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Neue Methoden zur Analyse von
Fragmentierungsmassenspektren kleiner Molekiile'

Franziska Hufsky >

Abstract: Die Identifikation von kleinen Molekiilen im Hochdurchsatz spielt eine wichtige Rolle
in vielen Forschungsbereichen. Massenspektrometrie (MS), insbesondere Fragmentierungsmassen-
spektrometrie, ist eine der am weitesten verbreiteten Techniken fiir deren Analyse. Die dadurch
entstehende Menge an Daten ist jedoch kaum manuell zu analysieren. Wir stellen neue de novo
Methoden zur automatisierten Analyse dieser Daten vor, die keine chemischen Kenntnisse iiber
das zu untersuchende Molekiil erfordern. Die zugrunde liegenden NP-schweren Probleme 16sen
wir mittels exakter aber trotzdem effizienter Algorithmen. Unsere Methoden ermoglichen die
automatisierte Analyse von bisher vollkommen unbekannten Molekiilen.

1 Einleitung

Kleine Molekiile, die als Zwischen- und Endprodukte aller chemischen Reaktionen
innerhalb der Zellen lebender Organismen entstehen, werden als Metaboliten bezeichnet.
Metaboliten umfassen eine breite Palette von Verbindungsklassen, unter anderem Zucker,
Sauren, Basen, Lipide, hormonelle Steroide und viele andere [Is09]. Daher sind sie trotz
ihrer geringen GroBe in ihrer Struktur besonders vielfiltig [Fe04]. Die biologischen und
medizinischen Fragestellungen, die durch die Identifizierung dieser kleinen Molekiile
adressiert werden, sind vielseitig. In der Diagnostik und Forensik wird auf kleine
Molekiile, z.B. Drogenabbauprodukte, getestet [Wi07]; in der funktionellen Genomik hilft
das Wissen iiber die Funktion von Metaboliten, um Riickschliisse auf die Genfunktion zu
ziehen [Fe04]; und in der Pharmazie basieren viele Medikamente auf kleinen Naturstoffen,
unter anderem Antibiotika (z.B. Penicillin), Antiparasitika (z.B. Avermectine), Antimala-
riamittel (z.B. Chinin) oder Anti-Krebs-Medikamente (z.B. Taxol) [LV09]. Des Weiteren
spielt die Aufkldrung des Stoffwechsels verschiedener (neu entdeckter) Lebewesen eine
groBe Rolle fiir viele weitere Forschungsgebiete, unter anderem der Klimaforschung.

Aufgrund der strukturellen Vielféltigkeit dieser kleinen Molekiile ist es derzeit nicht
moglich, das gesamte Spektrum an Metaboliten mittels einer einzigen instrumentellen
Analysemethode zu untersuchen. Stattdessen ergénzen sich verschiedene Technolo-
gien [Dill], insbesondere Kernspinresonanzspektroskopie (englisch: nuclear magnetic
resonance, NMR) und Massenspektrometrie (MS). NMR-Spektroskopie ermdglicht die
vollstindige Strukturaufkldrung unbekannter Molekiile, jedoch werden fiir dieses Verfah-
ren groBe Mengen an Probensubstanz benotigt. MS ist hingegen wesentlich sensitiver
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und kann daher auch im Hochdurchsatz angewandt werden. Die dadurch entstehende
Menge an Daten ist jedoch kaum manuell zu analysieren [Is09]. Vor der MS wird
in der Regel eine Separationsmethode, z.B. Gas- oder Fliissigkeitschromatographie,
angewandt, um die Molekiile voneinander zu trennen. Im Massenspektrometer werden die
Molekiile ionisiert und entsprechend ihrem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis aufgetrennt. Das
resultierende Massenspektrum ist ein zweidimensionaler Plot von Signalintensitit gegen
das Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (siche Abb. 1(a)) und enthilt in der Regel eine Reihe von
Peaks — einen Peak je gemessenes lon. Durch zusitzliche Fragmentierung der Molekiile
gewinnt man Informationen iiber die Molekiilmasse hinaus. Fragmentierung eines einfach
geladenen Molekiilions resultiert in einem einfach geladenen Fragment-Ion sowie einem
neutralen Fragment (Neutralverlust), welches im Massenspektrometer nicht nachgewiesen
werden kann.

Die Identifizierung unbekannter Metaboliten ist noch immer die Hauptproblematik bei der
Analyse von (Fragmentierungs-)Massenspektren. Eine erheblich Zahl von Metaboliten ist
bis heute unbekannt und somit in keiner Datenbank gelistet. Konventionelle Methoden,
basierend auf Spektrenvergleich oder bereits bekannten Strukturformeln, stoen daher
hiufig an ihre Grenzen [HSB14]. Die vollstindige Strukturaufkldrung eines bisher
unbekannten Metaboliten ist besonders schwierig aufgrund deren hoher physikalischer
und chemischer Vielfiltigkeit. Im Gegensatz zu Biopolymeren, wie z.B. Proteinen oder
Glykanen, sind Metaboliten nicht aus sich wiederholenden Bausteinen zusammengesetzt.
Zudem ist es in der Regel unmoglich Strukturinformation iiber Metaboliten aus Ge-
nomdaten zu gewinnen. Die vollstindige Strukturaufkldrung wird daher immer mittels
mehrerer unabhingiger Methoden durchgefiihrt. Die Informationen, die man mittels
MS gewinnt, helfen jedoch, den Suchraum stark einzuschrinken, indem sie Hinweise
auf die Struktur und Verbindungsklasse des Molekiils geben. In dieser Arbeit [Hul4]
stellen wir computergestiitzte Methoden zur Analyse von Fragmentierungsmassenspektren
unbekannter kleiner Molekiile, die in keiner Datenbank zu finden sind, vor.

OC.

(a) Massenspektrum (b) Fragmentierungsdiagramm (c) Berechneter Fragmentierungsbaun
aus der Literatur

Abb. 1: (a) Fragmentierungsmassenspektrum, (b) das zugehorige Fragmentierungsdiagramm aus der
Literatur [NV86], sowie (c) der mittels unserer Methode berechnete Fragmentierungsbaum eines
Dihydro-1,4-Oxathiins.
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2 Fragmentierungsbiume

MS-Experten evaluieren Fragmentierungsmassenspektren, indem sie Diagramme zeich-
nen, welche die im Massenspektrometer stattgefundenen Fragmentierungsereignisse
manuell nachvollziehen (siehe Abb. 1(b)). Dafiir muss jedoch die Molekiilstruktur bereits
bekannt sein. Die von uns entwickelte Methode extrahiert die Fragmentierungsschritte
direkt aus den Daten, ohne Vorwissen beziiglich der Molekiilstruktur. Wir modellieren die-
se Fragmentierungskaskaden mittels Fragmentierungsbdumen (siehe Abb. 1(c)) [BROS].
In einem Fragmentierungsbaum werden Knoten mit den Molekiilformeln der Fragmente
und Kanten mit den entsprechenden Fragmentierungsereignissen annotiert. Die Wurzel
des Baumes enthilt die Molekiilformel des vollstandigen Molekiilions.

Die Berechnung von Fragmentierungsbiumen basiert auf einem graphentheoretischen
Modell. Der sogenannte Fragmentierungsgraph ist ein gerichteter, azyklischer Graph. Fiir
alle Peaks im Spektrum enthilt dieser Graph jede mogliche Molekiilformel, welche die
Masse dieses Peaks erklirt, als Knoten. Die Knoten sind gefirbt, sodass alle Knoten, die
den selben Peak erkliren, die selbe Farbe erhalten. Zwei Knoten werden mittels einer
gerichteten Kante verbunden, wenn der Nachfolgerknoten eine Teilmolekiilformel des
Vorgingerknotens enthilt. Die Kante wiederum wird mit dem zugehorigen Neutralverlust
beschriftet. Da diese Beziehung zwischen Knoten transitiv ist, ist somit auch der
gesamte Fragmentierungsgraph transitiv. Um innerhalb des Graphen die wahrscheinlichste
Erkldarung der Fragmentierungsprozesse zu finden, werden die Knoten und Kanten
gewichtet. Wir betrachten jeden Teilbaum, welcher in einer moglichen Erkldrung des
Molekiilionenpeaks wurzelt, als hypothetischen Fragmentierungsbaum und suchen den
Teilbaum mit maximaler Summe der Gewichte, wobei jede Farbe maximal einmal
verwendet werden darf. Indem wir Baume betrachten, wird jedes Fragment durch einen
einzigen Fragmentierungsprozess erklirt; durch das Beschrinken auf Béume, in denen
jede Farbe maximal einmal verwendet werden darf, wird jeder Peak nur von einem
einzigen Fragment erklart. Dass ein Peak von mehreren Fragmenten erkldrt wird, kommt
in der Praxis nur extrem selten vor und wird hier daher nicht betrachtet, um im generellen
Fall das mehrfache Zidhlen von Peaks zu verhindern. Das eben beschriebene Problem
wurde als MAXIMUM COLORFUL SUBTREE Problem formalisiert [BRO8] und ist NP-
schwer [FGNO06] sowie APX-schwer [DFV09] sogar auf Bindrbaumen. Des Weiteren gibt
es keine Approximationsalgorithmen mit Approximationsgiite, die durch eine Konstante
beschrinkt wird [DFV09, Sil1]. Zur Losung des Problems wurden bereits mehrere exakte
und heuristische Algorithmen entwickelt [BR08, Ral2b].

3 Auswertung von EI-Fragmentierungsspektren

Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung ist eine der dltesten und wich-
tigsten Verfahren zur Analyse kleiner Molekiile. Die dabei am hédufigsten verwendete
Ionenquelle ist die Elektronenstoionisation (EI), welche zusitzlich zur Fragmentierung
des Molekiils fiihrt. Bei instabilen Molekiilionen kann es bis zu einer vollstindigen Frag-
mentierung kommen, sodass der Peak des Molekiilions im Massenspektrum kaum sichtbar
ist oder gar fehlt. Die Fragmentierung kleiner Molekiile durch Elektronensto3ionisation ist
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bereits gut verstanden; die manuelle Interpretation dieser Fragmentierungsmassenspektren
ist jedoch umstindlich, zeitaufwendig und erfordert Expertenwissen (siche z.B. Abb. 3).
Automatische Methoden fiir die Analyse von EI-Massenspektren beschrianken sich derzeit
auf Datenbanksuche und regelbasierte Ansdtze. Wir prisentieren eine automatisierte
Methode zur Rekonstruktion von Fragmentierungsmustern kleiner Molekiile aus hoch-
aufgelosten EI-Massenspektren mit hoher Massengenauigkeit.

Bei der Auswertung von EI-Spektren muss man beachten, dass weder die Molekiilformel
des vollstindigen Molekiils, noch dessen Masse bekannt ist und ferner der Molekiilionen-
peak héufig nicht im Spektrum vorhanden ist. Fiir unsere Analysen gehen wir davon aus,
dass der Molekiilionenpeak vorhanden ist, wenn auch moglicherweise von sehr geringer
Intensitit. Mittels automatischer Erkennung der echten Signale im Spektrum und deren
Auswertung berechnen wir Fragmentierungsbdume fiir EI-Spektren [Hul2]. Die Methode
ermoglicht zusitzlich die Identifizierung des Molekiilions des untersuchten Metaboliten
und dessen Molekiilformel. Neben einer Liste von bekannten, héufig vorkommenden
Neutralverlusten verwendet unser Methode keine chemischen Vorkenntnisse und arbeitet
vollkommen unabhédngig von Datenbanken. Auf der anderen Seite bendtigt unsere
Methode hohe Massengenauigkeit der Messungen.

Da die Molekiilformel des vollstindigen Molekiils unbekannt ist, konnen die mog-
lichen Erklirungen der Fragmente im Fragmentierungsgraph nicht auf Teilformeln
der Molekiilformel beschrinkt werden, was zu einer drastischen Vergroferung des
Fragmentierungsgraphen fiihrt. Dieser Effekt verstérkt sich, je groler das Molekiil und
je mehr Peaks im Spektrum vorhanden sind. Um den optimalen Teilbaum unter all
den moglichen Teilbdaumen zu finden, gehen wir daher in zwei Schritten vor (siehe

El-Spektrum
Schritt 1 Schritt 2
Identifizierung des Molekiilionenpeaks Interpretation des
Zerlegen der und dessen Molekdilformel Fragmentierungsmusters

Fragmentmassen

52.0338 C.H, /
64.0286 C,H,
P 1. CgH4NO3
HN,O, 2. CH4N3O5
92.9923 C,H,PS 3. C5H4N30,
CHP
o 4. CgHsN,O
CH,NO,S
CHNP,
: N.O,

Fragmentierungsgraph mogliche Fragmentierungsgraph Fragmentierungsbaum
basierend auf den Molekiilformeln basierend auf allen Peaks
relevantesten Peaks

Abb. 2: Methode zur Auswertung von El-Fragmentierungsspektren in zwei Schritten: Als Eingabe
verwenden wir ein EI-Spektrum mit hoher Massengenauigkeit. Fiir jeden Peak werden alle
moglichen Molekiilformeln, welche diesen Peak erkldren konnten, berechnet. In Schritt 1 versuchen
wir den Molekiilionenpeak zu identifizieren und dessen Molekiilformel zu bestimmen. In Schritt 2
versuchen wir die beste Erkldrung fiir das Fragmentierungsspektrum zu finden.
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Abb. 3: Berechneter Fragmentierungsbaum fiir Ergosterol. Die Knoten enthalten die Fragmentfor-
meln, die Massen der Fragmente (in Da) sowie die Intensititen der zugehorigen Peaks im Spektrum.
In der Anwendung ist die Identitit und Strukutformel des Molekiils unbekannt. Der Baum dient
als Grundlage fiir die weitere Auswertung des Massenspektrums. Die manuelle Interpretation des
Massenspektrums wire ohne diese Grundlage umstindlich, zeitaufwendig und ohne Kenntnis der
Molekiilstruktur und entsprechendem Expertenwissen nicht moglich.
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Abb. 2): (1) Zuerst versuchen wir den Molekiilionenpeak zu identifizieren und dessen
Molekiilformel zu bestimmen. Dafiir bauen wir einen Fragmentierungsgraph, welcher nur
eine Teilmenge der Peaks aus dem Spektrum enthilt. Diese Peaks erscheinen fiir die
Bestimmung der Molekiilformel besonders interessant. Jeder dieser Peaks ist potentiell der
Molekiilionenpeak. Die moglichen Molekiilformeln der potentiellen Molekiilionenpeaks
werden geordnet entsprechend der Summe der Kantengewichte des optimalen Teilbaums,
der in diesem Knoten wurzelt. (2) Ist die Molekiilformel des vollstdndigen Molekiils be-
kannt, so wird erneut ein Fragmentierungsgraph gebaut, welcher in dieser Molekiilformel
wurzelt und mogliche Fragmentmolekiilformeln fiir alle im Spektrum vorhandenen Peaks
enthilt. Aus diesem Graph wird nun der Fragmentierungsbaum berechnet, welcher die
gemessenen Daten am besten erklirt.

Evaluiert haben wir unsere Methode sowohl auf simulierten als auch auf gemessenen
Daten unter verschiedenen Gesichtspunkten. Die Identifizierung des Molekiilionenpeaks
und der Molekiilformeln wurde auf EI-Spektren von 50 Molekiilen unterschiedlicher
GroBe aus verschiedenen Verbindungsklassen ausgewertet. Das Molekiilion wurde in
88 %, die Molekiilformel in 78 % der Fille richtig identifiziert. Die Methode funktioniert
sogar fiir Spektren, in denen das Molekiilion kaum sichtbar ist. Um die Qualitit der
Fragmentierungsbdume zu evaluieren, haben wir auBerdem fiir 22 Molekiile, deren
Fragmentierungswege in der Literatur beschrieben sind, Massenspektren simuliert.
Massenspektrometrie-Experten bestétigten, dass die auf diesen Daten berechneten Baume
und die Fragmentierungsbaume der 50 gemessenen Molekiile, sehr gut mit dem veroffent-
lichten Fachwissen sowie bekannten Fragmentierungsmechanismen iibereinstimmen. Alle
wichtigen Fragmente und Fragmentierungsreaktionen der verschiedenen Verbindungsklas-
sen konnten selbst in den komplexesten EI-Spektren unseres Datensatzes identifiziert
werden (siehe Abb. 3).

4 Vergleich mittels Fragmentierungsbaumalignments

Im nidchsten Schritt konnen die Fragmentierungsbdume zur Klassifizierung und Identi-
fizierung von unbekannten Molekiilen verwendet werden. Mittels Baumvergleich lassen
sich strukturelle und chemische Ahnlichkeiten zu anderen, bereits bekannten Molekiilen
feststellen. Hierfiir werden paarweise lokale Alignments von Fragmentierungsbiu-
men verwendet [Ral2a]. Lokales Baumalignment ist eine Generalisierung des lokalen
Sequenzalignment-Problems. Das lokale Baumalignment zweier Fragmentierungsbédume
enthilt die Teilbdume, in denen dhnliche Fragmentierungskaskaden stattgefunden haben
(siehe Abb. 4).

Um den Fragmentierungsbaum eines unbekannten Metaboliten mit einer grof3en Frag-
mentierungsbaumdatenbank vergleichen zu konnen, sind schnelle Algorithmen zur
Losung des Baumalignmentproblems erforderlich. Leider ist das Alignieren von unge-
ordneten Biaumen, zu denen die Fragmentierungsbdume zéhlen, nicht nur NP-schwer,
sondern auch MAX SNP-schwer [JWZ95]. Dies bedeutet, es gibt kein Polynomzeit-
Approximationsschema fiir dieses Problem, auler P = NP [Ar98]. Wir haben drei exakte
Algorithmen zur Berechnung von Baumalignments entwickelt: Zwei dieser Algorithmen
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Abb.4: Optimales Fragmentierungsbaumalignment (a) und Fragmentierungsmassenspektren fiir
Cystin und Methionin (a). Die Massenspektren haben keine gemeinsamen Peaks. Die Molekiilstruk-
turen von Cystin (c) und Methionin (d) werden zur Berechnung des Baumalignments nicht benotigt.
Das Alignment enthilt die gemeinsamen Fragmentierungswege.

basieren auf dynamischer Programmierung (DP), wobei der zweite Algorithmus auf dem
ersten aufbaut, indem er die diinne Besetzung der DP Tabelle zu seinen Gunsten nutzt.
Der dritte Algorithmus basiert auf ganzzahliger linearer Programmierung (english: integer
linear programming, ILP).

Die Auswertung unserer Algorithmen auf drei Datensitzen hat gezeigt, dass mittels
DP tausende Alignments in wenigen Minuten berechnet werden konnen, selbst fiir
schwierige Instanzen. Der verbesserte DP Ansatz dominiert die klassische DP, was fiir
einen der Datensdtze sogar zu einer elffachen Beschleunigung fiihrte (siehe Abb. 5).
Uberraschenderweise sind die beiden DP Algorithmen wesentlich schneller als das ILP.
Nichtsdestotrotz hat das ILP das Potenzial, die fiir die DP-basierten Algorithmen schwierig
zu losenden Instanzen zu berechnen.

Fragmentierungsbaumalignments konnen unter anderem dazu verwendet werden um eine
Reihe bekannter und/oder unbekannter Verbindungen, basierend auf deren Fragmentie-
rungsbaumaihnlichkeit, zu clustern (sieche Abb. 6), und um strukturelle Eigenschaften
und/oder Verbindungsklassen vorherzusagen [Ral2a]. Basierend auf einer Reihe von
Referenzverbindungen haben wir gezeigt, dass sich das Clustering mittels Fragmentie-
rungsbauméhnlichkeiten mit den echten Verbindungsklassen deckt und konnten darauf-
hin fiir unbekannte Metaboliten aus islindischem Mohn die Verbindungsklassen und
Strukturinformationen ableiten, um die nachfolgende NMR-Analyse zur vollstindigen
Strukturaufkldrung zu vereinfachen.
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Abb.5: Laufzeiten fiir den schwierigsten der drei Datensédtze mit 5151 Alignments. Links:
Gesamtlaufzeit fiir x % der Instanzen, fiir welche die Berechnung des Alignments schneller lief
als bei den verbleibenden Instanzen. Dabei wurden die Instanzen fiir jeden Algorithmus getrennt
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Abb. 6: Fragmentierungsbaumalignments zur Klassifizierung von unbekannten Molekiilen. Aus dem
gemessenen Spektrum wird ein Fragmentierungsbaum berechnet und gegen eine Datenbank von
Fragmentierungsbdumen aligniert. Die Molkiile werden basierend auf den berechneten Fragmen-
tierungsbaumsihnlichkeiten geclustert. Ahnliche Molekiile (z.B. aus derselben Verbindungsklasse)
clustern zusammen. Die Klasse des unbekannten Molekiils kann aus dem Cluster, in den es fallt,
erschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Wir haben neue de novo Methoden zur automatisierten Analyse von Fragmentie-
rungsmassenspektren kleiner Molekiile entwickelt, die keine Kenntnis des zu untersu-
chenden Molekiils voraussetzen. Sowohl die Berechnung als auch der Vergleich von
Fragmentierungsbdumen sind regelfreie Ansdtze, die weder auf Spektren- noch auf
Strukturdatenbanken basieren. Damit ermdglichen sie die Analyse von bisher vollkommen
unbekannten Molekiilen.
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