach sind die Eingaben auch vor dem Systemverwalter gesichert, der die
Benutzer anlegt und dabei auch die Passworter vergibt. Um zu gewahrleisten, dass
in der Abwesenheit des Benutzers die Daten eingesehen werden, kann sich der
Benutzer mittels des Menupunktes <logout> ausloggen. Aus Sicherheitsgrunden wird
der Benutzer nach einer Stunde der Inaktivitat automatisch ausgeloggt.

Das Eintragen der Daten in das Formular erfolgt in einem zweistufigem Verfahren:
Zuerst werden die Daten eingegeben, die relativ allgemein sind. Damit das Formular
nicht zu unubersichtlich wird und damit nicht zu viele Informationen auf den Benutzer
einstromen, wurde das Formular in groBere Abschnitte unterteilt. Im Moment sind
drei verschiedene Abschnitte definiert: Je ein Abschnitt fur

1. Publikationsbezogene Daten
2. Biologisch relevante Daten
3. Experimentelle Daten und Spektren

Input of NMR-Spectra of Sequences of Carbohydrates

Narne:

PubrnedC: Dietsils

Eiolo gical
Species:

Experimental || -- Select One -- * | Details

Class:|| Carbohydrate =

[Cretails

Carbohydrate
Sequence:

Templates

Public:f| No ¥
Co ahead | Reset Form]

Abbildung 74: Das Webinterface zur Eingabe von NMR-Spektren

Jeder dieser Abschnitte zeigt in der Kurzform des Formulars nur das wichtigste
Merkmal der Daten an:

Input of NMR-Spectra of Sequences of Carbohydrates

Mamme:

PubtnedD: I D etails

Binlogical ||
Species:

D etails

Experimental:[ -- Select One -- ¥ ]Detajls

Abbildung 75: Eingabemaske mit den Ubergeordneten Themen
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Durch Anklicken des <Details>-Buttons, der sich am Ende der jeweiligen Zeile
befindet, kann der Benutzer sich alle Daten des Abschnittes anzeigen lassen.
Als erstes sind hier die publikationsbezogenen Daten des Eintrags zu nennen.
Nachdem die Daten und Messwerte publiziert worden sind, kbnnen hier die
folgenden Daten eingetragen werden:

Authar: |
ﬂue:l
Juumm:l

Y ear of
Publication: 12002 Guery Pubmed

Vmume42??
Pages: [11653

Abstract:

dang

Abbildung 76: Webformular zur Eingabe der bibliographischen Daten

Dieser Vorgang muss fur den Benutzer so einfach und effizient wie moglich gestaltet
werden. Es sollten bei der Eingabe keine Tippfehler, Zahlendreher oder Ahnliches
passieren, da sich diese Fehler bis in den Datenbestand der SWEET-DB schleppen
wurden, und nur mit groBem Aufwand wieder korrigiert werden kdnnte. Es besteht
daher die Moglichkeit eine Suche in den Daten der PUBMED durchzufuhren, um die
entsprechende Publikation auszuwahlen. Dazu muss nur eine beliebige Kombination
der folgenden Werte eingegeben werden:

1. Autor

2. Erscheinungsjahr

3. Ausgabe

4. erste Seite des Artikel

Nach Drucken des <Query Pubmed>-Buttons wird eine Anfrage an die Datenbank
der PUBMED generiert und die Ergebnisse werden in einem neuen Fenster
dargestellt.
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e 0 (@ M5 | Dateneingabe -

MNiedziela T , Lukasiewicz J | Jachymek W | Dzieciatkowska M | Lugowski C | Kenne L

Core oligosaccharides of Plesiomonas shigelloides O54:H2 (strain CNCTC 113/92):
structural and serological analysis of the lipopolysacchande core region, the O-antigen

biological repeating unit, and the hinkage between them.

J Biol Chem 277 2002 Pages: 11653-63

S
Abbildung 77: Ergebnis der PUBMED-Anfrage

Aus diesen Daten kann der Benutzer seinen Artikel auswahlen, und die Daten
werden sofort in die jeweiligen Felder der Eingabemaske Ubernommen.

Pubmed:[[11796731 Dratails
Author: |Niﬁdziela T, Lukasiewicz J, Jachymek W, Dzieciatkowska M, Lugov

Title: |I31:|re oligosaccharides of Flesiomonas shigelloides 054:H2 (strain

Joumal: |J Biol Chem

' ear of
Publication: 12002 Guery Pubmed

Yalume: IETT
Pages: [11653-63

The structure of the core oligosaccharide moiety of the
lipopolysaccharide (LPS) of Plesiomonas shigelloides 054 (strain ﬂ
CHNCTC 113/92) has been investigated by (1)JH and (13)C NMR, |
fast atom bombardment mass spectrometry (MSFMS, matrix-
assisted laser-desorptionfionization time-of-flight MS,
monosaccharide and methylation analysis, and immunological
methods. It was concluded that the main core oligosaccharide of
this strain is composed of a decasaccharide with the following
structure: (see text) in which l-alpha-0-Hepp is I-glycero-alpha-D-
manno-heptopyranose. The nonasaccharide variant of the core " done

Abstract:

Abbildung 78: Webformular zur Eingabe der bibliographischen Daten
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Durch Klicken des <done>-Button kann dieser Vorgang beendet werden, und die
Eingabe kann fortgesetzt werden. Nachdem auf diese Art und Weise alle Daten
eingegeben worden sind, kann durch Klicken des <go ahead>-Button versucht
werden das Formular zur Eingabe der Messwerte zu erstellen. Dabei werden die bis
dahin eingegeben Daten einer Prufung unterzogen. Sollten Daten fehlen oder
fehlerhaft sein, wird dieses dem Benutzer im oberen Bereich der Eingabemaske
angezeigt.

Input of MMR-Spectra of Seqguences of Carbochydrates

Please add the following values:
Proteinname

Experimental Method

Sequence of Carbohydrate

Abbildung 79: Fehlermeldungen nach Uberprifung der Eingabe

5.6.6.5 Strukturangepasste Eingabe der Messwerte

Die Struktureingabe erfolgte wie bei allen Programmen, die in unserem Arbeitskreis
entstanden sind, durch die erweiterte IUPAC-Nomenklatur, wie sie in der Einleitung
beschrieben ist.

Class:|| Carbohydrate *

|b-D-(‘.J_cpNAc-[ 1-6)+

a-D-GalpNAc-(1-3)-Ser

b=D=-Galp=(1l=3)+
(Carbohydrate
Sequence:

|

Tetnplates

Abbildung 80: Eingabe einer Struktur in der erweiterten IUPAC-Nomenklatur

Daraus wird durch das CGI-Skript MAKENMRFORM in Abhangigkeit von der
gewahlten Spektrenart und von der eingegebenen Struktur ein Formular generiert, in
dem alle Atome der jeweiligen Residuen aufgelistet werden. Dazu wird durch das
Programm SWEET-II eine Datei mit allen enthaltenen Atomen erzeugt, und
anschlieBend werden den Atomen mit dem Programm UMF-KONVERTER, das von
Martin Frank und Thomas Lutteke in unserer Abteilung erstellt worden ist, die
korrekten Atombezeichnungen wie C1 oder H6-ax zugeordnet. Im Moment besteht
die Moglichkeit, einen Shift-Wert und eine Kopplungskonstante zu jedem Atom
anzugeben. AuBerdem war es notig, die Bezeichnungen fur die Atome auch
nachtraglich noch anpassen zu kbnnen. So ist es dem Benutzer mbglich, die
Bezeichnungen fur die Atome zu vergeben, wie sie in der Publikation angegeben
sind.
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So werden in den Publikationen die Bezeichnungen fur einige Wasserstoff-Atome

'H2
'H3
Ha
Hs

"HE

Hio |
"HER ||
‘hes |

"HEo ||

H1 | | 4.45

A-D-GALP (Linkage 4, 3)
Atom  PPM-Value Coup-K (From1 Tol Hz)

Abbildung 81: Formular zur Eingabe der NMR-Shifts

sehr unterschiedlich gewahlt. In einigen Publikationen wird z.B. das H-6R und H-6S

auch einfach H-6 und H-6’[114, 115] genannt, in anderen wird es mit H-6a und H-
6b[116] bezeichnet. Die von dem Programm UMF-KONVERTER vergebenen
Bezeichnungen kbnnen daher nachtraglich einfach verandert werden, und werden

zusammen mit den Shift-Werten in die MySQL-Datenbank geschrieben, so dass sie
bei einer Ubertragung in die SWEET-DB zur Verfugung stehen.

Sind alle vorhandenen Messwerte angegeben worden, kann die Eingabe durch

Klicken des <save data>-Buttons abgeschlossen werden. Diese Daten werden dann
lokal in die MySQL-Datenbank geschrieben und nach Klicken des <list entry>-Button
in einer Liste angezeigt.

06

Mew Entry

Change Entry,

Publications

Change Password

Logout

@ Carbohydrate | NMR

Mr

Freigabe

Eirtrag

Mo

Kenne ! Plasiomonas
shigelloides

delete

edit

duplicate

details

Mo

Fried 1

delete

edit

duplicate

details

Mo

Friedl 2

delete

edit

duplicate

details

Unwerzagt 1

delete

edit

duplicate

details

Unwerzagt 2

delete

edit

duplicate

details

Unwerzagt BiE12264H [6)

delete

edit

duplicate

details

@ a] B w| | =

Testl1

delete

edit

duplicate

details

Ausgehend von dieser Liste kann der Benutzer die eingegebenen Daten visua-

Abbildung 82: Listendarstellung der eingetragenen Spektren

lisieren. Er kann auch die Messwerte und Daten nachtraglich editieren oder fur eine

Neueingabe duplizieren. Gerade der Menupunkt <duplizieren> ist sehr wichtig, da

sehr haufig Strukturen eingeben werden mussen, die sich nur in einzelnen Residuen

unterscheiden. Die identischen Daten wie Spezies und die publikationsbezogenen

Daten werden aber kopiert und mussen nicht erst aufwendig wieder neu eingegeben

werden.
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5.6.6.6 Editierung der Messwerte

Naturlich kann es immer wieder zu einer nachtraglichen Anderung der Daten
kommen. Nachdem der Benutzer den <edit>-Button in der obigen Liste angeklickt
hat, wird dasselbe Formular angezeigt, wie es auch zur Neueingabe der Daten
verwendet wird. Allerdings sind hier die Felder schon mit den vorher eingegebenen
Daten ausgefullt. Diese kann der Benutzer nun beliebig andern und diese
Anderungen auch anschlieBend speichern.

5.6.6.7 Visualisierung der Messwerte

Naturlich muss es fur den Benutzer auch die Moglichkeit geben, seine eingegebenen
Daten anzusehen. Dazu war es notig ein entsprechendes Visualisierungs-Skript fur
die Darstellung der eingegebenen Shift-Werte zu entwickeln. Die Aufgabe dieses
Skripts bestand darin, eine Grafik dieser Shift-Werte zu erzeugen, die einen
einfachen Uberblick Uber das Spektrum gestattet. Da der gemessene Kurvenzug
nicht zur Verfugung steht, sollte die Ausgabe als Strich-Spektrum erfolgen.

13'0 11|? 55I
PPH

Abbildung 83: Automatisch erzeugte grafische Darstellung der NMR-Daten

Die so erstellten Darstellungen kdbnnen dann ohne Probleme in eine
Gesamtdarstellung des Datensatzes mit einbezogen werden. Man erhalt so die
folgende Darstellung:
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D etailed Information

Narne:|NMR-Data of Identification of a Novel Heptoglyean (Oligosacch.5 C)

Carbohydrate:| Sequence

13-
Spectrum:

FPH

AD-GLCPN Linkage: 1

B-D-GLCPN Linkage: 1,6

AD-KDOP Linkage: 1,6, 6
il 175.4
c2 100.7

5 663
R Ta4

B-D-GALPA Linkage: 1,6,6,5,4,6

o] 104.1
c2 0.7
C3 73.9
C4 0.8
C5 76

CE 175.7

PubmedlD 9507005

Title 1dentification of anowvel heptoglycan of alphal—: 2dink ed D-glye ero-D-nanthio-he ptopyran oz e, Chetnical and antigenic structure of
Authors Susskind k, Brade L, Brade H, Holst Cr
Joumal J Biol Chem,273,1998,7006-17

Ina preliminary investigation [Susskind, M., Muller-Loennies, 5., Mimmich, W., Brade, H., and Holst, ©.[1995) Carbohydr. Res. 269, C1-C7), weidentified after
deacylation of lipopolysaccharides [LPS) from Klebsiella pneumonlae ssp pneumonlae roughstvam R20[O1[-:K200) as amawrfvactlon the oligosaccharide,-structure;
see text-where Kdowas 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulopyranosonic acid and Hepp was manno-he ptopyranose. The presence of the threo-hex-4-gnurono pyran oz
residug indicat ed asubstituent at O of the second GalAresiduglinked to 0-3 of the second LD-Hep residue, which had been eliminated by treatment with hot alkali.
‘Wenowrepor the complete structure of lipopaolysaccharide, which was elucidated by additional charact erizakion of iz olate d core oligosacc harides and analysis of the
lipid &. The substituent ak Ot of the second Galpais D-Gle pM, whichin a fraction of the LPS is substituted ak ©-6 by three or four residues of D-ghys eroDnanno-
Citation: heptopyanose [0.D-Hepp). The comnplete carbohydrate backbone of the LPS i3 a3 follows, structure; seetest-[L-glyceroDnanno-heptopyanose; LDHepp], where
all hexoses possess the D-configuration. Sugars mark ed with an astetisk are present in nonstoic hiometric amounts. The structure is unique withregard bo the presence
of ah alphal—3 24ink ed D-glye ero-Dnannio-he ptoglycan (oligosacc haride], which has not been described to dake, and does notcontain phosphate substituents inthe
Abstract coreregion. Fatbyacid analysis of lipid Aidentified [F)-3-hydroxad etrad ecanoic acid as sole amidedink ed fatty acid and [R]-3-hydrocept etrad ecanoic acid, tettadecanoic
acid, stmall arnounts of 2-hydroxd etradecan oic acid, hexadecan oic acid, andtraces of dodecanoic acid as esterdink ed fathy acids, substitutingthe carbohydrale
back bone D-Glephi4 Phetal—»B0-Glophlalpha 1P, The nohreducing Glehl canies fourfatbyacids, present as bwo -0 etradecan ot etrad ecan oic acid residues, one of
wehichis amidedink ed and the other esterdinked bo ©-3'. The reducing Gleh is substitutedin anature fraction of lipid & bybwo residues of (R]-3-hyd ron&etradecanmc
acid, oneinamide and the otherin esterlinkage ak O-3. Two minor fractions of lipid & wereidentified; in one, the amidedink ed [R)-3-hydrocat etradecanoic acid st the
reducing Gich is esterified with hexadecan oic acid, resultingin 3-O-hexadecanoyitettad ecan oic acid, andinthe second, one of the 3O elradecar oyit etradecan oic acid
residues atthe nonreducing Glchl is replaced by 3-0-do decanoitetradecanoic acid. Thus, the complete structure of LP'S is as shownin Fig. 1. Afterimmunization of
BALB: rmic &, bwo monoclonal antibodies were obtained thak were shownto be 5 pecific forthe core of LPS from K. PREMMONIaE 55p. prgumoniag, since they did not
react with LPS orwhole-cell Iyzabes of avariety of other Gram+egative species. Both monoclonal antibodies could beinhibited by LPS butnot byisokted
oligosaccharides and are thus consideredbo recognize a confornational epitope inthe coreregion.

MHz 125.77
D petator
Salvent D20
Temperature 27
Spectrometer Bruk et AhX 600
Type
Source
Input

Expetirnental:

Abbildung 84: Detailierte Anzeige des Datensatzes

Der Benutzer hat so eine einfache Moglichkeit seine Eingaben auf Vollstandigkeit zu
uberprufen. Er kann auch zum Archivieren den Inhalt des Browserfensters
ausdrucken und anschlieBend abheften. Gleichzeitig besteht aber auch die
Mboglichkeit die Eintrage der Datenbank fur eigene Zwecke zu verlinken. So kann z.B.
auf der Homepage des Instituts ohne weiteres ein Link angegeben werden, der es
gestattet, Daten passend zu einer Publikation anzuzeigen.
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5.6.6.8 Datentransfer zur SWEET-DB

Der Datentransfer sollte durch bestehende Internet-Protokolle erfolgen, da so eine
einfache und effektive Ubertragung gewabhrleistet ist. Die Verwendung des Port 80
(Ubertragung durch den Webserver) bietet sich an, da in der Regel auch bei
bestehenden Firewalls dieser Port meist freigegeben ist. Andernfalls lasst er sich
gefahrlos freigeben und so ist gewahrleistet, dass der Port 3306, der fur Anfragen an
den MySQL-Server benbtigt wird, weiterhin hinter der Firewall gesichert ist, und
andere laufende Datenbankanwendungen nicht ausgespaht oder sabotiert werden
kbnnen. Es wurden deshalb PHP-Skripte entwickelt, die es gestatten, die
gewunschten Daten in Form eines XML-Containers zu erhalten. Eine schematische
Darstellung dieser XML-Container ist im Appendix B dieser Arbeit zu sehen. Durch
eine strikte Festlegung auf XML als Grundlage fur den Datenaustausch ist
gewabhrleistet, dass auch bei zukunftigen Erweiterungen der Datenstruktur oder bei
Wegfall einzelner Bestandteile eine Kompatibilitat der einzelnen Versionen bleibt. Es
werden jeweils immer nur die vorhandenen oder benbtigten Daten aus dem
Container extrahiert.

Dieser Vorgang soll naturlich vollautomatisch erfolgen und nur von der Serverseite
aus moglich sein. Dabei sind zwei Parameter zu berucksichtigen, die verhindern,
dass zum einen Daten ausgespaht werden und zum andern auch verhindern, dass
Daten immer wieder doppelt ausgelesen werden. Die Freigabe zur Veroffentlichung
erfolgt allein durch den Benutzer. Die Auswahl des Menupunktes <Ja> im Datenfeld
<Freigabe> fuhrt dazu, dass der Datensatz bei nachster Gelegenheit durch die
SWEET-DB ausgelesen werden kann. Die Haufigkeit dieses Auslesens ist frei
einstellbar und erfolgt im Moment einmal wochentlich. Sind die Daten einmal in die
SWEET-DB eingelesen, so wird in der lokalen Datenbank ein internes Flag gesetzt,
so dass der Datensatz kein zweites Mal ausgelesen wird.

5.6.7 Entwicklung einer webbasierten Umgebung zur Eingabe von
Massenspektren

Mit der immer groBer werdenden Bedeutung dieser Messmethode fur die Aufklarung
von Glykanen, Lipopolysacchariden oder Proteinglykosylierungen[54, 117] sollte der
Datenbestand der SWEET-DB um diese Spektren erweitert werden. Damit besteht
eine bessere Moglichkeit, nach Spektren und Massenpeaks suchen zu kbnnen.
Damit es moglich ist, auch gemessene Spektren in der Datenbank abzulegen, sollte
fur die Eingabe und Verwaltung dieser Messdaten ebenfalls eine webbasierte
Arbeitsumgebung geschaffen werden, die es ermoglicht Spektren und die
dazugehodrenden Daten dezentral zu speichern und bei Bedarf freizugeben, damit
diese in anderen Datenbanken gespeichert werden kbnnen.

Dabei wurde von einem typischen Forschungsprojekt der Glykobiologie ausge-
gangen, das zum Ziel hat, die Glykosylierungen eines Proteins mit Hilfe der
Massenspektrometrie zu untersuchen[116, 118]. Bei der Analyse dieser
Messmethoden ergab sich eine groBe Anzahl von Parametern, die in allen
Publikationen enthalten waren. Daher mussen sie auch zusammen mit dem
Spektrum gespeichert werden, damit sie einfach wieder zur Verfugung stehen. Dazu
gehodrten Angaben zur Taxonomie, Gewebeart oder Spezies aus dem das
Kohlenhydrat gewonnen worden ist. Des Weiteren sollte abgespeichert werden,
welche Art von Protein untersucht wurde und in welcher Publikation das Spektrum
zum Schluss verbdffentlicht worden ist.
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5.6.7.1 Anforderungen

Um einen Schutz der Daten zu gewahrleisten, wird die Eingabe einer
Benutzerkennung und eines dazugehodrenden Passwortes verlangt. Das Passwort
kann jederzeit geandert werden, und nachdem der Benutzer eine Stunde lang keine
Eingabe mehr gemacht hat, sollte eine automatische Abmeldung erfolgen.

Die Authentifizierung des Benutzers erfolgte auf dieselbe Art und Weise wie bei der
Eingabe der NMR-Spektren.

5.6.7.2 Technische Umsetzung

Bei der Entwicklung der Arbeitsumgebung zur Eingabe von Massenspektren konnte
auf dieselbe Technik zuruckgegriffen werden, die auch zur Eingabe der NMR-
Spektren bendtigt wurde. Dieses gewahrleistet ein einheitliches Aussehen der
Eingabe-Formulare und eine identische Installation der bendtigten Komponenten.

5.6.7.3 Auswertung der Messwert-Datei

In der Regel besteht bei der Software, die bei den Massenspektrometern mitgeliefert
wird, eine Moglichkeit, die Messwerte in der Form einer Massenliste als Datei zu
exportieren, so dass hier samtliche Messwerte in dieser Datei an den
Datenbankserver ubermittelt werden konnen.

File_| B “Durchsuchen... )| pki-File (Micromass) 4]

Check plausibility —

Abbildung 85: Eingabefelder zur Eingabe der Messwertdatei

Naturlich muss eine moglichst groBe Anzahl von Dateiformaten der einzelnen
Hersteller unterstutzt werden. Es sind dies zurzeit die Formate der Firmen Micromass
(pkl) und Sequest (dta). AuBerdem werden zwei neutrale Formate unterstutzt. Dabei
handelt es sich zum einen um eine einfache Darstellung der Peaks und Intensitaten
in reiner ASCII-Form:

159.076 77.8
175.084 11.9
175.119 15.8

Zum andern wird aber auch das Einlesen von Dateien im CDF-Format unterstutzt.
Beim CDF-Format handelt es sich um eine Sammlung von Routinen zum Verwalten
von Informationen, die sehr gut in Arrays dargestellt werden konnen. In dieser
Dateiform sind auch zusatzliche Parameter, wie die maximale Intensitat oder
Peakgrenzen, mit abgespeichert. Diese Informationen kbnnen zwar mit ausgelesen
werden, sie gehen aber bei der anschlieBenden Speicherung der Daten verloren. Sie
sind aber auch fur die SWEET-DB von keinerlei Interesse.

5.6.7.4 Uberprufung auf Plausibilitat

Hat der Benutzer alle Daten eingegeben, so kann er durch Anklicken des <save
data>-Buttons die Daten abschicken und sie werden dann in die Datenbank
geschrieben. Dabei werden die Daten Uberpruft und bei Fehlen einzelner Werte
erfolgt eine Fehlermeldung.
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Please add the following values:
Proteinname

File

Structural Data not correct

Abbildung 86: Fehlermeldung der Eingabemaske

Sehr wichtig war dabei die Uberprufung des eingegebenen Spektrums auf
Plausibilitat. Das heiBt es wird Uberpruft, ob das Spektrum zu der eingegebenen
Struktur passt. Dazu wird von dieser Struktur mit Hilfe des Programms GLYCO-
FRAGMENT ein theoretisches Spektrum berechnet. Dieses wird dann mit dem
eingegebenen Spektrum verglichen, wobei mehr als 50 Prozent der Peaks auch
darin enthalten sein sollten. Sollte der Wert geringer sein, wird aber nur mit einer
Warnmeldung darauf hingewiesen. Da es durchaus sein kann, dass es sich nur um
ein schlecht gemessenes Spektrum handelt. Der Benutzer kann diese Meldung dann
ignorieren und die Werte werden dann trotzdem in die Datenbank eingetragen.

There are only 31 percent of the expected peaks in the
submitted spectra!

Dieses Feature kann aber auch von vornherein abgeschaltet werden, wenn feststeht,
dass das Spektrum unter Bedingungen aufgenommen worden ist, bei denen nur sehr
wenige von den von Domon und Costello beschriebenen lonen enthalten sind.

5.6.7.5 Visualisierung der Messwerte

Naturlich muss es auch eine detaillierte grafische Darstellung der eingegebenen
Daten geben. Dazu ist es ndtig, aus dem Spektrum eine Darstellung des
Massenspektrums zu berechnen. Dieses fuhrt zu der folgenden Darstellung:



Untersuchungen zur automatischen Pflege und Annotierung einer Datenbank 101

D etaile d Information

Mame:|MS of Ganglioside at mass 2503.3

Intensity [x1
100 5360

S )

T 0.0
sag. [908.0

Spectrurn:| s

7zal 0

. “|H |‘|\|

300 1500 2700
wmzs value [zl

4310

PubmedD 11506229
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Abbildung 87: Detaillierte Darstellung der einzelnen Daten mit Bild des eingegebenen Spektrums

5.6.7.6 Diskussion und Ausblick

Ein erster Test durch Studenten der Biologie zeigte, dass es mit Hilfe dieser
Arbeitsumgebung moglich ist, auch eine groBere Anzahl von Spektren einzugeben
und zu verwalten. Durch die Verwendung von XML-Containern und etablierten
Protokollen zur Ubertragung der Daten in die SWEET-DB konnte die Anzahl der
gespeicherten Spektren in der Zeit von sechs Monaten um 347 Spektren erweitert
werden, was einer Steigerung um 15% entspricht. Durch das Webinterface kann der
Benutzer seine Daten direkt Uber das Internet verwalten, und er ist so unabhangig
von einem bestimmten Rechner oder Arbeitsplatz. Im Falle einer Publikation kann er
seine Daten freigeben, und sie stehen sofort dem Datenbestand der SWEET-DB zur
Verfugung. Durch die Entwicklung des Formulargenerators konnen ohne Probleme
auch Eingabemasken fur ®'P- oder "N-NMR-Spektren zur Verfugung gestellt werden.
Um die Eingabe von NMR-Spektren in Zukunft zu beschleunigen, sollte auch die
Mboglichkeit gegeben sein, die Kurvenziuge der Messwerte als JCAMP-Datei
einzulesen. Die Eingabe von NMR- und Massenspektren verkurzt sich durch die
Arbeitsumgebung sehr stark, und durch die einfache Ubertragungsmoglichkeit an die
SWEET-DB brauchen Daten nicht doppelt eingegeben werden. Es braucht daher
keine aufwendige Kontrolle durch einen Experten erfolgen.

Durch die sorgfaltige Entwicklung der Schnittstellen zum Datentransfer ist auch fur
zukunftige Anwendungen eine Basis geschaffen, die einen weiteren Ausbau des
Datenbestandes der SWEET-DB gestattet.
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5.7 Automatische Annotierung und Klassifizierung von Publikationen

Der Nutzen einer Datenbank steht und fallt mit der Aktualitat und der Vollstandigkeit
der in ihr enthaltenen Daten. In der jungeren Vergangenheit hat es verstarkt
Bemuhungen gegeben, die es ermoglichen sollen, einen Text automatisch einem
Themengebiet zu zuordnen[119] oder automatisch Informationen aus den
Publikationen zu extrahieren[120, 121]. Dabei ist es wichtig, dass die Vollstandigkeit
der extrahierten Daten ein hohes Niveau hat und es nicht zu einer zu groBen Anzahl
von falsch positiven Eintragen kommt. Es ist sehr unbefriedigend, bei der Recherche
in z.B. der SWEET-DB nicht relevante Publikationen angezeigt zu bekommen. Die
Anzahl der jahrlich veroffentlichten Publikationen hat sich in den letzten dreiBig
Jahren mehr als verdoppelt. Diese Menge kann nicht mehr manuell verarbeitet
werden.

Anzahl der jahrlichen Publikationen
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Abbildung 88: Anstieg der jahrlichen Publikationen (Quelle: PUBMED)

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit es moglich ist, diesen Vorgang zu
automatisieren. Es sollten verschiedene Strategien entwickelt werden, die es
gestatten, die Neuaufnahme der Publikationen in der SWEET-DB sehr einfach zu
verwalten und neue Eintrage thematisch richtig einzuordnen. Um den jetzigen
Datenbestand der SWEET-DB nicht zu gefahrden, sollten die Daten allerdings erst
nach Sichtung durch einen Experten in die Datenbank geschrieben werden.

5.7.1 Grundsatzliches Vorgehen

Die PUBMED ist fur die Recherche von Informationen im biologischen Bereich die
Datenbank der Wahl, da in ihr praktisch alle relevanten Publikationen enthalten sind.
Es sollte nun in einem ersten Schritt Daten aus der PUBMED extrahiert werden.
Diese Daten werden zuerst in eine temporare Datenbank, die AUTO-SWEET-DB,
geschrieben, da so thematisch nicht relevante Eintrage ohne weiteres wieder
geloscht werden kdnnen. Dazu war es notig zwei verschiedene Programme zu
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entwickeln. Zum einen war es notig, ein Programm zu entwickeln, das als im
Hintergrund laufender Prozess permanent Rohdaten in eine Datenbank schreibt.
Mittels eines zweiten Programms werden diese Daten anschlieBend gesichtet und in
die SWEET-DB geschrieben:

Internet:
S TB B Auto-Sweet-DB Sweet-DB
Automatische Experten-
Extraktion kontrolle

Abbildung 89: Schematische Darstellung des Datenflusses

5.7.2 Trefferquote der gefundenen Daten

Um die Vollstandigkeit der gefundenen Daten beurteilen zu kbnnen, war es notig,
einen Wert zu definieren, der angibt wie gut, die im folgenden untersuchten
Suchstrategien nach denen in der PUBMED Publikationen extrahiert worden sind,
und auch zu tatsachlichen Eintragen in die SWEET-DB fuhren. Dazu wird der
Quotient aus gefundenen Publikationen und in die SWEET-DB ubernommenen
Publikationen gebildet:

P U bl i katio n e nSweet—DB
P U b I I kat I O n e nAuto—Sweet—DB

Je groBer dieser Quotient ist, desto besser ist die eingesetzte Extraktions-Strategie.
Ab einem Wert von 0,99 kann davon ausgegangen werden, dass die Suchstrategie
vollautomatisch durchgefuhrt werden kann. Strategien bei denen der Wert kleiner als
0,5 ist, sollten nicht weiter verfolgt werden, da der Aufwand bei der Sichtung zu groB
ist im Verhaltnis zu den gewonnen Daten.

Trefferquote =

5.7.3 Eigene Arbeiten

Ausgehend von diesen Anforderungen und Uberlegungen wurden nun mehrere
Strategien entwickelt, die es gestatten, den Datenbestand auf einfache Art und
Weise zu verwalten.

5.7.4 AUTOREFERENCE

AUTOREFERENCE ist ein Programm, das dafur ausgelegt worden ist, als Prozess
im Hintergrund zu laufen und permanent die PUBMED darauf zu untersuchen, ob
neue Eintrage vorhanden sind, die relevant sind fur die SWEET-DB. Dazu wurden
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verschiedene Optionen in das Programm eingebaut, die den verschiedenen
Aufgabenstellungen gerecht wurden. So hat das Programm zwei verschiedene Modi:

1. Suche nach Trivialnamen
2. Suche nach Kohlenhydratstrukturen

Mit Hilfe dieser Anwendung kann nun ein relativ groBer Bestand der PUBMED
durchsucht werden. Bei der Suche nach Trivialnamen erfolgt die Suche uber die
definierte Schnittstelle des PUBMED-Webservers'. Dieser Schnittstelle wird nun als
Parameter der Trivialname und der gewunschte Suchzeitraum ubergeben. Als
Antwort erhalt man einen XML-Container mit einer Liste von Publikationen, die durch
die PUBMED-ID eindeutig identifiziert werden kbnnen. Die Antwort wird ausgewertet,
und die gefundenen Publikationen werden eine nach der anderen in die AUTO-
SWEET-DB geschrieben. Bei der Suche nach Kohlenhydratstrukturen existiert kein
vordefiniertes Suchwort. Es wird daher einfach als Suchkriterium die PUBMED-ID,
die einem fortlaufenden Index in der Datenbank entspricht, Ubergeben. Diese ID wird
sukzessive um eins erhoht, so dass alle Eintrage Uberpruft werden konnen.

5.7.5 REFERENCE

Nachdem die Daten von der PUBMED in die AUTO-SWEET-DB geschrieben worden
sind, muss es ohne groBere Probleme moglich sein, dass die gefundenen
Datensatze von einem Experten gesichtet werden kbnnen, um einerseits nicht
relevante Datensatze zu loschen, und um andererseits die relevanten Datensatze in
die SWEET-DB zu transferieren. Dieses sollte so effizient wie moglich geschehen,
um nicht unnbtig Ressourcen zu binden. Dazu wurde die Applikation REFERENCE
entwickelt. Die Hauptaufgabe dieser Anwendung bestand darin, die Daten, die
automatisch ermittelt worden sind, aufzulisten und danach entweder zu ldschen oder
in die SWEET-DB zu schreiben. Dazu wurde die in Abschnitt 5.6.1 beschriebene C-
Schnittstelle zum Eintragen von Publikationsdaten in die SWEET-DB benutzt.

Das Interface wurde so benutzerfreundlich wie moglich gestaltet. Im oberen Teil ist
eine Liste aller automatisch extrahierten Literaturstellen zu sehen. Im unteren ist es
moglich sich alle Daten, die zu einer Publikation gehoren, sich anzeigen zu lassen:

! http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query/static/eutils_help.html
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eoe AutoSweetDB | Admin | References

™) Autoren Titel
2015 Wu AM, Wu JH, Tsai MS, Liu JH, And Fine specificity of the domain-I of recombinant tandem-repeat-type galectin-4 from
2017 Chantret |, Dancourt J, Dupre T, De A deficiency in dolichyl-P-glucose : Glc1Man9GIlcMAc2 -PP-dolichyl alpha 3-glucosyli
2041 Iwase H, Katsumata T, Itoh A, Hiki * Detection of enriched Thomsen-Friedenrich antigen on IgAl from IgA nephropathy

2044 Lee KY, Kim HG, Hwang MR, Chae ] The Hexapeptide inhibitor of Galbeta 1,3GalNAc-specific alpha 2,3 -sialyltransferase
2045 Wu AM, Wu JH, Tsai M5, Liu JH, And Fine specificity of domain-| of recombinant tandem-repeat-type galectin-4 from rat a
2046 Vorwerk CK, Bonheur ), Kreutz MR, GM1 ganglioside administration protects spinal neurons after glutamate excitotoxicii ¥

Details

LinuesiD: 22458 Trivialname:  Galbetal-3Galnac
autoren:  Lee KY, Kim HG, Hwang MR, Chae ]I, Yang JM, Lee YC, Choo YK, Lee ¥I, Lee SS, Do SI
Titel:  The Hexapeptide inhibitor of Galbeta 1,3CalNAc-specific alpha 2,3-sialyltransferase as a generic inhibitor o

Journal: ] Biol Chem
Volume: 277

Erscheinungsjahr: 2002
Seiten:  49341-5
FubmedID: 12379642

glycoprotein in High Five (Trichoplusia ni) cells. Using this recombinant ST3Gal |, we screened the synthetic hexapeptide
combinatorial library to explore a sialyltransferase inhibitor. We found that the hexapeptide, NH(2)-GNWWWW, exhibited

Abstract: | the most strong inhibition of ST3Gal | amonag five different hexapeptides that were finally selected. The kinetic analysis of
ST3Gal | inhibition demonstrated that this hexapeptide could act as a competitive inhibitor (K(i) = 1.1 microm) on CMP-
MeuAc binding to the enzyme. Moreover, the hexapeptide was shown to strongly inhibit both N-glycan-specific alpha2,3-
and alpha? 6-sialyltranferase in vitro, suggesting that this peptide may inhibit the broad range of sialyltransferases
b-D-galp-{1-3)-b-d-GalpNac

The mammalian Galbetal 3GalNAc-specific alphaZ2 3-sialyltransferase (ST3Gal |) was expressed as a secreted m

Structure:

( Delete ) € Add

Abbildung 90: Interface des Programms REFERENCES

Mit Hilfe der beiden Buttons <Delete> und <Add> kann sehr schnell entschieden
werden, ob eine Publikation Ubernommen werden soll oder nicht. In ersten Fall
werden die Daten aus der AUTO-SWEET-DB gelbdscht und in die SWEET-DB
geschrieben. Damit stehen sie sofort den Benutzern der SWEET-DB zur Verfugung.
Im zweiten Fall werden die Daten einfach geldscht. So kann Publikation fur
Publikation durchgegangen werden. Der Aufwand fur 100 Publikationen liegt im
Bereich von 37 Minuten. Wobei in der Regel 88 Prozent der gefundenen
Publikationen auch in die SWEET-DB eingetragen werden konnen.

5.7.6 Extraktion von Publikationen aus der PUBMED-Datenbank

Die Extraktion der Datensatze von den zu klassifizierenden Publikationen wurde uber
die von der PUBMED zur Verfugung gestellten Retrieval-Schnittstellen gewahrleistet.
Dazu gibt es zwei verschiedene Schnittstellen bei der Pubmed, die Uber das Internet
erreicht werden konnen. Mit der Schnittstelle ESEARCH' besteht die Moglichkeit,
Suchanfragen an die PUBMED zu stellen. Das Ergebnis wird als Liste von PUBMED-
Ids geliefert. Ubergibt man diese PUBMED-ID der Schnittstelle EFETCH so erhalt
man alle Daten, die zu dieser ID in der PUBMED-Datenbank gespeichert sind. Der
zuruck gelieferte Datensatz liegt im XML-Format vor und kann ohne Probleme
analysiert werden.

Im vorliegenden Fall wurde auf eine Eigenentwicklung zuruckgegriffen, damit es
keinerlei Probleme mit Lizenzen oder mit den Statuten der National Institutes of

! http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query/static/esearch_help.html
2 http://eutils.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query/static/efetch_help.html
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Health (NHI) zur kostenlosen Nutzung der PUBMED-Datenbank gibt. Diese Statuten
sehen vor, dass es nicht mehr als Funftausend Zugriffe von einem einzelnen
Rechner am Tag geben soll, und der Abstand zwischen zwei Zugriffen soll mehr als
drei Sekunden betragen.

Ein weiterer Grund fur eine Eigenentwicklung der XML-Routinen war, dass diese
Klassen und Methoden in anderen Projekten weiterbenutzt werden konnen. Die
folgenden Tabellen zeigen den schematischen Aufbau der Klassen und die zu
Grunde liegenden Methoden, die in den Klassen enthalten sind. Zum einen sind es
die Funktionen zur Extraktion des XML-Datensatzes aus dem Datenbestand der
PUBMED, zum anderen sind es die Funktionen zur Analyse des Datensatzes. Es
wurde dabei Wert darauf gelegt, dass sie sehr allgemeingultig fur die Analyse auch
anderer XML-Datensatze sind. Trotzdem sollte aber auch ein schneller und einfacher
Zugriff auf die Elemente des PUBMED-Datensatzes gewahrleistet sein.

5.7.7 Programmierung der Methoden

Es wurden drei grundlegende Methoden zur Extraktion der Daten aus dem XML-
Datensatz benotigt:

Methode Beschreibung

GetXmlIEntry Die Methode liefert den Wert fur einen XML-
Tag

CountXmlIEntry Die Methode zahlt die Eintrage fur einen XML-
Tag

GetXmINEntry Die Methode liefert den n-ten Wert fur einen
XML-Tag

Tabelle 15: Grundlegende Methoden zur Analyse eines XML-Datensatzes

Um den schnellen Zugriff, auf die PUBMED-Daten zu erhalten wurden Funktionen
implementiert, die aufgerufen, die gewunschten Daten zuruckliefern.

Methode Beschreibung
GetAbstract Die Methode liefert das Abstract der
Publikation oder einen String der Lange Null

GetYearOfPublicationDate | Die Methode liefert das Jahr, in dem die
Publikation veroffentlicht wurde

Tabelle 16: Spezielle Methoden zur Analyse eines Pubmed-Datensatzes

5.7.8 Datenextraktion durch Suche nach Trivialnamen

Auf Grund der strukturbasierten Speicherung der Daten in der SWEET-DB ist es
nodtig, dass eindeutig erkannt wird, zu welcher Struktur eine in der PUBMED
gefundene Publikation gehort. Dieses bedeutet, dass der eindeutige Identifier, die
LinucsID, der in der SWEET-DB fur jede Struktur vergeben ist, der Publikation
eindeutig zugeordnet werden muss. Da in der PUBMED keine strukturrelevanten
Angaben gespeichert werden, war es notig, zu erkennen, welche Zuckerstrukturen in
dem jeweiligen Artikel behandelt werden.
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In einem ersten Versuch wurden einfach alle in der SWEET-DB gespeicherten
Trivialnamen genommen und mittels des Programms AUTOREFERENCE wurde
versucht alle Publikationen ab dem Jahr 1960 zu finden, die in einem der PUBMED
Datenfelder einen dieser Begriffe enthielten. Dabei wurden auch innerhalb kurzester
Zeit mehr als Zehntausend Publikationen gefunden und in die AUTO-SWEET-DB
geschrieben. Bei einer anschlieBenden Sichtung mit dem Programm REFERENCE
stellte sich aber sehr schnell heraus, dass mit dieser Methode nur eine relativ kleine
Anzahl verwertbarer Artikel gefunden werden konnten. So ergab sich fur die
Vollstandigkeit der Suche:

134

~ 0,01
0142

Trefferquote = ]

Es mussten also mehr als 99 Prozent der Eintrage verworfen werden. Auf der Suche
nach den Ursachen stellte sich sehr schnell heraus, dass dieses an der Art der
Suchbegriffe lag. Auf der einen Seite fuhrten Begriffe wie Laktose oder Cellulose
schnell zu einer groBen Anzahl von Artikeln, die nur selten in den Bereich der
Glykobiologie einzuordnen sind. Es wurde zum Beispiel jede Publikation aufgefuhrt,
die zu den Themen Laktoseinteloranz[122], Laktose als Hilfsstoff in Tabletten[123]
oder Cellulose als Bestandteil von Arzneizubereitungen[124] gehorten. Auf der
anderen Seite wurden aber zu sehr eindeutigen Begriffen, wie ,kolomiktriose
stigmastenol’[125] keine Ergebnisse gefunden, da dieser Begriff nur in einer einzigen
Publikation verwendet wurde. Es musste also eine neue Suchstrategie Uberlegt
werden.

In einem zweiten Ansatz wurde nun mit einer durch einen Experten editierten Liste in
der PUBMED gesucht. Die Verwaltung dieser Liste erfolgt durch das Programm
TRIVIALNAMES. Die Suche wurde wieder mit dem Programm AUTOREFERENCE
durchgefuhrt.

GQ1lb

Gtlc

Gtlb

Gtla

Gal-Gb4

Gb3 ganglioside
Globo-H
Man8glcnac2
Man7glcnac2
Man4glcnac2

Gb4 glycosphingolipid
Gb3 glycosphingolipid
Gd3 ganglioside
Gd2 ganglioside
Gdlb ganglioside
Gdla ganglioside
Gm3 ganglioside
Gm2 ganglioside
Gml ganglioside
Lewisb

sialyl Lewisa
Lewisa
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Lewisy

glclMan5GlcNac2

Glc3man9glcnac2

Man3glcnac4

Mané6glcnac2

Man5glcnac2

Man3glcnac2

sialyl LewisX

Slex

Lewisx

SDA carbohydrate

glc2Man5GlcNac?2

blood group h antigen carbohydrate
blood group a antigen carbohydrate
blood group b antigen carbohydrate
hnk-1 carbohydrate
Galbetal-3Galnac

Mit diesen Begriffen wurden nun alle seit 1999 in der PUBMED gespeicherten
Publikationen gesucht, die in einem der Datenfelder einen dieser Begriffe enthielten.
Die gefundenen Eintrage wurden dann in die AUTO-SWEET-DB eingetragen und
anschlieBend mit dem Programm REFERENCE uberpruft und in die SWEET-DB
uberfuhrt. Dabei wurden fur den Zeitraum von 1999 bis 2002 insgesamt 944 neue
Publikationen in die Datenbank eingetragen. Ursprunglich waren 1062 Publikationen
gefunden worden, was bedeutet, dass so eine sehr hohe Gute der Suche von

Trefferquote = 944
1062

~ 0,88

erreicht worden ist. Dieses entspricht einem sehr guten Ergebnis und eine
Datenextraktion dieser Art erfolgt nun Monat fur Monat. Somit erlaubt dieser Ansatz
auf sehr einfache Art und Weise die Publikationen in der SWEET-DB auf dem
neuestens Stand zu halten. Mittels diesen Ansatzes konnten die Publikationen bis
zum Monat Juli 2003 in die AUTO-SWEET-DB und nach einer Sichtung in die
SWEET-DB geschrieben werden. Bei der Durchfuhrung der Suche hat sich
herausgestellt, dass eine vollstandige Indizierung der einzelnen Journale mit etwa
zwei Monaten Verzbdgerung abgeschlossen ist. Die Durchfuhrung der Suche in der
PUBMED erfolgt also mit einem Versatz von zwei Monaten.

5.7.9 TRIVIALNAMES

Das Programm TRIVIALNAMES erlaubt eine sehr einfache Verwaltung der zu
suchenden Trivialnamen mit Zuordnung zu den entsprechenden LinucsID, die in der
SWEET-DB vergeben ist. So ist gewahrleistet, dass zu jeder gefundenen Publikation
eine Struktur eindeutig zugeordnet werden kann. AuBerdem kann hier auf sehr
einfache Weise festgelegt werden, ab wann die Suche in der PUBMED erfolgen soll.
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8eee AutoSweetDB | Admin | Trivialnamen
LinucsID Trivialname Lastsearch
3706 SIalyl Lewisa ZUU4
22431 Lewisa 2004
1132 Lewisy 2004
1645 glclMan5GlcNac2 2004
1158 Gle3man9glcnac2 2004
1279 Man3glcnacd 2004
707 Man6glcnac2 2004
2149 ManS5glcnac2 2004 B
7546 Man3glcnac2 2004
149 Slex 2004
50 Lewisx 2004 :
Details -
LinwesID: _149
Trivialnama: _sialvl LewisX
Lastsearch _2004

a-D-NeupShe-(2-3)-b-D-Galp-(1-4)+

b-D-GlepWAc
Structure: |
a=-L-Fuecp-{1-3)+

Add ) [ Delete |

Abbildung 91: Interface des Programms TRIVIALNAMES
Sollte ein Eintrag fehlerhaft sein, so kann er ohne Probleme verandert werden.

5.7.10 GETABSTRACTS

In der SWEET-DB waren bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Abstracts der in der
CARBBANK und SUGABASE untersuchten Publikationen enthalten. Dieses sollte
mittels der oben beschriebenen Methoden der Klasse zur Auswertung von XML-
Containern realisiert werden. Dazu wurde das Programm GETABSTRACTS
entwickelt, das nacheinander eine Liste von PUBMED-Ids abarbeitet und den zu der
PUBMED-ID gehorenden Abstracttext in die SWEET-DB eintragt. Bei dem Programm
GETABSTRACTS waren zwei Dinge zu beachten: Zum einen sollte das Programm
auch die oben beschriebene Schnittstelle benutzen. Zum anderen waren auch hier
wieder die Nutzungsbedingungen der NHI zu beachten. Da die Geschwindigkeit der
Datenextraktion keinerlei Rolle spielte, wurde sogar nur alle dreiBig Sekunden ein
Abstract von der PUBMED angefordert und in die SWEET-DB eingetragen. So
dauerte es zwar etwas mehr als eine Woche bis alle Abstracts in der SWEET-DB
kopiert waren, aber die Performance der PUBMED-Computer war so zu keiner Zeit
gefahrdet. Diese Abstracts bildeten dann die Grundlage fur die weiter unten
beschriebene Klassifizierung der Texte (siehe Abschnitt 5.9).

5.7.11 Ergebnis und Diskussion

Mit den hier vorgestellten Werkzeugen wurde der notwendige zeitliche Aufwand, eine
Literatur-Datenbank auf dem Laufenden zu halten, entscheidend reduziert. Dieser
Prozess kann zwar noch nicht vollautomatisch durchgefuhrt werden, da sonst eine zu
groBe Anzahl von nicht relevanten Datensatzen in die Datenbank eingefugt wurde.
Mit der manuellen Verwaltung einer Liste von Trivialnamen konnte eine sehr gute
Ausbeute bei den gefundenen Publikationen erzielt werden. Zu Beginn der
automatischen Suche befanden sich 14403 Publikationen in der Datenbank. Mit Hilfe
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des Programms AUTOREFENCE und einer anschlieBenden Sichtung eines Experten
unter Verwendung des Programms REFERENCE konnten 961 neue Datensatze zu
den Publikationen hinzugefugt werden. Das heiB3t, es wurde in einem Zeitraum von
weniger als zwei Wochen der Datenbestand an Publikationen um 6,6 Prozent erhoht,
und zumindest fur die mit einem Trivialnamen identifizierten Strukturen auf den
aktuellen Stand gebracht. Dieses ist eine sehr gute Ausbeute, wenn man bedenkt,
dass in den beiden ursprunglichen Datenbanken SUGABASE und CARBBANK die
Publikationsdaten manuell gesichtet wurden und auch manuell eingetragen wurden.
Im Moment kann die Extraktion der Publikationen zwar nur fur Substanzen mit einem
Trivialnamen erfolgen, aber ein grundsatzlicher Zugang zur PUBMED ist etabliert.
Die Vermeidung von Tippfehlern war durch den konsequenten Verzicht von
Texteingaben und direkter Ubernahme der PUBMED-Daten gewabhrleistet. Bei der
weiteren Verarbeitung konnten auch Tippfehler vermieden werden, da der
Selektionsprozess durch den Experten durch einfaches Klicken mit der Maus
erfolgen kann. Mit Hilfe des Programms GETABSTRACTS konnte innerhalb von
einer Woche ein Abgleich mit den Datensatzen der PUBMED erfolgen und der
Datenbestand um die Abstract-Texte erganzt werden. Die vorgestellten Methoden
sind sowohl benutzerfreundlich, als auch effizient.
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5.8 Automatische Extraktion von Strukturdaten aus Internet-Quellen

Um den Personalaufwand zur Analyse von Texten moglichst gering zu halten, sollten
im Rahmen dieser Dissertation Uberlegungen angestellt werden, inwieweit die
automatische Extraktion von Strukturdaten aus Internetquellen moglich ist. Dabei
kommen zwei Quellen in Frage: Zum einen ist dieses die PUBMED, die eine sehr
einfache Suche gestattet und auch entsprechende Schnittstellen fur die Extraktion
des Abstract bereithalt, zum anderen sind dieses die Online-Versionen von Journals,
die sich thematisch mit Kohlenhydraten beschaftigen wie z.B. ,Carbohydrate
Research’ oder aber ,Glycobiology’.

5.8.1 Anforderungen an die Quelle

Damit es zu einer problemlosen Analyse der Texte kommen kann, mussen einige
Anforderungen durch die Datenquelle erfullt sein:

1. Sie muss frei durch das Internet zuganglich sein.

2. Sie muss automatisch indizierbar sein, damit die Daten sukzessive extrahiert
werden konnen.

3. Die Strukturdaten mussen in Textform enthalten sein, da sonst keine Analyse
moglich ist.

Als erstes wurden die oben genannten Quellen uberpruft, ob sie diesen
Anforderungen genugen:

5.8.2 PUBMED

Die PUBMED-Datenbank stellt eine definierte Schnittstelle zur Verfugung, die es
gestattet einen Eintrag nach dem anderen maschinell herunter zu laden und durch
einen Algorithmus analysieren zu lassen. Dieses geschieht relativ einfach durch das
Zusammensetzen einer URL, die dann an den PUBMED-Server gesendet wird und
als Antwort die gewunschten Daten in einer XML-Kodierung zuruckliefert. Aus dieser
Antwort kann dann ohne Probleme mit der oben beschriebenen Methode zur Analyse
von XML-Dateien das Abstract herausgelesen werden. Dies geschieht wie folgt:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=PUBMED&retmod
e=xml&rettype=abstract&id=<n>

wobei <n> der Nummer der PUBMED-ID entspricht.

Die PUBMED-ID braucht dabei nur hoch gezahlt werden, und die URL kann sehr
einfach gebildet werden. Die so erhaltenen Abstacts haben weiterhin den Vorteil,
dass sie gemaB der XML-Richtlinien[126] in einer UTF-8 Kodierung vorliegen. Alle
landerspezifischen Sonderzeichen liegen vor, so dass diese Informationen mit
berucksichtigt werden kbnnen und nicht verloren gehen.

5.8.3 Carbohydrate Research

Als nachstes wurde untersucht, inwieweit sich die Online-Version dieses Journals zur
automatischen Analyse eignet. Auf die Volltexte kann vom Krebsforschungszentrum
aus zugegriffen werden, da die Zentralbibliothek das Journal abonniert hat. Ein
Zugriff Uber das Internet ist also zumindest von einem Rechner des DKFZ aus
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moglich. Bei der sukzessiven Adressierung der einzelnen Artikel zeigte sich aber
sehr schnell, dass dies von dem Herausgeber der Zeitschrift nicht gewunscht ist. Es
bietet sich keine Moglichkeit die URL, wie oben beschrieben, automatisch erzeugen
zu lassen, da bei jeder Anfrage ein Code zur Verschlusselung der ubergebenen
Daten mit ubertragen wird, der sehr wahrscheinlich zur Verschlusselung des User
und einer automatisch erzeugten Session-ID dient. Ist dabei auch nur ein einzelner
Buchstabe falsch, fuhrt dieses zu einer Meldung, dass man nicht berechtigt ist, auf
diese Informationen zuzugreifen.

Eine Analyse, der manuell erhaltenen Volltexte ergab zudem, dass ein Teil der
Struktur-Informationen nicht als Text sondern als Bildinformationen vorliegen. So
werden die griechischen Symbole ,o’ und ,’ nicht alphanumerisch sondern als Bilder
dargestellt. Ebenso verhalt es sich mit dem ,D’ und dem ,L’ sowie dem Pfeil, der eine
kovalente Bindung zwischen zwei Residuen darstellen soll. Ein weiteres Hindernis
stellt die unterschiedliche Grammatik dar, die zur Darstellung der Saccharide benutzt
wird. So wird in ein und derselben Ausgabe des Journals zum einen die folgende
Darstellung gewanhlt:

B-D-Glep-(1->2)[B-D-Glep-(1->3)]-a-D-Glep-Ome

Darstellung in Tupac-Nomenklatur[127]

oder:

— 3)-o-1-6dTalpdAc-(1 — 3)-B-d-Galp-(1 — 7)-0c-Kdop-(2 —

Darstellung als Vollgrafik[128]

sowie:

a-L-rhamnopyranosyl-(1-2>2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-2>4)]-p-
D-glucopyranoside

Darstellung als ausgeschiebene IUPAC-Nomenklatur[129]

Anders als bei der Schnittstelle fur die PUBMED handelt es sich hier nicht um eine
fur die Offentlichkeit freigegebene Schnittstelle, so dass schon kleinste Anderungen
dazu fuhren, dass das Analysetool unbrauchbar wird.

5.8.4 Glycobiology

Auch dieses Journal ist in einer Online-Version vom DKFZ abboniert und kann von
einem Rechner des DKFZ-Netzwerkes erreicht werden.

Es ergeben sich aber ahnliche Probleme wie bei Analyse der HTML-Seiten von
,Carbohydrate Research’. So sind auch hier MaBnahmen ergriffen worden, dass es
nicht zu einer vollautomatischen Extraktion der Daten kommen kann. Es werden aber
unterschiedliche Wege dabei beschritten. Anders als bei der Website von
,Carbohydrate Research’ wird hier die Session-ID nicht bei Aufruf der URL mit
gesendet, sondern sie wird als Cookie auf dem jeweiligen Rechner gespeichert.
Dieses ist bei Verwendung eines Browsers nicht weiter tragisch. Die Cookies kbnnen
aber bei Auswertung mittels eines Auswertetools nicht berucksichtigt werden.
Ebenso wie bei dem obigen Journal ,Carbohydrate Research’ werden hier teilweise
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fur Darstellung der Konfiguration und der Diastereomere Grafiken benutzt, die nicht
auszuwerten sind.

Auch in diesem Journal ist keine einheitliche Darstellung der Saccharide gewahlt
worden. So werden auch hier in einer Ausgabe die folgenden Darstellungen gewahlt:

GalNAcB1-4GalB1-3GalNAcB1-4Gal31-4Glc

Darstellung in verkiurzter IUPAC-Nomenklatur[130]

Fuc(o.1-3)Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GleNAc(B1-3)GalNAc(B1-4)

Darstellung in verkurzter Nomenklatur mit anderer Klammersetzung[131]

a-Kdo-(2-28)-a-Kdo-(22>4)-a-Kdo

Darstellung in IUPAC-Nomenklatur[132]

Im Grunde muss fur jeden Artikel ein eigener Parser entwickelt werden, der die in
dem Artikel enthalten Kohlenhydrate erkennt. Auch hier handelt es sich nicht um eine
definierte Schnittstelle, die zu den entsprechenden Problemen fuhrt.

5.8.5 Manuelle Extraktion

Um einen echten Vergleich zwischen den automatischen Methoden und der
manuellen Extraktion von Strukturen durch Sichtung der entsprechenden Publikation
zu erhalten, musste auch eine manuelle Extraktion durchgefuhrt werden. Dazu
wurden einfach 10 Publikationen eines jeden Journals ausgedruckt und
anschlieBend ausgewertet, und die Daten wurden in die SWEET-DB eingetragen.
Die Sichtung und die Eintragung in die SWEET-DB dauerte fur das Journal
,Glycobiology’ 38 Minuten und fur die 10 Artikel von ,Carbohydrate Research’ 27
Minuten. Dabei stellte sich heraus, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
nicht die Sichtung der einzelnen Publikationen war, sondern die entsprechenden
Schnittstellen zum Eintragen in die SWEET-DB und zum Auslesen PUBMED waren.
Die weiter oben beschriebenen Tools GETABSTRACTS, zur Suche in der PUBMED,
und REFERENCE, zum Eintragen in die SWEET-DB, waren dabei eine sehr grof3e
Hilfe. In den letzten Jahren sind im Journal ,Glycobiology’ durchschnittlich 96 Artikel
und im Journal ,Carbohydrate Research’ durchschnittlich 256 Artikel veroffentlicht
worden. Dieses bedeutet, wenn man von den obigen Ergebnissen ausgeht, dass
beide Journale innerhalb von etwa 36 Stunden gesichtet und in die SWEET-DB
eingetragen werden kbnnen. Dieses steht in keinem Verhaltnis zu der Zeit, die notig
ist, um die Hindernisse beim Zugriff auf die Volltexte auszuraumen und auch bei der
Entwicklung der einzelnen Grammatiken, was insgesamt mehrere Wochen gedauert
hat.

5.8.6 Ergebnis und Diskussion

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die PUBMED, ahnlich wie bei Blaschke et
al.[133], als einzige mogliche Quelle fur eine Textanalyse in Frage kommt, da nur
hier eine automatische Extraktion der Daten moglich ist, und die Daten in einer fur
Computer verstandlichen Form zur Verfugung stehen. Auf Grund der groBen Menge
von Abstracts lohnt sich hier auch die Entwicklung unterschiedlicher Parsern fur die
unterschiedlichen Grammatiken, in denen die einzelnen Verbindungen dargestellt
werden.
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Eine Analyse von kommerziellen Journals beinhaltet einen nicht zu vertretenden
Aufwand, da eine manuelle Analyse der Texte zu bedeutend besseren Ergebnissen
als eine aufwendige Entwicklung von Textinterpretern und -parsern fuhrt, die dann
nur in der Lage waren eine Handvoll Strukturen aus dem jeweiligen Artikel zu
extrahieren. Der aufwendige Zugang zu den Webseiten verhindert eine automatische
Extraktion. Dieses ist aber nicht so schlimm, da diese beiden Journals von der
PUBMED indiziert und bei der automatischen Analyse mit erfasst werden und den
Nutzern der SWEET-DB ebenfalls zur Verfugung gestellt werden.

Auf Grund der groBen Menge an Abstracts halt sich die Ausbeute der gefundenen
Strukturen in Grenzen. So sind in einem Zeitraum von drei Wochen etwa 23
Strukturen gefunden worden, wobei 13438 Abstracts geparst worden sind. Dieses
entspricht einer Ausbeute von 1,71 Promille. Da diese Strukturen allerdings
vollautomatisch gefunden worden sind und neu in die SWEET-DB eingetragen
werden konnten, ist dieser Aufwand allerdings vertretbar. Im Moment muss man
leider sagen, dass ich keine echte Alternative zur manuellen Extraktion der
Strukturdaten gefunden habe.

5.8.7 Technische Umsetzung

Bei der Umsetzung konnte auf die Klassen zuruckgegriffen werden, die schon fur die
Anwendung GETABSTRACTS entwickelt worden sind. Mit Hilfe dieser Klasse ist es
moglich, durch einfaches Hochzahlen des von der PUBMED vergebenen |dentifier
ein Abstract nach dem Anderen zu Ubertragen und anschlieBend mit Hilfe der
Grammatiken eine Strukturerkennung zu ermbglichen.

e 006 getAbstracts | Progress

3 from 95 extracted

Extracting PubmedID #12499405 from Pubmed

Abbildung 92: Interface des Programmes GETABSTRACTS

Die Grammatiken haben im Grunde genommen nur drei verschiedene Teile einer
Struktur zu erkennen. Das wichtigste ist das Erkennen der Residuen. Ein Residuum
hat vereinfacht geschrieben immer denselben Aufbau

a-D-Glucose

Die Routine zum Erkennen der Residuen musste also in der Lage sein, zu erkennen,
ob ein Zucker mit einer a- oder p-Verknupfung in der D- oder L-Konfiguration vorliegt.
Zusatzlich kbnnen hier noch weitere Merkmale entsprechend der IUPAC-
Nomenklatur fur Zucker ermittelt werden.

Ein weiteres Element der Grammatik bestand in dem Erkennen der Linkage-
Informationen. Auch dieses gestaltete sich sehr einfach, da sie in der Regel in der
folgenden Form vorlagen:

-(1--4)-
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Hier wurde von der Grammatik festgestellt, welche Kohlenstoff-Atome an der
Bindung beteiligt sind. Mit Hilfe dieser beiden Grundlegenden Funktionen erkennt
man nun die beiden wichtigsten Textbausteine einer textlich dargestellten
Zuckerstruktur. Durch Klammern werden mehrere Residuen zusammengefasst. Es
muss daher auch die korrekte Klammerung erkannt werden. Zum Erkennen einer
Zuckerstruktur geht man nun wie folgt vor: Man scannt den Text Zeichen fur Zeichen.
Sobald man ein Zuckerresiduum erkannt hat, versucht man davon ausgehend, die
Parameter der glykosidischen Bindung zu ermitteln und versucht noch weitere
Residuen oder Bindungen zu erkennen. Man ist so also ohne Probleme in der Lage,
Strukturen zu erkennen, wenn Sie in einem Text vorkommen.

Diese an sich sehr einfachen Regeln lieBen sich sehr schnell umsetzen. Probleme
bereiteten allerdings wie oben beschrieben die von Publikation zu Publikation
unterschiedlichen Darstellungen der Kohlenhydrate. Zumal mindestens ein Tag
bendtigt wurde, um eine Grammatik zu erstellen und auch zu testen.

Zum Eintragen der Daten in die AUTO-SWEET-DB kann nun wieder auf die schon
entwickelten Schnittstellen zur SWEET-DB zuruckgegriffen werden. Als erstes wird
die Linucs-Id ermittelt, die als Referenz fur alle weiteren Daten in der SWEET-DB
dient. Dieses geschieht mit der von Alexander Loss entwickelten Schnittstelle, die
auch gleichzeitig den korrekten Linucscode erstellt. Die publikationsspezifischen
Daten werden von der PUBMED ermittelt und kdnnen in die Datenbank eingetragen
werden. Dieser Vorgang kann vollautomatisch geschehen. Er wird aber im Moment
noch von einem Experten kontrolliert, damit keine vollig falschen Eintrage in die
eigentliche SWEET-DB gelangen.

Fur eine effiziente Auswertung von Datenbanken, die einen Open-Access Zugang
besitzen, sollte daher eine XML-Schnittstelle fur die Extraktion der Daten vorhanden
sein. Die gespeicherten Datensatze mussen sukzessive adressierbar sein und die
Nomenklatur, z.B. fur Strukturen, sollte einheitlichen Regeln folgen.
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5.9 Semantische Analyse und Klassifizierung von Texten

Ein weiterer Weg Daten aus den Publikationen zu extrahieren besteht darin, manuell
Daten aus den Publikationen zu ermitteln. Dieses kbnnen zum einen Strukturdaten
sein, zum anderen kann es sich aber auch um taxonomische oder biologische
Informationen handeln. Ein einzelner Benutzer kann aber nicht einem Abstract nach
dem andern in der PUBMED durchgehen. Das heiB3t, es muss auch hier eine
manuelle Vorauswahl erfolgen, ob ein Artikel in den Bereich der Glykobiologie gehort
oder nicht. Es sollte also im Folgenden untersucht werden, inwieweit es moglich ist,
einen Text automatisch in ein Themengebiet einzuordnen.

5.9.1 Statistische Auswertung der Texte

Als erstes wurden alle in der SWEET-DB vorhandenen Abstracts genommen und
statistisch ausgewertet, welche Worter darin vorkommen. Dieses fuhrt zu einer sehr
interessanten Aufstellung der Wortverteilung der bestehenden SWEET-DB. So
enthalten die Abstracts, die in der Datenbank enthalten sind, 79450 verschiedene
Worter und Begriffe. Diese Auswertung bildete dann die Basis fur die Einordnung der
aus der PUBMED extrahierten Texte.

5.9.2 Textklassifizierung

Die Semantik eines Satzes kann von nur sehr wenigen Wortern bestimmt werden, so
sind die beiden Satze:

,Das kleine Kind nahert sich der nahe gelegenen Bushaltestelle®
Und der Satz
,Der kleine Ligand nahert sich der nahe gelegenen Dockingstelle®

zu achtzig Prozent identisch. Dieses legt den Schluss nahe, dass der Sinn eines
Textes nur von einer geringen Anzahl von Wortern bestimmt werden kann, da der
Rest zu einem gemeinsamen Grundwortschatz gehort.

Ein neu einzuordnender Text, wenn er in den Bereich der Glykobiologie gehdren soll,
sollte einen sehr hohen Anteil an den schon gespeicherten Begriffen und Worten
enthalten, die sich in den in der SWEET-DB gespeicherten Abstracts befinden.
Fullworter, die in jedem englischsprachigen Text vorkommen und damit dem
Grundwortschatz entsprechen, wurden bewusst nicht aus der Liste gestrichen, da
davon ausgegangen werden kann, dass es diese Worte in jedem Text gibt. Aber ab
einem bestimmten Wert, wie es der Beispielsatz zeigt, nur noch fur das jeweilige
Themengebiet entscheidende Worte zu einem Treffer fuhren. Dieses bedeutet, dass
zwar auch immer vorkommende Begriffe wie ,that’, jthe’, @’ these’, und auch ,an’ zu
Treffern fuhren, aber glykobiologisch relevante Begriffe wie ,oligosaccharide’ oder
Jtrehalose’ die entscheidenden Treffer fur die richtige Zuordnung liefern. Fur die
Klassifizierung wurde nun der Prozentsatz der Worter ermittelt, die sich schon in den
Abstract der SWEET-DB befinden.

5.9.3 Ermittlung eines Grenzwertes fur die Klassifizierung

Als erstes wurde ein Grenzwert ermittelt, wann ein Text in den Themenbereich der
SWEET-DB einsortiert werden kann. Dazu wurden zwanzig Abstracts aus der
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PUBMED manuell klassifiziert. Es wurden 10 Texte ausgesucht, die eindeutig in den
Bereich der Glykobiologie gehdren und 10 Texte, die eindeutig nicht dazu gehoren.
Zuerst wurden die 10 Texte, die eindeutig in das Themengebiet gehoren, analysiert.
Die entsprechenden Ergebnisse sind in der Tabelle dargestellt:

Pubmed ID Haufigkeit (in Prozent)
10536041 93,310
10536039 98,537
10536038 98,701
10536037 95,785

1964872 88,889
1964871 86,429
1964870 95,082
1964868 95,455
1964867 97,753
10536036 94,545

Tabelle 17: Klassifizierung der in das Themengebiet gehdrenden Texte

AnschlieBend wurden die 10 fachfremden Texte analysiert. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle dargestellt:

Pubmed ID Haufigkeit (in Prozent)
9849192 91,176
2124893 80,263
2124887 82,222
11081558 90,385
1854628 91,964
1673430 81,119
1563422 81,818
1778887 85,714
7672866 91,324
8787376 90,526

Tabelle 18: Klassifizierung der nicht in das Themengebiet gehdrenden Texte

Der Grenzwert fur die Klassifizierung eines Textes zu einem Themengebiet wurde
empirisch ermittelt. Die Grenze wurde so festgelegt, dass die gefundenen Artikel
sicher in den Bereich der Glykobiologie gehoren. In der folgenden Tabelle sind die
Ergebnisse der Zuordnungen in Abhangigkeit von dem Grenzwert zu sehen.

Grenzwert Richtig $|;g:ordnete Falsch positive Falsch negativen
88,0 14 5 1
89,0 13 5 2
90,0 13 5 2
91,0 15 2 0
92,0 18 2 0
93,0 18 2 0
94,0 17 3 0

Tabelle 19: Ergebnisse der empirischen Ermittlung des Grenzwertes

Anhand dieser Tabelle wurde der Grenzwert fur eine richtige Zuordnung auf 91
festgelegt, da mit diesem Grenzwert die beste Klassifizierung der Texte erfolgt ist.
Vor allen Dingen wurden keine Texte falsch in den Bereich der Glykobiologie
eingeordnet.




Untersuchungen zur automatischen Pflege und Annotierung einer Datenbank 118

5.9.4 Technische Umsetzung

Die Umsetzung dieser Methode gestaltete sich sehr einfach, da die meisten
Funktionen schon in vorhergehenden Projekten entwickelt worden sind. Zum einen
war es nodtig, dass die in der SWEET-DB enthaltenen Abstracts statistisch
ausgewertet werden. Dazu wurde ein Programm entwickelt, dessen einzige Aufgabe
darin bestand, alle gespeicherten Abstract nacheinander durchzugehen und die
gefundenen Worte in eine Datenbank zu schreiben. Die zu speichernden Daten
bestanden nur aus zwei Feldern:

1. dem Wort
2. der Anzahl der Worte

Dabei wurde das Wort selbst als Index verwendet, und es kann so durch eine
einfache SQL-Abfrage festgestellt werden, ob und wie oft ein Wort in den Texten der
gespeicherten Abstracts vorkommt. Dabei wurde nicht zwischen GroB- und
Kleinschreibung unterschieden. AuBerdem wurden samtliche Satzzeichen ignoriert,
um Worter nicht unnotigerweise zwei Eintragen zuzuordnen.

Wie nicht anders zu erwarten, waren die am haufigsten benutzten Worte, die Worte
the’; ,a’, these’ und ,at’. Das am haufigsten benutzte Wort in der Glykobiologie war
das Wort ,oligosaccharide’, das 3336 mal vorkam. Die statistische Haufigkeit eines
Wortes wird zurzeit aber nicht berucksichtigt, da im Moment nur eine qualitative
Suche Berucksichtigung findet.

In einem zweiten Programm wird ein Score ermittelt, der festgelegt, wie hoch der
prozentuale Anteil der Worter ist, die in den Texten der SWEET-DB vorkommen. Der
prozentuale Anteil der Worter lasst sich sehr leicht mit Hilfe der folgenden Formel
ermitteln:

AnzahldergefundenenWE)rter *100
Gesamtanzahl

Haufigkeit,, ... =
derWorter

Ist dieser Score groBer als der oben ermittelte Grenzwert, so gehort der Text in den
Bereich der Themen, die in den in der SWEET-DB beschriebenen Publikationen
behandelt werden.

5.9.5 Ergebnis

Um die Qualitat dieser Methode festzustellen, wurden nun wie oben beschrieben 40
zufallige Texte genommen und von dem obigen Programm ausgewertet und
anschlieBend zugeordnet. Dieses fuhrte zu folgendem Ergebnis:

Kategorie Anzahl
Richtig zugeordnete Texte 38
Falsch positiv zugeordnete Texte 0
Falsch negativ zugeordnete Texte 2

Tabelle 20: Klassifizierung der Texte

Die Methode fuhrt zu einem im Verhaltnis zum Aufwand sehr befriedigendem
Ergebnis. Es gibt eine sehr geringe Fehlerquote. Kein Text, der nicht in das
Themengebiet gehorte, wurde eingeordnet.
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5.9.6 Entwicklung eines Testsystems auf Vollstandigkeit

Ein wichtiges Kriterium fur ein Klassifizierungssystem ist die Vollstandigkeit. So
sollten auch wirklich alle Texte, die in den Bereich der Glykobiologie gehoren, von
diesem System auch erkannt werden. Dieses lasst sich am einfachsten Uberprufen,
ob zum Beispiel alle Artikel eines Jahrgangs der Zeitschrift ,Glycobiology’ von diesem
Klassifizierungssystem erkannt werden. Eine Recherche fur das Jahr 2002 in der
PUBMED-Datenbank ergab 96 Artikel, die in diesem Zeitraum in dieser Zeitschrift
verodffentlicht worden sind.

Nachdem die Abstracts mit Hilfe des Programms GETABSTRACTS aus der
PUBMED-Datenbank ausgelesen worden sind, wurden diese Abstracts mit Hilfe der
Webschnittstelle klassifiziert. Von den 96 Artikeln wurden 88 in den Bereich der
Glykobiologie eingeordnet und sie so hatten ausgewertet werden kbnnen.

5.9.7 Diskussion und Ausblick

Mit den dargestellten Mitteln konnte dargelegt werden, dass bei Vorhandensein einer
schon mit in ein Themengebiet eingeordneten Menge an Texten, es relativ einfach
ist, Texte in ein Wissensgebiet einzuordnen, um diese dann anschlieBend
weiterzuverarbeiten. Mit den vorgestellten Methoden wird eine ausreichende
Vollstandigkeit, in der Regel uber 80%, und Richtigkeit der Zuordnung erreicht. Man
braucht nur eine gewisse Menge an Texten aus einem Themengebiet nehmen und
kann dann neue Texte durch ein Parsen, ahnlich wie bei der automatischen
Extraktion von Strukturinformationen, sehr einfach diesem Wissensgebiet
hinzufugen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode besteht darin, dass man die Daten in
einem Format erhalt, das sehr einfach weiterverarbeitet werden kann. Leider konnte
nicht untersucht werden, inwieweit eine Vorauswahl der Texte das Ergebnis
beeinflusst hatte. Es befinden sich zurzeit etwas weniger als 10.000 Abstracts in der
SWEET-DB. Viele Texte in der SWEET-DB sind aus dem Bereich der
pharmazeutischen Biologie, so dass sich in dem Vokabular auch viele Begriffe aus
diesem Themengebiet[134-136] befinden. Diese Texte sind sehr schwierig von
anderen Texten der Glykobiologie abzugrenzen, da sich sehr ahnliche Begriffe darin
befinden. Sicherlich lieBe sich das Klassifizierungssystem noch verbessern, wenn
man diese Texte aus der Datenbank loschen wurde.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit umfasst die Entwicklung von Algorithmen und Strategien zur
Analyse von Massenspektren von Glykanen sowie Strategien zur Aktualisierung und
Annotierung einer bestehenden Datenbank, der SWEET-DB.

Fur die Glykobiologie fehlte es bisher an Algorithmen, die ahnlich wie im Bereich der
Proteomik bei der Sequenzierung von Peptiden, dem Benutzer eine Hilfe bei der
Analyse von N-, O-Glykanen und Lipopolysacchariden sind. Die Zusammensetzung
dieser Verbindungen ist aber fur das Verstandnis der zellularen Stoffwechsel-
physiologie von essentieller Bedeutung.

Tryptischer Verdau: Sequenzemittlung und Bestimmung der
Paosition der Modifizierung durch findYSeries
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Struktur-Aufklarung: Sequenzermittlung durch Glyco-Fragment

Abbildung 93: Einsatzgebiete der Algorithmen

Im Rahmen der Entwicklung von Algorithmen zur Aufklarung von Massenspektren
wurden insgesamt drei Programme entwickelt, die es dem Forscher gestatten, eine
groBe Anzahl von Spektren, die im Bereich der Proteomik und Glykomik anfallen,
auszuwerten.

1. FINDYSERIES: Ausgehend von einem MS/MS-Spektrum eines mit Trypsin
verdauten Proteins oder Peptids wird untersucht, ob und wo sich eine co- oder
posttranslationale Modifikation der Peptidsequenz befindet. Der entwickelte
Algorithmus basiert auf einen direkten Zugriff auf das Softwarepaket
MASCOT, mittels dem die Peptidsequenz ermittelt wird.

2. GLYCO-FRAGMENT: Mittels dieser Web-Applikation ist es moglich, interaktiv
alle Fragmente von vorgegebenen Kohlenhydraten generieren zu lassen auf
der Grundlage der Fragmentierungsregeln von Domon und Costello. Die so
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erhaltenen Fragment-lonen kbnnen dann mit den experimentell gemessenen
Massen verglichen werden.

3. PEAKASSIGN: Mit dieser Web-Applikation ist eine komfortable Moglichkeit
geschaffen worden, die in einem Massenspektrum enthaltenen lonen
entsprechend der Nomenklatur von Domon und Costello zuzuordnen.
Zusatzlich zu GLYCO-FRAGMENT wird hier ein Teil der inneren Fragment-
lonen berechnet und zugeordnet. Als Eingabe werden das zu analysierende
MS-Spektrum und ein Strukturvorschlag benbtigt.

Mit diesen Programmen wurde Moglichkeiten zur schnellen Interpretation von MS-
Spektren geschaffen, mittels derer eine groBe Anzahl von typischen Fragestellungen
im Bereich der Analytik von Glykanen bearbeitet werden kdnnen. So kann mit diesen
Programmen die Komposition, die Anzahl der Antennen oder in gunstigen Fallen
sogar die komplette Sequenz eines Kohlenhydrats ermittelt werden.

Im dem MaBe wie durch effiziente Algorithmen die Auswertung und Zuordnung von
Messdaten vereinfacht und optimiert wird, steigt auch die Menge der daraus
gewonnenen interpretierbaren Daten, Informationen und Erkenntnisse. Da die so
entstehenden Daten zumeist schon in digitaler Form vorliegen, ist es sinnvoll, der
wissenschaftlichen Allgemeinheit diese in entsprechenden Datenbanken zur
Verfugung zu stellen. In der Vergangenheit beruhte der Prozess der Bereitstellung
von Daten und Informationen zumeist auf manueller, nachtraglicher Extraktion von
Daten aus Publikationen. Sie war deshalb durch einen hohen Aufwand an
menschlicher Arbeit gekennzeichnet. Gerade im Bereich der Glykowissenschaften
hat es sich leider gezeigt, dass dieser Prozess durch die damit verbundenen Kosten
beim Auslaufen der staatlichen Forderungen schnell zum Ende eines Projektes
fuhren kann. In dieser Arbeit sind verschiedene Strategien zur Pflege einer
Datenbank entwickelt worden. Sie wurden im Hinblick auf inre Potenz untersucht,
eine automatische Annotierung der Daten zu gestatten. Bei der Umsetzung sind zwei
Erweiterungen zur Identifizierung von Kohlenhydrat-Strukturen der SWEET-DB
entstanden.

1. GLYCO-SEARCH-MS: Hier wurde basierend den in der SWEET-DB
gespeicherten 12.000 Strukturen von Glykanen mit Hilfe des GLYCO-
FRAGMENT-Algorithmus eine Spektrenbibliothek von theoretisch berechneten
Fragmenten (A, B, C, X, Y, Z) geschaffen. Diese berechneten Spektren
werden mit Peaklisten gemessener Massenspektren verglichen. Die
implementierte Bewertungsfunktion gibt dem Benutzer ein geeignetes
Kriterium an die Hand, um entscheiden zu kbnnen, ob ahnliche oder
identische Strukturen in der SWEET-DB vorhanden sind. Dabei werden die im
Bereich der Glykomik eingesetzten massenspektroskopischen Methoden
unterstutzt. Das verwendete Esi-lon kann ebenso frei gewahlt werden wie die
verwendete Signalart und auch der Toleranzbereich fur die Erkennung von
Treffern bei der Suche in der Spektrenbibliothek.

2. GLYKAN-PROFILING: Aufbauend auf die obige Spektrenbibliothek wurde
eine schnelle Identifizierung von Strukturen an Hand des Molekulpeaks
geschaffen. Auch hier lassen sich die Messparameter entsprechend
einstellen.
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Bei der Neueingabe von Daten wurden zwei unterschiedliche Strategien entwickelt,
die so effizient gestaltet wurden, dass sie fur die Routine-Eingabe durch
Wissenschaftler aber auch Studenten, die Uber eine entsprechende Vorbildung
verfugen, gut geeignet sind.

Bei der Neueingabe von Daten sind in erster Linie die Arbeitsumgebung zur
Verwaltung von NMR- und Massenspektren zu nennen. Es wurde eine dezentrale
Losung geschaffen, die es dem Benutzer ermoglicht, seine lokal gemessenen
Spektren in dieser Datenbank zu verwalten. Hat er seine Ergebnisse verbffentlicht,
kbnnen die Spektren Uber die beschriebenen Schnittstellen sofort in der SWEET-DB
allgemein zuganglich gemacht werden. Dieses Vorgehen hat den Vorteil, dass die
Daten ohne erneute Eingabe in die Datenbank ubernommen werden kbnnen. In
einem ersten Test wurden von zwei Studenten innerhalb von 6 Monaten 347
Spektren aus der Literatur exzerpiert und uber die Arbeitsumgebung eingegeben,
und sie stehen nun der SWEET-DB zur Verfugung.

Mit Hilfe der Programme AUTOREFERENCE und REFERENCE konnte eine
Aktualisierung der Literatureintrage von in der SWEET-DB bereits vorhandenen
Strukturen, die durch einen Trivialnamen charakterisiert sind, semiautomatisch
erfolgen. Ausgehend von einer Liste mit Trivialnamen kann in regelmaBigen
Abstanden in der PUBMED gesucht werden. Diese Rohdaten werden in einer
temporaren Datenbank zwischengespeichert und werden nach einer Kontrolle durch
einen Experten in die SWEET-DB uberfuhrt.

In Zusammenarbeit mit Mitarbeitern des DKFZ entstanden zwei weitere
Anwendungen, die thematisch nicht der Glykobiologie zuzurechnen sind. Sie lieBen
sich jedoch mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Algorithmen und Software
Werkzeugen gut bearbeiten.

1. Mit dem Programm AUTOMASCOT wurde eine Mbglichkeit geschaffen,
routinemaBig anfallende Massenspektren von digestierten Proteinen unter
Verwendung des MASCOT-Softwarepaketes automatisch die Sequenz
zuzuordnen. Die Ergebnisse kbnnen Uber ein Webinterface dargestellt
werden, und es kbnnen so auch Spektren ausgewertet werden, fur die bei
einer manuellen Auswertung die Zeit fehlt. (Zusammenarbeit mit Prof.
Lehmann, DKFZ, Zentrale Spektroskopie)

2. Es wurde ein Webinterface zur Vorhersage der Selektivitat eines
Substrats fur die COX-ll entwickelt. Damit kann Uber das Internet unter
Verwendung des Programmpakets AUTODOCK eine virtuelle Testung von
Verbindungen erfolgen, und im Falle einer moglichen Praferenz fur die COX-II
kdbnnen weitere in-vitro Untersuchungen unternommen werden.
(Zusammenarbeit mit Prof. Werner)

Bei der Realisierung dieser Projekte wurden zwei verschiedene Strategien bei der
Implementierung der Algorithmen verfolgt. Zum einen wurde der klassische Ansatz
eines zentralen Servers mit Darstellung der Ergebnisse in einem Browser verwendet.
Dieser wurde verglichen mit dem im Moment favorisierten Ansatz einer Einzelplatz-
Anwendung, die nur den Austausch der Daten uber das Internet vornimmt. Die
Berechnungen und Darstellung der Ergebnisse aber erfolgen auf dem lokalen
Rechner. Dabei konnte gezeigt werden, dass fur einfachere Aufgaben und
Darstellungen der erste Ansatz ausreicht. Fur aufwendigere Aufgaben, die eine



Zusammenfassung 123

schnelle Interaktion mit dem Benutzer und eine aufwendige grafische Darstellung der
ermittelten Ergebnisse erfordern, ist eindeutig die zweite Losung vorzuziehen.
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7 Ausblick

7.1 Entwicklung von Algorithmen fur die Massenspektrometrie

Mit den hier vorgestellten Algorithmen und Strategien zur Auswertung von
Massenspektren im Bereich der Glykobiologie sind grundlegende Arbeiten geleistet
worden fur eine effiziente, computergestutzte Identifikation von Glykanstrukturen
bzw. deren Komposition. Momentan werden weltweit verschiedene Glykomik-
Projekte durchgefuhrt und weitere initiiert, in denen die Massenspektrometrie zur
Bestimmung der Glykan-Profile intensiv verwendet wird. Eine entsprechende
Softwareunterstutzung wie bei den Proteinen, wo sich die MASCOT-Software als
quasi Standard etabliert hat, gibt es fur die Identifizierung der Glykane bisher nicht.
Mit den in dieser Arbeit beschriebenen Algorithmen und Strategien wurden jedoch
alle notwendigen elementaren Bausteine fur die Entwicklung einer entsprechenden
Software gelegt. Aus diesem Grund sollen in Zukunft Anstrengungen in diesem
Bereich verstarkt werden. Insbesondere ist es nbtig, die Programme zur Auswertung
der Massenspektren noch weiter zu automatisieren, so dass diese Programme
routinemaBig und vollautomatisch im Batch-Betrieb eingesetzt werden kbnnen. Um
einen hohen Durchsatz fur den Routinebetrieb zu gewahrleisten, ist es weiterhin
notwendig, die verwendeten Algorithmen im Hinblick auf ihre Effizienz zu optimieren.

7.2 Dezentrale Eingabemoglichkeiten von Spektren

7.2.1 Massenspektren

Mit den beiden aktuell schon verfugbaren Web-Applikationen GLYCO-SEARCH-MS
und GLYKAN-PROFILING sind erste Moglichkeiten geschaffen worden, den
momentan existierenden Mangel an Softwarewerkzeugen zur Interpretation von
gemessenen Spektren zu beheben. Nach wie vor besteht jedoch das Problem, dass
es keine gut validierte Sammlung von Referenzspektren von Glykanen gibt. Die hier
vorgestellte Methode zur Berechnung von Fragment-lonen kann diesem ungunstigen
Zustand nur teilweise entgegenwirken. Es ist deshalb eine wichtige Aufgabe, in
Zukunft diese Spektren mit real gemessenen Spektren zu erganzen, da nur so die
exakte Identifizierung von Glykanen durch lhre Vergleichsspektren moglich ist. Die in
dieser Arbeit entwickelten, allgemein verfugbaren, dezentralen Eingabemoglichkeiten
von Massenspektren sowie die Arbeitsumgebungen zur Verwaltung der Spektren
sollen Massenspektroskopiker dazu ermuntern, die von ihnen gemessenen Spektren
direkt mittels der hier vorgestellten Werkzeuge zu interpretieren, Massen zuzuordnen
und die Spektren zu archivieren. Es besteht die Hoffnung, so den Datenbestand an
experimentell gemessenen Massenspektren kontinuierlich zu erhbhen. Erste
konkrete Erfahrungen zeigen, dass dieses ein Prozess sein wird, der viel Geduld,
eine hohe Flexibilitat auf die jeweiligen Bedingungen bei den ,Kunden’ zu reagieren
und einiges an Uberzeugungsarbeit beinhalten wird.

7.2.2 NMR-Spektren

Die Aussagen fur die Notwendigkeit der Speicherung der Originaldaten von
Massenspektren von Glykanen, gelten in vollem Umfang auch fur die Aufnahme von
NMR-Spektren. Vereinfacht wird die Situation bei den NMR-Spektren jedoch
dadurch, dass zugeordnete chemische Verschiebungen als Listen von Resonanzen
in den Publikationen dokumentiert sind. Damit eroffnet sich die Moglichkeit der
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nachtraglichen manuellen Extraktion dieser Daten. Auch wenn dieses Verfahren
mehrere unnodtige Medienbruche beinhaltet und deshalb schon recht fehleranfallig ist.
So war es aktuell die einzige Moglichkeit, dem Mangel an zugeordneten NMR-
Spektren entgegen zu wirken. In Zukunft mussen jedoch verstarke Anstrengungen
unternommen werden, die NMR-Spektroskopiker davon zu Uberzeugen, dass die
direkte Eingabe und Zuordnung ihrer Spektren in eine Datenbank langfristig Vorteile
fur sie hat.

7.3 Automatische Aktualisierung der SWEET-DB

Die hier vorgestellten Untersuchungen haben ergeben, dass die semi-automatische
Aktualisierung der SWEET-DB sehr effizient gestaltet werden kann, wenn eine
eindeutige Zuordnung zwischen einer Glykanstruktur, die bereits in der SWEET-DB
enthalten ist, und einem ,Trivialnamen’ wie etwa GM1, GD1a, Lewis* existiert. Diese
bereits erfolgreich praktizierte Strategie soll in Zukunft intensiviert werden, in dem
systematisch nach weiteren Beschreibungen von Glykanstrukturen gesucht werden
soll, die in Publikationen verwendet werden. Ist dieses nicht moglich, sollten die
Versuche, Strukturdaten aus den Publikationen zu extrahieren, intensiviert werden.

7.4 Automatische Erkennung von themenrelevanten Publikationen

Die vorgestellten Werkzeuge zur automatischen Klassifizierung von Texten sollten
dazu eingesetzt werden, Literaturstellen fur eine neu aufzubauende Glykom-
Datenbank zu liefern, die entsprechend den vorgegebenen Kriterien ausgewertet und
eingeordnet werden kdnnen. Diesen Literaturstellen werden dann zusatzliche
Informationen zu den gefundenen Glykanen und den glykosylierten Proteinen
hinzugefugt. Aufgrund der beschriebenen Erfahrungen bei der automatischen
Extraktion von Glykan-Strukturen aus Originalarbeiten wird eine effiziente manuelle
Eingabe von Strukturen notwendig sein. Es lieBen sich so Beschreibungen der
kompletten Glykome von einzelnen Spezies, Zellinien oder Proteinen erstellen, die es
dann erlauben, abgelegt in einer sinnvoll organisierten Datenbank, Vergleiche
zwischen den Glykanmustern von gesunden und kranken Zellen durchzufuhren. So
ware eine sicherere ldentifizierung der Unterschiede in den Glykan-Strukturen
moglich. Dieses ist besonders interessant fur die Analyse der Glykome von
Knockout-Mausen. Bei diesen Knockout-Mausen handelt es sich um Mause, bei
denen einzelne Gene ausgeschaltet sind. Sind durch diese Gene kohlenhydrat-aktive
Enzyme kodiert, so kbnnen aus dem Glykom Ruckschlusse auf die Metaboliserung
von Kohlenhydraten gezogen und Angriffspunkte fur neue Therapien erkannt
werden.

7.5 Open Access

Die dezentralen Arbeitsumgebungen bilden eine ideale Basis fur zukunftige Open
Access Projekte. Sie bietet Forschern die Moglichkeit ihre Priméardaten zu verwalten
und im Falle einer Publikation stehen diese sofort der Allgemeinheit zur Verfugung.
Es gehen so auch nicht mehr wie bei der Verbffentlichung Uber einen Verlag die
Primardaten verloren, sondern stehen weiterhin zur Verfugung. Dies kann sogar
soweit gehen, dass die Original-Messdateien, wie z. B. die Kurvenzuge einer NMR-
Messung als JCAMP-DS Dateien, dort abgelegt werden kbnnen und jederzeit
herunter geladen werden kdnnen.
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8 Verwendete Technologien

8.1 Apache

Ein Freeware Web Server, der bei Uber der Halfte aller Websites eingesetzt wird und
auf dem NCSA -Web-Server basiert. Mit viel Funktionalitat, einfachem modularen
Aufbau und einer Plattformvielfalt vom kleinen 386er bis zur groBen Multiprozessor-
UNIX-Maschine hat er innerhalb kirzester Zeit mit dem hochsten Anteil aller Web-
Server viele Konkurrenten auf die hinteren Platze verwiesen. Das Konkurrenzprodukt
zu Apache ist der 1IS. Der Apache kann relativ schnell um verschiedene
Skriptsprachen wie PHP oder Perl erweitert werden. Es besteht so die einfache
Mboglichkeit auch dynamische Webseiten zu erzeugen.

8.2 Cocoa

Bei Cocoa handelt es sich um eine Entwicklungsumgebung fur Mac OS X, mit der es
moglich ist, auf sehr einfache und elegante Art und Weise Anwendungen dafur zu
schreiben. Als Programmiersprache findet hauptsachlich Objectice C Verwendung,
wobei es sich um eine auf C basierende Sprache handelt, die um objektorientierte
Syntax-Elemente erweitert worden ist. Die Entwicklungsumgebung besteht aus zwei
Teilen: Zum einen besteht sie aus einem PROJECT BUILDER, mit dem der
Sourcecode bearbeitet werden kann, zum andern wird ein INTERFACE BUILDER
mitgeliefert, mit dem es moglich ist das Userinterface zu gestalten. Die einzelnen
Elemente des User-Interfaces sind direkt den Klassen des Cocoa-Frameworks
zugeordnet, so dass samtliche relevanten Parameter direkt eingestellt werden
kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sind eine groBe Anzahl von Programmen und Tools mit
dieser Umgebung entwickelt worden. Das groBte Projekt war die Entwicklung des
Programms FINDYSERIES, aber auch dies gestaltete sich sehr einfach und
effizient. Durch die Verwendung der objektorientierten Elemente ist es moglich,
entwickelte Klassen immer wieder in Programmen zu verwenden, ohne auch nur eine
Zeile Code neu einzutippen. So wurde nur einmal eine Klasse entwickelt, um in der
PUBMED zu suchen und Daten zu extrahieren. Diese Klasse wurde dann in den
Programmen GETABSTRACT und REFERENCE ohne Anderung verwendet. Auf
den Webseiten der Firma Apple' befinden sich sehr viele Beispiele fur die Gestaltung
und Entwicklung von Programmen.

8.3 Javascript

Am Anfang des Internets bestand das Internet nur aus HTML-Dokumenten, die von
einem Browser, z. B. dem NETSCAPE NAVIGATOR oder dem INTERNET
EXPLORER, dargestellt werden kdbnnen. Die einzige Moglichkeit eine Interaktivitat
mit dem Benutzer herstellen zu kbnnen, bestand in der Moglichkeit mit einem CGl-
Skript dynamische Seiten zu erstellen. Dazu musste aber jedes Mal eine Anfrage an
den Server gestellt werden, deren Ergebnis dann von dem Browser dargestellt
werden muss. Dieser Prozess benbtigt auf der einen Seite Bandbreite, die der Server
zur Verfugung stellen muss, und es kann relativ lange dauern, wenn zur selben Zeit
viele Anfragen an den Server gestellt werden, da dieses Skript fur jede Anfrage
aufgerufen werden muss. Mit der Entwicklung von Javascript wurde dieser Mangel

! http://developer.apple.com
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beseitigt, da es von nun moglich war die Darstellung eines angeforderten HTML-
Dokumentes auch auf der Client-Seite zu andern. Das Prinzip der
Programmiersprache besteht darin, dass jedes dargestellte Element der Seite als ein
Objekt aufgefasst wird, das mittels zugehodriger Methoden und Eigenschaften
analysiert und verandert werden kann. So ist es moglich Formularfelder zu verandern
oder hinzuzufugen.

AuBerdem kann auf Events, wie das Beenden des Ladens der Seite reagiert werden.
Aber auch auf Aktionen des Benutzers, wie das Anklicken eines Links oder eines
Bildes, kann durch z.B. das Austauschen eines Bildes reagiert werden. Die
Darstellung der Seite erfolgt bedeutend schneller, da es nicht mehr notig ist, mit dem
Server zu kommunizieren, sondern die Auswertung erfolgt lokal auf dem Rechner
des Clients.

8.4 Linux

ist eine frei kopierbare Variante des Betriebssystems UNIX, die als Alternative auf
IBM-kompatiblen PCs ab 80386- Prozessor lauft. 1991 begann der finnische Student
Linus Torvalds mit der Entwicklung. Die erste 0ffentliche Linux-Version 0.01 erschien
am 17.09.1991 (500 KByte Quelltexte, verteilt auf 10.000 Codezeilen). Seit etwa
1992 wird Linux von einer Reihe von Programmierern in Zusammenarbeit mit
Torvalds weiterentwickelt. Inzwischen programmieren rund um die Welt Tausende
daran, da die Quellcodes gleich mitgeliefert werden. Im Marz 1994 gab Torvalds die
Version 1.0 frei. Das Betriebssystem ist kostenlos und sehr stabil. Es gibt bereits
zahlreiche kostenlose Software-Version fur Linux. Linux enthalt alle Bestandteile fur
einen Internet -Server. Es organisiert sehr zuverlassig die User-Rechte.

Linux ist neben dem Apache-Server eines der Vorzeigeprodukte der Open Source -
Bewegung. Der Siegeszug begann, als Linus Torvalds am 09.06.1996 Kernel 2.0 auf
die offiziellen FTP -Server stellte.

8.5 Mac OS X

Im Jahre 2001 wurde von Apple ein auf BSD Unix basierendes Nachfolge-
betriebssystem fur das in die Jahre gekommene Mac OS 9.x vorgestellt. Mac OS X
verbindet als erstes Betriebssystem die Vorteile einer ausgefeilten grafischen
Benutzeroberflache mit den Starken eines UNIX-Betriebsystems. Es bietet fur das
Netzwerk Funktionen, wie WebServer, MySQL-Server und fur den einzelnen
Benutzer eine gute Officefahigkeit. Seine wirklichen Starken konnte es aber in dieser
Arbeit ausspielen: Es sind dies die mitgelieferten Entwicklungstools. So kbnnen mit
Hilfe der mitgelieferten Frameworks (unter anderem Cocoa) und der
Entwicklungsumgebungen ohne Probleme Programme entwickelt werden, die Uber
ein einheitliches Benutzerinterface verfugen. Eine ahnliche Strategie wird im Moment
mit der .NET-Technologie von Microsoft versucht. Bestehende C-Software kann ohne
Probleme in die Programme integriert werden.

8.6 Microsoft Windows

Als Windows' bezeichnet man eine grafische Benutzeroberflache der Firma
Microsoft fur IBM-kompatible Rechner. MS-Windows war ursprunglich eine
Betriebssystem-Erweiterung fur MS-DOS und diente als Arbeitsumgebung fur
spezielle dafur entwickelte Windows-Programme.

DOS-Programme kbnnen von Windows aus aufgerufen werden. Windows 1.0 wurde
1985 fur den 8086- Prozessor entwickelt und wurde Uberwiegend zum Starten von
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DOS-Anwendungen verwendet. 1987-88 wurde mit Windows 286 und Windows 386
eine erste Anpassung an die neuen Prozessoren von Intel durchgefuhrt, ohne eine
wesentliche Funktionserweiterung. Erst mit Windows 3.0 (1990) wurde der groBe
Erfolg von Windows und Windows-Anwendungsprogrammen eingeleitet, der mit
Windows 3.1 und Windows fur Workgroups 3.11 ausgebaut wurde. Die wichtigste
Neuerung bestand unter anderem in der besseren Ausnutzung der neuen
Intelprozessoren und der Verwendung des erweiterten Arbeitsspeichers fur alle
Programme.

Mit der Version Windows 95 wurde das Programm zu einem eigenen Betriebsystem
mit fortschrittlicher Bedienerfuhrung weiterentwickelt. Charakteristik: Kennzeichnend
fur Windows ist eine einheitliche, standardisierte Steuerung Uber Symbole, Menus
und graphische Dialogfelder, die Uuberwiegend mit einer Maus bedient werden.
Dadurch entfallt die von DOS bekannte manuelle Eingabe von Befehlen. Die
Bezeichnung Windows (Fenster) ergibt sich aus der Verwendung von Fenstern fur
die Darstellung der Arbeitsoberflache von Anwendungsprogrammen und
Dokumenten. Allgemeine Aufgaben wie etwa Drucken sowie die Steuerung von
Rechnerkomponenten (z. B. Festplatte, Grafikkarte) werden von MS-Windows zentral
verwaltet und allen Anwendungsprogrammen zur Verfugung gestellt. Windows
erlaubt ein einfaches Multitasking, also den quasi gleichzeitigen Betrieb von
mehreren Programmen.

Wesentlich zur Verbreitung hat auch der vereinfachte Datenaustausch zwischen
verschiedenen Anwenderprogrammen beigetragen. Texte und Grafiken konnen
einfach uber die so genannte Zwischenablage ausgetauscht werden. Mit Windows
3.x wurden auBerdem proprietare Standards zum interaktiven Datenaustausch
definiert, namlich DDE und OLE. MS-Windows 3.x wurde die am weitesten
verbreitete graphische Benutzeroberflache fur Intel-PC's.

8.7 MySQL

MySQL ist eine echte Multi-User, Multi-Treaded SQL-Datenbank und wird von vielen
groBen Providern oder auch Suchmaschinenbetreibern eingesetzt. MySQL ist eine
Client/Server Implementierung, die aus einem Server-Damon ,mysqld’ und vielen
Client Programmen, sowie Bibliotheken fur die Programmiersprachen PERL, PHP
und ASP besteht.

Structured Query Language (SQL) ist eine standardisierte Datenbanksprache, die
das Speichern, Updaten und den Zugriff auf Informationen erleichtert. Beispielsweise
kann man Produktinformationen eines Kunden auf einem WWW-Server speichern
und abrufen. MySQL ist auBerst schnell und flexibel genug, um sogar Bilder und Log-
Dateien darin abzulegen. In dieser Arbeit sind alle Datenbanken mit dieser
Datenbank angelegt worden. Dabei ist es nie zu irgendwelchen Datenverlusten oder
Absturzen des Server-Damons gekommen. Fur den Bildungsbereich ist die Nutzung
der Datenbank kostenlos.

8.8 PHP

PHP (PHP: Hypertext Preprocessor) ist eine serverseitig interpretierte, in HTML
eingebettete Skriptsprache. Die Syntax ist ahnlich zu C, Java und Perl, und erweitert
durch PHP-eigene Features wie z.B. Kommandos zur Integration von Datenbanken.
PHP gibt dem WWW-Anwendungs-Entwickler ein einfach erlernbares und
gleichzeitig machtiges Werkzeug zur Erstellung von Web-Seiten dynamischen Inhalts
an die Hand. PHP existiert sowohl fur Unix als auch fur die Windows 95/98/NT
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Plattform. Sehr beliebt ist die Integration von PHP als Modul in den Apache-
Webserver, des Weiteren ist die Ausfuhrung via CGI moglich. In dieser Arbeit sind
alle Uber das Internet erreichbaren Applikationen in PHP entwickelt worden. Die
Sprache bietet den Vorteil, dass fur fast alle Programmierungsprobleme Funktionen
zur Verfugung stehen. Dies war von groBem Vorteil fur die Erstellung der Spektren-
Darstellungen. Hier konnte einfach auf die Grafik-Funktionen zuruickgegriffen werden.
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9 Anhang

9.1 Weitere Arbeiten

Im Rahmen meiner Dissertation am DKFZ entstanden in der Zusammenarbeit mit
Projektpartnern weitere Programme und Webapplikationen, die sich thematisch nicht
in die vorherigen Kapitel einordnen lassen, die aber nicht unerwahnt bleiben sollen.
Diese Arbeiten lassen sich am besten in das folgende Schema einordnen:

1. Virtuelles Screening

Es handelt sich dabei um die Entwicklung eines Webinterfaces, mit dem es
moglich ist, die Selektivitat eines Substrates fur das Enzym Cyclooxygenase-l|
(COX-Il) zu berechnen.

Des Weiteren wurde in der Zusammenarbeit mit Prof. Werner ein virtuelles
Screening von etwas mehr als 126.000 Substanzen durchgefuhrt.

2. Verwaltung von Publikationen
Fur die Verwaltung der Publikationen unserer Abteilung im DKFZ wurde ein
Content-Management-System erstellt.

3. Automatische Analyse von Massenspektren

In Zusammenarbeit mit Prof. Lehmann entstand das Programm
AUTOMASCOT, das es gestattet, automatisch Peptid-Sequenzen zu ermitteln
und in einer Datenbank zu speichern.

9.1.1 AUTODOCK

Als Ausgangsbasis fur die beiden Docking-Projekte diente das Programm
AUTODOCK 3 des Scripps-Instituts. Autodock 3.0 ist eine Sammlung der
Programme AUTODOCK, AUTOGRID und AUTOTORS', die im Jahre 1990 von
David Goodsell entwickelt worden sind, und anschlieBend wurden sie von Garrett
Morris bis zum heutigen Stand weiterentwickelt[137, 138]. Der Zweck dieser
Programme ist es, die besten Konformationen von einem flexiblen Liganden, der an
ein Makromolekul, z. B. ein Enzym oder einen DNA-Abschnitt, gebunden ist, zu
berechnen.

Mit Hilfe des Programms AUTOTORS ist es moglich, bis zu acht verschiedene
Torsionswinkel in dem Liganden zu bestimmen. Um diese Winkel kann bei der Suche
nach den besten Dockingpositionen als weiterer Parameter zufallig gedreht werden.
Die Kraftfeld-Parameter bestehen aus einer Untermenge des AMBER-Kraftfeldes
[139].

Im nachsten Schritt erfolgt die Berechnung eines Wurfels mit Rasterpunkten (Grids)
durch das Programm AUTOGRID. Dazu wird als erstes festgestellt, welche
Atomtypen im Makromolekul vorhanden sind. Fur jeden Atomtyp wird dann ein Grid
um das statische Makromolekul berechnet. Dabei sind verschiedene Parameter
einstellbar. So kbnnen der Abstand der Gridpunkte und auch die Anzahl der Punkte
bestimmt werden. Mit diesen Einstellungen ist es moglich, die GroBe und Feinheit
der Box zu bestimmen. Bei den vorliegenden Berechnungen wurden 61 Gridpunkte

! http://www.scripps.edu/pub/olson-web/doc/autodock/
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mit einem Abstand von 0,375A pro Kante gewahlt. Daraus ergab sich ein Wurfel mit
einer Kantenlange von 22,875A, der insgesamt 226981 Rasterpunkte enthalt.
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Abbildung 94: Schematische Darstellung des mit Autogrid um das Makromolekil berechneten Wurfels

Fur jeden Rasterpunkt werden nun die van der Waals Energien mit Hilfe der
folgenden Formel mittels eines Lennard-Jones 6-12 Potentials berechnet:

A B.
Evdw (rl) = E Tlé - r_GIJ

I<),Fij <T'cutoff ij !

wobei r; der Abstand zwischen zwei sich beeinflussenden Atomen i und j ist und A;
und B; Konstanten sind, die aus den Potentialkurven der jeweiligen Atome berechnet
werden.

Zusatzlich berechnet das Programm AUTOGRID ein Grid mit elektrostatischen
Potentialen, die den Coulombschen Wechselwirkungen zwischen dem Makromolekil
und einem Proben-Atom (mit einer Elementarladung e) entspricht. Zu diesem Zweck
wurden mit Hilfe des Programms Insight die Partialladungen fur jedes Atom im
Makromolekul berechnet.

Nachdem auf diese Art und Weise die Eingabedateien erzeugt worden sind, kann mit
Hilfe des Programms AUTODOCK durch ein Monte Carlo Simulated Annealing die
beste Docking-Position in dem Grid gefunden werden. Bei dem Dockingvorgang wird
nun der Ligand im Grid durch zufallige Anderungen seiner Orientierung, Position und
Konformation bewegt. Mit Hilfe der implementierten Bewertungsfunktion wird nun der
neu ermittelte Score mit dem vorhergehenden verglichen. Nach Beendigung des
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Annealings ist auf diese Art und Weise die beste Konformation von Ligand und
Makromolekul gefunden worden. Dieser Vorgang wurde zehnmal wiederholt und
anschlieBend die berechneten Energien gemittelt. Je niedriger diese berechnete
Energie ist, umso besser dockt der Ligand an das Makromolekul. AuBerdem wurden
die Ergebnisse visuell auf Plausibilitat Uuberpruft, damit es nicht aus Versehen zu
einem Docking abseits der Bindetasche gekommen ist.

Das Programm ist fur den akademischen Bereich kostenlos verfugbar und stellt nur
geringe Anforderungen an die Hardware des verwendeten Rechners. So wurden die
meisten Berechnungen auf einem Computer mit einem Pentium Ill Prozessor
ausgefuhrt, der mit 450MHz getaktet ist. Die Ergebnisse sind in den folgenden
beiden Abschnitten beschrieben.

9.2 Entwicklung einer webbasierten Anwendung zur Bestimmung der COX-II -
Selektivitat eines Substrates

Die Behandlung von rheumatischen und durch Entzundungen des Gewebes
begrundete Krankheiten findet eine erste Erwahnung im Corpus Hippocratum im
dritten Jahrhundert vor Christus. Seit dieser Zeit wurden diese Krankheiten immer
weiter untersucht und die Behandlung verbessert. So wird schon sehr lange ein
Extrakt der Weidenrinde eingesetzt, der reich an Salicylaten, wie Salicylsaure und
Gentisinsaure ist. Eine chemische Abwandlung dieser Salicylate ist die
Acetylsalicylsaure, besser bekannt als Aspirin®, die seit mehr als hundert Jahren
eingesetzt wird, um diese Krankheiten zu behandeln oder zumindest die
Beschwerden zu lindern. Im Laufe der Zeit kamen immer mehr Substanzen dazu, so
wurde im Jahre 1950 das Diclofenac auf den Markt gebracht, das bis heute als
Standard bei der Behandlung von Rheuma und rheumatoider Arthritis eingesetzt
wird. Leider fuhren viele dieser Substanzen, was fur Aspirin schon im Jahre 1938
festgestellt wurde[140], zu starken Nebenwirkungen wie Blutungen im Magen-
Darmtrakt und anderen gastrointestinalen Beschwerden, die teilweise so
schwerwiegend sind, dass Patienten stationar behandelt werden mussen.

Lange Zeit konnte man sich diese Nebenwirkungen nicht erklaren. Im Jahre 1971
wurde jedoch durch Vane et al.[141] der Wirkmechanismus dieser aspirin-ahnlichen
Substanzen aufgeklart. Dabei wurde festgestellt, dass die COX an der Entstehung
des Prostaglandin E, beteiligt ist, das unter anderem fur den Schutz der
Magenschleimhaut verantwortlich ist. Werden nun Uber einen langeren Zeitraum
NSAR genommen, kann es zu einer Degeneration der schutzenden Schichten
kommen und durch Einwirkung der Magensaure kann es ungehindert zu einem
Selbstverdau des Magens kommen.

1991 wurde fast zeitgleich durch O’Banion et al. [142] und durch Kujubu et al.[143]
ein durch Entzundungen induzierbares Isoenzym der Cyclooxygenase entdeckt.
Diese COX-Il wird im Gegensatz zur COX-l, die zu einem gewissen Level in allen
Korpergeweben vorkommt durch bei Entzundungen gebildeten Mediatoren verstarkt
gebildet.

Ein erster Versuch die COX-Il gezielt zu hemmen wurde mit dem 10fach selektiveren
Hemmstoff Meloxicam (Mobec®) durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Substanz
noch nicht selektiv genug fur die COX-Il ist, da die Substanz bei therapeutischen
Dosen die COX-l immer noch zu 80 Prozent hemmt. Bei den ersten beiden
zugelassenen selektiven COX-1I-Hemmstoffen Refecoxib (Vioxx®) und Celecoxib
(Celebrexx®), die eine bis zu 1000fach selektivere Hemmung besitzen, zeigte sich
eine Verminderung der unerwunschten Wirkungen. So zeigten erste klinische
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Studien mit diesen beiden Hemmestoffen, dass sich das Niveau der gastrointestinalen
Nebenwirkungen auf Placebo-Niveau vermindern lasst[144].

9.2.1 Typischer Ablauf der Entzindungen

Die beiden Isoenzyme der COX spielen eine groBe Rolle in der Metabolisierung der
Arachidonsaure. Eine Hemmung der COX ist wichtig bei der Behandlung von
Krankheiten mit entzundlichen Prozessen wie Rheuma und Arthritis.

l Freisetzung aus Zellmembran
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Abbildung 95: Metabolisierung von Arachidonsaure in der Zelle

9.2.2 Aufgabenstellung

Bislang geschieht die Testung meistens in in-vitro Testsystemen[145], die aber nur
eine begrenzte Anzahl von Substanzen testen kbnnen und auch starke
Schwankungen im Bereich der gemessenen Werte zeigen. Eine der groBten
Einschrankungen bei diesen Tests besteht aber in der Tatsache, dass die zu
testende Substanz real vorhanden sein muss. Entweder muss die Substanz
synthetisiert oder aber als Naturstoff extrahiert und in eines der Testsysteme
eingesetzt werden. Dieser Umstand fuhrt dazu, dass eine groBe Anzahl der in jedem
Jahr neu synthetisierten und auch der neu isolierten Naturstoffe nicht auf lhre
Wirksamkeit bei rheumatischen Erkrankungen bzw. ihre Hemmwirkung der beiden
Isoenzyme der COX untersucht werden kbnnen. Erste Versuche ein automatisiertes
Docking mit Liganden durchzufuhren verliefen sehr erfolgversprechend[146]. Dieses
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Testsystem beruht unter anderem auch auf dem Programmpaket Autodock, hat aber
den Nachteil, dass es nicht allgemein zuganglich ist. Es muss erst vom Benutzer
installiert werden, und es verlangt daher einige Vorkenntnisse im Umgang mit Soft-
und Hardware. Dieses fuhrte zu der Uberlegung ein virtuelles Testsystem
aufzubauen, dass in der Lage ist, relativ schnell und einfach eine Vortestung auf eine
COX-Hemmung und auf eine mogliche Selektivitat dieses Stoffes fur die COX-1l zu
ermoglichen. AuBerdem sollte es sehr einfach uber das Internet erreichbar sein.

9.2.3 Methodik

Die Suche nach Strukturen, die in der Brookhaven Protein Datenbank gespeichert
sind, ergab fur den Begriff ,Cyclooxygenase’ 19 verschiedene Eintrage. Damit man
vergleichbare Ergebnisse bezuglich der berechneten Werte fur die Hemmwirkung
erhalt, wurden zwei Proteine ausgewahlt, die zusammen mit einem Inhibitor
kristallisiert worden sind. Fur die COX-1 wurde der Eintrag ,1EQH’[147], gewahlt, der
einen Komplex darstellt, in dem das Enzym durch den Arzneistoff Flurbiprofen
gehemmt ist. Flurbiprofen ist ein nichtselektiver Hemmstoff, der beide Isoenzyme
ungefahr gleichmaBig hemmt.

Abbildung 96: Grafische Darstellung der COX-1[103]

Fur die Berechnungen mit der COX-Il wurde der Eintrag ,1CX2’[148] genommen, bei
dem das Enzym mit dem selektiven Hemmstoff SC-558 einen Komplex bildet.
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Abbildung 97: Grafische Darstellung der COX-2[103]

Bei beiden Eintragen wurde darauf Wert gelegt, dass es sich um reversible
Hemmungen handelt, und dass nicht wie bei der Hemmung durch die
Acetylsalicylsaure eine Suicid-Inhibierung an Position 534 des Enzyms
stattfindet[149-151]. Durch die Verwendung des selektiven Hemmstoffes SC-558
sind auch die strukturellen Unterschiede bei der Hemmung der COX-II
berucksichtigt[152], so dass bei den Berechnungen mit AutoGrid das Grid so
berechnet werden kann, dass mogliche selektive Hemmstoffe in die entsprechend
groBere Seitentasche der COX-Il gelangen kbnnen.

Nun wurden beide Strukturen in der gleichen Weise bearbeit: Als erstes wurde mit
Hilfe des Programms Insight fur beide Strukturen die Partialladungen der Atome
berechnet. Dann wurde mit dem Programm AutoGrid, wie oben beschrieben, das
Grid berechnet, in dem der Ligand sich spater bewegen kann.

9.2.4 Berechnung der Selektivitat

Zur Berechnung der Selektivitat wird die Hemmung des Substrates fur jedes der
beiden Isoenzyme berechnet. Dazu wird die berechnete Energie der Referenz-
substanz (dabei handelt es sich um den mit dem Isoenzym kristallisierten Inhibitor),
ins Verhaltnis zum berechneten Ergebnis des untersuchten Substrats gesetzt. Der
Quotient aus der berechneten Hemmung von COX-I und COX-II liefert nun ein MaB
fur die Selektivitat der Verbindung:

E nerg ieSubstratCox—I' EnergieReferenzCox—l
Selektivitat=------=-m-s-mmmmemememeee s

E nerg ieSubstratCox—II' EnergieReferenzCox—ll

9.2.5 Das Webinterface

Eine der wichtigsten Anforderungen bestand darin, dass das Testsystem von uberall
in der Welt zuganglich sein sollte. Dies ist ohne groBere Probleme uber ein
Webinterface erreichbar, das in Abbildung 98 sichtbar ist. Dabei wurden so wenige
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Vorkenntnisse wie eben nodtig vorausgesetzt. So ist es nicht ndtig irgendwelche
Parameter zu setzen, sondern jedes Docking wird mit standardisierten Parametern
durchgefuhrt. Naturlich muss der Benutzer wissen, wie er eine Datei mit den
Strukturdaten des Liganden im mol2-Format erzeugt. Dies ist aber mit allen gangigen
Programmen wie CHEMOFFICE® und ISISDRAW® moglich. Eine durchschnittliche
Berechnung benotigt bei der jetzigen Hardware im Moment 20 Minuten. Wird das
Testsystem von mehreren Personen gleichzeitig benutzt, kann sich die
Berechnungszeit jedoch bedeutend verlangern. Er muss daher als zweiten
Parameter seine Email-Adresse angeben.

@ Bildschirmfoto Ablage Bearbeiten Foto Fenster Hilfe F 4 (=] 21:221 Uhr

Abbildung 98: Das Webinterface zur Eingabe der Liganden

Um seine Berechnungen auch im Nachhinein noch unterscheiden zu kbnnen, hat der
User die Moglichkeit den Namen der Substanz einzugeben. Durch Anklicken des
<Submit>-Button wird die Berechnung gestartet. Nachdem die Berechnungen
beendet sind, erhalt man eine Email in der folgenden Form:

Dear Sirs,

Your calculations for Refecoxib have been finished!!
The substrate is 10.5000fold more selective for COX-II as COX-I

Sincerely
zshubble

Mit Hilfe dieses Interfaces ist es nun sehr einfach mbglich, seine Substanzen auf eine
mogliche selektive Hemmung der COX-Il zu testen, sofern man Uber einen Computer
mit Internet-Zugang verfugt.

9.2.6 Ergebnis und Diskussion

Mit Hilfe des Webinterfaces wurden siebzehn auf dem Markt befindliche NSAR
getestet:
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Inhibitor COX-lI-Selektivitat Berechnete Selektivitat
(>3 bedeutet COX-Il Selektivitat)
Tiaprofen Non-selective 0,63
Phenazon Non-selective 0,79
Ibuprofen Non-selective 0,81
Ketoprofen Non-selective 0,83
Acetylsalicylic acid Non-selective 0,93
Salicylsaure Non-selective 1,00
Diclofenac Non-selective 1,13
Flurbiprofen Non-selective 1,23
Propyphenazon Non-selective 1,26
Tenoxicam Non-selective 1,28
Piroxicam Non-selective 1,36
Naproxen Non-selective 1,48
Diclofenac Non-selective 1,58
Meloxicam Non-selective 2,76
Celecoxib Selective 3,66
Rofecoxib Selective 10,50
S58 Selective 11,31

Tabelle 21: Ergebnisse der Selektivitatsberechnungen

Dabei zeigte sich, dass die Selektivitat der im Moment auf dem Markt befindlichen

Arzneistoffe sehr gut erkannt worden ist. Leider standen nicht mehr in-vitro

Ergebnisse zur Verfugung, so dass weitere Berechnungen nicht stattfinden konnten.
Bei allen untersuchten Substanzen ist die Selektivitat der Inhibitoren richtig erkannt
worden, so dass die Methode fur ein schnelles Screening von Substanzen verwendet
werden kann. Besonders trifft dieses zu, wenn die Subtanzen ansonsten in keinem
Testsystem untersucht wurden. Sie eignet sich daher besonders fur Forscher, die an
der Synthese neuer Arzneistoffe arbeiten oder fur pharmazeutische Biologen[153,

154], die im Bereich der Extraktion von Naturstoffen aus Pflanzen oder anderen

Organismen tatig sind. Naturlich handelt es sich dabei nur um eine Vortestung, aber

es ist damit gut moglich einen Hinweis zu erhalten, ob eine Substanz fur weitere

Untersuchungen in Frage kommt oder nicht.
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9.3 High Throughput Screening des Proteins YY-1

Das Protein Ying-Yang 1 (YY-1) ist in der Lage sich an die Promotorregion des
Adeno assozierten Virus (AAV)[155] und an die Promotorregion der Cytochrom C
Oxidase Untereinheit Vb zu binden[156]. Das Protein YY-1 ist zwingend notwendig
fur den Start der Transkription durch die RNA-Polymerase, so dass ein Blockieren
der Bindestelle dieses Verhindern wurde[156, 157].

Abbildung 99: Position des Ying-Yang-Proteins um den DNA-Strang

9.3.1 Methodik

Das Screening basiert auf der Annahme, dass sich ein Molekul in den Bereich
zwischen Protein- und DNA-Strang setzt, so dass die Funktion des Proteins als
Initiatorelement verhindert wird. Fur die Berechnungen wurde der Eintrag
,1UBD’[158] aus der PDB genommen und mit Hilfe des Programms INSIGHT
bearbeitet. Dabei wurden aus der Datei die Atome des DNA-Strangs entfernt, so
dass nur noch der Protein-Strang fur das Docking zur Verfugung stand. Fur das
Docking wurde nun der Bereich, in dem der Ligand sich bewegen kann, so gewahlt,
dass er sich wie in Abbildung 100 in dem Bereich befand, wo sonst die Nukleotid-
Sequenz umschlossen wird.

Die Berechnungen wurden aus Geschwindigkeitsgrunden auf dem Linux-Cluster
unserer Abteilung durchgefuhrt. Es handelt sich dabei um einen Cluster mit 9 Knoten
und insgesamt 18 Athlon-Prozessoren.

Als Liganden wurden die 3D-Strukturen genommen, die sich in der Datenbank
NCIOpenmol befinden und durch das Programm Corina[159] erzeugt worden sind.
Dabei wurden 126.056 verschiedene Strukturen gescreent. Um eine bessere
Verwendung der 3D-Strukturen bei weiteren Screenings zu ermoglichen, wurden die
in der NCIOpenmol enthaltenen Daten in eine MySQL-Datenbank Ubertragen, da so
einfacher ein Zugriff erfolgen kann. Man hatte so auch die Moglichkeit fehlerhafte
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Strukturen, die sich leider unter den Daten befanden, aus dem Datenbestand zu
lbschen, ohne dass man Routinen entwickeln musste, die das spezielle Dateiformat
der ursprunglichen[159] Datenbank bearbeiten kbnnen.

9.3.2 Ergebnis

Rang Substanz gedock.te
Energie
98393 -4,0755
84770 -3,7395
109291 -3,705
108551 -3,6695
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109622 -3,6635
92762 -3,6565
108552 -3,642
109660 -3,5495
100037 -3,5385
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115578 -3,5045

Die Ergebnisse des Screenings lassen sich unter folgender URL im Internet
ansehen: http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/projekte/yy1/result/.

Abbildung 100: Ying-Yang-Proteins mit einem Inhibitor

Auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass die Strukturen die besten Komplexe
bilden, die sich gut um die Helix des Proteins legen kbnnen, wie dies in Abbildung

100 zu sehen ist. Leider wurde eine Testung der Substanzen in-vitro durch fehlende
Testkapazitaten des beteiligten Projektpartners verhindert.
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9.4 Entwicklung eines Content-Managementsystem zur Verwaltung von
Publikationslisten

Fur jeden wissenschaftlich arbeitenden Arbeitskreis ist es wichtig, seine geleisteten
Arbeiten einem interessierten Publikum auf seiner Instituts-Homepage zu
prasentieren. AuBerdem mussen mit unterschiedlichen Kriterien Listen generiert
werden, um z. B. die Publikationen zu einen bestimmten Projekt anzuzeigen. Da wie
oben beschrieben die Techniken zur Extraktion von Daten aus der PUBMED
entwickelt worden sind, bot es sich an, dies auch fur die Entwicklung eines kleinen
CMS zu nutzen.

Das System sollte den folgenden Anspriuchen genugen:

1. Darstellung der Publikationsliste als Webseite mit verschiedenen
Suchmaoglichkeiten.

2. Einfache passwort-geschutzte Verwaltung der einzelnen Artikel und
Kongressbeitrage

3. Extraktion von Daten aus der PUBMED

Bislang sind keine Entwicklungen gemacht worden, die diese Dinge in Echtzeit
verwalten und auch fur kleinere Arbeitsgruppen zur Verfugung stehen. Es sollte
daher untersucht werden, inwieweit man diese Dinge mit frei zuganglichen
Datenbanken und freier Software realisieren kann.

Naturlich hatte man dafur ein frei verfugbares Content Management System
verwenden kdnnen. Hier ware man mit der Einrichtung und Verwaltung langer
beschaftigt gewesen, als es fur diese relativ kleine Aufgabe notig ist. Es war daher
einfacher, zwei verschiedene Skripte zu entwickeln: Skript eins erledigt die Anzeige
der Publikationen auf der Homepage und das zweite Ubernimmt die Verwaltungs-
aufgaben.

9.4.1 Technische Umsetzung

Wie auch bei den anderen Entwicklungen dieser Arbeit wurde hierbei auf die
Datenbanksoftware MySQL und als Hypertext Preprozessor PHP zuruckgegriffen.
Die Daten zu den einzelnen Verbffentlichungen wurden mit Hilfe der von der NCBI
zur Verfugung gestellten Schnittstellen extrahiert.

9.4.2 Anzeige der Publikationsliste

Die Anzeige der Publikationsliste besteht aus zwei Teilen. Im oberen Teil des
Dokuments besteht die Moglichkeit, die verschiedenen Suchkriterien einzustellen.
Dabei kann der Zeitraum der gesuchten Publikationen ausgewahlt werden, aber
auch nach Schlagwortern oder Autoren gesucht werden. Zusatzlich kann die Liste
noch nach Themengebieten und nach der Projektzugehorigkeit eingeschrankt
werden.

Search for

| about: Al 4 | Project: [ All__ # | from: [ 0 $ | to:[ 20033 ][Submit]

Abbildung 101: Webformular zur Eingabe der Suchkriterien
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Sucht man beispielsweise nach allen Publikationen, die als Autor oder im Titel das
Wort ,Lohmann’ besitzen und in den Jahren zwischen 2002 und 2003 verbdffentlicht
worden sind, so erhalt man die folgende Liste:

|Lohmann abouty_All % | Project: [ All__ % ] from: [ 2002 % Jto:[ 2003 % ][Submitl

Papers in refereed international journals (1 of 93 displayed)

Bohne-Lang A, Lohmann K.

Statistische Analyse der Eindeutigkeit einer Kombination von Jahrgang, Bandnummer und Anfangsseite von
Publikationen anhand der PubMed-Eintrage von 2001

Bibliotheksdienst,2003,1,65-69

Subito Endnote Kontakt WWW

Conference Proceedings (6 of 25 displayed)

Lohmann K, von der Lieth CW

Glyco-Fragment and Glyco-Search-MS: Web Tools to support the Interpretation of Mass spectra of complex
Carbohydrates

DGMS 2003, 2003, Minster

Kontakt

Lohmann K, von der Lieth CW

Glyco-Fragment and Glyco-Search-MS Web Tools to support the Interpretation of Mass spectra of complex
Carbohydrates

Doktorandentag DKFZ, DKFZ

Kontakt

Lohmann K, von der Lieth CW

GLYCO-FRAGMENT A Web Tool To Enhance the Functionality of Sweet-DB
EGTM-4

Kontakt

Lohmann K, von der Lieth CW

Virtcox — a web-based tool for calculating the Cyclooxygenase-Il selectivity of an inhibitor
16. Darmstadter Molecular-Medelling-Workshop, Darmstadt, 7.-8. Mai 2002

Kantakt

Abbildung 102: Beispiel fur eine mogliche Ergebnisliste

Die Eingabe der Suchkriterien wurde bevorzugt mit Pulldown-Menus realisiert, damit
es fur den Benutzer moglichst einfach ist, diese einzugeben. Es wird so vermieden,
dass Suchbegriffe eingegeben werden, die zu leeren Ergebnislisten fuhren. Die
Pulldown-Menus werden ebenfalls dynamisch erzeugt und passen sich den in der
Datenbank gespeicherten Daten an. So wird z.B. automatisch als Suchkriterium das
Jahr 2004 hinzugefugt, sobald eine dementsprechende Verbffentlichung sich in der
Datenbank befindet.

Sehr groBen Wert wurde dabei auf die Verlinkung der Inhalte und einfache
Weitergabe der Daten gelegt. So befinden sich bei Artikeln aus Zeitschriften
unterhalb der bibliographischen Informationen Links. Mit denen kann sich der
Benutzer an den korrespondierenden Autor wenden, oder er kann zu einer zu dem
Artikel gehdrenden Website surfen. Mit Hilfe dieser Links ist es aber auch moglich,
die Daten in ein Literaturprogramm wie ENDNOTE oder REFERENCE MANAGER zu
ubernehmen. Damit wird dem Benutzer unnotige Tipparbeit abgenommen.

9.4.3 Verwaltung der Publikationen

Dieser Bereich ist der Teil, der nicht fur alle zuganglich sein darf. Daher ist das Skript
mit einem Passwortschutz versehen:
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Please enter your ID and your Password

Useri-:l:ll

Passwnrd:ll

[ Logon I Reset ]

Abbildung 103: Logon fur die Literaturverwaltung

Damit wird verhindert, dass Personen, die zufallig Zugriff auf diese Webseiten
erhalten, Daten verandern oder [6schen. Es kbnnen fur einzelne Benutzer
Passworter vergeben werden, aber auch fur eine Abteilung kann ein einziges
Passwort genutzt werden.

Die Verwaltung der Publikationen sollte so einfach wie moglich gestaltet sein.
Naturlich musste es zum einen moglich sein, samtliche Datenfelder zu verandern,
zum andern aber auch Publikationen wieder zu entfernen, die aus Versehen oder
vollig falsch eingegeben worden sind.

Alles anzeigen
Logout

. . . Zeitschriftenartikel
Zeitschrift enartik el
e Bezugspetson: |
Liste. Abteilung:|RO400
Eeispiel
Gruppe: ]
Buchbeitrige prel| NMR >
neu Themna:|| wissenschaftliche Publikation %
Liste eigene | —
Tagungsband Fublikation:| —
Autoren;
neu
Liste Titel:
Dissertationen Joumal:
neu
o Yolurne:
Liste
Diplomarbeiten Murnmer:
neuy Erscheinungsjahr:
Liste Seiten:,
Kongressbeitrige e —
ubmediD:
ey CQuery Pubried
Liste URL:
Bucher
neu Projekt: ﬁ[@]
Liste -
Lehre Supplernentary:
neu Reprints:
LBt Eiblio1:
Studi beit
udienarbeiten Bitlioz:
neu
Liste SaveICanceI]

Berichte

ney
Liste

Abbildung 104: Webformular zur Eingabe der bibliographischen Daten

Dazu befindet sich auf der linken Seite ein Menu mit dem es moglich ist, sich die zu
den einzelnen Verbdffentlichungen notigen Formulare in den rechten Teil des
Bildschirms zu laden. Bei der Neueingabe erhalt man sofort ein leeres Formular
angezeigt. Hier hat man bei Artikeln in Zeitschriften die Moglichkeit, sich die Daten
aus der PUBMED herunter zu laden. Dazu kbnnen in die Felder Autoren,
Erscheinungsjahr, Volume und Seiten, Werte eingetragen werden, mit denen dann
eine Anfrage an die PUBMED-Datenbank gemacht wird. Aus den Ergebnissen kann
dann der entsprechende Artikel ausgewahlt werden, und die Daten werden
automatisch in die entsprechenden Felder eingetragen. Dieses erleichtert die
Eingabe, und es reduziert stark die Tippfehler. Damit ist auch gewahrleistet, dass
z.B. die Jahreszahlen stimmen, und damit auch die Pulldown-Menus fur die
Suchkriterien richtig erzeugt werden.
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9.4.4 Ergebnis

Mit diesem kleinen Content-Management-System konnte gezeigt werden, dass es
ohne groBere Probleme moglich ist, die Literatur einer Arbeitsgruppe zu verwalten
und praktisch in Echtzeit auf der Website der Arbeitsgruppe anzuzeigen. Die Daten
sind vor Manipulationen geschitzt, und es besteht fur den Nutzer im Internet die
Mboglichkeit, Daten in sein Literaturverwaltungsprogramm zu tbernehmen. Die Links
der Anzeige gestatten eine einfache Kommunikation mit den Autoren und erlauben
den Zugriff auf weitere Informationen.
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9.5 AUTOMASCOT

Die Sequenzierung von Proteinen unter Zuhilfenahme der von Matrixscience
entwickelten Software MASCOT gestaltet sich durch das mitgelieferte Webinterface
sehr leicht. Samtliche Parameter kbnnen ohne groBere Probleme eingestellt werden
und finden bei der Auswertung Berucksichtigung. Leider mussen alle Auswertungen
von Hand durchgefuhrt werden, da es keine Moglichkeit gibt, das Absenden
automatisch vorzunehmen. Bei dieser Durchfuhrung gestaltet sich die Auswertung
der zuruckerhaltenen Ergebnisse besonders langwierig. Bei der massenspektro-
metrischen Analyse von Proteinen fallen inzwischen eine groBe Anzahl von MS/MS-
Spektren an, bei denen haufig die Zeit fur die Auswertung fehlt. Dabei gehen aber
wichtige Informationen verloren, was durch den Einsatz geeigneter
bioinformatorischer Methoden verhindert werden konnte.

9.5.1 Anforderungen

Im Rahmen dieses Projektes sollte untersucht werden, ob es moglich ist, aus
routinemaBig aufgenommenen Massenspektren von Proteinen eine Datenbank zu
erstellen, in der die in den Spektren enthaltenen Sequenzinformationen gespeichert
werden. Dabei sollten die wichtigsten Parameter, die MASCOT bietet, auch hier
einstellbar sein. Da MASCOT im DKFZ nur in einer Webversion verfugbar ist, musste
eine Schnittstelle entwickelt werden, die es gestattet, Anfragen automatisch zu
erzeugen und die Antwort des MASCOT-Servers automatisch auszuwerten. Diese
Option ist routinemaBig nicht vorhanden und musste daher ebenfalls nachtraglich
implementiert werden. Dies konnte sehr einfach mit Hilfe eines kleinen CGI-Skriptes
erreicht werden, das Uber einen Aufruf des Webservers das gesamte von MASCOT
erzeugte Ergebnis-File zuruckliefert.

Der Ablauf der Auswertung stellt sich wie folgt dar: Mittels eines einfachen POST-
Request werden samtliche fur die Berechnung notwendigen Informationen, wie das
MS/MS-Spektrum und die eingestellten Parameter, an den MASCOT-Server
ubermittelt. Nachdem die Berechnungen abgeschlossen sind, erfolgt die Ubertragung
der kompletten Ergebnis-Datei durch einen GET-Request an das Programm
AUTOMASCOT. Bei dieser Ergebnis-Datei handelt es sich um eine Textdatei, die
samtliche Informationen enthalt, die bendtigt werden um eine automatische
Auswertung vornehmen zu kdbnnen. So entspricht die Zeile ;h1_qg5=0,762.402405, -
0.010645, 228,233, 4.00, SYPQLR, 26,00000000, 21.87, 1,000000201000000, 0, O,
677.418000’ einer Zuordnung der Sequenz ,SYPQLR’ zu dem Peak mit der Masse
762,402405. Die Informationen kbnnen nun nacheinander ausgewertet werden und
in die Datenbank eingetragen werden. Dabei wird der ermittelte MASCOT-Score
entsprechend der Vorgaben berucksichtigt. Wird ein Score zuruckgeliefert, der
kleiner als 80 ist, so wird das gesamte Ergebnis verworfen, da es auch von einer
zufalligen Ubereinstimmung der beiden verglichenen Spektren kommen kann.

9.5.2 Technische Umsetzung

Da es sich bei diesen Projekt um ein sehr komplexes Programm handelt, kam eine
reine webbasierte Losung nicht in Frage, und es wurde daher ein auf dem Cocoa-
Framework basierendes Programm entwickelt, das die Interaktion mit dem Benutzer,
aber auch die Kommunikation mit dem Server und der Datenbank vornimmt.
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9.5.3 Einstellen der MASCOT Parameter

Ein sehr wichtiger Aspekt dieses Programms bestand darin, dass die von MASCOT
zulassigen Parameter ebenfalls eingestellt werden konnen. Dieses wurde uber die
Entwicklung einer Preference-Klasse erreicht, die das Einstellen erlaubt. Dazu
brauchte die Klasse, die es gestattet, die Preferences fur das Programm
FINDYSERIES einzustellen, nur um den Parameter ,Data Directory’ erweitert
werden.

8686 autoMascot | Preference

Server

Mascot-Server: husar.dkfz-heidelberg.de

Port: 80
Url:  /menu/mascot
Parameter
Database: MSDB ﬂ

MS/MS tolerance: 0.8 Da

Peptide tolerance: 0.8 Da
Enzyme: Trypsin

AR K
-

Dataformat: Micromass (.pkl)

Data

Data Directory:  /Volumes/HD 2 /Archiv/MS Spektren/Lehmz

Browse

/_ Defaults _\ ’. Check _\ ( Done )

Abbildung 105: Dialog zum Einstellen der MASCOT-Parameter

Hier ist es moglich die Bedingungen des Proteinverdaus, das Datei-Format und das
Verzeichnis in dem die Spektren abgelegt worden sind, einzustellen. Das Programm
sendet nun nacheinander alle Spektren an den MASCOT-Server und wertet die
Ergebnisse aus.

9.5.4 Darstellung der Ergebnisse

Die Ubermittelten Daten, wie Spektrum und Messparameter, werden zusammen mit
den MASCOT-Ergebnissen in einer MySQL-Datenbank gespeichert. Dieses gestattet
einen sehr einfachen und auch universellen Zugriff auf die Daten, da die Datenbank
sowohl in PHP als auch in C durch eine entsprechende Schnittstelle angesprochen
werden kann. Um einen standort- und betriebssystemunabhangigen Zugriff zu
ermoglichen, wurde die Darstellung der Ergebnisse durch ein Webinterface gewahlt.
Der Benutzer erhalt hier die Moglichkeit sich alle Ergebnisse, die automatisch
gesammelt worden sind, in einer Liste darzustellen.
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Search fnr:lf\nnemn view all
Proteinname Proteinmass Mascot-Score Mascot-Result

Antvesdn | [Lipocottin 1) (Cal pactin ] (Chrorno bindic 9] [P35) [Phos pholipas e A2 inhibitory pratein h1_gq1= 38558.9400 818 wiew details wiew b SIS results
Annexin | [Lipocorin ) (Cal pactin ] (Chromo bindin 9] [P35) [Phos pholipase A2 inhibibory protein h1_g1= 38556.9400 G185 wiew details siewbd S5 results
Annexin Il [Lip oc ottin ] [Cal pactin | heawy chain] (Chrornobindin 8] [P36]) [Prokein ) [Plac ental h1_gq1= 38456.7200 123 wignw details siew bd S5 results
Annexdn Il [Lip oc ottin ] [Cal pactin | heawy chain) (Chrornobindine &) [P 36] [Prokein () [Plac ental h1_q 1= 38445.7700 752 gt d etails siew bd SikAS results
Anrezin |l [ Lip oc ortin ] [Cal pactin| heasy chain) (Chromobin din 8] [P 36] [Protein ] [Placental h1_g1= 58456.7200 305 wiew d efails e bd Sthd 5 results
Antesdn I [Lip oc ottin ] [Cal pactin | heassy chain) (Chrotnobin dite 8] [P 36] [Prokein [) [Plaz ental h1_gq1= 384487700 833 wiew details wiew b SIS results
Annexin Il [Lip ocottin ] (Cal pactin | heawy chain] (Chrornobindine 8] [P 36]) [Prokein ) [Placental h1_g1= 38456.7200 123 wiew details siewbd S5 results
Annexin Il [Lip oc ottin ] [Cal pactin | heawy chain] (Chrornobindin 8] [P36]) [Prokein ) [Plac ental h1_gq1= 38445.7700 752 wignw details siew bd S5 results
Annexdn Il [Lip oc ottin ] [Cal pactin | heawy chain) (Chrornobindine &) [P 36] [Prokein () [Plac ental h1_q 1= 38456.7200 305 gt d etails siew bd SikAS results
Anrezin |l [ Lip oc ortin ] [Cal pactin| heasy chain) (Chromobin din 8] [P 36] [Protein ] [Placental h1_g1= 38445.7700 833 wiew d efails e bd Sthd 5 results

Abbildung 106: Webinterface zur Darstellung der AUTOMASCOT-Ergebnisse

Der Benutzer hat die Moglichkeit durch das Eingeben eines Suchwortes die Liste
einzuschranken und die Liste nach Proteinname, Proteinmasse und nach der Hohe
des MASCOT-Scores sortieren zu lassen. Dieses gestattet eine sehr effiziente und
einfache Moglichkeit, sich das richtige Ergebnis anzeigen zu lassen. Der ermittelte
MASCOT-Score zeigt sehr gut an, ob die Messbedingungen optimal waren, so dass
eine groBe Anzahl der moglichen Bruchstucke auch gemessen worden sind.
Ausgehend von dieser Liste kann er sich weitere Details der einzelnen Ergebnisse
anzeigen lassen. Es ist moglich, sich alle Informationen, die von MASCOT
zuruckgeliefert worden sind, im Rohformat darzustellen. Viel Interessanter fur den
Benutzer ist aber die Darstellung der gefunden Sequenzinformationen.

Sequenz ion measured mass calculated mass deltaM
SYPHLOK 4047359 H074562 G07.4603 -0.0041
DLYDAGYE 4407162 H79.4208 G79.4337 00128
A THFDAER 543.2629 10845101 10854777 -0.9676
DALMIET AlK o44.2885 1086.5614 1086.5920 -0.0306
GDIAFAYCR 5562740 1110.5323 1110.5458 -0.0135
TRPAGYDASELK G11.7881 1221.5605 1221.5877 -0.n2r2
THGELGENR 6228105 1243 6053 12436156 -0.0103%
SLYYYIQGDTE T11.3350 1420 5544 1420 6574 -0.0330
SLYYYIQGDTE T11.3448 1420.6739 1420.6874 -0.013%
GYDEXYTIVMILTMR 771.8931 15417706 1541.58412 -0.0706
LSLEGDHSTPPSAYGSYE G15.6323 1843.8735 1543.5951 -0.0216
AEDGSYIDY ELIDGD 2R 954 9605 19079060 1907 6748 00312

Abbildung 107: Detail-Ansicht eines Suchergebnisses

Hier sind alle im Spektrum zugeordneten Peaks enthalten. Die Darstellung der Liste
ist nach aufsteigender Masse der lonen sortiert. Danach werden die gemessenen
und berechneten Massenwerte, sowie die Differenz der beiden Werte angezeigt.
Dies gestattet es dem Benutzer sehr leicht festzustellen, wie gut seine verwendeten
Messparameter sind, um unter Umstanden die Messbedingungen zu optimieren.

9.5.5 Ergebnis

Mit der Entwicklung dieser Software konnte gezeigt werden, dass es ohne groBere
Schwierigkeiten moglich ist, Massenspektren routinemaBig auszuwerten. Der
Zeitaufwand, der fur eine manuelle Analyse benotigt wird, kann bis zu einer Stunde
betragen. Dieses konnte durch diese Methode auf wenige Minuten reduziert werden.
Mit diesen Methoden wurden innerhalb von etwa 38 Stunden 224 MS/MS-Spektren
ausgewertet. Dabei lieferten 115 der 224 einen MASCOT-Score der hoher als 80
war, und sie konnten daher ausgewertet werden. Dieses entspricht einer Quote von
51,3 Prozent. Dabei wurden 1104 Sequenzen einem MS-Spektrum zugeordnet.
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11 Dateiformate und Handbucher

In diesem Abschnitt sind die Datei-Formate und die XML-Container zum Austausch
von Daten uber das Internet wiedergegeben. AuBBerdem sind hier hier die zur
Benutzung der Programme nodtigen Handbucher abgelegt.

11.1 XML-Format zum Austausch von Massenspektren

<?xml version="1.0" encoding="utf-8" ?>

<!DOCTYPE SweetDBMassSpectra (View Source for full doctype...)>
- <SweetDBMassSpectra>
- <PubmedArticle>

<PMID>11110090</PMID>

<Year>2000</Year>
- <Journal>

<JournalName>J Mass Spectrom</JournalName>

<Volume />

<Issue>35</Issue>
- <PubDate>

<Year>2000</Year>

</PubDate>

</Journal>

<ArticleTitle>Collision-induced fragmentation of underivatized N-linked
carbohydrates ionized by electrospray</ArticleTitle>
- <Pagination>

<MedlinePgn>1178-90</MedlinePgn>

</Pagination>
- <Abstract>

<AbstractText>The electrospray mass spectra and collision-induced
fragmentation of neutral N-linked glycans obtained from glycoproteins were
examined with a Q-TOF mass spectrometer. The glycans were ionized most
effectively as adducts of alkali metals, with lithium providing the most
abundant signal and caesium the least. Singly charged ions generally gave
higher ion currents than doubly charged ions. Addition of formic acid could
be used to produce [M + H]+ ions, but these ions were always accompanied by
abundant cone-voltage fragments. The energy required for collision-induced
fragmentation was found to increase in a linear manner as a function of
mass with the [M + Na]+ ions requiring about four times as much energy as
the [M + H]+ ions for complete fragmentation of the molecular ionms.
Fragmentation of the [M + H]+ ions gave predominantly B- and Y-type
glycosidic fragments whereas the [M + Na]+ and [M + Li]+ ions produced a
number of additional fragments including those derived from cross-ring
cleavages. Little fragmentation was observed from the [M + K]+ and [M +
Rb]+ ions and the only fragment to be observed from the [M + Cs]+ ion was
Cs+. The [M + Na]+ and [M + Li]+ ions from all the N-linked glycans gave
abundant fragments resulting from loss of the terminal GlcNAc moiety and
prominent, though weaker, ions as the result of 0,2A and 2,4A cross-ring
cleavages of this residue. Most other ions were the result of successive
additional losses of residues from the non-reducing terminus. This pattern
was particularly prominent with glycans containing several non-reducing
GlcNAc residues where successive losses of 203 u were observed. Many of the
ions in the low-mass range were products of several different fragmentation
routes but still provided structural information. Possibly of most
diagnostic importance was an ion formed by loss of 221 u (GlcNAc molecule)
from an ion that had lost the 3-antenna and the chitobiose core. This
latter ion, although coincident in mass with some other 'internal'
fragments, often provided additional information on the composition of the
antennae. Other ions defining antenna composition were weak cross-ring
fragments produced from the core branching mannose residue. Glycans
containing Gal-GlcNAc residues showed successive losses of this moiety,
particularly from the B-type fragments resulting from loss of the reducing-
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terminal GlcNAc residue. The [M + Na]+ and [M + Li]+ ions from high-mannose
and hybrid glycans gave a series of ions of composition (Man)nNa/Li+ where
n = 1 to the total number of glycans in the molecule, allowing these sugars
to be distinguished from the more highly processed complex glycans. Other
ions in the spectra of the high-mannose glycans were diagnostic of chain
branching but insufficient information was available to determine their
mode of formation.</AbstractText>

</Abstract>
- <AuthorList>

<Author>Harvey DJ</Author>

</AuthorList>

<PublicationType>Journal Article</PublicationType>

</PubmedArticle>
- <Structure>

<ExtendedAscii>a-d-manp-(1-6)+ | a-d-manp-(1-4)-a-d-glcnac-(1l-4)-a-d-
glcnac | a-d-manp-(1-3)+</ExtendedAscii>

</Structure>
- <PeakList>

<MassPeak>138</MassPeak>
- <Peak>

<MZ>138,0</MZ>

<Intensity>4,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ>203,0</MZ>

<Intensity>8,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ7>226,0</MZ>

<Intensity>49,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZz>244,0</MZ>

<Intensity>20,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ7>275,0</MZ>

<Intensity>8,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ7>329,0</MZ>

<Intensity>10,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ>331,1</MZ>

<Intensity>13,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ>346,1</MZ>

<Intensity>25,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZ>347,1</MZ>

<Intensity>52,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<Mz>388,1</MZ>

<Intensity>9,0</Intensity>

</Peak>
- <Peak>

<MZz>429,1</MZ>

<Intensity>17,0</Intensity>
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</Peak>

- <Peak>
<MZ>447,1</MZ>
<Intensity>32,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>493,1</MZ>
<Intensity>4,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>509,1</MZ>
<Intensity>61,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZz>550,2</MZ>
<Intensity>54,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZz>583,2</MZ>
<Intensity>15,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>629,2</MZ>
<Intensity>9,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>712,2</MZ>
<Intensity>100,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<Mz>730,2</MZ>
<Intensity>12,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>771,2</MZ>
<Intensity>8,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>832,2</MZ>
<Intensity>5,5</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZz>915,3</Mz>
<Intensity>7,0</Intensity>
</Peak>

- <Peak>
<MZ>933,3</MZ>
<Intensity>20,0</Intensity>
</Peak>
</PeakList>
</SweetDBMassSpectra>

11.2 XML-Format zum Austausch von NMR-Spektren

<?xml version="1.0" encoding="utf-8" ?>

<!DOCTYPE SweetDBNMRSpectra (View Source for full doctype...)>
- <SweetDBNMRSpectra>
- <User>

<UserID>0</UserID>

<UserName>kerschgens</UserName>

</User>
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- <PubmedArticle>

<PMID>12234251</PMID>

<Year>2003</Year>
- <Journal>

<JournalName>Biochem J</JournalName>

<Volume>369</Volume>

<Issue />
- <PubDate>

<Year>2003</Year>

</PubDate>

</Journal>

<ArticleTitle>Structural elucidation of zwitterionic carbohydrates
derived from glycosphingolipids of the porcine parasitic nematode
Ascaris</ArticleTitle>
- <Pagination>

<MedlinePgn>89-102</MedlinePgn>

</Pagination>
- <Abstract>

<AbstractText>Carbohydrates substituted with phosphocholine (PC) and
phosphoethanolamine (PE) were released from zwitterionic glycosphingolipids
of the pig parasitic nematode Ascaris suum by treatment with
endoglycoceramidase. Individual glycans were obtained by HPLC on porous
graphitic carbon followed by high-pH anion-exchange chromatography. In
addition to the known pentasaccharides Gal alpha 3GalNAc beta 4[PC6]GlcNAc
beta 3Man beta 4Glc and Gal alpha 3GalNAc beta 4[PC6]GlcNAc beta 3[PE6]Man
beta 4Glc, the corresponding tri- and tetra-saccharides, as well as
components with elongated structures, could be identified by matrix-
assisted laser-desorption ionization-time-of-flight MS, methylation
analysis, 1H- and 13C-NMR spectroscopy, exoglycosidase cleavage and
electrospray ionization ion-trap MS. The extended components comprised
novel structural motifs such as di-substituted alpha-galactose carrying two
beta-linked galactosyl residues, which were found to bear, in part, further
fucose, galactose, N -acetylgalactosamine and/or N -acetylglucosamine
moieties. Furthermore, additional fucosylation of the PC-substituted N -
acetylglucosamine and a non-terminal fucosyl motif were detected. In
conclusion, this study contributes significant new information on the
glycome of nematodes.</AbstractText>

</Abstract>
- <AuthorList>

<Author>Friedl CH, Lochnit G, Zahringer U, Bahr U, Geyer R</Author>

</AuthorList>

<PublicationType>Journal Article</PublicationType>

</PubmedArticle>
- <Structure>

<ExtendedAscii>PC-(3-6)+ | a-D-Galp-(1-3)-b-D-GalpNAc-(1-4)-b-D-GlcpNAc-
(1-3)-b-D-Manp-(1-4)-a-D-Glcp</ExtendedAscii>

</Structure>
- <Specimen>

<Name>Zwitterionic carbohydrates of the porcine parasitc nematode Ascaris
suum [Component A; a-D-Glcp]</Name>

<Class>Carbohydrate</Class>

<Spectra>Proton NMR</Spectra>

</Specimen>
- <Measurement>
- <Equipment>

<Spectrometer>Avance DRX 600 Bruker spectrometer</Spectrometer>

<Operator />

<MHz />

</Equipment>
- <Conditions>

<Temperature>300</Temperature>

<Solvent>©~H20</Solvent>



Dateiformate und Handbuicher 157

</Conditions>
</Measurement>

- <BiologicalSource>
<Species>Ascaris suum</Species>
<ProteinName />
<System />
<Disease />
<SwissProtID />
<Comment />
</BiologicalSource>

- <PeakList>

- <Peak>
<Nuclei>C</Nuclei>
<Atom>C</Atom>
<Residue>A-D-GLCP</Residue>
<Linkage />
<PPM>1111</PPM>
</Peak>

- <Peak>
<Nuclei>H</Nuclei>
<Atom>H12</Atom>
<Residue>PC</Residue>
<Linkage>4, 3, 6</Linkage>
<PPM>0</PPM>
</Peak>
</PeakList>
</SweetDBNMRSpectra>
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Philosophy

The basic philosophy of CarbStore is to encourage scientists in the area of
glycobiology to make their original scientific data like MS- and NMR-spectra
accessible to the public using this service. Often original scientific data are not
documented in printed publications and can not be accessed by the scientific
community. CarbStore is web-based interface designed to input carbohydrate
related original scientific data and information. The data will first be stored in private
areas — each scientist will maintain his/her own database — and should be released
to the publicly available database SWEET-DB at a suitable time. It is up to each
individual scientist to decide when and which entries shall be released to SWEET-
DB.

Purpose

The main purpose of CarbStore is to provide an efficient way to input, annotate and
store experimental original data like MS- and NMR-spectra as well as reference data.
CarbStore can be used to store private data, which can be easily linked with the
existing SWEET-DB. It is the decision of each user when to make each entry
available to the scientific data public. The current description does not include the
input of NMR-spectra.. An additional description is available for the input of NMR
spectra.

This is a beta version of CarbStore. We are asking for your help to improve the
service so that we can develop it along the needs of the scientific community. In case
you find any problems using CarbStore please do not hesitate to contact us. Also we
would appreciate any comment or hint so that we can make the service working more
convenient according your needs.

Please contact Klaus Lohmann (k.lohmann@dkfz-heidelberg.de) or

Dr. Claus-W. von der Lieth (w.vonderlieth@dkfz-heidelberg.de),

German Cancer Research Center, Im Neuenheimer Feld 280, 69120 Heidelberg,
Germany.

www

You can reach CarbStore by entering
http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/carb _nmr_ms/ms_input/
in the address field of your browser.

This service has been tested with Internet Explorer 5.5 and 6. as well as Netscape
4.7.. It is recommended to use one of these browsers.



Dateiformate und Handbuicher

160

Login

Each user will have a private database which can only be accessed by the
authorized persons. Therefore, entering new data or changing of already stored data
is only possible if you identify yourself with a user-id and a password. Both can be
obtained by sending an email to k.lohmann@dkfz-heidelberg.de. After you have
received your user id and password, you have to input both in the following form:

'3 Proteins and more - Microsoft Internet Explorer

Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Extras 2

|| &= zuriick = =

- 9 g ﬁ .'@Suchen .:.'j.;{:l.:avoriten i;;\n'erlauf ] E_év Jg - ;E‘j

=101xI

| | Adresse ]ﬁj http:f fvavow dkfz-heidelberg. defspecicarb_nmr_ms/ms_input/

_:] o Wechseln zu ;ELinks 2|

Mew Entry

Change Entry

Flease enter your 10 and your Passwaord

Search

Userid: ﬂ

Change Pasanord

Pasanord: i

Logout

| Logan I Reset]

&7 Fertig

[@ Teeet

If user-id and password are correctly entered you can use all options to input, change
and search data as indicated in the menu areas on the left side of the screen. You
can select one following items:

geoe

New Entry: enter a new set of data
Change Entry : list and change already stored data

Search: search SWEET-DB and/or your own database

Change Password, this item gives you the opportunity to change the

password, so that no one else can have a look at your data
e) Logout. end your session



Dateiformate und Handbuicher 161

Enter a new entry with spectrum
Activating ‘New Entry’, you receive the following input form:

4} Proteins and more - Microsoft Internet Explorer = =10l x|
j Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Extras 2 i“
j = Zurick - o= - a @ s | @Suchen [l Favoriten £ 4 verlauf | %v = M= -_;E]
m = B Wi
J'Ad[esse i@ http: S, dkfz-heidelberg. defspecicarb_nmr_ms/ms_input) ;] @Wechseln zu ! ELlnks 2
Mew Entny
Change Entry Input of M3-Spectra and Sequences of Saccharides
e PubmediD: | T
Name: I Details
Change Pasaward
Class: I Carbohydrate ;I
Logout T
wpe of
Spectrum: b5 o

ESl-lon:|| none j

=
Carbohydrate

Sequence: o
K -

Templates
o ! Durchsuchen... “pkl—FiIe(Micromass)j
He:
Check plausibility [
Public:IND j
Enter Spectrum | Reset Form |
@] Fertig [ |4 mternet v

Entering Reference Data (Pubmed-ID)

To make the input of references as simple as possible, we establish an direct link to
the NCBI-PubMed-Service. Only the PubMedID is required to input bibliographic
data including complete abstracts. To retrieve the PubMedID click on the item details
in the grey area in the PubMedID line.The following input spreadsheet will appear:

Input of MS-Spectra and Sequences of Saccharides

PubrnedD: I Details

Authur:'
Title:|
Joumaj:'

' ear of
Publication 2001 | Query Pubmed

Jahrgang: |58

Pages: |321

Abstract:

done

The best way to search for a Pubmed-ID is to look for numerical data like Year of
Publication, Pages, Volume and one or two authors. Input your specific data in these
field and send the query to PubMed (click on the Text Ouery Pubmed). Normally,
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only a few entries will be retrieved. A new window pops up and presents a list of all
papers fitting the query.

3 M5 | Dateneingabe - Microsoft Internet Explorer ' = il’jli}

Close YWindow I

Isaza JH. Ito H, Yoshuda T
A flavonol glycoside-lignan ester and accompanying acylated glicosides from
IMonochastum multiflorum.
Phytochemistry 58 2001 Pages: 321-7
Kundig Th
Select | [Therapy of chronic urticaria and recurrent Quincke edemal
Ther Umsch 58 2001 Pages: 321-4
Andersson E, Hagberg 3, Nilsson T, Persson B, Wingren G, Toren K
Select IA case-referent study of cancer mortality among sulfate mill workeers in Sweden
Ceeoup Environ Med 58 2001 Pages: 321-4
Dinan L, Bourne PC, Meng ¥, Sarker 5D, Tolentine BB, Whiting P
S | Assessment of natural products in the Drosophila melanogaster B(IT) cell bioassay for

ecdysteroid agonist and antagonist activities.
Cell Mol Life Sci 58 2001 Pages: 321-42

Select

|

The next step is to select the desired entry by pressing the correspoinding SELECT-
button. All data given with the PubMed-entry will be automatically entered into the
input spreadsheet (see below) . In case you could not find the desired entry, you
close the window by hitting the CLOSE WINDOW-button and you have to add all
data manually into the reference input form. To store the bibliographical data click the
done link (bottom right).

Input of MS-Spectra and Sequences of Saccharides

PubrediC:; |1 1651558 D etails

Author: |Isaza JH, Ito H, Yoshida T

Title: |A flavonol glycoside-lignan ester and accompanying acylated gluce

dourmal: |F'h§,rtq:n:,hemistr:.r

Y gar of
Publication |2007 | Guery Pubmed

Jahrgang: |58

Pages: IW

Four acylated glycosides along with six known glycosides were
isolated from the leaves of Monochaetum multiflorum. The new
compounds were characlerized as 4-0-(6-0-galloyl-beta-
aglucopyranosyl)-cis-p-coumaric acid, 6-0-galloylprunasin, benzyl
6-0-galloyl-beta-glucopyranoside, and a novel diester of
tetrahydroxy-mu-truxinic acid with 2 maol of hyperin (monochaetin,
based on MMR and MS spectral data and chemical evidence.

Abstract:

done

Entering the Compound-Data
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To input the data that identifies your compound, hit the details-link in the field Name.
There are three fields to be filled with data.

a) Name: Enter the name of the compound

b) Origin: Enter the origin from the compound (e.g.: the species)

c) Tissue: Enter the tissue where the compound has been identified (e.qg.:
leaves, roots, brain, ...)

To finish input of data push the done-button to go back to the main input spread
sheet.

Class

Enter here the class of your compound. You can choose between carbohydrate that
means your structure is a ‘pure’ carbohydrate, or glycosylated protein, which means
your compound consist of a glycan attached to a protein (or a part of it). If you
choose glycosylated protein the input spreadsheet form will provide two additional
input fields.

Protein Sequence

When you choose glycosylated protein you enter the protein sequence using the
standard one letter for amino acids. In the field Glycosylated residue you enter the
number of residues to which carbohydrates are covalently linked.

ESI-lon
Here you can enter the esi-ion, which was used to record the MS-spectra.
Entering the Carbohydrate Sequence

To input your carbohydrate structure the so-called extended form to describe
Oligosaccharides is used. The definition can be found at

http://www.chem.gmw.ac.uk/iupac/2carb/38.html

Example of a N-Glycan structure

a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-6) +
|

a-D-Manp- (1-6)

|
a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-3) +

+
\
\
\
b-D-Manp-(1-4) -b-D-GlcpNAc- (1-4) -b-D-GlcpNAc
\
+

a-D-Manp- (1-2) -a-D-Manp- (1-2) —a-D-Manp- (1-3)

Using the input window a few special input rules have to be fulfilled which are
discussed for the N-Glycan structure given above.

Additional Input rules

a) a,b have to used instead of a,f.

b) the ring configuration (D or L) has to be given always.

c) a hyphen before and after the linkage information is required —(1-3)-
d) Furanoses and Pyranoses have to be indicated.
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e) A ‘+’-sign is required to indicate continuation of the structure in an upper of
lower line of the editor.

f) To indicate the vertical connections the ‘+',|’, and the connection to the
corresponding monosaccharide have to be in one vertical line. This
requirement often causes problems when inputting structures by the
copy/paste option when a proportional fond (like Arial or Times) is used.

Correct input
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-6)+
a-D-Manp-(1-6)
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-3)+
Incorrect input:
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-6)+
a-D-Manp-(1-6)
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-3)+
Incorrect input:
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-6)+
a—D—Man—(1—6)
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-3)+
A list of common carbohydrate structures can be found at
http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/sweet2/doc/sam/leftframe.html
To test, if the input of a residue is conform to the nomenclature activate

http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/sweet2/doc/input/testtemplate.html

Uploading the file containing the spectrum.

Using the field ‘file’ you can upload the file containing the spectrum: hit the button
SEARCH (Depends of your language and the browser you use, normally it is the
button beside the textfield) and you will be prompted for a file containing the MS-
spectra. It will be uploaded and stored in the database. CarbStore is currently able to
store files in Micromass pkl-format and Unidat cdf-format, which is internally
converted to pkl-format. CarbStore will check your data for plausibility. Using the
GLYCO-FRAGMENT tool (www.dkfz.de/spec/glycofragment/) a theoretical
fragmentation scheme will be calculated based from the carbohydrate structure you
have input. The calculated peaks will be compare with the data contained in the
uploaded file. At least 60 percent of the theoretically expected peaks should be
there. If this is not the case, you will get a warning message. Please check, that the
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uploaded file an the structure correspond to each other. In case you are sure, that
structure and spectrum are both correct, you may ignore the warning message and
the MS spectrum data will be stored assigned with the corresponding carbohydrate
structure..

Making your data available to the public

In case you want to make your data available to the public, simply choose ‘yes’ from
the pull down menu in the field ‘Public’. All the data you input will be transferred to the
SWEET-DB. In case you want to do this later, active ‘no’ in the public field. To make
your data publicly available at a later time, activate the ‘Change Entry ’ option from
the main menu an change the ‘no’ in the public field to ‘yes’. Thus the user can
control the status of each entry at any time. All data of one entry keep private as long
as the user has not agreed to make it available to the pubilic.
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Annotate your data
Of course it is possible to annotate data that are already stored in CarbStore. Simply

click ‘'CHANGE ENTRY from the menu list on the left side:

3 Proteins and more - Microsoft Internet Explorer o ] 4
i Datei  Bearbeiten  Ansicht  Fawariten  Extras 2 !n
| Gzwik - = - G 2] A Qsuchen GEFavoriten (fverladt | BN S =1 - 5]
_;Ad[esse i.ﬁj http:f e, dkfz-heidelberg, defspecms_input/ ;j i Wechseln zu i i Links >
Mew Entny
Mr [Freigabe|Eint
Change Entry 1] Mo |BSE-Praon delete| edit |details]
2l Ho leh bin ein erneuter Test delete| edit |details
Search

3 Mo thiz specimen is great delete| edit |details|

Eh=niog Fa=nold 4l No |Diesistein CDF-Test delete| edit |details

Lacont 5 Mo dynamin like protein delete| edit [details]

(=] Test mitkleinem CDF delete| edit |details

7 Mo Sample Xyz delete| edit |details|

8| “es |Test mit grokem CDF delete| edit [details

9l He Lewis-2-1 delete| edit |details

100 HNo Protein XP delete| edit |details

14 Ho Quercetin 3-(6."-0-t|ans—caﬁeoyl}b-D- dalate| edit [details

galctopyranoside

e [ | |4 ntemet o

All entries you have input so far will be displayed.

Deleting a spectrum
If you want to delete a stored spectrum just hit the DELETE-link. After confirming the
action the spectrum is permanently removed from the database.

Editing a spectrum
By hitting the EDIT-link you are able to change any of the stored data field. The input

spreadsheet is identical with the one for entering new entries. When you have

finished just hit the SAVE CHANGES —button and the changes will be updated in the

databases.

Viewing details

To get a detailed view of the stored data you hit the link DETAILS. In a new window
you see a printable view of the data, including a plotted specitra:
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Search for a Spectra
If you want to search for spectra that are already stored in SWEET-DB you can hit
the SEARCH link in the menu and you will see the following form:

hass Fault

[100 D

ESH un:

Peak-List:

Bt et
[ SN S )
b=t
[N |
LA ks s s o L L

Peak-File: " Durchsuchen...

[SubmitIReset] I

Example

| Scare | Structure | hass | |

Enter a list of peaks manually or upload a spectrum that is stored on your local hard
disk. An example is provided to demonstrate the procedure. Please hit the
EXAMPLE-button. A list of peaks will be entered automatically into the text field. Hit
the SUBMIT Button The SWEET_DB MS-database of theoretically calculated MS-
spectra will be searched. A list of best matching entries will be displayed in
descending order of the number of matches. A score of 100 means that all input
peaks have been matched.
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Each result line consists of the score, the structure, the mass, and the peak list of the
matched spectrum. To provide a more detailed look at the fragmentation scheme of
the structure one may hit the VIEW DETAILS button. A link the Glyco-

MS FRAGMENT will be established and will allow to analyse the fragmentation
scheme in detail. In case one wants to see the additional data stored for this entry in
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SWEET-DB, hit the VIEW SWEETDB button. A direct link the SWEET-DB for this
entry will be established. Moving the mouse over the peak list at the right side the
fragmentation will be displayed which gives rise to that specific masst.
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Changing your password

To protect your data in the best way you can change your password. You should do
this directly after you receive your password from us, and from time to time. You can
do this by clicking on the link CHANGE PASSWORD. You see this form:

/3 Proteins and more - Microsoft Internet Explorer o =] ]
J Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favaoriten  Exbras 2 |“
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ald |
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Newl
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peat
o |
Fazamard:
| Change Password I Feset |
&7 Fertig [ | |4 treernet o

Just enter your old password and for security reason two times the new one. Hit the
CHANGE PASSWORD button, and you have successfully changed your password.
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Finishing your Session

After you have finished entering or changing your data please hit the LOGOUT link to
prevent any other from manipulating your data. You are logged out after sixty minutes
for security reasons.

If you have successfully logged out you see this mesagge:

/3 Proteins and more - Microsoft Internet Explorer o =] ]
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Logout
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12 Appendix A

12.1 Extended Description for Oligosaccharides

The numbers following the monosaccharide description indicate the location of the
substitution at the corresponding C-Atom of the sugar.

a-D-Galp20Me, a-D-Galp20AcOAc, a-Galp20Me30Me, 40Me,60Me

12.2 List of currently supported substituents

Input code Substituent

N amine

Fluoro fluorine
Chloro chlorine

Bromo bromine

Me methyl

Ac acetate

NAC N-Acetyl

OAc O-Acetyl

OMe O-Methyl

S03 sulfite

0s03 sulfate

NSO3 N-sulfate

PO4 phosphate

Gc glycolic acid
CH Choline

EA Ethanolamine

PA 2-Aminopyridine
Py Pyridine

PCH Phosphatidyl Choline

PEA Phosphatidyl Ethanolamine
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Tryptische Fragmente von Dynamin like protein.- Dictyostelium discoideum

(Slime mold)
Masse 96047
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R
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NK
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R
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EVDPEGK

R
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K
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DTLPDLK

VK
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MLSDVQGELSTYGDPLYDTK
NSQGALLLOQITITIFSSNFK
DAIDGK
LTDLSNNELYGGAR
ISYIFNEIYSHCVNNIDPLEGISLNDIR
TTMR

NATGPR
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