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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf die
Auswahl der glinstigsten lonensorten fiir eine Aufnahme von
Fragment-lonen-Massenspektren, wenn durch die lonisie-
rung Biopolymere in verschiedenen Ladungszustéanden auf-
treten. In der Erfindung wird ein Verfahren vorgeschlagen,
mit dem in besonders schneller Weise aus Massenspektren,
die durch Elektrospriihen (ESI) oder ahnlich vielfaltige La-
dungszustande erzeugende lonisierungsverfahren ionisiert
werden und fiir jedes Biopolymer viele Signalmuster von lo-
nen der verschiedenen Ladungszustédnde und verschiede-
nen Isotopenzusammensetzungen enthalten, die guinstigs-
ten Eltern-lonen der verschiedenen Biopolymere fiir eine
Fragmentierung so herausgesucht werden, dass von einem
Biopolymer nicht mehrere lonensorten gemessen werden.
AuBlerdem kann die jeweils glinstigste Durchlassbreite des
Filters fur die Isolierung einer lonensorte, die der Fragmen-
tierung zugefihrt werden soll, angegeben werden.

Massenspektrum eines Gemischs aus vier
Proteinen
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf die Auswahl
der gunstigsten lonensorten flir eine Aufnahme von
Fragment-lonen-Massenspektren, wenn durch die lo-
nisierung Biopolymere in verschiedenen Ladungszu-
stdnden auftreten.

[0002] In mit der Erfindung wird ein Verfahren vor-
geschlagen, mit dem in besonders schneller Wei-
se aus Massenspektren, die durch Elektrospriihen
(ESI) oder ahnliche lonisierungsverfahren ionisiert
werden und fir jedes Biopolymer viele Signalmus-
ter von lonen der verschiedenen Ladungszustan-
de und verschiedenen Isotopenzusammensetzungen
enthalten, die glinstigsten lonensorten der verschie-
denen Biopolymere fur eine Fragmentierung so her-
ausgesucht werden, dass von einem Biopolymer
nicht mehrere lonensorten gemessen werden. Au-
Rerdem kann die jeweils ginstigste Durchlassbrei-
te des Filters fur die Isolierung einer lonensorte, die
der Fragmentierung zugefihrt werden soll, angege-
ben werden.

Anmerkungen und Definitionen

[0003] In dieser Schrift wird statt der gesetzlichen
.vereinheitlichten atomaren Masseneinheit” (u) die
Einheit ,Dalton” (Da) verwendet, die in der letzten
(achten) Ausgabe 2006 der Schrift ,The Internatio-
nal System of Units (Sl)” des ,Bureau International
des Poids et Mesures” der vereinheitlichten atomaren
Masseneinheit gleichwertig beigestellt wurde; vor al-
lem, wie dort angemerkt, um die Einheiten Kilodalton,
Millidalton und Ahnliche verwenden zu kénnen.

[0004] Unter einer ,lonensorte” werden hier die lo-
nen einer Substanz S in einem Ladungszustand z
verstanden, also S#. Dabei werden jeweils alle lo-
nen der verschiedenen Isotopenzusammensetzun-
gen eingeschlossen, da die Substanz alle diese Iso-
topenzusammensetzungen enthalt. Eine lonensorte
kann durch die Angabe eines Wertes fur M/z cha-
rakterisiert werden, wobei M aber nicht, wie h&au-
fig in der Massenspektrometrie Ublich, die mono-iso-
topische Masse (meist mit m bezeichnet), sondern
die Uber die Isotopenzusammensetzungen gemittelte
Molekilmasse M (friher: Molekulargewicht) bedeu-
tet.

Stand der Technik

[0005] Die Identifizierung von Biopolymeren, insbe-
sondere Proteinen, mit Molekilmassen M zwischen
5 und 100 Kilodalton in Kérperflissigkeiten ist phar-
makologisch, biologisch und medizinisch von hohem
Interesse. Im Folgenden wird hauptséchlich auf Pro-
teine eingegangen. Beispiele fur stark interessieren-
de Proteine sind Antikérper, meist enzymatisch zer-
legt in drei Teilmolekile mit Massen von etwa 50, 50

und 25 Kilodalton. Die Identifizierung wird vorzugs-
weise durch massenspektrometrische Analyse von
Fragment-lonen-Spektren nach flissigkeits-chroma-
tographischer Trennung vorgenommen, wobei aber
oft viele Proteine chromatographisch nicht vollstan-
dig separiert werden kénnen. In der Regel wird die
lonisierung durch Elektrosprihen (ESI) vorgenom-
men. Im Massenspektrum gibt es dabei fur jedes
Protein regelmaflige Muster aus vielfach geladenen
lonen mit einer breiten, meist relativ glatten Vertei-
lung der Intensitaten fur die lonen mit verschiede-
nen Ladungszahlen z, wobei die intensivsten lonen-
sorten in der Regel bei ladungsbezogenen Massen
M/z zwischen 600 und 1200 Dalton liegen. Jede der
durch die ladungsbezogene Masse M/z charakte-
risierten lonensorten zeigt wiederum eine schmale
Verteilung von lonen verschiedener Isotopenzusam-
mensetzung. Dabei gibt es bei Anwesenheit vieler
verschiedener Substanzen viele Uberlappungen der
Isotopenverteilungen.

[0006] Wird ein Protein durch eine lonisierung mit
Elektrospriihen verspriiht, dann hangt die Anzahl der
auftretenden lonensorten verschiedener Ladungszu-
stdnde z von der Masse M des Proteins ab, fiir ho-
he Massen ergibt sich generell eine héhere Anzahl
verschiedener Ladungszusténde als fur niedrige. Ein
kleines Protein wie beispielsweise Ubiquitin mit der
mittleren Molekllmasse M = 8564,76 Da liefert im
Elektrosprihverfahren typischerweise acht verschie-
dene Ladungszustdnde mit Ladungszahlen z = 7,
8,9, ..., 14, wenn es mit einem typischen Lésungs-
mittelgemisch aus Wasser, Acetonitril und Ameisen-
séure verspruht wird (Abb. 1). Rinderserumalbumin
mit einer mittleren Masse von M = 66,4 kDa er-
scheint im Massenspektrum in 32 verschiedenen La-
dungszustanden z (Abb. 2). Die Struktur des Prote-
ins, die Verwendung von denaturierenden Lésungs-
mitteln und die Existenz von Disulfidbriicken inner-
halb des Proteins kann die Ladungsverteilung beein-
flussen; die starke Vernetzung innerhalb des Rinder-
serumalbumins bewirkt, dass wéahrend der lonisie-
rung relativ wenige Protonen als Ladungstrager auf-
genommen werden kdnnen, was dazu flhrt, dass die
intensivsten lonensorten relativ schwer sind und bei
etwa M/z = 1200 Da erscheinen.

[0007] Die Identifizierung eines Proteins erfordert
die Aufnahme eines Massenspektrums der Frag-
ment-lonen einer ausgewahlten lonensorte dieses
Proteins mit einer ladungsbezogenen Masse M/z,
wobei in der Regel alle Isotopensignale dieser lo-
nensorte in die Fragmentierung einbezogen werden.
Die massenspektrometrische Analyse wird meist in
Flugzeitmassenspektrometern mit orthogonalem lo-
neneinschuss (OTOF) vorgenommen, wobei die Iso-
lierung der ausgewahlten lonensorte und ihre Frag-
mentierung Ublicherweise in Quadrupol-Massenfil-
tern und lonenspeichern durchgefiihrt werden. In der
Regel werden die mehrfach geladenen Proteinmole-
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kille durch Ubertragung von Elektronen aus geeig-
neten, negativ geladenen Donor-Molekiil-lonen frag-
mentiert (ETD = electron transfer dissociation). Da
die Aufnahmen eines guten Massenspektrums der
Fragment-lonen etwa finf bis zehn Sekunden dau-
ert, und die Proteine im Chromatogramm nur inner-
halb von etwa 30 bis 45 Sekunden eluieren und da-
mit massenspektrometrisch verwertbar sind, kommt
es darauf an, aus einem nicht fragmentierten Mas-
senspektrum schnell und automatisch die fiir die ein-
zelnen Proteine richtigen, nicht mit anderen Protein-
lonen Uberlappenden lonensorten fir die Fragmen-
tierung heraussuchen zu kénnen.

[0008] Wie in Abb. 3 zu ersehen ist, lasst sich aus
einem ESI-Massenspektrum eines Gemisches visu-
ell nicht mehr erkennen, welches lonensignal zu wel-
chem Protein gehdrt, obwohl dieses Gemisch nur vier
Proteine enthalt. Es gibt jedoch Verfahren zur La-
dungs-Dekonvolution, beispielsweise das bekannte
Programm ,MaxEnt” (maximum entropy charge de-
convolution), das anhand einer Entropiedefinition das
fir das gemessene Massenspektrum wahrschein-
lichste entfaltete Massenspekirum berechnet. Das
Ergebnis einer solchen Dekonvolution des massen-
spektrometrischen Messspektrums der Abb. 3 ist in
Abb. 4 gezeigt; es sind die vier Proteine des Ge-
mischs deutlich erkennbar. Leider braucht das Pro-
gramm ,MaxEnt” auf schnellen Rechnern ein bis zwei
Minuten fur die Dekonvolution, es kann daher hier
nicht fiir eine schnelle Suche nach geeigneten Kandi-
daten fir die Fragmentierung verwendet werden, vor
allem dann nicht, wenn Substanzen eines Gemischs
etwa gleiche Retentionszeiten haben und somit zeit-
gleich ungetrennt aus dem Chromatographen eluie-
ren.

[0009] Fur die Fragmentierung wird im einfachsten
Verfahren nach bisheriger Technik einfach zunachst
die lonensorte mit hdchster Intensitat fragmentiert
und deren Fragment-lonen-Massenspektrum aufge-
nommen, dann die lonensorte mit zweithéchster In-
tensitat, und so weiter. Dadurch werden aber viel-
fach immer wieder lonen verschiedener Ladungszah-
len der gleichen Proteine gemessen, bevor endlich
ein zweites Protein gefunden wird, das sich von dem
ersten unterscheidet. Proteine geringerer Intensitat
(wie beispielsweise die Insulin-lonen in Abb. 3 und
Abb. 4) werden dabei haufig gar nicht gefunden.
Ein zweites Verfahren nach dem Stand der Technik
sucht ebenfalls die lonensorten in der Reihenfolge
der Intensitaten aus, bestimmt aber durch Analyse
der Abstande der Isotopensignale die Ladung z die-
ser lonensorte und daraus Uber das bekannte M/z
die Masse M des Proteins. Hat die zweith6chste lo-
nensorte die gleiche Masse M, so wird sie nicht fur
die Fragmentierung ausgesucht, sondern es wird die
dritthéchste lonensorte untersucht, usw. Dieses Ver-
fahren ist aber nur anwendbar, wenn die einzelnen
Isotopensignale gut voneinander getrennt sind, also

die Massenauflésung des verwendeten Massenana-
lysators hinreichend grof} ist; es versagt in Massen-
spektrometern, die nicht extrem hohe Auflésungsver-
mdgen besitzen. Fir Massen Uber 30 Kilodalton ist
das Verfahren kaum mehr anwendbar, da hier Auflo-
sungsvermogen Uber R = 60000 erforderlich sind, de-
ren Realisierung mit Flugzeitmassenspektrometern
eine Herausforderung darstellt.

[0010] Die Patentanmeldung
DE 10 2005 061 425 A1 beschreibt Aufnahme-
verfahren fur Fragment-lonenspektiren von Pepti-
den in Hochfrequenz-lonenfallen-Massenspektrome-
tern, in der Regel mit separierenden Trennverfah-
ren wie Chromatographie oder Kapillarelektrophore-
se gekoppelt, gemaRk denen jedes gemessene Frag-
ment-lonenspektrum auf das Auftreten einer domi-
nanten lonensorte untersucht wird, wobei dieses Auf-
treten zu einer Wiederholung der Messung fiihrt, je-
doch mit einer zusatzlichen StolRanregung der domi-
nanten lonensorte. Die anfangliche Fragmentierung
soll dabei durch Stof3e oder Elektronen induziert wer-
den.

[0011] Es besteht also ein Bedarf flr Verfahren,
die aus einem komplexen Massenspektrum von ge-
mischten Proteinen, wie es in Abb. 3 beispielhaft
dargestellt ist, in schneller Weise fur jedes beteiligte
Biopolymer, zumindest aber fiir so viele Biopolyme-
re wie mdglich, die am besten geeigneten lonensor-
ten fur eine Fragmentierung heraussuchen kénnen.
Eine vollstandige Dekonvolution ist nicht erforderlich.
Gunstig ist es, auch die Breite der Isotopenverteilung
A(M/z) zu bestimmen, beispielsweise, um das Mas-
senfilter fur die Isolierung dieser lonensorte optimal
einstellen zu kénnen.

Kurze Beschreibung der Erfindung

[0012] In der Erfindung wird ein Verfahren vorge-
schlagen, mit dem in besonders schneller Weise aus
Massenspektren von Biopolymeren, die viele Signal-
muster von lonen der verschiedenen Ladungszustén-
de und verschiedenen Isotopenzusammensetzungen
enthalten, wie sie beispielsweise aus der Elektro-
spruh-lonisierung resultieren, die gunstigsten lonen-
sorten der beteiligten Biopolymere fiir eine Fragmen-
tierung herausgesucht werden, ohne dass lonen ei-
nes Biopolymers mehrfach mit unnétig vielen ver-
schiedenen Ladungszustédnden der Messung zuge-
fuhrt werden. Aul3erdem kann die jeweils glnstigs-
te Durchlassbreite des Filters fiir die Isolierung eines
Isotopen-Signalmusters, also fir die Isolierung der
ausgewahlten lonensorte, angegeben werden.

[0013] Fur dieses Verfahren wird zunachst ein Aus-
gangsbereich im gemessenen Massenspektrum, bei-
spielsweise 600 < M/z < 1200 Dalton, und ein Ziel-
bereich fur ein Zielspektrum festgelegt, beispielswei-
se 5000 < M < 60 000 Dalton. Der Zielbereich wird

313



DE 10 2014 001 003 B3 2015.07.02

vorzugsweise in kleine Teilkanéle (,Bins”) eingeteilt,
beispielsweise zu je 5 Dalton. Des Weiteren kann der
Bereich der Ladungszahlen z festgelegt werden, bei-
spielsweise 5 < z < 60. Der Bereich kann dabei als je-
de ganze Zahl zwischen der Obergrenze und der Un-
tergrenze umfassend definiert werden. mit manchen
Ausfihrungsformen kann es auch sinnvoll sein, einen
Bereich zu definieren, der nicht alle ganzen Zahlen
zwischen der Obergrenze und der Untergrenze um-
fasst sondern manche Uberspringt, oder eine diskon-
tinuierliche Menge an Ladungszahlen. Das massen-
spektrometrische Messspektrum kann nun mit einem
schnellen Algorithmus geglattet und auf eine geringe-
re Anzahl Datenpunkte i(M/z) mit dquidistanten M/z-
Werten reduziert, also von einer Messparameterska-
la (zum Beispiel der Flugzeit) auf eine Massenskala
transformiert, werden. Dabei ist es vorteilhaft, wenn
danach die Isotopensignale nicht mehr getrennt er-
scheinen, da nur die Einhillenden gebraucht werden.
Alternativ werden zuvor aus einem massenspek-
trometrischen Messspektrum mittels eines Peak-Pi-
cking-Algorithmus gewonnene Strichspektren auf ein
Spektrum mit dquidistanten M/z-Werten abgebildet.

[0014] Nunmehr wird der M/z-Wert eines jeden lo-
nensignals des Auswahlbereichs im ggfs. geglatteten
und reduzierten Spektrum nacheinander mit den gan-
zen Zahlen n aus dem Bereich der Ladungszahlen z,
also beispielsweise mitn =5, 6, 7, ..., 60 multipliziert
und durch Abzug der Masse n x p der n Ladungstra-
ger korrigiert. FUr positive lonen sind die Ladungstra-
ger Protonen mit positiver Protonenmasse p. Die In-
tensitat i(M/z) wird im Kanal (Bin) des Zielspektrums
fur das jeweilige Ergebnis M, = (M/z) x n —n x p
zu einer Intensitdtssumme i addiert, solange die be-
rechnete Masse M,, noch in den Zielbereich fallt. Fallt
die berechnete Masse M, nicht mehr in den Zielbe-
reich, wird die Multiplikationsreihe flir dieses lonensi-
gnal abgebrochen. In einer begleitenden Tabelle wird
fur jeden Kanal (Bin) die ladungsbezogene Masse M/
z des Signals und seine Intensitat i(M/z) vermerkt. Al-
ternativ dazu kann auch nur die Intensitat i(M/z) und
das M/z des dominierenden Summanden vermerkt
werden. Dieses Zielspektrum enthalt nun viele vollig
unsinnige Eintrage; aber es hat sich Uberraschender
Weise gezeigt, dass die Summenintensitaten i an
den Stellen real vorhandener Biopolymere der Masse
M deutlich herausragen, da sich hier die Signale al-
ler Ladungszusténde z dieses Biopolymers addieren.
Aus diesen herausragenden Signalen kénnen nun,
beispielsweise in der Reihenfolge fallender Gesamt-
intensitaten i, jeweils geeignete lonensorten fur die
Fragmentierung ausgesucht werden, beispielsweise
die lonensorte M/z mit jeweils grof3ter Intensitat i(M/
z) aus dem Kanal (Bin).

[0015] Die Ladungstrager kénnen im Sinne der Er-
findung auch eine negative Masse haben, wenn die
Biopolymere beispielsweise mittels negativem Elek-
trosprihverfahren ionisiert werden und die Substanz

mehrfach deprotoniert wird. Der Bereich oder die
Menge der Ladungszahlen wirde in diesem Fall ne-
gative Eintrage n beinhalten. Biopolymere, die sich
besonders gut fir eine lonisierung mit negativer Po-
laritat eignen, sind Desoxyribonukleinsauren (DNS)
oder Glykosaminoglykane. Fir mehrfach negativ ge-
ladene, deprotonierte lonen sind die Ladungstrager
sozusagen (fehlende) Protonen mit negativer Proto-
nenmasse —p. Die Rechenvorschrift bleibt aber prin-
zipiell die gleiche wie oben beschrieben.

[0016] Es ist dabei noch zu prifen, ob die ausge-
wahlte lonensorte alleine steht oder von anderen,
insbesondere intensiveren lonensorten tberlappt er-
scheint. Liegt eine Uberlappung vor, so sucht man
die jeweils nachstintensivste lonensorte aus dem Ka-
nal (Bin) fiir dieses Protein aus und priift auf Uber-
lappung, bis eine Uberlappungsfreie lonensorte ge-
funden ist. Wird nur der dominierende Summand ge-
speichert, wird die Uberlappung wie oben anhand des
reduzierten M/z-Spektrums geprift; im Falle einer
gravierenden Uberlappung mit einem starken Signal
werden fur das Protein der Masse M zur urspriing-
lich ausgewahlten lonensorte benachbarte lonensor-
ten M/z auf geeignete Intensitat i(M/z) und Uberlap-
pung geprift, bis eine geeignete lonensorte gefunden
ist.

[0017] Vorzugsweise kann auch ein iteratives Ver-
fahren angewendet werden, in dem nach Wahl einer
lonensorte fur ein erstes Biopolymer alle lonensorten
M/z des ausgewahlten Biopolymers aus dem geglat-
teten und reduzierten Spektrum geléscht werden und
dann der Vorgang der Multiplikationen und Speiche-
rungen erneut ausgefiihrt wird. Mit diesem iterativen
Verfahren lassen sich auch Biopolymere sehr gerin-
ger Konzentration finden.

[0018] Die Breite der Isotopenverteilung fur die aus-
gewahlte lonensorte kann durch die Annahme ei-
ner durchschnittlichen Zusammensetzung der Biopo-
lymere aus Wasserstoff (H), Kohlenstoff (C), Stick-
stoff (N), Sauerstoff (O), Schwefel (S) und Phosphor
(P) berechnet werden, wie sie dem statistischen Mit-
telwert fir die betreffenden Biopolymere entspricht.
Dabei stellt sich heraus, dass die Isotopenverteilung
verschiedener lonensorten bei einer ladungsbezoge-
nen Masse M/z umso schmaler wird, je groRer die
Masse M des Biopolymers ist. Die Breite kann sowohl
fur das Léschen der lonensorten im iterativen Verfah-
ren, wie auch fur die Einstellung des Massenfilters fur
die Isolierung dieser lonensorte verwendet werden.

Kurze Beschreibung der Abbildungen
[0019] Abb. 1 zeigt ein ESI-Massenspekirum von

Ubiquitin (m = 8,564 kDa) mit sieben lonensorten M/
z, deren Ladungszahlen von z = 14 bis z = 7 reichen.

4/13



DE 10 2014 001 003 B3 2015.07.02

[0020] Abb. 2 gibt ein ESI-Massenspektrum von
Rinderserumalbumin wieder (m = 66,4 kDa), mit ei-
ner Verteilung der lonensorten verschiedener La-
dungszusténde, deren Maximum wegen starker in-
nerer Vernetzung etwas uber M/z = 1200 Da liegt.
Das volle Spektrum zeigt 32 lonensorten. Die einzel-
nen lonensignale sind jeweils durch mehrere Adduk-
te verbreitert.

[0021] Abb. 3 zeigt ein gemessenes Massenspek-
trum eines Gemisches von Insulin (~5,74 kDa), Ubi-
quitin (~8,564 kDa), Cytochrom C (~12,38 kDa) und
Myoglobin (~17,05 kDa), ionisiert durch Elektrospru-
hen. Die vielfach geladenen lonen der nur vier Prote-
ine Uberlagern sich so, dass sie mit dem Auge nicht
mehr zuzuordnen sind.

[0022] Abb. 4 zeigt eine Entfaltung des massen-
spektrometrischen Messspektrums aus Abb. 3 durch
das bekannte Programm MaxEnt, das die vier Haupt-
bestandteile sehr gut wiedergibt. Die Entfaltung
nimmt aber selbst mit schnellen Rechnern einige Mi-
nuten in Anspruch.

[0023] Abb. 5 gibt ein Zielspektrum wieder, wie es
durch ein Verfahren gemaf den Prinzipien der Erfin-
dung aus dem massenspektrometrischen Messspek-
trum der Abb. 3 erzeugt werden kann.

[0024] Abb. 6 stellt oben einen engen Ausschnitt
von nur 12 Dalton aus dem hochaufgelost gemes-
senen Massenspektrum der Abb. 3 dar, mit Ubiqui-
tin 9+ (links, M/z = 951,5 Da), Cytochrom C 13+ (M/
z = 952,5 Da) und, etwa in Bildmitte, Insulin 6+ (M/
z = 956,2 Da). Darunter ist ein massenspektrome-
trisches Messspektrum wiedergegeben, das man er-
halt, wenn mit einem Massenfilter nur die sechsfach
geladenen Insulin-lonen ausgefiltert werden. So aus-
gefilterte lonen kénnen fiir eine Fragmentierung ver-
wendet werden.

[0025] Abb. 7 zeigt ein Massenspektrum einer Ka-
librierldsung mit den einfach geladenen lonen der
Massen m = 622, 922, 1222, 1522, 1822, 2122 Da
(jeweils z = 1), worin ein Massenspektrum von Ubi-
quitin mit seinen vielfach geladenen lonensorten ein-
gebettet ist.

[0026] Abb. 8 zeigt in hdherer graphischer Aufl6-
sung die Umgebung der Masse m = 1222 Da aus
dem Spektrum der Abb. 7 mit dem Isotopensignal m
= 1223 Da und der Isotopenverteilung von Ubiquitin
7+.

Besondere Ausfiihrungsformen

[0027] Wie schon oben erlautert, werden in der Er-
findung Verfahren vorgeschlagen, mit denen sehr
schnell aus Massenspektren von Biopolymer-Gemi-
schen, die fir mindestens ein Biopolymer ein Signal-

muster von lonen der verschiedenen Ladungszustén-
de und verschiedenen Isotopenzusammensetzungen
enthalten, die glnstigsten lonensorten der beteilig-
ten Biopolymere fir deren Fragmentierung heraus-
gesucht werden. Solche Signalmuster von lonen der
verschiedenen Ladungszustande und verschiedenen
Isotopenzusammensetzungen kénnen beispielswei-
se aus Elektrosprih-lonisierung resultieren Auf die-
se Weise kann vermieden werden, dasselbe Bio-
polymer mehrmals Uber lonensorten mit verschie-
dener Ladung zu messen, was letztlich nur Mess-
zeit kostet, ohne neue Informationen Uber die Zu-
sammensetzung des Biopolymergemischs zu liefern.
Das Rechenverfahren dauert mit Rechnern, wie sie
zur Ausstattung leistungsfahiger Massenspektrome-
ter gehoéren, nur etwa 10 bis 100 Millisekunden; die
Suche kann somit in Echtzeit anhand eines massen-
spektrometrischen Messspektrums nach jeweils drei
oder vier Aufnahmen von Fragment-lonen-Spektren
durchgefihrt werden. AuRerdem lasst sich die jeweils
gunstigste Durchlassbreite des Massenfilters fir die
Isolierung einer lonensorte fur deren Fragmentierung
angeben. Ein ESI-Massenspektrum eines Gemischs
aus vier Proteinen mit Signalen von Uber 50 lonen-
sorten ist in Abb. 3 wiedergegeben.

[0028] Statt auf ESI-Massenspektren kann das Ver-
fahren auch auf Spektren aus anderen lonisierungs-
verfahren angewendet werden, wenn diese lonisie-
rungsverfahren Muster von lonen verschiedener La-
dungszustande erzeugen. Ein Beispiel daflr ist DESI
(Desorptions-Elektrosprih-lonisierung), bei dem ein
Elektrospriihstrahl auf eine feste Probe gerichtet
wird.

[0029] Fur das Rechenverfahren wird bevorzugt zu-
nachst ein Ausgangsbereich der ladungsbezogenen
Massen im gemessenen Massenspektrum, beispiels-
weise 600 < M/z < 1200 Dalton, und ein Zielbereich
der Massen in einem Zielspektrum festgelegt, bei-
spielsweise 5000 < M, < 60000 Dalton. Der Ziel-
bereich wird vorzugsweise in kleine Kanale (,Bins”)
eingeteilt, beispielsweise in 11000 Bins zu je 5 Dal-
ton. Des Weiteren kann der Bereich der Ladungszah-
len z festgelegt werden, die in einem Ausfiihrungsbei-
spiel als ganze Zahlen n fir die Multiplikation dienen,
beispielsweise 5 < z < 60. Das massenspektrome-
trische Messspektrum kann nun einem Untergrund-
abzug unterworfen und mit einem schnellen Algorith-
mus geglattet werden, wobei es durchaus glnstig ist,
wenn danach die Isotopensignale nicht mehr getrennt
erscheinen, da nur die Einhlllenden gebraucht wer-
den. Das Spektrum wird dann auf eine geringere An-
zahl Datenpunkte i(M/z) mit &quidistanten M/z-Wer-
ten reduziert; also von einer Messparameterskala,
beispielsweise einer Flugzeitskala, in eine Massen-
skala transformiert. In diesem transformierten und re-
duzierten Massenspektrum ohne Untergrund uberla-
gern sich immer noch die Muster der Ladungsvertei-
lungen der beteiligten Biopolymere, wobei, je nach
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den chromatographischen Bedingungen, auch noch
Addukte der Biopolymer-lonen, beispielsweise mit
Na*-, K*- oder anderen lonen, vorhanden sein kon-
nen.

[0030] Nunmehr wird der M/z-Wert des ersten lonen-
signals des gegléatteten und reduzierten Spektrums,
der sich uber die Nulllinie erhebt, nacheinander mit
allen ganzen Zahlen n des festgelegten Bereichs der
Ladungszahlen z, also beispielsweise mit n = 5, 6,
7, ..., 60, multipliziert und durch Abzug der Masse der
Ladungstrager, also der Masse p der Protonen bei
positiven lonen, korrigiert. Das jeweilige Ergebnis M,
= (M/z) x n—n x p wird im richtigen Bin M, des Ziel-
spektrums eingetragen. Dabei werden in den Bins die
Intensitaten i(M/z) aller Eintrdge zu einer Summe Zi
(M) addiert. In einer zugehdrigen Tabelle werden
fur jedes Bin die ladungsbezogenen Massen M/z und
Intensitaten i(M/z) aller eingetragenen Signale ver-
merkt; alternativ kann in einem schnelleren Verfah-
ren, das insbesondere auch weniger Speicherplatz
bendtigt, nur die Intensitat i(M/z) und die ladungsbe-
zogene Masse M/z des dominierenden Summanden
vermerkt werden. Das Verfahren fur das erste lonen-
signal wird abgebrochen, wenn die berechnete Mas-
se M, = (M/z) x n—n x p nicht mehr in den Zielbereich
fallt. Das Multiplikations- und Speicherverfahren wird
dann fir das zweite lonensignal des geglatteten Mas-
senspektrums, also den zweiten M/z-Wert, sodann
fur den dritten, vierten, flnften, ... M/z-Wert durchge-
fuhrt, bis alle lonensignale, also alle M/z-Werte des
geglatteten und reduzierten Spektrums diesem Mul-
tiplikations- und Speicherverfahren unterworfen wur-
den.

[0031] Dieses Zielspektrum mit Herkunftstabelle ent-
hélt nun viele vollig unsinnige Eintrége; aber die In-
tensitdtssummen Zi(M,;,) ragen an den Stellen real
vorhandener Proteine der Masse M in Uberraschen-
der Weise weit und deutlich heraus, da sich hier
die Signale aller Ladungszustande z eines Prote-
ins der Masse M = M,,,; addieren. Abb. 5 zeigt das
Zielspektrum, wie es aus dem massenspektrometri-
schen Messspektrum der Abb. 3 unter Anwendung
der oben beschriebenen Rechenvorschrift gewonnen
wird.

[0032] In einer ersten Ausfliihrungsform werden nun
anhand dieser herausragenden Signale die Prote-
ine herausgesucht, die der Fragmentierung zugefuhrt
werden sollen, beispielsweise in der Reihenfolge fal-
lender Intensitatssummen Zi(M,;). Flr jedes dieser
Proteine wird dann aus den Eintragen in der beglei-
tenden Tabelle jeweils die geeignetste lonensorte
aus dem Bin fir die Fragmentierung ausgesucht, bei-
spielsweise die lonensorte M/z mit der groften Inten-
sitét i(M/z), oder einfach die dort als dominant einge-
tragene lonensorte. Fir jede zunachst ausgewahlte
lonensorte M/z ist dann noch zu priifen, ob sie alleine
steht oder von anderen lonensorten Gberlappend ge-

stért wird. Liegt eine Uberlappung vor, so sucht man
die jeweils ndchstintensivste lonensorte dieses Pro-
teins aus dem Bin aus und priift auf Uberlappung, bis
eine nicht Gberlappende lonensorte gefunden ist.

[0033] Damit nicht zwischen der Aufnahme eines
Massenspektrums fiir die Auswahl der lonensorten
und der nachgelagerten Aufnahme von Fragment-lo-
nen-Spektren zu viel ungenutzte Zeit vergeht, kann
man nach der Bestimmung der ersten lonensorte be-
reits mit der Aufnahme des Fragment-lonen-Massen-
spektrums beginnen, und dann die Bestimmung wei-
terer lonensorten fortsetzen. Auch kann man die Aus-
wahl zumindest der ersten lonensorte an einem Mas-
senspektrum vornehmen, dass in verkirzter Zeit mit
geringerer Qualitadt aufgenommen wurde.

[0034] In einer zweiten und bevorzugten Ausfih-
rungsform wird der hier beschriebene Algorithmus
iterativ durchgeflhrt. Hierfir wird zunéchst nur eine
lonensorte fur das Biomolekll der Masse M = M,
mit der hochsten Intensitéat 2i(M,) ausgewahlt. Ist
diese ausgewahlte lonensorte M/z nicht von ande-
ren Signalen Uberlagert und somit fir die Fragmentie-
rung brauchbar, werden alle lonensorten dieses Bio-
molekdils aus dem geglatteten und reduzierten Spek-
trum geldscht. Fur diese Léschung werden alle ent-
sprechenden Werte M/z berechnet. Fir die Vertei-
lungsbreiten der Isotopensignale kann ein geeigneter
durchschnittlicher Wert angenommen werden; giins-
tiger ist es jedoch, die Verteilungsbreite Ay(M/z) der
Isotopensignale fiir die lonensorte M/z aus der Mas-
se M nach dem unten beschrieben Verfahren zu be-
rechnen. Aus dem so durch Léschen modifizierten
Spektrum wird nach dem beschriebenen Algorithmus
ein neues Zielspektrum erstellt, aus dem dann wie-
der eine geeignete lonensorte des nunmehr starks-
ten Biomolekuls ausgesucht wird. Dieses Verfahren
wird iterativ fortgesetzt, bis eine vorgegebene Anzahl
von Biomolekulen gefunden ist, oder die verfiigbaren
lonensignale abgearbeitet sind.

[0035] Die Breite A(M/z) der Isotopenverteilung flr
die ausgewahlte lonensorte kann durch die Annahme
einer durchschnittlichen Zusammensetzung der Bio-
polymere aus H, C, N, O, S und P berechnet werden,
wie sie dem statistischen Mittelwert entspricht. Flr
Proteine entspricht die gemittelte Zusammensetzung
der Bruttoformel Cg g384H7 7583N1,357701,477350,0417-
Daraus lasst sich flr jede Masse M eine Zahl k;(M,
s) berechnen, die angibt, wie viele Isotopenlinien ei-
nes Proteins dieser Masse M (ber einer prozentua-
len Intensitdtsschwelle s liegen. Fur eine Intensitats-
schwelle von flnf Prozent der maximalen Intensitat
gilt die Formel k{(M, 5%) = ¥(a x M/m, — b), mit m,
= 1 Da als angendhertem Abstand zwischen den Iso-
topenmassen und den Konstanten a = 0,016955 und
b = 2,77. Fir andere Arten von Biopolymeren gibt
es leicht verschiedene Konstanten a und b, wie dem
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Fachmann bekannt ist. Die Breite der lonensorte M/z
ergibt sich zu A(M/z) = (k(M, s) — 1) x m,/z.

[0036] Einer Auswahl von geeigneten lonensorten
folgt die Messung der Fragment-lonen-Massenspek-
tren. Die ausgewahlte lonensorte wird, weiterhin aus
der lonenquelle strémend, im Massenspektrometer in
einem Massenfilter isoliert und in einer geeigneten
Zelle fragmentiert, und es wird das Massenspektrum
der Fragment-lonen gemessen. In der Regel wer-
den die mehrfach geladenen Proteinmolekiile durch
Ubertragung von Elektronen aus geeigneten, negativ
geladenen Donor-Molekdl-lonen fragmentiert (ETD =
electron transfer dissociation). Fur Protein-ldentifizie-
rungen wird aus dem Fragment-lonen-Massenspek-
trum in an sich bekannter Weise eine mdglichst lan-
ge Teilsequenz der Aminosauren bestimmt und damit
das Protein identifiziert. Bei veranderten Proteinen
wird aus dem Fragment-lonenspektrum die Verande-
rung gegenuber Normalformen bestimmt. Auf die ver-
schiedenen Aufgabenstellungen werde hier nicht na-
her eingegangen.

[0037] Auch fiur die glinstigste Einstellung des Mas-
senfilters fur die Isolierung der ausgewahlten lonen-
sorte kann die Bestimmung der Breite A;(M/z) der Iso-
topenverteilung verwendet werden.

[0038] Es soll hier noch angemerkt werden, dass es
sich nicht immer um Gemische mehrerer schwerer
Biomolekile handeln muss, deren vielfaltige lonen-
sorten sich Uberlagern. Das Verfahren ist auch an-
wendbar, wenn in einem Massenspektrum, das im
Wesentlichen aus mehreren einfach geladenen lo-
nen besteht, nur eine Verteilung von mehrfach gela-
denen lonensorten eines schwereren Molekills liegt,
wie das in Abb. 7 dargestellt ist. Hier liegt im Mas-
senspektrum einer Kalibrierldsung mit den lonen der
monoisotopischen Massen m = 622, 922, 1222, 1522,
1822, 2122 Da (jeweils z = 1) ein Massenspektrum
mit Ubiquitin mit seinen vielfach geladenen lonen.
Abb. 8 zeigt in einer vergréflerten Darstellung die
Umgebung der Masse m = 1222 Da mit dem Isoto-
pensignal m = 1223 Da und der Isotopenverteilung
von Ubiquitin 7+.

[0039] Es wurde oben bereits angemerkt, dass die
lonensorten bestimmter Substanzen durch Salze in
der Chromatographie-Flussigkeit auch Addukte mit
Alkali-lonen bilden, insbesondere Na* und K*. Meist
bilden nur wenige Prozent der Substanzmolekiile sol-
che Addukte aus. In den Addukten wird ein Proton
durch das Alkali-lon ersetzt. In der Regel wird jeweils
nur ein Alkali-lon angelagert, und zwar meist an je-
weils alle lonensorten dieser Substanz. Diese Adduk-
te erscheinen somit als neue Substanzen des Sub-
stanzgemisches, die um 22 bzw. 38 Dalton schwe-
rer sind als ihre adduktfreien Ausgangssubstanzen.
Sie werden durch das beschriebene Verfahren ge-

nauso aufgefunden wie die Ubrigen Substanzen des
Gemischs.

[0040] Das erfindungsgemale Verfahren bezieht
sich grundsatzlich auf die Analyse der verschiede-
nen Biopolymere mit verschiedenen Molekiimassen
M eines Gemisches, das durch eine lonisierung mit
Elektrospriihen oder einer &hnlich viele Ladungs-
zusténde erzeugenden lonisierungsmethode jeweils
viele lonensorten der einzelnen Proteine mit jeweils
verschiedenen Ladungszahlen z liefert, wobei die
Analyse anhand der Massenspektren von Fragment-
lonen einer jeweils ausgewahlten lonensorte einer
ladungsbezogenen Masse M/z des lonengemisches
durchgefiihrt werden soll. Das Verfahren besteht im
Wesentlichen darin, die Auswahl der Protein-lonen-
sorten M/z fir die Fragmentierung anhand eines be-
rechneten Zielspektrums mit vorgewahltem Massen-
bereich M, < M < M., vorzunehmen, wobei das
Zielspektrum durch die Addition aller Intensitaten i(M/
z) an den Stellen im Zielspektrum gebildet wird, die
durch Multiplikation der ladungsbezogenen Massen
M/z aller im gemessenen Massenspektrum vorkom-
menden lonensorten mit jeweils allen ganzen Zahlen
n und Abzug der Masse der Ladungstrager n x p er-
rechnet werden, soweit die Ergebnismasse M,, = (M/
z) x n —n x p in den vorgewahlten Massenbereich
des Zielspektrums fallt. Es werden also jeweils an der
Stelle M,, die Intensitaten i(M/z) der beteiligten lonen-
sorten aufaddiert. p ist die Masse der Ladungstrager
der lonensorten, flr positive lonen ist p die Masse ei-
nes Protons. Das Zielspektrum kann insbesondere in
Bins aufgeteilt sein, wobei die Intensitaten i(M/z) je-
weils in dem Bin addiert werden, in das die berech-
nete Ergebnismasse M, = (M/z) x n — n x p fallt. Be-
sonders guinstig ist es, fir jedes Bin in einer zum Ziel-
spektrum zugehdrigen Tabelle die ladungsbezogene
Masse M/z und Intensitat i(M/z) aller beteiligten lo-
nensorten zu notieren. Sparsamer in Bezug auf Spei-
cherplatze und Rechenzeit ist es aber, nur die Inten-
sitédten i und ladungsbezogenen Massen M/z der do-
minanten lonensorte zu notieren.

[0041] Beidiesem Verfahren missen nichtimmer al-
le lonensorten des gemessenen Massenspektrums
verwendet werden, sondern es kdnnen die lonensor-
ten M/z auf einen Massenbereich (M/z),,i, < M/z < (M/
Z)max €ingeschrankt werden. Besonders bevorzugt ist
es, nur die ganzen Zahlen eines vorgewahlten Be-
reichs z.,;, < n < z,,,, oder auch nur eine diskontinu-
ierliche Liste aus ganzen Zahlen zu berlcksichtigen.

[0042] Die Auswahl der zu fragmentierenden lonen-
sorten M/z kann durch die Grol3e der Intensitatssum-
men Xi(M,;,) des Zielspektrums und durch die GréRe
i(M/z) der Intensitaten der einzelnen lonensorten M/z
erfolgen, beispielsweise in abnehmender Reihenfol-
ge der Intensitaten Zi(M,;,) und i(M/z).
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[0043] Fur die Erzeugung sauberer Fragment-lo-
nen-Massenspektren ist es glnstig, die ausgewahl-
ten lonensorten vor ihrer Verwendung fir eine Frag-
mentierung auf ihre Uberlappung mit anderen, star-
keren lonensorten zu Uberprifen. Im Falle einer
Uberlappung sollte eine andere lonensorte M/z aus-
gewahlt werden.

[0044] Die Breite A(M/z) der Isotopenverteilung fur
die ausgewahlte lonensorte kann, wie oben beschrie-
ben, durch die Annahme einer durchschnittlichen Zu-
sammensetzung der Biopolymere aus H, C, N, O, S
und P, wie sie dem statistischen Mittelwert entspricht,
berechnet werden. Dabei stellt sich heraus, dass die
Isotopenverteilung an der Stelle einer lonensorte der
ladungsbezogenen Masse M/z umso schmaler wird,
je grolRer die Masse m des Proteins ist. Die berech-
nete Breite A(M/z) kann sowohl flr die Einstellung
des Massenfilters fur die Isolierung der ausgewahlten
lonensorte, wie auch fur das Ldschen aller M/z-Bei-
trage eines Biopolymers der Masse m im iterativen
Verfahren angewendet werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Analyse von Biopolymeren eines
Gemisches mit den Schritten:
(a) lonisieren der Biopolymere des Gemisches, so
dass jeweils mehrere lonensorten der einzelnen Bio-
polymere mit jeweils verschiedenen ladungsbezoge-
nen Massen M/z geliefert werden, wobei M eine tber
die Isotopenzusammensetzungen gemittelte Mole-
kilmasse und z einen Ladungszustand darstellen,
(b) Aufnehmen eines massenspektrometrischen
Messspektrums des lonensortengemisches,
(c) Auswahlen von lonensorten M/z des lonensorten-
gemisches im massenspektrometrischen Messspek-
trum fiir eine Fragmentierung,
(d) Fragmentieren der ausgewahlten lonensorten,
(e) Aufnehmen von Massenspektren der resultieren-
den Fragment-lonen, und
(f) Identifizieren der Biopolymere des Gemisches an-
hand der Massenspektren der Fragment-lonen,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Auswabhl in Schritt (c) derart vorgenommen wird,
dass jeweils nur eine lonensorte M/z fir ein zu iden-
tifizierendes Biopolymer fiir die Fragmentierung an-
hand eines berechneten Zielspektrums mit vorge-
wahltem Massenbereich M., < M, < M, . aus-
gewahlt wird, wobei das Zielspektrum durch Multi-
plikation der ladungsbezogenen Massen M/z der in
dem massenspektrometrischen Messspektrum vor-
kommenden lonensorten mit jeweils allen ganzen
Zahlen n einer vorgewahlten Menge und Abzug der
Masse n x p der Ladungstrager entsteht, soweit die
Ergebnismassen M,, = (M/z) x n — n x p in den vor-
gewahlten Massenbereich des Zielspektrums fallen,
wobei jeweils an der Stelle M, die Intensitaten i(M/z)
der beteiligten lonensorten (M/z) aufaddiert werden
und wobei p eine Ladungstragermasse ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das massenspektrometrische Mess-
spektrum vor der Erstellung eines Zielspektrums
einem Untergrundabzug, einer Glattung und einer
Transformation von einer Messparameterskala auf
eine Massenskala unterworfen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Zielspektrum in Kanéle auf-
geteilt wird, und dass die Intensitaten i(M/z) jeweils in
dem Kanal addiert werden, in den die Ergebnismas-
se M, = (M/z) x n—n x p fallt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass fir jeden Kanal in einer zum Ziel-
spektrum zugehdrigen Tabelle die ladungsbezoge-
nen Massen M/z und Intensitaten i(M/z) aller beteilig-
ten lonensorten notiert werden.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass fur jeden Kanal in einer zum Zielspek-
trum zugehdrigen Tabelle die ladungsbezogene Mas-
se M/z und die Intensitat i(M/z) der intensivsten lo-
nensorte notiert werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass nicht alle lonensor-
ten des massenspektrometrischen Messspektrums
verwendet werden, sondern nur die lonensorten M/z
eines Massenbereichs (M/Z) i, < M/z < (M/Z)ax-

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass die zu fragmentie-
renden lonensorten M/z der GroRRe der Intensitats-
summen Zi(M,;) des Zielspektrums nach und dann
der Grof3e i(M/z) der Intensitaten der einzelnen lo-
nensorten M/z nach ausgewahlt werden.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass eine ausgewahlte
lonensorte auf Uberlappung der Isotopenverteilung
mit der anderer lonensorten gepruift wird, und dass im
Falle einer Uberlappung eine andere lonensorte M/z
fur die Fragmentierung ausgewahlt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass iterativ nach Aus-
wahl einer lonensorte M/z fur ein Biopolymer alle
lonensorten dieses Biopolymers aus dem massen-
spektrometrischen Messspektrum geléscht werden,
und dass in jedem lterationsschritt aus dem so redu-
zierten massenspektrometrischen Messspektrum ein
neues Zielspektrum gebildet wird, bis eine vorgege-
bene Anzahl von Biopolymeren gefunden ist oder die
lonensignale des massenspektrometrischen Mess-
spektrums abgearbeitet sind.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass flir das Loschen einer lonensorte eine
Breite A;(M/z) der Isotopenverteilung verwendet wird,
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die aus der mittleren Element-Zusammensetzung der
untersuchten Biopolymere berechnet wird.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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Abbildung 1
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Abbildung 2
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Massenspektrum eines Gemischs aus vier

Proteinen
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